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CAPITULO 15. UTILIZAGCAO DE CROMATOGRAFIA
SUPERCRITICA NA PURIFICACAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS
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Departamento de Fisico-Quimica, Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campi-
nas (UNICAMP). Rua Josué de Castro S/N, 13083-970, Campinas, Brasil.

Resumo:

A cromatografia supercritica foi introduzida em 1962 com a pro-
messa de que iria substituir tanto a cromatografia gasosa quanto
a liquida. Passados cerca de 50 anos, pode-se observar que este
processo de separaciao ainda procura um local de destaque, sendo
empregado somente em algumas analises especificas. Razdes como
a pouca robustez dos sistemas experimentais inicialmente disponi-
veis, os quais foram adaptados das cromatografias convencionais,
e o pouco entendimento do comportamento do fluido supercritico
podem ser causas para esta lenta disseminacao da técnica. Sistemas
comerciais desenvolvidos especificamente para esta modalidade de
cromatografia tem favorecido o aumento da utilizacio da técnica
com a possibilidade do uso das vantagens especificas dos fluidos
supercriticos como a baixa viscosidade e o alto coeficiente de difu-
sao0, se comparado com o fluido liquido, levando a separacdoes mais
rapidas e com grande eficiéncia e pela possibilidade de reducao do
consumo de solventes organicos, trazendo ganhos ambientais para
os processos. Neste capitulo é apresentada uma revisio das princi-

pais caracteristicas e desenvolvimentos da cromatografia supercritica
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utilizadas como ferramenta analitica e na purificacio de compostos
tanto nas escalas semi-preparativa como preparativa. Além disto,
as principais fases estacionarias, métodos de deteccio do material
separado e parametros relevantes para a otimizac¢ido dos processos

de separacido sao discutidos.

Palavras-chave: cromatografia supercritica, diéxido de carbono su-
percritico, cromatografia analitica, cromatografia semi-preparativa,

cromatografia preparativa.

Abstract:

Supercritical chromatography was originally introduced in 1962
aiming to substitute both the gas and the liquid chromatography.
After almost 50 years, this separation technique is still trying to
find its place in the marked, been used only in some special cases.
The main reasons for that can be the lack of robustness of the
developed equipment, in general adapted from the conventional
chromatographies, and the poor comprehension of the supercritical
fluids by the users of the technique. The new commercial systems
developed exclusively for supercritical chromatography are increasing
the use of this separation method and are allowing to exploit the
advantages of the supercritical fluids such as low viscosity and high
diffusion coefficient, leading to faster and more efficient separations,
and also permitting lower quantity organic solvent necessary in the
process, resulting in some interesting environmental advantages. In
this chapter, the main characteristics and advances of the supercriti-
cal chromatography used in the analytical, semi-preparative, and
preparative scales are reviewed. Furthermore, the more relevant
stationary phases, detection methods, and parameters used in the

process optimization are discussed.

Keywords: supercritical chromatography, supercritical carbon dioxide,
analytical chromatography, semi-preparative chromatography, prepara-

tive chromatography.
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15.1. Introducio

Cromatografia € um processo fisico-quimico de separacido baseado nas
diferentes intensidades de interacdes que solutos presentes em uma
fase movel tem com uma fase estaciondria localizada em uma coluna.
As duas principais categorias de cromatografia sao classificadas de acordo
com o estado fisico da fase moével sendo estas a gasosa (GC) e a liquida
(LC). A cromatografia gasosa apresenta altas eficiéncias de separacio
devido as caracteristicas de transferéncia de massa dos gases e podem
utilizar detectores universais como os condutométricos e os de ioniza-
¢ao de chama. Como desvantagem sao restritas para a identificacao de
compostos volateis e que sejam termicamente estiveis. Ja a cromatografia
liquida pode ser utilizada para compostos niao volateis e termicamente
instaveis, porém com baixa eficiéncia de separaciao devido as limitacoes
de transferéncia de massa caracteristicas dos liquidos.

Quando um fluido supercritico é utilizado como fase moével em um
processo de separacao cromatografico este é denominado de cromatografia
supercritica (SFC). Um fluido é considerado como supercritico quando
tanto a temperatura quanto a pressio do sistema estiverem acima das
condi¢des do seu ponto critico. Os fluidos nestas condi¢des apresentam
propriedades fisico-quimicas intermediarias entre as apresentadas em seu
estado liquido e gasoso. Em geral, as densidades sio elevadas devido a
altas pressoes, o que resulta em grandes poderes de solvatacao se compa-
rados com o mesmo fluido no estado gasoso, e baixas viscosidades e altos
coeficientes de difusio se comparados com o fluido no estado liquido.
Os valores caracteristicos as duas ultimas propriedades fisico-quimicas
favorecem os sistemas que utilizam fluidos supercriticos a terem altas taxas
de transferéncia de massa, se comparados com sistemas em fase liquida.

Historicamente, a cromatografia supercritica teve inicio em 1962 com
a separacao de derivados de porfirina termolabeis utilizando misturas de
clorofluorometanos supercriticos como fase movel [1]. A motivaciao deste
experimento foi a baixa pressio de vapor das porfirinas o que levava a
decomposicao das mesmas quando analisadas por cromatografia gasosa.

A coluna tinha 75 cm de comprimento e era preenchida com polietileno
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glicol sobre polimero poliaromatico reticulado (Chromosorb W). Apds sua
introducio, a cromatografia supercritica seguiu a tendéncia da cromatogra-
fia gasosa de utilizar colunas capilares abertas e recobertas com filmes de
materiais adsorventes depositados. Nestas aplicacoes, as colunas capilares
empregadas apresentavam diametros internos menores que as usualmente
utilizadas na cromatografia gasosa e os filmes de fase estacionaria tiveram
que comecar a serem reticulados para diminuir a tendéncia de serem remo-
vidos da coluna pela fase moével supercritica. A cromatografia supercritica
utilizada como uma extensiao da cromatografia gasosa apresentou diversos
problemas operacionais tais como a aplica¢ao para compostos praticamente
apolares, baixo poder de solvata¢io do CO, puro, pouca robustez da inje¢ao
das amostras, tempos longos de separacio devido a menor eficiéncia do
sistema se comparado com a cromatografia gasosa, entupimentos da coluna
e a quebra de partes do sistema devido a altas pressoes [2]. Devido a estas
dificuldades, no final dos anos 80 foram realizados estudos mais sistema-
ticos de utilizacao de cromatografia supercritica em colunas empacotadas,
onde os melhores resultados foram obtidos. Hoje, praticamente todos os
sistemas de cromatografia supercritica sio extensdes da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Taylor em 2009 [3] apresentou uma classificacio de diversos métodos
cromatograficos dependente das condi¢cdes de temperatura e pressiao uti-
lizadas na separacdo dos solutos. Assim, de fases moveis menos densas
para mais densas temos a cromatografia gasosa, a cromatografia gasosa
a altas pressoes, cromatografia gasosa de solvatacio, cromatografia com
fluido supercritico, cromatografia com fluido subcritico, cromatografia
com fluidez aumentada, cromatografia liquida a altas temperaturas e,
finalmente, cromatografia liquida. Estas diversas modalidades de croma-
tografias permitem que estes métodos de separacdes sejam utilizados na
identificacdo e purificacio de uma ampla gama de compostos. Quando
colunas abertas ou empacotadas utilizando diéxido de carbono supercri-
tico como fase mével sio empregadas, podemos ter qualquer uma das
modalidades acima citadas em um uUnico equipamento [4]. Como seria
possivel realizar todos os tipos de separacdes em um Unico equipamen-

to, iniciou-se uma série de tentativas para tentar unificar os métodos
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cromatograficos [5]. Apesar destes esforcos, devido as diversas restricoes
mecinicas e econdémicas ainda nao foi possivel chegar a esta unificacao.

Dependendo da escala e objetivo dos métodos cromatograficos empre-
gados, seguindo a classificacio proposta por Berger [6], eles podem ser
classificados como cromatografia analitica, cromatografia semi-preparativa
e cromatografia preparativa. Neste capitulo, serdo apresentadas as prin-
cipais caracteristicas da cromatografia supercritica bem como algumas
aplicacdes desta tanto para a identificacado quanto para a purificacao de
compostos bioativos. Em geral, a cromatografia que empregue o diéxido
de carbono na fase moével em condi¢des de temperatura e pressao acima
de seu ponto critico (304,25 K e 7,38 MPa) sao apresentadas na literatura
como cromatografia supercritica. Como € possivel utilizar quantidades
pequenas ou moderadas de solventes organicos para modificar as carac-
teristicas de polaridade do di6éxido de carbono, nem sempre as condi¢cdes
empregadas na separac¢io estao acima do ponto critico da mistura. Mesmo
assim, neste texto, estes sistemas serao considerados como de cromato-

grafia supercritica.

15.2. Cromatografia analitica

Da mesma forma que na cromatografia liquida ou gasosa, a separacio
dos solutos presentes na fase moével sub ou supercritica se da por suas
diferentes interacdes com a fase estacionaria presente em uma coluna.
Quanto maior for a interacio de um soluto, maior sera o seu tempo
necessario para eluir da coluna e assim ocorre a separaciao. A intensi-
dade da interacao que levara a separacao é dada pela correta selecio
das fases estacionaria e movel, bem como das condicdes operacionais
utilizadas. O objetivo da cromatografia analitica é separar da melhor
maneira possivel os solutos de interesse de forma que quando saem
da coluna cromatografica possam ser detectados como bandas unicas e
assim, possam ser identificados e/ou quantificados. Para tal, pequenas
quantidades de amostras siao introduzidas na coluna, com a finalidade

de estreitar e manter uma forma mais simétrica os picos de cada soluto.
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Colunas cromatograficas com didmetros inferiores a 10 mm e a utilizacao
de vazoes da fase movel de 0,1 a 10 mL/min podem ser frequentemente
encontradas na cromatografia supercritica analitica.

Dentre as trés modalidades de utilizacio da cromatografia, a analitica
¢ a mais empregada, presente em diversos laboratérios. A Figura 15.1
apresenta uma representacao esquematica de unidade de cromatografia

supercritica analitica.

13

descarte

Figura 15.1. Representacio esquematica de um cromatégrafo supercritico

analitico. (1) representa o reservatorio de CO,, (2) uma valvula de bloqueio

do di6xido de carbono, (3) a bomba de CO,, (4) a bomba de cossolvente,

(5) o reservatorio de cossolvente, (6) um misturador, (7) um pré-aquecedor,

(8) a valvula de injecao, (9) a coluna cromatografica, (10) um forno, (11) um

manometro ou transdutor de pressao, (12) um detector e (13) uma valvula
controladora de pressao.

Como pode ser observado na Figura 15.1, os sistemas de cromatografia
liquida e supercritica sao bem parecidos, mas algumas particularidades
da cromatografia supercritica devem ser ressaltadas. A bomba de CO,
deve ser refrigerada para garantir que este esteja no estado liquido du-
rante o bombeamento, permitindo assim que a vazdo seja mantida em
um valor constante durante a separacdo. Como a eficiéncia da bomba
pode variar com as temperaturas ambiente e do CO;, em alguns siste-
mas as bombas sio controladas utilizando os dados de vazio massica

do fluido em sua entrada, geralmente medidos utilizando um medidor
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de vazdo massica do tipo coriolis, para garantir uma boa estabilidade
da vazio no sistema. Outra alternativa € a utilizacio de bombas seringas
refrigeradas de alta pressao para o escoamento do fluido supercritico.
Estas bombas sio capazes de fornecer vazoes constantes de CO, em uma
ampla faixa de vazdes, apesar do custo consideravelmente mais elevado.
As bombas de cossolventes podem ser as tradicionalmente utilizadas em
cromatografia liquida. As valvulas de injecdo do tipo Rheodyne, similares
as empregadas em HPLC, sio empregadas na cromatografia supercritica.
A pressao do sistema durante a separacio ¢ mantida constante com o
auxilio de valvulas controladoras de pressio (as mais utilizadas sao do
tipo BPR - back pressure regulator). Desta forma, os detectores operam
sob alta pressio e devem ser robustos para suportarem as condi¢oes
de pressao empregadas durante o processo de separacdo. As principais
fases estacionarias e os principais detectores utilizados na cromatografia

supercritica sao apresentados a seguir.

15.2.1. Fases Estacionarias

As fases estacionarias utilizadas para a cromatografia supercritica
seguem os mesmos tipos utilizadas na cromatografia liquida. Diversas
forcas intermoleculares ou até mesmo reacdes quimicas superficiais
podem ocorrer entre os solutos e grupos de reconhecimento presen-
tes na fase estacionaria. Os principais tipos de adsorcio envolvidos
podem ser classificados como fisicas ou quimicas. Nas adsorcdes
fisicas, interacdes nao-covalentes tais como forcas de van der wa-
als, interacdes eletrostaticas, interacdes hidrofobicas e ligacdoes de
hidrogénio podem ocorrer de forma isolada ou em conjunto e levar
ao retardo dos compostos que tiverem interacdes mais intensas com
a fase estaciondria, realizando assim a separacio entre os solutos.
No caso da adsorc¢io quimica, interacdes covalentes sio formadas
entre o soluto e a fase estacionaria, sendo geralmente necessaria a
mudanca das propriedades fisico-quimicas da fase moével para que

ocorra a dessorcao do soluto adsorvido. Assim, fases estacionarias
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normais, reversas, e de resolucao quiral podem ser empregadas para
na separacao de diversas classes de solutos por cromatografia super-
critica. Apesar das fases estacionarias estarem apresentadas na secio
de cromatografia em escala analitica, as mesmas sio também utilizadas

em escala semi-preparativa e preparativa.

15.2.1.1. Fases estacionarias normais

O termo fase estacionaria normal representa que a polaridade des-
ta fase é maior do que a da fase movel. Assim, materiais adsorventes
hidrofilicos como silicas, alumina, 6xido de magnésio, entre outros
podem ser empregados. Com o avanco da utilizacio das técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, a fase estacionaria normal
perdeu sua importincia sendo praticamente trocada pela cromatogra-
fia em fase reversa [6]. A cromatografia supercritica marca o retorno
das fases normais, uma vez que o dioxido de carbono é uma molécula
apolar com grande momento quadrupolar. Desta forma ela é capaz de
solubilizar compostos hidrofébicos e com polaridades intermediarias
que podem ter nitrogénio, flior, cloro, enxofre ou oxigénio em suas
estruturas. Estes heteroatomos podem interagir com a fase estacionaria
normal através de interacoes do tipo dipolo-dipolo e/ou com ligacoes
de hidrogénio. Como uma consequéncia destas interacdes, os compos-
tos que apresentem atomos mais eletronegativos serdo mais retardados
na coluna cromatografica e, entio, podem ser separados. Neste tipo
de separacio, o diéxido de carbono supercritico puro pode ser utiliza-
do como fase moével, desde que os solutos de interesse sejam soluveis
neste solvente. Devido a possiveis grandes interacdes entre os solutos
e a fase estaciondria, ou quando se deseja aumentar a solubilidade
de determinados compostos, pequenas quantidades de modificadores
mais polares, tais como o metanol e o etanol, podem ser adicionados
a fase movel [7].

Na Figura 15.2 é apresentada uma representacio esquematica de uma

particula de fase estacionaria de silica.
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Figura 15.2. Estrutura da parte superficial de particula de silica utilizada como
fase estaciondria normal.

Além das fases estacionarias normais anteriormente citadas, modifi-
cacoes nos grupos hidroxilas da silica permitem a introducao de outros
grupos hidrofilicos amino, ciano, didis e 2-etil piridina na superficie
das particulas. Estes grupos tém caracteristicas diferentes das hidroxilas
isoladas e podem provocar interacdes mais especificas com os solutos,
favorecendo suas separacoes quando presentes em misturas de compostos.

A cromatografia supercritica pode ser conduzida de maneira isocratica,
onde a composiciao e propriedades fisico-quimicas da fase movel sio man-
tidas constantes durante toda a separacio ou em modo gradiente. Assim
como na HPLC, o gradiente na SFC pode ser realizado através da mudanca
da composiciao de modificadores na fase movel. Outra forma de gradiente
que pode ser utilizada na SFC € o aumento de pressdo durante a separacio.
Com este aumento, ha um incremento na densidade do fluido supercritico
o que leva a um maior poder solvatante do mesmo. Com o aumento na
solubilidade de alguns solutos no CO; ocorre uma diminui¢ao na interaciao
dos mesmos com a fase estacionaria facilitando o escoamento dos mesmos
no interior da coluna. Outra propriedade fisico-quimica que € alterada pelo
aumento da pressdo do sistema é a constante dielétrica do fluido supercritico.
No caso do dioxido de carbono, uma maior densidade do solvente leva a
um aumento na intensidade do momento quadrupolar o que resulta em um
solvente levemente mais polar. Este aumento da polaridade também pode
interferir nas constantes de associaciao dos solutos com a fase estacionaria,
favorecendo a separacao dos mesmos.

Através da escolha correta da fase estacionaria normal e da fase movel
€ possivel realizar a separacio de diversas classes de compostos por cro-

matografia. Assim, misturas de compostos organicos com grupos funcionais
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carboxilicos, amino, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas, alcodis, fendlicos,
acidos graxos, hidroxi acidos, anilinas, sulfonamidas, fenil uréias, sulfonil
uréias, triazinas, carbamatos, organo clorados e organo fosforados podem
ser analisados utilizando estas colunas [6]. Para melhorar a eluicio de
compostos muito polares que tendem a ficar retidos na fase estacionario
ou que formam picos de elui¢io muito distorcidos, pode ser necessaria
a utilizacdo de aditivos além dos modificadores. Em geral, estes aditivos

sao bases como a dimetil etil amina ou acidos como o trifluoroacético.

15.2.1.2. Fases estacionarias reversas

Nas fases estacionarias reversas, geralmente as hidroxilas presentes
na superficie das particulas de silica utilizadas como fases estacionarias
normas sao reagidas com silanos monoméricos para que ocorra a in-
versao da polaridade da superficie das mesmas. As fases reversas mais
comumente utilizadas sio a C8 e a C18, com 8 ou 18 atomos de carbono
presentes na cauda hidrofébica de hidrocarbonetos. Além destas, fases
estacionarias contendo grupos fenil na superficie de particulas de silica
também podem ser utilizadas. A Figura 15.3 apresenta um esquema de

fase estacionaria de fase reversa do tipo C18.

CigHsr CysHs; CigHs; CysHs;

| I | I
CHs—Si—CH; CHs—Si—CHy CHs;—Si—CH; CHs—Si—CH,
| I | I

o OH o OH o OH o

1 ! ! ! 1 ! !
-0-Si-0-Si-0-Si-0-Si-0-Si-0-Si-0-Si-0-

I ! ! ! ! ! !

o o} o o o o o
! ! ! ! ! ! !

Figura 15.3. Estrutura da superficie de uma particula utilizada como adsorvente
para cromatografia em fase reversa.

Na cromatografia utilizando adsorventes em fase reversa, principal-

mente as interacdes do tipo van der Waals sdo responsaveis pelo retardo
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dos solutos no interior da coluna. Devido ao diéxido de carbono ser um
solvente hidrofébico, a amplitude de aplicacdo destes adsorventes € bem
mais restrita do que das fases normais, sendo empregados na separac¢io
de hidrocarbonetos, aminas terciarias, éteres, ésteres, aldeidos, cetonas
e acidos graxos monofuncionais [6]. Em geral, di6xido de carbono puro
ou com pequenas quantidades de metanol ou etanol sdo utilizados como

fase movel destas separacoes.

15.2.1. 3. Fases estacionarias de reconhecimento quiral

A quantificacao de isdmeros Oticos presentes em uma amostra é uma
pratica cada vez mais empregada, principalmente quando o soluto (ou
analitos) de interesse for um farmaco. Ha diversos relatos de diferentes
atividades biol6gicas dos dois enantiomeros presentes na mistura racémica,
inclusive de reacdes adversas. Nas fases estacionarias de reconhecimento
quiral, onde um isdmero Otico adsorve mais intensamente que o outro,
geralmente ha diversos tipos de interacdes entre os solutos e os grupos
seletores. As principais interacdes encontradas siao ligacdes de hidrogé-
nio, dipolo-dipolo, p-p e, diferentemente das outras fases estacionarias,
complexos de inclusao e impedimentos estéricos, sio responsaveis para
a separaciao dos enantidmeros.

Em geral, matrizes de silica sdo recobertas quimica ou fisicamente
com ligantes ou seletores quirais. Os principais ligantes utilizados podem
ser moléculas pequenas, conhecidas como ligantes de Pirkle, molécu-
las intermediarias como ciclodextrinas ou ainda macromoléculas como
derivados de amilose e celulose, glicopeptideos macrociclicos ou ainda
proteinas imobilizadas [8-10]. As principais modificacoes nas cadeias
de amilose e de celulose sao introducao de grupos acetato, benzoato,
tris(4-metilbenzoatos) e diversos tipos de carbamatos para atuarem como
grupos de reconhecimento quiral.

Diversas fases estacionarias de reconhecimento quiral estio disponi-
veis no mercado utilizando todos os tipos de grupos acima mencionados.

O diametro da particula, dos poros e a area superficial da silica, bem
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como a distribuicao espacial dos ligantes, tém efeito significativo sobre
a eficiéncia de separacao destas colunas.

A Figura 15.4 apresenta um esquema de uma fase estacionaria de re-
conhecimento quiral de B-ciclodextrina, na qual R representa os grupos
espacadores utilizados para distanciar as ciclodextrinas da superficie
da silica e assim se orientarem de forma adequada para que ocorra
a separacido. Tridimensionalmente as ciclodextrinas tem forma toroidal
de tronco de cones com grupos hidroxilas na parte externa e com cavida-
de (parte interna) hidrofébica. O tamanho da cavidade hidrofébica pode
ser alterado pelo nimero de agucares presentes na estrutura. Assim, a,
b e g ciclodextrinas apresentam 6, 7 e 8 unidades de glicopiranoses em
suas estruturas, respectivamente. Modificacdes quimicas dos acucares

também podem resultar em diferentes interacdes com os enantidmeros.
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Figura 15.4. Representacio esquematica de uma fase estacionaria com grupos
de reconhecimento quiral de B-ciclodextrina.

15.2.2. Detectores utilizados na cromatografia supercritica

Ha uma grande gama de detectores que podem ser utilizados para
a deteccio de compostos na cromatografia supercritica uma vez que ela
€ capaz de realizar a separaciao de solutos volateis ou liquidos e po-
dem ser realizadas em colunas abertas ou preenchidas. A deteccao dos

compostos separados pode ser feita diretamente na pressio de saida da
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coluna ou a baixa pressdo. No ultimo caso, o material que sai da coluna,
passando ou niao por um divisor de fluxo, escoa por um restritor de area,
que pode ter diversas geometrias, onde ocorre a diminuicao de pressao.
Em geral, os detectores a alta pressao sio adaptados da cromatografia
liquida e apresentam alta densidade do fluido no momento da detecciao
enquanto que os que operam a baixas pressdes sio os adaptados da
cromatografia gasosa [11].

Como as primeiras aplicacdoes de SFC foram extensdes naturais da
cromatografia gasosa (CG), os detectores empregados nesta cromato-
grafia foram os primeiros a serem testados. O detector de ionizacao
de chama (FID) pdde ser diretamente conectado aos cromatoégrafos
supercriticos quando o CO; foi utilizado com fase movel, uma vez que
ele nio se ioniza na chama. No inicio das aplicacdes destes detectores
eram observadas instabilidades nas linhas bases devido a formacao de
pequenos agregados de solutos com o diéxido de carbono [11]. Desta
forma, algumas modificacoes nos equipamentos ja amplamente utilizados
na CG foram necessarias para utilizacio na cromatografia supercritica
[12]. As pontas dos injetores dos queimadores foram estreitadas para
servirem como restritores para o CO,. Estes restritores devem permitir
uma descompressio rapida e constante do material que deixa a coluna
de separacio [11]. Além disto, o hidrogénio ou metano comecgou a ser
misturado na entrada anteriormente utilizada para admissao de ar e este
comecou a ser inflado diretamente na camara de combustio [12]. Mesmo
com estas adaptagoes, os detectores do tipo FID apresentavam resultados
satisfatorios para a analise do material que saia da coluna de separa-
cao. Apesar do sucesso relativo da adaptacio do detector de ionizacgio
de chamas para a cromatografia supercritica, os outros detectores utilizados
na cromatografia gasosa nao se mostraram efetivos para a cromatografia
supercritica devido a uma quantidade intensa de ruidos e flutuacdes na
temperatura devido a expansio da fase movel. Mais recentemente, devido
a melhoria dos sistemas de controle de separaciao das correntes da saida
das colunas de separacao empacotadas e utilizacio de séries de restritores
aquecidos para a descompressao da fase moével permitiram o retorno dos

detectores universais utilizados na cromatografia gasosa além da extensao

611



de detectores a baixa pressiao utilizados na cromatografia liquida. Assim,
detectores tais como de ionizacio de chama (FID), de chama acusticos
(AFD), de aerossois carregados por efeito corona (CAD), de espalhamento
de luz evaporativos (ELSD) [2] e de emissdao atomica em plasma induzida
por micro-ondas [13] sio empregados na cromatografia supercritica.
Além dos detectores a baixa pressdo, o detector UV-Vis utilizado exten-
sivamente em HPLC é o mais empregado na SFC, porém a altas pressoes.
O dioxido de carbono nido apresenta absorciao de luz significante na faixa
do UV, e, portanto niao dificulta a medida de solutos que apresentem absor-
¢ao nesta faixa. A restricao encontrada nestas medidas é a necessidade de
construcio de células de medida que resistam as altas pressdes empregadas
sem grandes atenuac¢oes dos sinais [11]. Sistemas espectrofotométricos
de matriz de diodo (UV/DAD) estio disponiveis comercialmente. No caso
da separacao de misturas racémicas, detectores de dicroismo circular (CD),
também disponiveis comercialmente para utilizacdo a altas pressodes, po-
dem ser utilizados para realizacio da detec¢cao dos enantidmeros puros.
A deteccao pela medida da absorcao de luz na regiao do infravermelho
(IR) pode ser realizada tanto a alta quanto a baixa pressiao. As medidas
sem a descompressio da fase movel €, teoricamente, mais facil, porém a
absortividade do diéxido de carbono a altas pressdes ¢é relativamente alta,
principalmente nas faixas de 3800 a 3500 cm! e de 2500 a 2200 cm™ [11].
Finalmente, detectores baseados em espectrometria de massas também
sio empregados na cromatografia supercritica. As dificultadas iniciais
encontradas para sair de um sistema de alta pressiao utilizado na coluna
de separacido para um sistema a vacuo de deteccdo parecem ter sido su-
plantadas sendo que ha diversos sistemas comerciais de cromatografia

supercritica que tem a op¢ao de detectores de espectrometria de massas.

15.2.3. Parametros cromatograficos

Alguns parametros cromatograficos sao de vital importancia na avaliacao
de um sistema de separacao. A Figura 15.5 apresenta uma representacio

de picos detectados apos uma coluna de cromatografia supercritica.
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Figura 15.5. Representacdao esquematica de uma separacao cromatografica.

Na Figura 15.5 pode ser observada a variacao da medida do sinal do
detector presente apds a coluna de separacao como uma func¢io do tempo
ou volume de fase moével que passa no sistema apos a injecao da mistura
de solutos no sistema. Vy ou ty representam o volume ou tempo morto
(hold-up) do sistema cromatografico, ou seja, o tempo (ou volume) que
um material que niao tenha interacio com a fase estacionaria e com ne-
nhuma para interna do sistema cromatografico demora desde sua injecao
até a passagem pelo detector. Vi e tg; representam o volume ou tempo
de retencao do soluto com menor interacio com a coluna cromatografi-
ca enquanto que Vg e tgz de um composto maior interacio com a fase
estacionaria. Estas variaveis podem ser corrigidas pelo tempo morto do
sistema e, neste capitulo, sio expressos com o sobrescrito '. Estes valo-
res representam somente o efeito da interaciao da fase estacionaria sobre
o volume ou tempo de retencio dos solutos com maior ou menor interacao
no sistema. wy, representa a largura do pico na metade de sua altura (h/2)
enquanto que wy, representa a largura do pico em sua base. s represen-
ta o desvio padrdao do pico considerando que o mesmo seja gaussiano.
Além destes parametros dos picos dos solutos na saida da coluna, outros
parametros sio importantes de serem definidos.

O fator de retencio, k, representa a diferenca entre os tempos de re-

tenciao do pico de um soluto com o tempo morto do sistema e dividido
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pelo tempo morto. Este fator representa a intensidade de interaciao do
soluto com a fase estacionaria. Este fator pode ser utilizado como uma
primeira tentativa para a identificacao de um soluto, que pode ter seu
fator de retencao comparado com o obtido pela injecao de padroes do
soluto puro. Assim, pela Figura 15.5 pode-se concluir que o soluto 2 tem
fator de retencao maior que o soluto 1. A expressio matematica do fator

de retencido € entdo dada por:

tr1 —tu

kq :T (Eq. 15.1D)

O fator de separacido, a, por sua vez, representa a relacdo entre os

fatores de retencdao de dois picos de solutos adjacentes e ¢ dado por:

_ky  tpp—ty

a=—=
ki tpr —tr2

(Eq. 15.2)

Quanto mais longe o valor do fator de separacao for do valor unitario,
maior serd a distincia entre os valores maximos entre os picos adjacen-
tes. Isto é um desejavel para a separacao do soluto mas nao garante que
0s mesmos apresentem interpenetracao dos picos devido a espessura de
suas bases. Assim, um terceiro parimetro é definido como resolucao e é

dado, para dois picos adjacentes, como

_ tpp—tpr 2(tgz — tg1)
S (W +wWp1)/2 wpy + Wiy

(Eq. 15.3)

Quando a resoluciao é maior do que 1, temos que os picos adjacente
nio estdo sobrepostos e, pode assim, ser analisados para a identificacao
do soluto e/ou para sua quantificacao. Desta forma, as condicoes da
cromatografia supercritica tais como pressiao, temperatura, quantidade
e tipo de modificadores, quantidade e tipo de aditivos e tipo de fase
estacionaria utilizada devem ser otimizadas para que ocorra a resolucao

completa dos solutos de interesse.
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A eficiéncia de uma coluna de separacio pode ser obtida pela determina-
¢ao do numero de estagios de equilibrio que estao presentes em seu interior.
Assim, quanto maior for o namero de interacdes que ocorram na coluna maior
serd a resolucio do sistema. O numero de estagios de equilibrio, também
conhecido como nimero de pratos tedricos (IN), pode ser calculado pelas

seguintes relacdes, se os picos puderem ser considerados como gaussianos:

VN2 /tp)\2
(- )
g g
/5% tr\2
Ve \? tp\2
N = 5,545 (—R) = 5545 (—R>
Wp Wp

Assim, uma coluna com um valor de N maior serd mais eficiente para
a separacio do soluto. Outra forma de verificar a eficiéncia de uma co-
luna cromatografica é através da determinacido da altura dos estagios de
equilibrio. Isto pode ser realizado através da divisdao da altura da coluna

pelo nimero de pratos teodricos, ou seja:

=L (Eq. 15.5)
N

Uma coluna tera grande eficiéncia de separacio quando a altura de
um estagio de separacio for muito pequeno. A altura do prato de se-
paracio pode ser alterada pelas limitacdes a transferéncia de massa e
zonas de mistura que ocorrem na coluna cromatografica. A equaciao de

van Deemter é utilizada para a determinacio da vazido 6tima para um

processo de separacio e é dada por:
B
H =A+;+CU (Eq. 15.6)

Na equacdo 15.6 A representa a contribui¢cdo para a altura do prato de

equilibrio devido a dispersao do pico causada pelos multiplos caminhos

615



que um soluto pode ter durante sua passagem pela coluna cromatografica,
B representa a dispersio do pico devido a difusio do soluto presente na
banda de separacio e C a facilidade de transferéncia de massa de um soluto
da fase estacionaria para a fase movel. Ainda nesta equacio, v representa
a velocidade linear (o fluxo de material na coluna), dado pela relacao
entre a vazao da fase movel pela area da secio transversal da coluna.
Desta forma, a velocidade linear da fase movel deve ser tal que a altura
do estagio tedrico, H, seja minima. Como o segundo e terceiro termos do
lado direito da equacdo 15.6 apresentam comportamentos distintos em
relaciao a velocidade linear, a altura do prato teodrico deve ter um valor
minimo para um determinado valor da velocidade linear. A Figura 15.6

apresenta um comportamento tipico da equaciao de van Deemter.

velocidade itima/ H

L L L T T T T T T PP P PP PP PRI PPPPR T
\ ==
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- C —— s —
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Altura do Prato
Teérico, H

Figura 15.6. Representacio da importincia dos termos da equacio de van Dee-
mter sobre a altura dos pratos tedricos de uma coluna cromatografica.

O grafico de van Deemter para diversos tamanhos de particula da
fase estacionaria utilizando cromatografia supercritica foi apresentada
por Gere et al. em 1982 [14]. Com a diminuicdo do tamanho das parti-
culas ha uma diminuicao na altura do prato tedrico e um deslocamento
das velocidades 6timas para valores mais elevados de velocidade linear.
Estes dois efeitos tem importiancia para a separacio. Uma diminuicio
da altura do estagio de equilibrio leva a uma maior resolucio de pi-

cos adjacente utilizando uma mesma altura de coluna e o aumento da
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velocidade linear representa um aumento na produtividade do sistema.
Assim, um nimero maior de amostras podem ser analisadas por unidade
de tempo. De fato, o curva de van Deemter para particulas de 3 mm
mostram que ha uma diminuicao da altura do prato teoérico para velo-
cidades lineares até cerca de 0,6 cm/s ficando praticamente constante
até velocidade lineares de 1,2 cm/s. Neste mesmo artigo é apresentada
uma comparacao dos graficos de van Deemter para particulas utilizadas
em HPLC e SFC. Para particulas com 10 mm de diametro o grafico para
HPLC apresenta maijores alturas de prato tedrico e menor velocidade
linear 6tima do que o apresentado para o SFC com mesmo diimetro
de particula. Quando a comparacao é realizada para as particulas de 3
mm, a altura dos pratos tedricos sio praticamente iguais, porém a ve-
locidade 6tima para o HPLC é de cerca de 0,2 cm/s enquanto que, para
o SFC, velocidades da ordem de 0,6 a 1,2 cm/s nido alteram a altura do
prato teérico de maneira significante. Recentemente Grand-Guillaume
Perrenoud et al. [15] apresentaram uma comparac¢ao entre os graficos
de van Deemter para particulas de 3,5 e 1,7 mm de diametro utiliza-
das nas cromatografias liquida e supercritica de ultra alta eficiéncia.
Os resultados obtidos para as alturas dos pratos tedricos 6timos foram
bem similares para ambos os sistemas e novamente a velocidade 6tima
foi maior para a SFC. Além do grafico de van Deemter estes autores
apresentaram as curvas de perda de carga na coluna para cada sistema.
Os valores observados para o sistema de SFC foram bem inferiores aos
observados para o HPLC o que realmente possibilita as maiores veloci-

dades lineares e produtividade no sistema supercritico.

15.2.4. Aplicacdes de cromatografias supercriticas analiticas

Existem diversos relatos na literatura da aplicacio da cromatografia
supercritica em fase normal, em fase reversa e na separacio de enan-
tiomeros. Neste item, serdo apresentados alguns sistemas estudados
bem como as principais vantagens e desvantagens apresentadas pela

cromatografia supercritica. Devido as caracteristicas fisico-quimicas do
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di6éxido de carbono supercritico, a modalidade de cromatografia menos
frequente € a de fase reversa, apesar de alguns bons resultados obtidos.

Em relacao ao tipo de coluna empregada, a partir da metade dos anos
90, grande parte dos sistemas utilizam colunas empacotadas, as quais terao
maior enfoque neste item. Recentemente, somente o artigo de Thiébaut
[16], focado na separacdio de compostos de petrdleo, utilizou colunas
abertas para realizacio de cromatografia supercritica. A SFC apresentou
melhores reultados na caracterizacdo de hidrocarbonetos de alta massa
molar do que a CG devido a maior solubilidade destes compostos no CO;
supercritico. A cromatografia supercritica foi hifenada a detectores do
tipo espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
FID, UV e MS. O autor ainda sugere a utilizacio de cromatografias 2D em
associacao com CG ou do tipo SFC-SFC. Esta expansido da aplicabilidade
de analise para compostos pouco volateis é a principal vantagem da SFC
se comparada a CG, apesar de apresentar menores ndmeros de pratos
teoricos e maiores tempo de analise [17, 18].

O sucesso de utilizacao da SFC para separacio de compostos mais po-
lares utilizando fluidos supercriticos pode ser observada na extensa lista
de artigos cientificos com este tema presente na literatura. Comparado
com a utilizacao da fase estacionaria normal em sistemas de HPLC a
SFC apresenta as vantagens de menores tempos de separacio, maiores
eficiéncias, reequilibrio da coluna mais rapido, maior faixa de variaveis
para otimizacio, menores tempos de otimizacio de um método, menores
perdas de carga na coluna devido a menor viscosidade da fase movel,
menor custo do solvente, menores quantidade de solvente organico
utilizado e de residuos gerados, menores limites de deteccio e maior
reprodutividade [2, 6, 17, 19-22].

Diversos sistemas de andlise foram desenvolvidos utilizando croma-
tografia supercritica com fase estacionaria normal. Heaton et al. [23]
apresentaram uma comparacido entre a analise de extratos supercriticos
de folhas de Taxus baccata utilizando diversas colunas cromatograficas
para a identificacdo e quantificacio de taxanas usadas na semi-sintese
do taxol. A analise forneceu melhores resultados quando uma coluna de

nitrila foi utilizada. A eficiéncia de separacdo de felodipina, droga uti-
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lizada no tratamento da hipertensido, utilizando colunas de silica tanto
por HPLC quanto por SFC utilizando diversas concentra¢cdes de metanol
como modificador foi testada através da comparacio dos parametros
cromatograficos obtidos em cada sistema [24]. Em todos os casos a
eficiéncia de separaciao da SFC foi superior chegando a apresentar até
60% mais pratos teéricos que a HPLC. Outro estudo comparativo entre
a HPLC e a SFC foi realizado por Steuer et al. [25] para verificar as ca-
racteristicas de utilizacao de eluicao dos solutos em utilizando gradiente
de concentracao de modificador (n-heptano). Os autores concluiram
que a aplicacdo de gradientes de concentracio do modificador foi mais
efetiva para a SFC devido ao longo tempo de equilibrio requerido pela
HPLC. A SFC em coluna empacotada com silica também foi testada
para a separacao de misturas petroquimicas com melhores separacoes
observadas a maiores valores de pressio do sistema [206].

A analise de sistemas compostos por extratos vegetais [27-30], lubrifi-
cante para carro [31], principios ativos de drogas [31-306] sao encontrados
na literatura. Apesar das fases estacionarias de silica serem as mais impor-
tantes, colunas com diol e etil-piridina sao frequentemente encontradas.

Colunas cromatograficas com fases estacionarias reversas também
sao empregadas na cromatografia supercritica. A seletividade de fases
estacionarias de C18 por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos foi
estudada por Williams et al. [37]. Os autores concluiram que a retenc¢iao
dos solutos depende das variaveis cromatograficas de maneira similar
a HPLC O reconhecimento aumenta com a diminui¢io da temperatura e
com o aumento da quantidade de modificador (acetonitrila), tendo pouca
influéncia da pressdao do sistema. Os autores ainda observaram a inversao
da ordem de eluicao de solutos quando a mesma coluna era utilizada
em HPLC e em SFC. West e Lesellier [7] realizaram um amplo estudo da
interacio de um grande numero de solutos com 28 fases estacionarias
distintas, muitas delas de fase reversa. Os autores apresentam cromatogra-
mas de separaciao de misturas de cafeina, nicotinamida e fenil ureia com
resolucdo completa para colunas contendo grupos fenil e com tempos
de retencao menores dos que os obtidos com fase estacionaria de silica.

Estes autores também discutem a dificuldade de classificacio das fases
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estacionarias em termos de polaridade, como utilizada neste capitulo,
devido a ampla variacao da polaridade da fase moével na cromatografia
supercritica, sugerindo que a classificacido siga a da HPLC. Bamba et al.
[20] utilizaram diversos tipos de coluna para realizar separaciao de lipi-
dios utilizando cromatografia supercritica e detector de espectrometria
de massas, obtendo boas separacdes com colunas de fase reversa. Fases
estacionarias contendo liquidos i6nicos foram testadas para a separacio
de compostos como ibuprofeno, testosterona, fenoprofeno, acetaminofeno,
metoprolol e naftaleno. Os resultados obtidos com esta fase estacionaria
foram superiores aos obtidos com colunas de C18.

A utilizacdio de cromatografia supercritica para analise de misturas
racémicas de 40 drogas comerciais foi estudada por Maftouh et al. [39].
Neste estudo foram testados os efeitos de diversas fases estacionarias
quirais de polissacarideos, composicoes da fase moével e uso de aditivos
na resolucio dos enantidbmeros. Somente na etapa de testes das fases
estacionarias os autores conseguiram a separacao das misturas racémicas
em cerca de 70% das drogas chegando a quase 100% de separacido apos
uma etapa de otimizacao das condicdes de separacao. A fase estacionaria
Chiralpak AD de silica recoberta com tris(3,5-dimetilfenil carbamato) foi
a que obteve maior sucesso na separacio dos enantidbmeros. Apesar do
sucesso de separacio e a facilidade para chegar aos resultados, os autores
sugerem o desconhecimento da técnica cromatografica, a complexidade
do equipamento, o alto custo de capital e o desinteresse da maijoria
dos fornecedores dos equipamentos sejam os principais motivos para
que a cromatografia supercritica nao seja a primeira opcao para analise
da pureza otica de drogas.

Uma comparacao da eficiéncia de separacio de uma série de misturas
racémicas usando diversas fases estacionarias de reconhecimento quiral
por HPLC e SFC foi realizada por Williams et al. [40]. Dependendo da fase
estacionaria e da mistura racémica a resoluciao e o tempo de separacio
pode ser melhor por uma ou pela outra modalidade de cromatografia.
Apesar disto, os autores concluiram que o equilibrio da coluna e a oti-
mizacio das condicdes de separacao foram mais rapidas para a SFC do

que para a HPLC. Trabalhos mais recentes [41-43] demonstraram que a
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separacao de misturas racémicas por SFC foi mais efetiva do que por

HPLC e com tempos de separacdes menores.

15.2.5. Equipamentos comerciais para cromatografia analitica

Um dos motivos do retardo na aplicacao da cromatografia supercritica
analitica em larga escala foi o desenvolvimento lento de equipamentos
robustos e confidveis [6]. Devido aos menores impactos ambientais re-
lacionados com a menor utilizacao de solventes organicos, aos nichos
de aplicacoes onde as cromatografias liquida e a gasosa nao apresentam
bons resultados e ao esforco de pesquisadores da area, principalmente
do Dr. Terry Berger, da Berger Instruments, diversos sistemas comerciais
foram desenvolvidos e estao disponiveis para comercializacao. Dentre as
pecas criticas do sistema, valvulas controladoras de pressio automaticas e
climatizadas e bombas para admissao do fluido supercritico com vazoes
constantes, como as do tipo seringa, foram desenvolvidas e podem fazer
parte destes sistemas cromatograficos.

Sistemas comerciais como o Analytical SFC — SF 2000 da Jasco, o
Method Station SFC System e o Acquity UPSFC System da Waters, o 1260
Infinity Analytical SFC System da Agilent, o SF3™ Supercritical Fluid
Chromatography System da Gilson, entre outros, podem ser adquiridos
com detectores do tipo UV-vis, UV/DAD, CD, ELSD, FID e MS.

15.3. Cromatografia semi-preparativa

Enquanto que na cromatografia analitica o objetivo € separar o maximo
possivel os solutos para permitir da melhor maneira a identificacio ou
quantificagio dos mesmos, na cromatografia supercritica semi-preparativa
a separacio ¢ realizada para permitir a recuperaciao dos picos puros para
posterior utilizacao. No caso analitico a otimizacao do sistema ¢é realizada
tentando diminuir o tempo da analise de forma que o nimero de analises por

unidade de tempo seja maximizada. No sistema semi-preparativo a otimiza-
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cao ¢ realizada para maximizar a quantidade de material puro recuperado
por unidade de fase estacionaria utilizada. Para tal, além da diminuicio
do tempo das separacgdes, a quantidade de material injetado na coluna
deve ser maxima de forma que ainda seja possivel a resolucido dos picos
adjacentes. Na cromatografia semi-preparativa colunas com diametros até
50 mm de diametro e vazdes intermediarias podem ser verificadas. Nestas
condicdes, sao possiveis producdes de material puro da ordem de micro-
gramas a gramas por dia. Um esquema de um cromatégrafo supercritico

em escala semi-preparativa pode ser observado na Figura 15.7.

Figura 15.7. Representacio esquematica de um cromatégrafo supercritico em

escala semi-preparativa. Os niumeros de 1 a 13 representam os mesmos itens da

Figura 15.6. (14) representa uma valvula seletora automatica acionada pelo de-

tector (12), (15) sido frascos de coleta de fracdes e (16) geralmente sdo valvulas
controladoras de pressio manuais.

Nesta escala de separacio, o consumo de solventes organicos utilizados
para a purificacao por HPLC s3ao muito grandes e, consequentemente, o
custo de tratamento de efluentes também sera elevado. Assim, a utiliza-
cao da SFC passa ser mais atrativa uma vez que somente uma fracio do
solvente organico utilizado na HPLC é empregada.

O didéxido de carbono como um fluido supercritico tem, em geral, um
bom poder se solvatacio dos compostos que estio sendo separados, mas
no estado gasoso ele é nao tem capacidade de solubilizar estes materiais.

Assim, a descompressao do material que deixa a coluna cromatografica
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leva a precipitacio das fracdes que sao retidas nos frascos de coleta. Esta
facil separacio do soluto purificado do solvente é uma das principais
vantagens da cromatografia supercritica. A pressao 6tima de separacao
pode ser um valor relativamente baixo, porém frequentemente com va-
lores maiores do que o da pressio atmosférica, o que leva a frascos de
separaciao que tem que ser resistente a valores intermediarios de pressio.
O projeto dos frascos de coleta € relativamente complexo uma vez que
durante a descompressao pode ser formadas particulas pequenas que sao
facilmente arrastadas pelo CO, gasoso. Um tipo de separador bastante
utilizado € na forma de ciclones que diminuem a energia cinética das pe-

quenas particulas através de seu atrito com a parte interna do separador.

15.3.1. Otimizacao de processos de separaciao

A otimizaciao do processo de separacido para a cromatografia super-
critica em escala semi-preparativa é relativamente facil de ser realizado.
Inicialmente, a selecao da fase estacionaria e da fase moével é realizada em
um sistema de cromatografia em escala analitica, no qual a maior resolucio
de um ou varios solutos de interesse é maximizada. Apos esta etapa inicial,
a vazao da fase movel no sistema semi-preparativo é otimizada e estudos de
capacidade de injecdo siao realizados para identificar a quantidade maxima
de material que pode ser injetado na coluna em escala semi-preparativa
sao realizados [44] , conforme esquematizado na Figura 15.8.

Os ensajos podem ser realizados tanto pelo aumento da concentracao
da solucio de injecao quanto pelo aumento de seu volume. Em ambos os
casos pode-se perceber um alargamento do pico dos solutos separados.
Quando o aumento da concentracao € utilizado, além do alargamento
do pico ocorre uma perda da simetria do mesmo (Figura 15.8) devido
ao desvio da lei de Henry apresentada pela isoterma de adsorc¢io (rela-
cao linear entre a concentracao do soluto na fase movel e estacionaria).
Diversas formas de desvio da lei de Henry podem ser observadas nos

sistemas empregados em cromatografia supercritica tais como apresenta-

rem isotermas do tipo Langmuir ou com multiplas camadas de adsorc¢ido
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[45]. Este estudo deve determinar o ponto no qual a resolucao dos picos
de interesse chegue a valores préximos do valor unitario e que maiores
injecoes iriam acarretar na producio de fracdes contaminadas com o

material presente nos picos adjacentes.

§ / \
g . /
@ /
E / \ / Aumento na
° / / -
2 / / P quantidade
2 / [/ de material
/ / L / AN injetado na
FTAS A\ coluna
\
\

Tempo de retencdo

Figura 15.8. Representacio esquemadtica de experimentos de determinaciao de
capacidade de injecao em colunas de cromatografia supercritica semi-preparativa.

Apesar do fluido supercritico apresentar um bom poder de solvataciao se
comparado com o mesmo fluido em seu estado gasoso, em geral as baixas
solubilidades observadas de diversos compostos nao permitem uma grande va-
riacdo da concentracdo da solucio de injecao utilizada na SFC semi-preparativa.

Apos esta etapa de otimizac¢ao, o sistema é operado com injecoes
de soluc¢io a tempos pré-definidos de forma que nao haja um grande
tempo entre a saida de diversas injecoes na saida da coluna, conforme

ilustrada na Figura 15.9.

Sinal do Detector
>
>
>
>
>
>

Tempo de retencao

Figura 15.9. Esquema de operacao de uma coluna cromatografica supercritica
operando em escala semi-preparativa com multiplas injecoes.
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Na Figura 15.9, A pode representar o composto de interesse puro e
B um segundo composto puro, como geralmente é o caso da purificacio
de misturas racémicas, ou uma mistura de solutos nao resolvidos, se
estes nio forem de interesse. Este esquema de multiplas injecdes pode
ser realizado durante dias para a obtenciao das quantidades requeridas

do composto de interesse puro para posterior aplicac¢io.

15.3.2. Aplicacdes de cromatografia supercritica semi-preparativa

A cromatografia supercritica em escala semi-preparativa é uma ferramenta
importante no desenvolvimento de processos de produciao de principios
ativos, nos estudos em pequenas escalas de aplicacdes de diversos compostos
de interesse e no desenvolvimento de processos de purificacio em escala
preparativa. Um esquemas de purificacao em escala semi-preparativa usando
cromatografia supercritica foi apresentada para o fracionamento de extrato
de casca de limao obtido por prensagem a frio usando fase estacionaria
de silica [46]. Os autores conseguiram trés fracdes com composi¢coes bem
distintas. Este método também foi utilizado para a purificacio de uma série
de compostos obtidos por quimica combinatorial com purezas maiores que
99% nas fracdes coletadas [47]. Os autores conseguiram produtividades de
3 a 10 vezes maiores que em um sistema de HPLC com a mesma escala e
com a mesma resolucio. A separacao de misturas racémicas também foi
realizada com sucesso em escala semi-preparativa para auxiliar o processo
de desenvolvimento de drogas [48]. Apesar de haver outros artigos presentes
na literatura utilizando o termo "cromatografia semi-preparativa", muitos
autores acabam utilizando o termo de cromatografia preparativa mesmo

para purificacido de pequenas quantidades de material por SFC.

15.3.3. Equipamentos comerciais para cromatografia semi-preparativa

Apesar da definicao de escala de processos cromatograficos utilizados

neste capitulo seguir a classificacio apresentada por Berger [6], os prin-
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cipais fabricantes de equipamentos comerciais de cromatégrafos acabam
chamando de equipamentos preparativos o que aqui é definido como
semi-preparativo. Como citado no item 15.3, um dos principais problemas
encontrados nesta modalidade de cromatografia esta associado com a
dificuldade de recuperacao completa do material purificado apos a etapa
de descompressio do fluido supercritico com a consequente precipita-
cao do soluto. Apesar de ocorrer a facil separacao do soluto do diéxido
de carbono pela descompressio, parte dos modificadores e aditivos
utilizados na separacido também irdo precipitar e estardo presentes nas
fracoes de produtos purificados. Assim, etapas de remocao dos modifi-
cadores e aditivos deverao ocorrer para ter-se os produtos finais. Como
a quantidade destes materias sio bem menores do que as envolvidas na
HPLC, os tempos e custos destes processos serdao inferiores para a SFC.

Os equipamentos comerciais apresentam distintas formas e nimero
de coletores de fracdes, o que possibilitam a obtencao de diversos picos
cromatograficos puros em uma unica separa¢ao. Os principais sistemas
de separaciao em escala semi-preparativa encontrados comercialmente
sio o Semi-Prep SFC- SP-2086 e da Jasco, o SF3™ Supercritical Fluid
Chromatography System da Gilson, o SFC 80 Preparative Systems da Waters,
o Prochrom® Supersep da Novasep, o SFC PICLab PREP™ 150 da PIC
Solutions Inc., entre outros. O detector destas aplicacdes nao podem ser
destrutivos e geralmente os do tipo UV-vis, UV/DAD e CD sao encontrados
nestes equipamentos. Desta forma, producdes da ordem de até gramas
de composto puro podem ser obtidos nestes sistemas. Se o composto
desejado for um principio ativo utilizado na preparaciao de farmacos para

doencas mais raras, estes equipamentos podem ter capacidade industrial.

15.4. Cromatografia preparativa

Na cromatografia preparativa quantidades comerciais do composto de
interesse puro siao produzidas. Para tal, colunas com diametros de até
1,0 m e vazdes de fase movel maiores que 100 mL/min sao observadas.

Estas colunas podem operar de forma descontinua, como no caso da cro-
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matrografia semi-preparativa, ou podem simular uma operaciao continua,
utilizando os leitos moveis simulados (SMB). Os SMB sao utilizados na
industria de petroleo para a purificacio de misturas de xilenos e serio

discutidos no préximo subitem.

15.4.1. Leito moével simulado

O leito mével simulado é uma forma de cromatografia onde a intro-
ducido de alimentacao da mistura de compostos e de dessorvente bem
como a remoc¢ao de refinado (compostos com menores afinidades pela
fase estaciondria), extrato (materiais com maiores afinidades pela fase
estacioaria) e de dessorvente siao realizados de forma continua na série de
colunas que compodes estes sistemas. O desenvolvimento desta complexa
unidade de separacio ocorreu devido a impossibilidade da manutencio
de admissdo de fase estaciondria em contracorrente com a fase mével em
uma unica coluna, o que caracterizaria o leito moével real. O movimento
das fases movel e estacionaria ocorre pela mudanca das posicoes das
valvulas que controlam as corrente de entrada e de saida. No sentido
apresentado na Figura 15.10, o movimento das fases ocorrem em contra-
corrente, aumentando a eficiéncia de separacio. O SMB pode ser dividido
em quatro zonas distintas. Na zona I ocorre a limpeza do adsorvente,
na II ocorre o enriquecimento do soluto (ou solutos) que interage mais
fortemente com a fase estacionaria, que neste caso é o componente B,
na III ocorre o enriquecimento do composto (ou compostos) que tem
menor interacao com a fase estacionaria (A) e na IV ocorre a limpeza do
desorvente. O nimero de colunas presentes nas zonas do SMB podem
variar. Alguns sistemas tem até 3 colunas em cada zona, o que favorece
a sua estabilidade. Este tipo de equipamento tem como principais vanta-
gens a recuperacao quase total do CO, e parcial dos modificadores (cerca
de 76% [3]), permite a obtencdo de fracdes com altas concentracdes do
material de interesse, operacido continua [44] e uma melhor utilizacao da
fase estaciondria [49]. A eficiéncia de separacido pode ser obtida através

da variacao das vazoes das correntes de extrato, refinado e dessorvente
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bem como do tempo de troca das correntes no sistema. Devido a presenca
de um grande quantidade de colunas em série, a perda de carga nestes
sistemas deve ser elevada quando a fase movel for liquida. Neste ponto a
cromatografia supercritica em leito moével simulado permite a separacio

dos compostos com pequenas perdas de carga e com grande eficiéncia.

Extrato Alimentacao
(B+D) I (A+B)

A

*—> 1

A

Sentido da
fase movel e

I 4 das trocas de 2
posi¢oes das IT1
colunas
y
Entrada de Dessorvente 3 < '}
D) I v
Saida d(eD ];msorvente v R(e‘:iil;’)‘)io

Figura 15.10. Representacio esquematica de um sistemas de leito mével simulado.

15.4.2. Aplicacdes de cromatografia supercritica preparativa

Diversos relatos sobre o fracionamento de extratos de produtos natu-
rais por cromatografia supercritica em escala preparativa estio presentes
na literatura. O enriquecimento de etil ester do acido eicosapentaendico
(EPA) presente em misturas de etil ésteres obtidos a partir de 6leo de
peixe, com concentracao inicial de 64% deste composto, foi estudado por
Pettinello et al. [50] desde uma escala de bancada até em uma escala pi-
loto, composta por duas colunas cromatograficas com 5 litros de volume
e com vazoes de CO, de 20 a 25 kg/h. Neste trabalho foi utilizada fase
estacionaria de silica e fase movel contendo somente CO,. Os autores con-
seguiram uma fracio contendo 93% de EPA com 24% de recuperacio deste

composto. Em relacao ao aumento de escala, Rajandran [51] apresentou
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um esquema bem detalhado para a ampliacao de escala em sistemas de
cromatografia supercritica em escala preparativa. Ramirez et al. [52, 53]
realizaram o fracionamento de extratos de alecrim obtidos por extracao
supercritica com o objetivo de obter fracoes com altas concentracdes de
compostos com atividade antioxidante. Garcia-Risco et al.[54] utilizaram
SFC em escala preparativa para enriquecer timol presente em extratos
supercriticos de tomilho.

Um ndmero consideravel de aplicacdes de cromatografia supercritica
em escala preparativa esta relacionada com a purificacio de enantiome-
ros. Miller [55] apresentou uma extensa lista de aplicacdes de separacoes
preparativas de misturas racémicas de diversas drogas realizadas em labo-
ratérios de empresas farmacéuticas por cromatografia supercritica. Ren-Qi
et al. [50] e de Klerck et al. [57] também apresentaram listas de misturas
racémicas que foram separadas com sucesso por cromatografia supercri-
tica. Estes autores reforcam a importancia da utilizacao desta técnica de
separacao para o desenvolvimento de industrias farmacéuticas "verdes".

A separacao de compostos por cromatografia flash usando fluidos su-
percriticos foi estudada por Miller e Mahoney [58]. Nestes sistemas, uma
certa quantidade da mistura de compostos é inserida na parte superior
de uma coluna de adsorcido e é utilizado um gas inerte para impulsionar
o solvente na coluna. Ela permite a utilizacdo e particulas menores que
na coluna gravitacional e equipamentos mais simples e baratos que na
HPLC. Os autores conseguiram boas separacdes para um numero con-
sideravel de compostos com uma reduciao ainda maior do consumo de
solvente se comparada a SFC convencional.

A posicao da mistura entre o dioéxido de carbono supercritico e do
modificador foi estudado por Miller e Sebastian [59]. No primeiro caso, foi
utilizada a forma convencional da mistura, ou seja, antes da valvula de injecao.
No segundo caso, o modificador puro passa pelo injetor e a mistura com o
fluido supercritico acontece entre a valvula de injecao e a coluna cromatogra-
fica. Os autores concluiram que a forma de injecdo pode ter grande impacto
na forma do pico, dependendo da quantidade de modificador utilizada e do
volume de amostra injetada. Em geral, a mistura do CO, com o modificador

apos a valvula de injecdo resultou em melhores resultados de separacio.
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Os sistemas de leito moével simulado com cromatografia supercri-
tica foram utilizados nas separacdes de enantidbmeros de tetralol [60],
Ibuprofeno [61], misturas racémicas de bi-naftol e isdbmeros de fitol [62],
misturas racémicas de 1-fenil-1-propanol [63], cis e trans fitol [44], etil
linoleato de etil oleato [64].

Apesar das vantagens técnicas que o leito mével simulado tem sobre o
sistemas de separacio em batelada, Peper et al. [65] demonstraram que o
custo de purificacdio de misturas racémicas de ibuprofeno e de isomeros
de tocoferol apresentaram maijores custos de purificacao utilizando o
SF-SMB do que o processo em batelada. Este resultado esta relacionado
com o alto impacto do investimento sobre o processo de separac¢io, o
que dilui a influéncia do adsorvente e do solvente sobre o custo final
do produto. Ja em relaciao a purificacio por HPLC ou SFC, os autores
concluem que siao semelhantes e, portanto, devem ser verificados caso a

caso para a selecao do melhor processo.

15.4.3. Equipamentos comerciais para cromatografia supercritica

preparativa

Boa parte dos produtores de equipamentos para cromatografia super-
critica semi-preparativa também oferecem equipamentos com maiores
capacidades para a obtenciao de compostos purificados com capacidade de
dezenas de gramas até kilos por dia. Assim, o sistema Prep SFC-PR-2088
¢é capaz de producdes de até dezenas de gramas por dia com vazdes ma-
ximas de 120 mL de CO,/min e com até 8 frascos coletores, o sistemas
SFC 350 € capaz de produzir até 100 g de material purificado por dia,
com vazoes maximas de CO, de 300 g/min e até seis frascos de coleta,
o SFC PICLab PREP™ 1000 da PIC Solutions Inc., com producdes de 100
a 1.000 g por dia, vazdes de CO; de até 1 L/min e de 4 a 6 frascos de
coleta e o Prochrom® Supersep 80-100 da Novasep com capacidade de
producio de até dezenas de kilos, com vazoes de até 3.000 g de CO,/min
e com numero variavel de frascos de coleta. Como a vazdes de dioxido

de carbono nestes sistemas sio consideraveis, estes possuem sistemas
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de reciclo de CO; para diminuir o consumo do solvente, aumentar a
viabilidade economica do processo e aumentar o tempo de autonomia
de utilizacao do equipamento. Provavelmente devido aos altos custos de
instalacao, nio foram encontrados sistemas comerciais de cromatografia

supercritica utilizando leitos moéveis simulados.

15.5. Conclusao

Desde o inicio de utilizacao até hoje, a cromatografia supercritica
passou por diversos estagios. Comecou como uma alternativa para a
cromatografia gasosa passando por uma época na qual se acreditava que
ela iria substituir tanto a cromatografia gasosa como a liquida até chegar
ao estagio atual onde procura o seu local entre as técnicas cromatogra-
ficas. Apesar de ter algumas vantagens técnicas sobre a cromatografia
liquida como a maior eficiéncia de separacio devido as menores limi-
tacoes a transferéncia de massa, a maior facilidade de desenvolvimento
de métodos e maiores produtividades tanto em escala analitica quanto
em escala preparativa, aspectos econdmicos ainda limitam a utilizacdo
desta técnica de uma forma mais ampla.

A utilizacdo desta técnica de purificacado € uma ferramenta util no pro-
cesso de desenvolvimento de principios ativos de farmacos, principalmente
0s que necessitam purificacdes de isOmeros oticos. A possibilidade de
utilizacdo de fases estaciondrias de silica, as quais sao geralmente mais
baratas, também representa uma vantagem da SFC.

A expansio do ndimero de usuarios de cromatografia supercritica
provavelmente ird impulsionar o desenvolvimento das técnicas e dos

equipamentos que podem ser utilizados.
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