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di Alberto Cavazzini, Francesco Dondi
Dipartimento di Chimica - Universita di Ferrara. cvz@unife.it

Applicazione allq purificazione di racemati

Al fine di ottenere vdlori di risoluzione elevuti, i cromatogrdfisti andlifici scelgono condizioni sperimental

in cui gli effetti dovuti dlla hon-linearitd siano il pid possibile minimizzati, Una cohoscehza accuratu di questi stessi
fenomeni pud portare, tuttavia, dll’ottenimento di condizioni utili per la separazione, La chiave per la comprehsione
della hon-linearitd e di come essu intervenga hella separdaziohe é rappresentata ddalle isoterme di adsorbimento.

In molte condizioni e speciulmente hel cuso delle separdzioni chirdli, Iu determindzione delle isoterme

di adsorbimento rappresenta uno strumento indispensubile per I'interpretazione e I'ottimizzazione della sepdrazione.,

n yuesto artficolo si infendono presentare, in formu estremu-
mente concisu, ulcuni dei concetti fondumentali di cromato-
grafia non-linedre con puarticolare riferimento al cuso delle
sepurazioni enuntiomeriche, cumpo in cui il hostro luborutorio
operu direftumente. In purticolure, si introdurrd il concetto di iso-
termu di adsorbimento, di come |u si possa Misurare e della suu
importunza per lu predizione di profili cromatogrdfici in condizioni
non-lineuri; si discuterd il modello cromatoyrufico di eyuilibrio-dis-
persivo e, con un esempio, lu potenzidlitd della techicu a fini puri-
ficdativi. Le sepuruzioni chirdli cromatografiche rappresentuno
un‘importunte dlternativa, in rupido sviluppo, rispetto ulle meto-
doloyie piu spesso utilizzute per lu purificuzione/produzione di
enuntfiomeri (sintesi stereoselettiva, cristallizzazione, reuzioni enzi-
mutiche) (1). Lu produzione di miscele racemiche o comunyue di
miscele moderutumente drricchite in uno dei due enuntiomeri &,
infatti, geheralmente piu veloce e meno costosu dellu produzio-
ne di un singolo enuntiomero framite sintesi alfumente stereose-
lettiva o mediunte techiche di ricristallizzazione.
Inoltre, il grandissimo humero di fusi stazionari chirali (chiral statio-
hary phuase, CSP) uttudlmente disponibili sul mercuto (unche se
spesso molto costose) siu per upplicuzioni in fuse normule che in
fuse inversu garuntisce |'esistenza di un set guusi esuustivo di
combinuzioni fusi mobili/fusi stuzionurie in grado di coprire le piu
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svuriate condizioni sepurdtive (2). In cromutoyrufia prepurativa
(definita anche con i fermini *hon-lineare” o su “larga scala”), le
funzioni obiettivo che devono essere ottimizzate sono: lu resy, lu
velocitd di produzione e, ovviamente, i costi. Scopo della croma-
tografia non-linedre € lu preparazione rapida di quantita signifi-
cutive di uno o pit componenti di una miscela aud elevato grado
di purezza. Pertanto, € richiesta I'iniezione in colonna di volumi
significutivi di campione dltumente concentrati.

Per yuesto motivo il parametro fondumentule che determinu lu
performance di una sepuruzione cromutoyraficu su largu-scalu &
il “fattore di carica” (louding factor), sia del mezzo adsorbente
(cupucita di suturuzione dellu fuse stauzionuriu) siu dellu fuse
mobile (1, 3-5). Muggiore € il numero dei siti uttivi (nel cuso di CSP,
centri stereoyenici), migliori risulteranno le proprietd di overlou-
ding dellu fuse stuzionariu, D'dltru parte, bussi limiti di solubilita del
composto in esume hellu fuse Mobile utilizzatu risultuno fortemen-
te limitanti a fini prepardtivi.

Questo & il motivo per cui la solubilitd delle specie dovrebbe esse-
re sempre valututa prima di pianificare unu sepuruzione Hplc hon-
lineure, cosi come occorre oftimizzare lu composizione dellu fuse
mobile in Modo du ragyiungere il pid dlto valore di solubilitd com-
putibilmente con il mantenimento di fattori di ritenzione adegudti.
Vulori elevati (maygiori di 2-3) del futtore di ritenzione, infutti, com-
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portuno dlti tempi di andlisi e grande consumo di prodotti chimici
sehzu portare ad dlcun sighificativo miglioramento hellu separazio-
ne; fattori di ritenzione troppo bussi, invece, possono risultare critici
per lu valutazione accurauta dell’informuzione termodinumica o
loro ussociutu (isoferma di audsorbimento) u causu dei confribufi
“extra-colonnu” che possono risultare importanti in yueste condi-
ziohi. Recentemente, per aumentare la solubilitd in fuse normale &
stata anche investigata la possibilita di modificare per viu sintetica
le molecole d’interesse con introduzione di yruppi lipofili (che pos-
suNo poi essere rimossi con fucilita dal target di interesse) (6).

Termodinamica dell’adsorbimento

Ddl momento che l'ureu superficidle del materidle adsorbente
(presente entro lu colonnu) € in yuuntitd finitu, I'aummontare reluti-
vo di un componente udsorbito dll’equilibrio in genere diminuisce
dll’'aumentare dellu concentrazione.

Questo & il motivo per cui in sistemi di udsorbimento liguido-solido,
le isoterme di adsorbimento misurate sperimentalmente presenta-
no hella muggior parte dei cusi unu convessita verso |'dlto (andu-
mento di tipo Langmuir) (1, 7). L originale modello Lanhgmuir & basu-
to sull’'ussunto che lu superficie di udsorbimento siu omoyoneu,
cioé compostu da un solo tipo di sito di adsorbimento e, mulgrado
lu suu estremu semplicitd, questo modello si & dimostruto purtico-
lurmente efficuce per la modellizzuzione di duti sperimentali di
adsorbimento di singolo composto o competitivo.

Lu modellizzuzione dellu sepuruzione in condizioni prepurative
(vedi olfre) richiede la conoscenza delle isoterme di adsorbimento
dei composti in esame nel sistemu fuse stuzionaria/fuse Mobile uti-
lizzato. Quando si considera un sistema Multicomponente (compe-
fitivo), Ia concentrazione (o I'ammonture) di uh composto udsorbi-
to dll’equilibrio hoh & solo funzione dellu suu concentruzione in fuse
mobile mMu unche di uellu di tutti gli dltri composti presenti nel siste-
mu. Le isoterme di udsorbimento competitivo sono, guindi, delle
superfici in uno spuzio Multi-dimensionule (vedi Figura 1),

Nel cuso di un sistema u due componenti, i modello competitivo
Langmuir viene scritto hel seguente modo:

Y = Yo C/(1+b,Ci+b,Cy)  i=12 Q)
in cui y, rappresentu lu cupucita di suturazione (Yuuntita di com-
posto hecessurio per suturare I'unita di mussu/volume di fuse stu-
zionuria), by e b, sono le costunti di equilibrio termodinamiche
rispettivamente per il primo e il secondo componente e il prodotto
yso, = 4; & lu costunte di Henry di udsorbimento per I'i-esimo com-
posto (costunte di eyuilibrio a diluizione infinita).

A concentfruzioni molto busse, le isoterme presentuno un undu-
mento di tipo lineare. Le loro pendenze inizidli sono uygudli ulle loro
rispettive costanti di Henry. A concentruzioni magyiori, I'aundumen-
to diventa non-lineure con la curvatura che tende verso lu cupu-
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Figura 1 - Esempio di isotermu di udsorbimento competitivo per unu miscelu u due
componenti (undumento lungmuiriuno). C; e C,: concentrazioni in fuse mobile
joer i componenti 1 e 2; 4, concenfruzione udsorbitu in fuse stuzionariu per
il componente 2. Lineu trutteyyiutu neru: isotermu competitiva corrispondente
dlla concentrazione C, = C, (nel cuso di sepuruzioni enuntiomeriche: miscelu racemicy).
Sul piano y, - C, isotermu di singolo componente dellu specie 2

cita di suturazione (vedi Figura 1), E ben hotu lu reluzione che legu
il tempo di ritenzione, t;, di un composto dllu pendenzu dell’isoter-
mu. Ne consegue che se si & nel trutto lineure dell’isotermu, t; &
indipendente dullu concentrazione:
T = To(1+FL) (@)
essendo F il rapporto fru le fusi (rupporto fru il volume di fuse stu-
zionhuria e di fuse Mobile in colonnu), fuciimente culcolubile dul
vulore del tempo 1, (hold-up time), dellu velocitd di flusso e del
volume dellu colonnu vuota. A concentrazioni magyiori, Iisoter-
mu si discosta dalla linearitd e il tempo di ritenzione cui unu datu
concentruzione viene eluitu & proporzionule dllu pendenzu dell’i-
soterma di adsorbimento:
tr = to(1+Fdy/dC) ®
L'eyuuzione (3) ruppresentu |'equuzione fondumentule dellu cro-
mutoyrafia hon-linedre. Le sepuruzioni enuntiomeriche su fusi chi-
rali scaturiscono dalla diversa stabilitd dei complessi diastereomeri-
ci fransienti tra andlita e siti “chirdli” presenti sulla superficie.

I modello di isotermu pid spesso utilizzuto per lu modellizzuzione di
unu separazione chirdle & il cosiddetto modello BiLahgmuir che
assume lu fuse stauzionariu compostu du due tipi di siti di udsorbi-
mento: uno enuntiomericamente uttivo, sul yudle i due enuntio-
meri si udsorbono in modi diversi, e I'uliro honh-enuntioselettivo,
responsubile delle interuzioni di tipo uspecifico. L'eyuuzione che
descrive il modello BiLungmuir € semplicemente la somma di due
termini langmuiriani, uno per ogni sito di adsorbimento.
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Figuru 2 - Confronto tru profili sperimentuli (punti) e profili ottenuti risolvendo
il sistemu di eyuuzioni (5) utilizzundo un modello di isotermu competitiva
BiLungmuir. Composto: miscelu rucemicu del monustrolo; concentruzione iniettuta:
5 yg/L; volume iniettuto: 2 mL. Per dettugli V. (6)

Pertunto, hel cuso di un sistemu u due componenti si ha:
Ui = U401, Cif (14D, 1€+ ,Co) + 1y ooy &/ T+, C 1+ ,C) T=1.2 (D)

dove i simboli | and Il si riferiscono dl primo e dl secondo tipo di sito
(selettivo e non-selettivo) e dli altri simboli hanno lo stesso significu-
to dell’equuzione (1).

Misura delle isoterme di adsorbimento

Esistono nhumerosi metodi per la determinazione di isoterme di
adsorbimento competitivo e di singolo componente (undlisi fronta-
le, metodi perturbdativi, metodi inversi) (1, 8-10). Il metodo piu uccu-
ruto e trudizionule € lu cosiddetta andlisi frontale (di singolo com-
ponente o competitiva), in cui si utilizza un sistema u gradiente ad
dltu pressione con due reservoir, uno contenente eluente puro
(fuse mobile) e I'dlfro uha soluzione a concentrazione notu del
composto di cui si vuole determinure I'isotermua.

Agendo sulle pompe in Modo opportuno, si infroducono in colon-
nu stadi successivi del componente in esume u diverse concentru-
ziohi e si reyistrano le curve di breakthrough da cui € possibile otte-
nere direttumente i punti di isotermu (1).

Modelli di cromatografia non-lineare

Il pit semplice modello mucroscopico di cromutoyrufiu non-lineu-
re € il modello di equilibrio dispersivo. L'ussunto fondumentale che
stu dllu buse di yuesto modello € che I'equilibrio di udsorbimento
tra fuse mobile e fuse stuzionuria venyu ragygiunto istantauneumen-
te. Questo modello, per yuunto upprossimato, risultu udeguauto ullu
descrizione dellu sepurazione nei cusi in cui i trasferimenti di mussu
sono di entitd modestu (in yeherdle: yuundo il frusferimento di
mussu & controlluto dalla diffusione in fuse Mobile mentre il proces-
so di udsorbimento-desudsorbimento € veloce) (1, 11).

Queste condizioni sono spesso soddisfutte helle sepuruzioni di
molecole di piccole dimensioni, mentre esse risulfuno Molto meno
redlistiche nel cuso di macromolecole (proteine, polipeptidi ecc.)
(12). D'dlfru purte, le curutteristiche chimico-fisiche dei moderni
supporti udsorbenti per cromutoyrufia chirale (13) e le huove tec-
niche di impuccumento funno si che le colonne cromutoyrufiche
molto spesso presentino valori molto elevati di efficienza (dau un
punto di vistu pratico, valori di efficienza di poche centindiu di
piatti teorici sono spesso sufficienti affinché il modello di equilibrio
dispersivo risulti efficace). In buse u yuesto modello, il sistema di
eqyuuzioni differenzidli di biluncio di mussa (che descrivono |'uc-
cumulo di muteriu, dovuta u convezione e diffusione, in fuse
mobile e stuzionuria per uno strato infinitesimo dz di colonna) per
unu Miscelu u due componenti &:

8C,/8t + Foy/dt + udCy/dz = D 82C/d%z 1=1.2 ®)

dove t e z sono rispettivamente il tempo frascorso dall’iniezione e
lu distunzu percorsu dalle molecole entfro lu colonhu; u € lu velo-
citd lineure dellu fuse mobile; y; = f;(C,,C,) ruppresentu |'isotermu
di udsorbimento per il componente i-esimo; D, il cosiddetto coef-
ficiente uppurente di dispersione, tiehe conto di tutti i fenomeni
che determinuno I'dllurgamento di bunda in cromatoygrafia lineu-
re (in particolure: diffusione di tipo eddy, diffusione ussiule ed
effetti di non-equilibrio). D, & culcolubile in condizioni lineuri tru-
mite I'equuzione (1):

D = HL/2ty = Hu/2 ©)

in cui H rappresenta |'altezza equivalente a un piatto teorico (HETP)
ed L la lunghezza della colonna, Di futto, si ammette che futtii com-

N L
= IS

Nonlinear Hplc. Preparative Separation of Racemic Mixtures

To achieve satisfactory resolutions, analytical chromatographers choose experimental conditions in which nonlinear effects are minimized.
However, the understanding of these phenomena may lead to the achievement of useful conditions for separation. Adsorption isotherms
represent the key for understanding nonlinear effects in chromatography. In many cases, and especially for chiral separations, adsorption
isotherm determination is pivotal for the interpretation and the optimization of the separation.
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ponenti ubbiuno lu stessu HETP, e che D, hon dipendu dullu con-
cenfruzione (o per lo meno che tule dipendenzu siu fruscurdbile
nedli infervdlli di concentruzioni presi in consideruzione). Il sistema di
eqyuuzioni (5) pud essere risolto humericaumente unu voltu che siuno
stute definite opportune condizioni iniziuli e al contorno (1, 14).

Validazione del modello ed ottimizzazione delle
condizioni sperimentali per la raccolta di frazioni
altamente concentrate di composti puri

35 -

25
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Figura 3 - Studio di ottimizzuzione delle condizioni di sepuruzione per I'ottenimento
di grandi fruzioni di R,S-Monustrolo puro. Punti: profili di sihngolo componente
(primo e secondo enuntiomero eluito); lineu continuu: seynule ul detector.

Le frecce orizzontuli mostrano yli intervalii di raccoltu dei sinoli enantiomeri puri.
Simuluzioni ottenute con le seguenti condizioni sperimentali: concentruzione iniettuty,
5,5 y/L; volume iniettuto, 2 mL. Per detftugli V. (6)

Come esempio upplicativo delle potenzialitd connesse dll’ utilizzo
dellu cromatogrufiu prepurdativa per lu sepuruzione di miscele
racemiche si riporta ui il cuso dellu sepuruzione del R,.S-monu-
strolo, unhu molecolu di importante interesse furmaucoloyico per lu
suu spiccutu uttivitd anticanceroygyenu (6). Misurate le isoterme di
adsorbimento sperimentdli e fittute ud un Modello teorico di iso-
terma competitiva (nel cuso specifico dellu sepuruzione del
monustrolo I'isotermu BiLuhgmuir descritta dull’equuzione 4), il
modello di equilibrio dispersivo deve essere validuto mediunte
confrontfo fra cromatogrammi sperimentali e profili teorici oftenu-
ti risolvendo il sistemu di equuzioni differenzidli (sistema di equu-
zioni 5) e utilizzando I'isoterma sperimentdle per esprimere 4 in
funziohe di C. La Figura 2 riporta i risultati di tale studio nel caso di
un’iniezione di 2 ML di unu soluzione rucemicu u 5 g/L. Lu cupu-
citd del modello nel riprodurre i dati sperimentdali risulta evidente
dull’ottimo uccordo tru simuluzione e picchi reuli,

Validuto il modello, I'informuzione ottenutu pud essere yuindi uti-
lizzata per I'oftimizzuzione dellu sepurazione in condiziohi hon-
lineuri con lo scopo di ruccogyliere fruzioni ulfumente concentru-
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te di composti puri (e riducendo, dllo stesso tempo, la zonu di
“sovrapposizione” in cui entraumbe le specie sono eluite contem-
poruneumente). La Figura 3 riporta dlcuni dei risultati di questo
processo di ottimizzauzione (6).

Le due reyioni indicute con i humeri 1 e 2 rappresentuno zone di
eluizione dei singoli enauntiomeri puri. Lu zonu intfermediu rappre-
sentd lu regione di coeluizione di enfrumbe le specie. Tule fruzio-
ne, in un processo oftimizzato, viene recuperutu e ri-iniettuta in
colonnu, L'upplicuzione sistemuticu di yuesto schemu sepurati-
vo hu consentito, hel cuso del monustrolo, [u raccoltu di quanti-
td significative di composti puri (ordine delle centindia di myg in
circa 12 ore di luvoro) utilizzando unhu hormuale colonnu di scala
unulitica (4,6x250 mm).

Conclusioni

Lu cromutoyrdfiu liguidu-prepurativa ruppresentu unu techicu
estremumente utile per la produzione di composti purificati, prin-
cipulmente nel cumpo dell'industria farmaceuticu. Per essere
redlmente efficace, tdle tecnicu richiede la modellizzuzione dl
culcolutore dellu sepurauzione.

Per fure cid, sono hecessurie unu serie di informuzioni di buse
legute dllu termodinumicu del processo di udsorbimento dello
specifico sistemu du sepurare. Lu modellizzuzione del processo
offre lu possibilitd di ottimizzare le variabili sperimentali di sepuru-
zione in condizioni hoh-lineari e consente un drastico rispurmio in
tfermini di fempo, fusi eluenti e denaro.
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