POLITECHNIKA RZESZOWSKA
im. Ignacego t.ukasiewicza
WYDZIAL. CHEMICZNY

Katedra Inzynierii Chemicznej

1 Procesowej

PRACA DOKTORSKA

ROZDZIELANIE MIESZANIN ENANCJOMEROW
ZA POMOCA CHROMATOGRAFII ACHIRALNE]

mgr inz. Patrycja Mruc

Promotor:
prof. dr hab. inz. Dorota Antos
Promotor pomocniczy:

dr inz. Maksymilian Olbrycht

Rzeszow, 2026






Pragne zlozy¢ serdeczne podziekowania osobom, ktére w rézny sposob przyczynity sie

do realizacji niniejszej rozprawy doktorskie;j.

Szczegolnie podziekowania sktadam mojej promotor,
Pani Profesor dr hab. inZz. Dorocie Antos,
za opieke naukowg, wszelkie wskazdwki, wsparcie i zaangazowanie na kazdym etapie
realizacji niniejszej pracy. Mozliwo$¢ czerpania z Pani wiedzy i doSwiadczenia oraz

inspirowanie sie Pani zaangazowaniem w prace naukowg byta dla mnie zaszczytem.

Serdeczne podziekowania kieruje do Pana dr hab. inz. Wojciecha Piagtkowskiego,
prof. PRz, za cenne wskazowki oraz uwagi przekazywane podczas realizacji badan,
poswiecony czas, dzielenie sie wiedzg i do$wiadczeniem oraz pomoc

w redakcji publikacji naukowych i niniejszej rozprawy.

Szczegblne podziekowania pragne ztozy¢ takze promotorowi pomocniczemu,
Panu dr inz. Maksymilianowi Olbrychtowi,
za zaangazowanie w realizacje niniejszej pracy, pomoc w planowaniu i prowadzeniu

badan eksperymentalnych oraz cenne wskazéwki merytoryczne.
Dziekuje takze zespotowi naukowemu z Katedry Inzynierii Chemicznej i Procesowej
za inspiracje, zyczliwo$¢ i dobrg atmosfere pracy.
Dziekuje moim Rodzicom, Braciom i Przyjaciotom za wsparcie oraz wiare we mnie,
ktére towarzyszyty mi przez caty okres realizacji doktoratu.
Szczegolne podziekowania sktadam mojemu MeZowi, za wsparcie, motywacje
i poSwiecenie, bez ktorego realizacja niniejszej pracy nie bytaby mozliwa.

Tobie dedykuje niniejsza rozprawe.



Niniejsza praca byta realizowana przy wsparciu finansowym Narodowego Centrum
Nauki, w ramach projektu ,Rozdzielanie mieszanin enancjomeréw substancji
farmaceutycznie czynnych z wykorzystaniem hybrydowych proceséw chromatografii
achiralnej i chiralnej oraz achiralnej krystalizacji” realizowanego w Katedrze Inzynierii

Chemicznej i Procesowej w latach 2022-2025 (UMO0-2021/41/B/ST8/00631).



Streszczenie

Niniejsza praca poswiecona jest rozdzielaniu mieszanin enancjomeréw metoda
chromatografii achiralnej z wykorzystaniem zjawiska samo-dysproporcjonowania
enancjomerow (SDE). Celem dysertacji bylo opracowanie alternatywnej wobec
chromatografii chiralnej (CCh) metody separacji mieszanin tych zwigzkéw, ktéra moze

by¢ zastosowana w praktyce przemystowej.

W ramach przeprowadzonych badan wstepnych opracowano procedure doboru
warunkow prowadzenia chromatografii achiralnej (ACh) sprzyjajacych wystgpieniu
zjawiska SDE. Na tym etapie przeprowadzono rowniez pomiary polarymetryczne dla
wybranych chiralnych zwigzkéw modelowych, na podstawie ktérych wykluczono
mozliwos¢ tworzenia sie asocjatéw w fazie ciektej. Wyniki tych badan stanowity
podstawe sformutowania hipotezy mechanizmu SDE, Kktéry opiera sie na
oddzialywaniach miedzyczasteczkowych enancjomeréw w fazie zaadsorbowanej na

powierzchni ztoza krzemionkowego.

W cyklu kolejnych badan zrealizowanych w niniejszej pracy wyznaczono wplyw
rodzaju i stezenia modyfikatora eluentu na selektywno$¢ chromatografii achiralnej
prowadzonej w trybie izokratycznym oraz gradientowym. W celu uzyskania opisu
iloSciowego przebiegu tych procesow sformutowano model izotermy adsorpcji, ktory
opisywal mechanizm wielowarstwowej adsorpcji enancjomeréw, uwzgledniajac
tworzenie sie homochiralnych i heterochiralnych asocjatéw. Réwnanie izotermy zostato
zaimplementowane do réwnowagowo-dyspersyjnego modelu dynamiki kolumny

chromatograficznej i zweryfikowane eksperymentalnie.

Przeprowadzony cykl badan nad zjawiskiem SDE wraz z jego opisem matematycznym
doprowadzity do opracowania procesu zintegrowanego sktadajacego sie z etapu
chromatografii achiralnej i chiralnej, pozwalajgcego na efektywne rozdzielanie mieszanin
enancjomerow. Metode te zaprezentowano w roznych wariantach, umozliwiajac
rozdzielanie mieszanin nieracemicznych lub racematéw. Zaprojektowany proces

zoptymalizowano oraz zweryfikowano eksperymentalnie.

Rozdzielanie nieracemicznych mieszanin enancjomerdéw przeprowadzono takze
w trybie frontalnym chromatografii achiralnej. Do opisu procesu opracowano
uproszczony model dynamiki oparty na teorii réwnowagi, ktéry pozwolit na szybka

optymalizacje jego wydajnosci.



Summary

This thesis is devoted to the separation of mixtures of enantiomers by achiral
chromatography using the phenomenon of enantiomeric self-disproportionation (SDE).
The aim of the dissertation was to develop an alternative method to chiral
chromatography (CCh) for separating mixtures of these compounds, one that can be

applied in industrial practice.

As part of the preliminary research, a procedure was developed for selecting achiral
chromatography (ACh) conditions favourable for the occurrence of the SDE phenomenon.
At this stage, polarimetric measurements were also performed for selected chiral model
compounds, on the basis of which the possibility of associate formation in the liquid phase
was ruled out. The results of this research formed the basis for formulating a hypothesis
regarding the SDE mechanism, which is based on intermolecular interactions between

enantiomers in the phase adsorbed on the surface of a silica bed.

In a series of experiments conducted in this study, the effect of the type and
concentration of the eluent modifier on the selectivity of achiral chromatography
performed in isocratic and gradient modes was determined. To obtain a quantitative
description of these processes, an adsorption isotherm model was formulated that
described the mechanism of multilayer adsorption of enantiomers, taking into account
the formation of homochiral and heterochiral associates. The isotherm equation was
incorporated into an equilibrium-dispersive model of chromatographic column dynamics

and experimentally verified.

A series of studies on the SDE phenomenon, along with its mathematical description,
led to the development of an integrated process consisting of achiral and chiral
chromatography steps, enabling the effective separation of enantiomer mixtures. This
method was presented in different variants, enabling the separation of both non-racemic
mixtures or racemates. The designed process was optimized and experimentally verified.

The separation of non-racemic mixtures of enantiomers was also carried out using
frontal achiral chromatography. A simplified dynamic model based on equilibrium theory
was developed to describe this process, which allowed for rapid optimization of its

efficiency.



Wykaz publikacji bedacych podstawa przeprowadzenia przewodu doktorskiego:

[81] M. Olbrycht, J. Gumieniak, P. Mruc, M. Balawejder, W. Pigtkowski, D. Antos,
Separation of non-racemic mixtures of enantiomers by achiral chromatography,
J. Chromatogr. A, 1693, 2023, s. 463877, ISSN 0021-9673.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2023.463877

[100] P. Mruc, M. Olbrycht, M. Korbetskyy, D. Antos, Altering the mobile phase
composition to enhance self-disproportionation of enantiomers in achiral
chromatography, J. Chromatogr. A, 1715, 2024, s. 464603, ISSN 0021-9673.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2023.464603.

[101] P. Mruc, D. Antos, Coupling Achiral and Chiral Chromatography for Efficient
Separation of Enantiomeric Mixtures, Ind. Eng. Chem. Res., 64, nr 15, 2025, s. 7826-7837,
ISSN 0888-5885.
https://doi.org/10.1021 /acs.iecr.5c00412

[102] P. Mruc, M. Olbrycht, W. Pigtkowski, D. Antos, Equilibrium theory-based
framework for describing separation of enantiomers by frontal achiral chromatography,
J. Chromatogr. A, 1766, 2026, s. 466608, ISSN 0021-9673.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2025.466608

oraz:

[114] D. Antos, P. Mruc, M. Olbrycht, Spos6b rozdzielania enancjomerdéw, patent
polski, PL451224, zarejestrowany 17.02.2025 - w trakcie rozpatrywania.

[115] D. Antos, P. Mruc, M. Olbrycht, Sposob rozdzielania enancjomerow, patent
polski, PL451226, zarejestrowany 17.02.2025 - w trakcie rozpatrywania.

[116] D. Antos, P. Mruc, M. Olbrycht, Sposob rozdzielania enancjomerow, patent
polski, PL451227, zarejestrowany 17.02.2025 - w trakcie rozpatrywania.


https://doi.org/10.1016/j.chroma.2023.463877
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2023.464603.
https://doi.org/10.1021/acs.iecr.5c00412
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2025.466608




Spis tresci

SEF@SZEZENIE ot 5
L0000 0 - ) o TP 6
N 0} 30 4] o) OO 9
L o 0N Te A=) 4L 13
(00 B B Syl o) =T 15
1. POAStaWY LEOTELYCZNE ...t 16
1.1. 120 0T 1o Lof 100 4 0 =) o) 200 ST 16

3 O 08431 1 1T 16
1.1.2.  WIaSciwOoSCi €NanCjOMETrOW.....ccoeeerereessissessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssens 16
1.1.3. Zastosowanie enancjomerdw w przemysle farmaceutycznym................. 17
1.1.4. Regulacje prawne dotyczace chiralnych IeKOW ........ccorvreevrerienreereeneeneeneenens 19
1.1.5. Zastosowanie enancjomeréw w innych gateziach przemystu................... 20

1.2. Otrzymywanie czystych enancjomerQw ... 21
1.3. Rozdzielanie mieszanin €NancjomMerOW ........oeresessessessssssssssssssssssssssens 22
1.3.1. Rozdzielanie KiNELYCZNE .......covrerrercereereererreereeseesessesssesessessessssssssessssssssssssssssssssssses 22
1.3.2.  KIYStAlIZACTA coerrereereeceeeeeeeeeeeeeseesessssesssssssesssssssesss s ssssss s s ssssssssssssssssssssssssssas 23
1.3.3. Chromatograficzne rozdzielanie enancjomerow ... 23
1.3.3.1. Techniki chromatograficzne i tryby pracy kolumny ........c.ccccoveneerirrcenn. 24

1.4. Samo-indukowane rozpoznawanie enancjomMerOw ..........eeeseeseesesseeseens 26
1.5. Zjawisko samo-dysproporcjonowania enancjomerow ...........eeeseeseeseens 27
1.6. Mechanizm procesu chromatograficznego rozdzielania enancjomeréw w
warunkach achiralnych poprzez SDE......... s ssssssssessens 29
1.7. Model izotermy adsorpcji enancjomerow ulegajacych SDE w warunkach
(0] 0 U g 1 0ol o TP 30
1.7.1.  Wptyw modyfikatora eluentu na SDE ... 32
1.7.2.  Metody wyznaczania parametrow iZOTeIM......cooereerceneeseereeseeseesessssseesesseenss 32
1.7.2.1. Metoda dopasowania do PiKU .....ccceeenrnmnnensnenensneessssesessssesessssesssesnens 33

9



1.7.2.2. Metoda analizy frontalne] ... sssssssssssssssssssssnes 33

1.8. Modele dynamiki procesu chromatograficznego........ouereeneereeseererseennenns 34
1.8.1. Model réwnowagowo-dyspersyjny ED ... 35
1.8.2.  Model idealny ... 36

1.8.3. Parametry oceny efektywnos$ci chromatograficznego rozdzielania

(23 0 E= ) Loy 10 3 =) (0 112 40
2. Komentarz do cyklu publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg......c.cueeeee. 41
2.1. Elementy nowosci w pracy doKtorsKi€]j.....umremrnesnesnssssssessesssssessesssssenns 41
2.2. Przebieg badan WstepnyCh ... s 42

2.2.1. Dobor sktadu fazy ruchomej do rozdzielania enancjomeréw w ACh i CCh

............................................................................................................................................ 43

2.2.2.  Weryfikacja tworzenia sie asocjatéw w roztworach enancjomeréw..... 43
2.3. Wplyw zawarto$ci modyfikatora fazy ruchomej na zjawisko SDE .............. 45
2.3.1. Zalezno$¢ parametrow modelu od sktadu fazy ruchome;. ......ccocovevervennee 47
2.3.2. Rozdzielanie enancjomerow w gradiencie fazy ruchome;j. .....c.ccocovvreenee. 48
2.4. Rozdzielanie enancjomer6w za pomocg procesu zintegrowanego ACh - CCh
................................................................................................................................................ 50

2.4.1. Wyznaczenie Krzywych van Deemtera........enrnensssessesssssessessensns 51

2.4.2. Wpyznaczenie parametrow modelu dynamiki opisujgcego proces

rozdzielania enancjomer6éw podczas chromatografii chiralnej ... 51
2.4.3. Efektywno$¢ procesu rozdzielania enancjomerdw w CCh......cccocvveveeneen. 52

2.4.4. Efektywno$¢ procesu rozdzielania enancjomerow w ACh.......cccocovvveeneen. 54

2.4.5. Koncepcja potaczenia achiralnej i chiralnej chromatografii..........ccocneeunee 55
2.4.6. Dobor zmiennych procesowych w potgczeniu ACh i CCh....rerrveveererrcennee 56
2.4.6.1. Dobor parametrow operacyjnych dla konfiguracji ACh - CCh.............. 57

2.4.6.2. Dobor parametrow operacyjnych koncepcji CCh — ACh ....eeveevcereecenee. 58

2.4.6.3. Dobor parametréw operacyjnych pojedynczej ACh.......cvvenereenieneennen. 59

2.5. Wykorzystanie teorii rownowagi do opisu rozdzielania enancjomeréw w
procesie achiralnej chromatografii frontalnej ... 60

10



2.5.1. Frontalna chromatografia enancjomerdw........eneeeenee 61

2.5.2. Algorytm wyznaczania wspétczynnikéw izotermy opisujacej proces

chromatografii frontalnej eNanCjOMETrOW ........oocrereererneereeseensesseeseesessseses s ssesseseeses 62

2.5.3.  Wpykorzystanie modelu opartego na ET do doboru warunkéw

rozdzielania enancjomerdéw w procesie frontalnej ACh ... 64
3. PodSumowanie i WIIOSKI .....cueeerecireeeeeeeeesesesesessssssss st ssssssssssssssssssas 66
4, D) o U o 68
5. Spis skrotéw i oznaczen zastoSOWaNYCh W PracCy:.... e 80
6. DOTODEK NAUKOWY ..ottt ssssssssssens 84

11



12



Wprowadzenie

Enancjomery zwigzkéw chiralnych posiadajg te same wtasnosci fizyko-chemiczne,
réznig sie jednak przestrzennym ukladem atoméw oraz kierunkiem skrecania
ptaszczyzny $wiatta spolaryzowanego. Ze wzgledu na to, ze systemy biologiczne sa
chiralne, enancjomery tego samego zwigzku moga dziata¢ zupetnie inaczej
w organizmach zywych.

Do najwazniejszych obszaréw zastosowan enancjomeréw nalezy przemyst
farmaceutyczny. Chiralne leki stanowig obecnie wiekszo$¢ sposréd opracowywanych
farmaceutykéw matoczasteczkowych. Enancjomery zwigzku stanowigcego substancje
aktywng moga znacznie rézni¢ sie wilasciwoSciami biologicznymi, farmakologig,
toksykologig i metabolizmem. W skrajnych przypadkach jedna forma wywotuje efekt
leczniczy za$ druga jest szkodliwa dla organizmu. Z tego wzgledu produkuje sie
w zdecydowanej wiekszosci chiralne leki w postaci pozadanego enancjomeru.

Oprdécz tego, enancjomery stosowane s3 w wielu innych gateziach przemystu, np.
agrochemii, przemysle spozywczym, kosmetycznym, chemicznym, w inzynierii
materiatowej, optoelektronice i w wielu innych obszarach produkcyjnych.

Pojedyncze enancjomery mozna uzyska¢ bezposrednio poprzez synteze
asymetryczng, jednak wymaga to zastosowania chiralnego substratu badz katalizatora,
ktoéry czesto jest niedostepny albo jego otrzymanie jest bardzo kosztowne. Sprawia to,
ze metoda ta jest mniej optacalna wzgledem alternatywnej syntezy symetrycznej, ktéra
prowadzona jest w warunkach achiralnych i prowadzi do otrzymania produktu zwykle
w postaci mieszaniny racemicznej. W celu uzyskania pozadanego pojedynczego
enancjomeru, racemat moze byC rozdzielony za pomocg np. Kkrystalizacji,
enancjoselektywnej ekstrakcji czy technik membranowych, ale najcze$ciej stosowanag
metoda pozostaje chromatografia chiralna (CCh), wymagajaca stosowania chiralnych faz
stacjonarnych (CSP). Spektrum materiatéw mogacych stanowic takie fazy jest bardzo
szerokie, a wykorzystanie ich pozwala na uzyskanie wysokiej selektywnos$ci procesu
rozdzielania mieszanin enancjomerdw wielu zwigzkéw. Jednak istotng wada CSP jest ich
wysoka cena oraz niska odporno$¢ mechaniczna, w konsekwencji czego etap
chromatografii jest najbardziej kosztownym w caltym procesie oczyszczania
enancjomeréw.

Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ czeSciowe zastgpienie CCh chromatografia
achiralng (ACh) prowadzong =z zastosowaniem Kkolumny wypetnionej zZelem

krzemionkowym, ktory jest taniszy i odporniejszy mechanicznie od CSP.
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W wyniku réznego rodzaju oddziatywan obejmujacych wigzania wodorowe,
halogenowe, dipolowe, oddziatywania van der Waalsa czy m-m, enancjomery tworza
w procesie adsorpcji na powierzchni achiralnego adsorbentu homo- i heterochiralne
asocjaty, ktore ro6znig sie wlasciwoSciami adsorpcyjnymi. W mieszaninach
nieracemicznych powstajg asocjaty zawierajagce nadmiar czastek jednego
z enancjomerdw, co prowadzi do asymetrii uktadu i uzyskania tzw. wtérnie chiralnego
srodowiska. W wyniku tego dochodzi do samo-indukowanego procesu rozdzielania
mieszaniny nieracemicznej nazywanego zjawiskiem samo-dysproporcjonowania
enancjomerow (SDE).

Zjawisko SDE zostato juz opisane w literaturze na przyktadzie znacznej liczby
zwigzkéw. Do tej pory brakowato jednak opisu iloSciowego tego zjawiska, co
uniemozliwiato jego wykorzystanie do rozdzielania enancjomeréw na skale

preparatywng lub przemystowa.

W niniejszej pracy oraz powigzanych z nig publikacjach po raz pierwszy opisano
iloSciowo mechanizm zjawiska SDE, ktory opierat sie na wielowarstwowej adsorpcji
enancjomer6w na powierzchni zZelu krzemionkowego. Sformutowany model
mechanistyczny zweryfikowano badaniami eksperymentalnymi i uzyto do iloSciowego

opisu wptywu zmiennych operacyjnych na efektywnos$¢ separacji enancjomeréw.

Na podstawie osiggnietych wynikéw opracowano koncepcje potaczenia ACh i CCh.
Rozwigzanie to stanowi nowe podejscie, dotad nie opublikowane, ktérego implementacja
do przemystu moze zmniejszy¢ koszty oczyszczania enancjomerdw, przy zachowaniu

wysokiej wydajnoSci procesu oraz czystosci produktu.

W ostatniej czesci pracy opracowano procedure optymalizacyjng dla frontalnej ACh.
W tym celu wykorzystano rozwigzanie modelu idealnego opartego na teorii r6wnowagi,
co pozwolito na szybka optymalizacje tego procesu przy bardzo niewielkim naktadzie

pracy obliczeniowej.
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Cel i zakres pracy

Celem badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy bylo opracowanie

achiralnej metody chromatograficznej wykorzystujacej zjawisko SDE, ktérg mozna

zastosowac¢ do cze$ciowego rozdzielania enancjomeréw chiralnych zwigzkéw w skali

przemystowej. Do tego niezbedne byto zaproponowanie mechanizmu wielowarstwowej

adsorpcji enancjomeréw oraz sformutowanie modelu dynamiki opisujgcego proces.

Celem byto takze zbadanie wptywu parametréw operacyjnych na jego selektywnos$¢ oraz

wydajnos¢. Zwienczeniem tych badan byto opracowanie koncepcji potaczenia ACh i CCh

w zintegrowany efektywny proces rozdzielania enancjomerdéw. Ostatni element

stanowito opracowanie alternatywnego rozwigzania modelu idealnego umozlwiajacego

projektowanie frontalnej ACh enancjomerdéw.

=

Zakres pracy obejmowat:

Przeglad literaturowy zwigzany z aspektami dotyczacymi produkcji enancjomeroéw,
obecnie stosowanych metod ich oczyszczania, ze szczegdlnym uwzglednieniem
chromatografii.

Opracowanie modelu izotermy opartej na zaproponowanym mechanizmie adsorpcji
wielowarstwowej oraz nieidealnego modelu dynamiki ACh enancjomeréw
napedzanej zjawiskiem SDE.

Przeprowadzenie badan eksperymentalnych nad wptywem zmiennych operacyjnych
na selektywnos$c¢ i wydajnos¢ achiralnego rozdzielania nieracemicznych mieszanin
enancjomerow.

Opracowanie koncepcji potaczenia ACh i CCh w zintegrowanym procesie rozdzielania
enancjomerow oraz metody doboru zmiennych operacyjnych takich jak: sktad fazy
ruchomej, natezenie przeptywu eluentu, gestos¢ masowego tadowania kolumny,
oraz warto$¢ nadmiaru enancjomerycznego rozdzielanej mieszaniny
nieracemiczne;j.

Opracowanie metody rozwigzywania modelu idealnego do szybkiej optymalizacji

frontalnej ACh enancjomerdéw.
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1. Podstawy teoretyczne

1.1. Enancjomery

1.1.1. Chiralnos¢

Chiralnos¢ jest cecha czasteczek tego samego zwigzku, ktoérych nie mozna natozy¢ na
ich lustrzane odbicie i uzyskac pokrycia sie wszystkich elementéw [1,2]. Wtasciwos¢ ta
odnosi sie do catej czastki, a jej kryterium stanowi brak elementéw symetrii: ptaszczyzny,
osi oraz $rodka [3]. Gwarantem asymetrii, a tym samym przyczyng chiralnosci, jest
obecno$¢ potaczonego z czterema réznymi podstawnikami tetraedrycznego atomu wegla,
zwanego centrem asymetrii lub centrem stereogenicznym [4]. Centrum stereogeniczne
w zwigzkach chiralnych mogg stanowi¢ takze atomy azotu, siarki czy tez fosforu [5]. Takie
dwie chiralne formy tego samego zwigzku nazywane sg enancjomerami. Poniewaz naleza
do grupy izomerow, ktére r6znig sie jedynie utozeniem atomoéw w przestrzeni, okresla sie
je stereoizomerami [6]. Do tej klasy nalezg takze diastereoizomery, ktorych pary nie sa

wzgledem siebie lustrzanymi odbiciami [1].

1.1.2. Wtasciwosci enancjomeréw

Dwie formy enancjomeryczne danego zwigzku charakteryzuja sie takimi samymi
wilasciwo$ciami fizycznymi z wyjatkiem kierunku skrecania ptlaszczyzny Swiatta
spolaryzowanego [6]. Wigzka S$wiatla liniowo spolaryzowanego, przechodzac przez
probke zawierajaca roztwér pojedynczego enancjomeru, ulega skreceniu, a zwiazki
posiadajace taka wtasciwos¢ okresla sie optycznie czynnymi. IloSciowo to zjawisko
mozna opisac¢ podajac skrecalno$¢ wtasciwg, charakteryzujaca kat skrecenia ptaszczyzny
Swiatta spolaryzowanego. Badajac kierunek tego skretu, mozna zaobserwowa,
ze niektdre czasteczki skrecaja ptaszczyzne polaryzacji w prawo - zgodnie z ruchem
wskazowek zegara, przez co okresla sie je prawoskretnymi i oznacza znakiem ,+”, za$ inne
w lewo - przeciwnie do kierunku wskazowek zegara i te nosza miano lewoskretnych,
a oznacza sie je znakiem ,-” [1,4]. Obie formy enancjomeryczne danego zwigzku skrecaja
ptaszczyzne polaryzacji o te samg warto$c¢ kata, ale jeden z nich w prawo, a drugi w lewo
[6].

Réwnomolowa mieszanina obu enancjomer6w nazywana jest mieszaning racemiczng
czy tez racematem i nie wykazuje czynno$ci optycznej ze wzgledu na wzajemne
kompensowanie sie skrecalno$ci formy prawo- i lewoskretnej. Natomiast nawet
nieznaczny nadmiar jednego z enancjomer6w w mieszaninie, sprawia, Ze jest ona

optycznie czynna.
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Nadmiar enancjomeryczny (ee) okreslany takze wartoScig czystosci optycznej, wyraza
sie za pomocg ponizszego réwnania:

=T X 100% (1
gdzie: R, S to liczba moli, warto$¢ stezenia molowego, masa, utamki masowe lub molowe

odpowiednio enancjomeréw Ri S.

Roztwor charakteryzujacy sie wartos$cig ee rowna 100%, czyli zawierajacy tylko jeden

enancjomer, nazywany jest roztworem optycznie czystym [1].

Cechg enancjomerow jest takze tozsamos$¢ wiasciwosci chemicznych, z wyjatkiem
reakcji z innymi zwigzkami chiralnym, co jest szczegdlnie istotne w odniesieniu do
przemian zachodzgcych w organizmach. Wérdd cech enancjomerdw istotne sg réznice we

wtasciwosciach biologicznych obu form [1,6].

1.1.3. Zastosowanie enancjomeréw w przemysle farmaceutycznym

Jak wspominano powyzej, jednym z najwazniejszych obszaréw zastosowan
enancjomerow jest przemyst farmaceutyczny. Obecnie ponad 72% przemystu zwigzkow
chiralnych stanowig leki. Juz w 2015 roku ich ilo$¢ siegata niemal 95% spos$réd nowych
farmaceutykéw zatwierdzonych przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci
i Lekéw (ang. U.S. Food and Drug Administration - FDA), a tendencje wzrostowa tego
trendu obrazuje rys. 1. [7]. Z tego wzgledu réznica we wtasciwosciach biologicznych
enancjomerdw ma ogromne znaczenie. Stereochemia zwigzkéw chiralnych ma wptyw nie
tylko na interakcje leku z docelowym receptorem, ale takze na oddziatywanie poza nim,
na wchtanianie, dystrybucje substancji w organizmie, jej metabolizm oraz wydalanie.
Witasciwos¢ ta generuje réznice w farmakokinetyce oraz farmakodynamice obu form
enancjomerycznych [8-10]. Na tej podstawie mozna dokonac¢ klasyfikacji na grupy,
w ktorych:
1. enancjomery znacznie roznig sie miedzy soba wywolywanym w uktadzie

biologicznym efektem i wyrdznia sie:

a) eutomer, ktory moze wykazywa¢ gtowny, badZz jedyny pozadany efekt
terapeutyczny,

b) distomer, ktéry moze w ogole nie oddziatywa¢ na organizm lub hamowa¢
dziatanie lecznicze eutomeru, a w skrajnych przypadkach moze by¢
toksyczny;

2. enancjomery wywotuja podobny efekt biologiczny i wykazuja podobne dziatanie

lecznicze;

17



3. enancjomery ulegajg jednostronnej lub dwustronnej inwersji chiralnej, zwanej inaczej

metaboliczng inwersja chiralng [5,11].

Najliczniejsza z wymienionych grup stanowi ta, w ktorej eutomer i distomer znacznie
rdéznig sie dziataniem. Do tej kategorii zaliczy¢ mozna np. stosowany w leczeniu depresji
citalopram, ktérego enancjomer S jest okoto stukrotnie skuteczniejszy niz enancjomer R,
dziatajac jako selektywny inhibitor wychwytu zwrotnego serotoniny [11-14]. Z kolei
jednakowa bioaktywnos$cig obu form enancjomerycznych cechuje sie np. cyklofosfamid
o dziataniu immunosupresyjnym. Do grupy lekéw ulegajacych jednostronnej inwersji
chiralnej nalezy ibuprofen stosowany jako niesteroidowy lek przeciwzapalny,
w przypadku ktérego zdecydowanie wyzszg aktywno$¢ wykazuje enancjomer S,
natomiast enancjomer R w organizmie ulega inwersji do konfiguracji S, zatem stanowi
prolek. Wsrdd lekéw z dwustronng inwersjg chiralng nalezy wyrdzni¢ talidomid, ktérego
historia stanowi jeden 2z fundamentalnych argumentéw przemawiajacych za
restrykcyjnymi wymaganiami dotyczacymi stosowania zwigzkéw chiralnych jako
farmaceutykéw [11-13]. Jego stosowanie w latach 50. dwudziestego wieku w formie
racematu jako leku uspokajajacego dla kobiet w cigzy, okazato sie tragiczne w skutkach,
gdyz tylko enancjomer R wykazywat pozadane dziatanie, natomiast enancjomer S okazat
sie silnym teratogenem i hamowat angiogeneze, co doprowadzito do powaznych wad
rozwojowych u dzieci [13,15-17].

Chiralne leki, czy to w postaci racematéw czy pojedynczych enancjomeréw znalazty
zastosowanie w leczeniu szerokiego spektrum chordéb, m.in. jako leki przeciwdrgawkowe
(np. mefenytonina), antybiotyki (np. ofloksacyna), inhibitory pompy protonowej
(np. omeprazol), leki przeciwnowotworowe (np. cyklofosfamid), przeciwarytmiczne

(np. propafenon) i wiele innych grup lekéw, ktorych nie sposéb wymieni¢ [11].

!

B Lek achiralny ™ Pojedynczy enancjomer ™ Racemat

Rys. 1. Udzial procentowy racematéw i pojedynczych enancjomeréw w matoczasteczkowych
lekach zatwierdzonych przez FDA w latach 2002-2022 [5], lata 2023-2025 - opracowanie wtasne
na podstawie danych FDA [18]
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1.1.4. Regulacje prawne dotyczqce chiralnych lekéw

Jak wspomniano powyzej, preznie rozwijajacy sie rynek lekéw chiralnych wymaga
odpowiednich regulacji prawnych, ktére opracowuja: Europejska Agencja lekéw (ang.
European Medicines Agency, EMA), FDA oraz Swiatowa Organizacja zdrowia (ang. World
Health Organization, WHO). Waznymi dokumentami dotyczacymi stosowania
enancjomerdw w farmacji byty wydane przez FDA w 1992 os$wiadczenie dotyczace
stanowiska wobec rozwoju i zatwierdzania lekéw chiralnych oraz wytyczne EMA z 1994
roku, jednogtosnie wskazujagce na konieczno$s¢ odpowiedniego zdefiniowania
stereochemii leku, jednoznacznego opisania oraz szczegétowej kontroli chiralnosci
takiego produktu, farmakodynamiki i farmakokinetyki zaréwno pojedynczych
enancjomerow jak i ich mieszanin [13]. Zaleca sie odpowiednig charakterystyke zwigzku,
zawierajaca budowe chemiczng, jednoznaczne zdefiniowanie centrum stereogenicznego,
okre$lenie czystoSci optycznej oraz dzialania [19]. Dopuszczalne jest stosowanie
racematéw jako substancji leczniczych, ale w takim przypadku konieczne jest
potwierdzenie, ze powodujg lepszy efekt terapeutyczny niz tylko jeden z enancjomeréw
[13]. Wytyczne szczegdétowo wskazuja w jaki sposéb nalezy ocenial bezpieczenstwo
i skutecznos$¢ chiralnych zwigzkéw od etapu syntezy, gdzie juz nalezy kontrolowac
czysto$¢ enancjomeryczng, poprzez badania jakoSciowe i kliniczne niezbedne do dossier
rejestracyjnego potencjalnego leku. Okreslajg jakie metody stosowac¢ do rozrdéznienia
dwoéch form zwigzku, wymagajg ich walidacji, a takze kontroli potencjalnej konwersji
jednego enancjomeru w drugi, zaréwno podczas produkcji, przechowywania substancji
jak rowniez in vivo [8,19,20]. Wytyczne pozostawiajg zatem pewng dowolno$¢
w projektowaniu lekéw jako racematéw lub jako substancji optycznie czystych, jednak
wiekszos$¢ firm farmaceutycznych syntezuje leki innowacyjne w postaci pojedynczego
enancjomeru, a racematy zastepuje eutomerami (ang. chiral switch), distomer
jednoznacznie klasyfikujac jako zanieczyszczenie [8,9,11,13,19,20]. Szczegétowe badania
chiralnych lekéw pozwalaja takzZe na repozycjonowanie, czyli znajdowanie nowych
zastosowan dla juz istniejacych farmaceutykdéw, np. talidomid zostat zatwierdzony przez
FDA w terapii szpiczaka mnogiego, raka nerek, przetyku, endometrium i trzustki, a takze
stanow zapalnych jelit [17,21-23]. Istotnym celem w przemys$le farmaceutycznym,
zgodnym z zasadami Dobrej Praktyki Produkcyjnej (ang. Good Manufacturing Practice,
GMP) jest takze wdrazanie strategii Projektowania Jakos$ci (ang. Quality by Design, QbD),
ktéra warunkuje zapewnienie jakosSci juz na etapie projektowania, optymalizacji czy

walidacji metod analitycznych, stuzacych ocenie chiralnych zanieczyszczen zwigzku oraz
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jego jednoznacznej identyfikacji, co zostato podkreslone poprzez wytyczne wydane przez
Miedzynarodowa Rade Harmonizacji (ang. International Conference on Harmonization,
ICH) w dokumencie ICH Q8 [24-26]. Kolejnymi regulacjami obowigzujgcymi przemyst
farmaceutykéw sg wytyczne ICH Q14 oraz ICH Q2(R2), ktore wskazuja jeszcze bardziej
rygorystyczne metody kontroli substancji chiralnych, dziatania rozwojowe, sposoby
walidacji metod analitycznych stuzacych w procesach oceny czystosci enancjomeréw
oraz przedstawiajg wskazowki jak ocenia¢ ryzyko, dokumentowac i archiwizowac

dowody na zapewnienie jakos$ci leku [27-29].

1.1.5. Zastosowanie enancjomerdéw w innych gateziach przemystu

Rosngce zainteresowanie zwigzkami chiralnymi obserwuje sie nie tylko w farmacji,
ale takze w przemysle spozywczym, kosmetycznym [30], agrochemicznym [31], w optyce,
elektronice, katalizie i nanotechnologii [10,32,33].

Receptory wechu i smaku w ludzkim ciele sg biatkami chiralnymi, co sprawia,
ze enancjomerdéw moga pachnie¢ lub smakowa¢ zupetnie inaczej, co wykorzystuje sie
w przemysle spozywczym i kosmetycznym, np.:

e Karwon: (R)-karwon pachnie mietg zielong, a (S)-karwon ma zapach kminku.

e Limonen: (R)-limonen pachnie cytrusami/pomaranczg, natomiast (S)-limonen ma

zapach zywiczny.

e Aspartam: Izomer (S, S) jest intensywnie stodki, natomiast izomer (R, R) ma gorzki

smak.

e Mentol: Naturalny L-mentol wywotuje silne wrazenie chtodu i od$wiezenia,

nieporéwnywalnie silniejsze niz jego R-enancjomer.

Wiekszos¢ enzyméw u roslin, owadoéw i grzybéw wykazuje chiralnos¢. Stosowanie
czystych enancjomerdw w pestycydach i herbicydach pozwala zmniejszy¢ dawke chemii

wprowadzanej do Srodowiska nawet o 50%, np.:

e Herbicydy: (S)-metolachlor lub (R)-dichlorprop wykazuja chwastobdjcze
dziatanie, podczas gdy ich przeciwne enancjomery sa bezuzyteczne.

e Insektycydy i regulatory wzrostu: syntetyczne pyretroidy o okreslonej
konfiguracji chiralnej sg wielokrotnie skuteczniejsze w zwalczaniu szkodnikow.

e Fungicydy: (R)-metalaxyl wykazuje znacznie wyzszga aktywnos$¢ przeciwgrzybicza
niz jego enancjomer S.

Chiralne zwigzki s3 roéwniez stosowane jako Kkatalizatory (ligandy chiralne,

organokatalizatory) oraz pomocniki chiralne w syntezie organicznej, umozliwiajac
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selektywne otrzymywanie tylko jednego pozadanego stereoizomeru bez tworzenia

niechcianych produktéw ubocznych:

o Kataliza metaloorganiczna: Ligandy typu BINAP, BINOL czy ligandy fosfinowe
pozwalajga na prowadzenie enancjoselektywnego wodorowania lub utleniania na
skale przemystowa (za co przyznano m.in. Nagrode Nobla w 2001 roku).

o Organokataliza: Wykorzystanie matych czgsteczek organicznych (np. pochodnych
proliny) do indukcji chiralnosci.

W inzynierii materiatowej i optoelektronice enancjomery stosowane s3 do
wytwarzania cieklych Kkrysztatéw, w nieliniowej optyce i produkcji materiatow
przetaczalnych, produkcji nowoczesnych materiatéw fotonicznych, w chiralnej
spintronice do budowy pamieci komputerowych oraz w chemii analitycznej do
rozdzielania, identyfikacji i oznaczania nadmiaru enancjomerycznego w mieszaninach

enancjomerow [30-33].

Ten ogrom zastosowan implikuje potrzebe udoskonalania metod otrzymywania

optycznie czystych enancjomerow.

1.2. Otrzymywanie czystych enancjomerow

Substancje chiralne mozna pozyskiwac na kilka sposobow. Jedng z metod jest izolacja
optycznie czynnych substancji aktywnych z surowcow naturalnych (np. taksol stosowany
w terapii nowotworowej zostat pierwotnie wyekstrahowany z kory cisu).

Jednak na skale przemystowa stosuje sie przede wszystkim metody syntetyczne, ktore

schematycznie sklasyfikowano na rys. 2 [33].

Pula Substraty
Zwigzkow Racematy prochiralne
chiralnych

Synteza Rozdzielanie Synteza asymetryczna

Kinetyczne Krystalizacja Chromatografia

Enzymatyczne Chemiczne

Zwiazki enancjomerycznie czyste

Rys. 2. Klasyfikacja metod otrzymywania i rozdzielania zwigzkéw enancjomerycznie czystych
[38]

Do metod syntetycznych nalezy synteza symetryczna i asymetryczna. Pierwsza z nich

nie wymaga stosowania chiralnych reagentéw lub rozpuszczalnikéw. W jej wyniku
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otrzymuje sie produkt w postaci mieszaniny racemicznej, ktéra w dalszych etapach jest
rozdzielana na pojedyncze enancjomery. Synteza asymetryczna, nazywana takze
stereoselektywng lub metoda chiralng, dzieki zastosowaniu przynajmniej jednego
chiralnego substratu, katalizatora lub rozpuszczalnika pozwala na uzyskanie produktu
o pozadanej konfiguracji w przewadze w stosunku do drugiego enancjomeru [1,17,33-
35]. Mozna wyro6zni¢ dwa rodzaje reakcji stereoselektywnych tj. enancjoselektywne,
prowadzgce do otrzymania mieszaniny enancjomerdéw, z przewagg jednego z nich oraz
diastereoselektywne, ktorych produkt stanowi gléwnie jeden diastereoizomer,
stanowigcy prekursor dla pojedynczego enancjomeru [1]. Jednym ze sposobdow syntezy
asymetrycznej jest rowniez wykorzystywanie jako substratow syntezy naturalnie
wystepujacych surowcéw chiralnych tzw. chiral pool, do ktérych nalezg aminokwasy,
hydroksykwasy czy alkaloidy. W tym rodzaju reakcji z chiralnego substratu otrzymuje sie
chiralny produkt, zachowujac konfiguracje czasteczki [33-35].

Jednak nawet przy udziale syntezy asymetrycznej najczeSciej nie uzyskuje sie
produktu o 100% czystos$ci, ale mieszanine obu enancjomerdw ze znaczng przewaga
formy pozadanej. Zatem niezaleznie od sposobu pozyskania zwigzkéw chiralnych,
niezbedny jest przeprowadzenie Kkolejnego etapu technologicznego jakim jest
oczyszczanie produktu, w ktérym wykorzystuje sie rézne operacje rozdzielania takie jak:
rozdzielanie kinetyczne, procesy membranowe, enancjoselektywng ekstrakcje ciecz-

ciecz, destylacje enancjoselektywng, krystalizacje lub chromatografie [36,37].

1.3.Rozdzielanie mieszanin enancjomerow

1.3.1. Rozdzielanie kinetyczne

Rozdzielanie kinetyczne opiera sie na wykorzystaniu réznicy w szybkosci reakcji obu
enancjomerow z chiralnym czynnikiem, ktéry stanowi biokatalizator (np. enzym,
mikroorganizm) lub chemokatalizator (np. chiralny kompleks metalu), indukujacy
asymetrie.

Wada tej metody jest niska wydajnos¢, ktora moze osigga¢ warto$¢ maksymalnie 50%,
poniewaz w takim uktadzie tylko jeden enancjomer zostaje przeksztatcony w produkt.

Rozwigzaniem tego problemu jest wykorzystanie substratow prochiralnych,
racemizacja i recykling niepozadanego enancjomeru lub dynamiczne rozdzielanie
kinetyczne (DKR). Podczas DKR wolniej reagujacy substrat jest ciggle racemizowany,

dzieki czemu caty materiat substratu zostaje przetworzony w produkt [19,36,38].
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1.3.2. Krystalizacja
Do zalet krystalizacji jako metody rozdzielania enancjomeréw nalezg prostota,
ekonomia oraz mozliwo$¢ rozdzielania zaréwno racematéw jak i mieszanin

nieracemicznych. Proces ten mozna prowadzi¢ metodg:

1. posrednig, a krystalizacja nazywana jest wtedy klasyczng lub diastereoizomeryczna,
za$ rozdzielanie opiera sie na przeksztatceniu racematu w diastereoizomeryczne
pochodne enancjomeréw, ktére réznig sie wilasciwosciami  (m.in.
rozpuszczalnoscig), co umozliwia ich rozdzielenie za pomoca krystalizacji. Proces
ten wymaga zastosowania chiralnego czynnika rozdzielajgcego (ang. Chiral
Derivatizing Agent - CDA), ktéry wprowadza sie w celu przeksztatcenia
enancjomerow w diastereoizomery. Nastepnie przeprowadza sie rozdzielanie
diastereoizomerow poprzez krystalizacje, a na koncu dekompozycje pochodnych,
w celu uwolnienia optycznie czystych enancjomeréw [36,38-42],

2. bezposrednia, ktéra nie wymaga stosowania chiralnego czynnika rozdzielajacego
(np. Kkrystalizacja preferencyjna z mieszanin enancjomeréw tworzacych

konglomerat w sieci krystalicznej) [36].

1.3.3. Chromatograficzne rozdzielanie enancjomeréw

Chromatografia od lat jest jedng z najczesciej stosowanych metod rozdzielania
zwigzkow chiralnych ze wzgledu na szeroki zakres stosowania zaré6wno w kontekscie
réznorodnosci grup zwigzkoéw jak i skali procesu w jakiej mozna go prowadzic¢. Pozwala
na osiggniecie wysokiej czystosci produktu, ktéra jest kluczowa w przemysle
farmaceutycznym. Istotg tego procesu jest wykorzystywanie odmiennego powinowactwa
separowanych czastek do powierzchni fazy stacjonarnej, znajdujgcej sie najczesciej
w kolumnie chromatograficznej, co pozwala na uzyskanie roznic w czasie wymywania
tych sktadnikéw za pomocg fazy ruchomej [43-47]. Jednak tozsamos$¢ wielu wiasciwosci

enancjomerow powoduje, Ze rozdzielanie ich mieszanin jest utrudnione.

W przemysle farmaceutycznym rozdzielanie enancjomeréw opiera sie gtdwnie na
zastosowaniu chromatografii chiralnej (CCh,) w ktérej wykorzystuje sie CDA, w dwojaki

sposob:

1. CDA moze by¢ immobilizowany na matrycy ciata statego, tworzac chiralng faze
stacjonarng (ang. Chiral Stationary Phase, CSP), a proces ten okresla sie jako

chromatografie posrednia,
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2. CDA moze by¢ zastosowany jako dodatek do fazy ruchomej, co prowadzi do tworzenia
sie w fazie cieklej komplekséw diastereoizomerycznych, ktére moga by¢
rozdzielone w standardowych achiralnych uktadach chromatograficznych, a taki

proces okresla sie mianem chromatografii bezposredniej [43,48,49].

CCh z zastosowaniem CSP opiera sie na enancjoselektywnos$ci. Immobilizowane
ligandy chiralnej fazy stacjonarnej to tzw. selektory, posiadajace okreslong konfiguracje
centrum stereogenicznego, za$ substancja rozdzielana okreslana jest selektandem. Tylko
jeden z enancjomeréw ma budowe przestrzenng umozliwiajacg oddziatywanie z CDA
w trzech punktach, co pozwala na utworzenie trwalszego tréjwigzacego kompleksu
diastereoizomerycznego, czego konsekwencja jest pézZniejsze wymycie tego sktadnika
z kolumny, wzgledem enancjomeru dwuwigzgcego [50].

Powierzchnie CSP okresla sie jako heterogeniczng, gdyz zawiera ona nie tylko miejsca
chiralne (selektory, ligandy), ale r6wnieZ miejsca niechiralne (matryca ciata statego - na
miejscach aktywnych matrycy immobilizowane s3 selektory) [43,51].

Poszukiwanie odpowiednich chiralnych ligandéw stanowi istotny aspekt badan nad
rozdzielaniem zwigzkoéw optycznie czynnych, totez spektrum analizowanych materiatow
jest bardzo szerokie. Wsréd selektoréw chiralnych nalezy wyrdzni¢: polisacharydy
(np. pochodne celulozy w kolumnach Chiralpak 1lub Chiralcel), antybiotyki
makrocykliczne, cyklodekstryny, syntetyczne polimery, etery koronowe, etery
szczotkowe (Pirkle’a), biatka, czy tez pochodne kwasu winowego [36,41,43,50,52-54].

Kluczowy jest odpowiedni dobdr CSP oraz fazy ruchomej zapewniajgcy selektywne
rozdzielenie enancjomerow, ale jednocze$nie optymalny czas trwania procesu, poniewaz
kazda z CSP poza szeroka gama zalet ma takze pewne ograniczenia dotyczace zakresu
stosowania, zdolnosci rozdzielczej, odpornosci mechanicznej oraz wysokiego kosztu [52].
Szczegolnie dwie ostatnie ze wspomnianych wad stanowig impuls do opracowania nowej
metody rozdzielania enancjomerow, opartej na zastosowaniu odpornego mechanicznie

i tanszego adsorbentu.

1.3.3.1. Techniki chromatograficzne i tryby pracy kolumny
W skali przemystowej i preparatywnej najpowszechniej stosuje sie Prep-HPLC (ang.
Preparative High-Performance Liquid Chromatography), ze wzgledu na wysoka
selektywnos$¢, czutos$¢ oraz wszechstronno$¢ zastosowania [36,55-58]. Proces ten moze
by¢ realizowany w trybie okresowym lub cigglym przy zastosowaniu metody

z symulowanym ruchem ztoza (ang. Simulated Moving Bed - SMB) [7, 36, 59-63].
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Dobo6r odpowiedniej techniki oczyszczania enancjomeréw podyktowany jest takze
wspomniang skalg procesu.

WSsrdd trybow pracy kolumn chromatograficznych nalezy wyrézni¢ tryb:

1. elucyjny, w ktérym to proces chromatografii elucyjnej przebiega izokratycznie - przy
zachowaniu statosci sktadu fazy ruchomej, jej przeptywu oraz temperatury
procesu,

1. gradientowy, w ktéorym dochodzi do zmiany wymienionych powyzej zmiennych
operacyjnych, a modyfikacja ta moze zachodzi¢ stopniowo lub gwattownie,
co okresla sie odpowiednio gradientem liniowym oraz schodkowym (skokowym).
Zmiana skiadu fazy ruchomej polega zazwyczaj na zmianie stezenia tzw.
modyfikatora eluentu, ktéry moduluje retencje sktadnikéw chromatografowanych
np. polarnego rozpuszczalnika,

2. frontalny (adsorpcyjny a nie chromatograficzny), w ktérym roztwor zasilajacy jest
wprowadzany do kolumny w sposéb ciggly az do osiggniecia warunkéw
rownowagi termodynamicznej, a odpowiedzig uktadu sg tzw. krzywe przebicia

[43,64,65].

Kolejnego podziatu mozna dokona¢ w oparciu o skale procesu wyrdzniajac

chromatografie:

» analityczng, ktéra umozliwia analize jakosciowg i iloSciowa rozdzielanych
mieszanin, opierajgc sie na podobienstwie ksztattu pikow do krzywych Gaussa
oraz koncepcji poiki teoretycznej, a termodynamike procesu opisuje izoterma
liniowa,

» preparatywng, ktorej gléwnym celem jest wuzyskanie jak najwiekszej
produktywnosci, a termodynamike procesu opisuje zwykle izoterma nieliniowa,

» przemystowg, ktéra stanowi dostosowana do skali wersje chromatografii

preparatywne;j.

Nieliniowos$¢ ksztattu izotermy jest efektem przetadowania masowego kolumny,
ktére moze wynika¢ z wprowadzenia prébki o wysokim stezeniu - przetadowania
stezeniowego, co skutkuje powstaniem zbocza dyfuzyjnego piku. Innym rodzajem
przeladowania masowego jest przeladowanie objetosciowe, uzyskiwane poprzez
wprowadzenie prébki o duzej objetosci. W takim przypadku moze dojs¢ do ustalenia sie
stanu ré6wnowagi termodynamicznej na ztozu, skutkujacego utworzeniem tzw. plateau,

w ktorym stezenie osigga warto$c¢ stezenia wlotowego danego sktadnika [43,45,46,66].
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1.4. Samo-indukowane rozpoznawanie enancjomerow

Jak juz wspomniano, enancjomery wykazujg zjawisko spontanicznego tworzenia
homo- i heterochiralnych asocjatéw, co na przestrzeni lat byto okres$lane réznymi
nazwami, jednak najczesciej jako samo-indukowane rozpoznawanie enancjomeréw (ang.
Self-Induced Recognition of Enantiomers, SIRE) [67]. Powodem powstawania tych
struktur wyzszego rzedu sg oddzialywania wystepujagce pomiedzy czagsteczkami
enancjomerow takie jak: wigzania wodorowe, halogenowe, dipolowe, oddziatywania van
der Waalsa czy m-m, prowadzace do tworzenia sie homo- lub heterochiralnych asocjatow
w plynie lub na powierzchni adsorbentu. Utworzone struktury supramolekularne maja
posta¢ dimerdéw lub oligomerow (rys. 3). Monomery i struktury wyzszego rzedu a takze
homo- i heterochiralne asocjaty wykazuja odmienne wtasciwosci fizykochemiczne
(np. r6znia sie rozpuszczalnoscia, lotnoscia czy sitg oddziatywania adsorpcyjnego z faza
stacjonarng) [68-71]. Potwierdzaja to réznice w przesunieciach sygnatéw mieszanin
racemicznych, nieracemicznych oraz pojedynczych enancjomeréw zaobserwowane na
widmach NMR [72-74].

Odmienne zachowanie asocjatow zostalo takze potwierdzone w pomiarach
polarymetrycznych mieszanin nieracemicznych. Liniowy charakter zaleznos$ci
skrecalnosci optycznej od roéznicy miedzy nominalnymi warto$ciami stezenia
enancjomerow zostaje zachowany jedynie przy nizszych wartoSciach stezenia badanych
roztwordw, za$ przy wyzszych zaleznos$¢ ta jest nieliniowa, co wywotane jest przez
aktywnos$¢ optyczng asocjatow [74-76].

W  roztworach enancjomeréw ustala sie roéwnowaga dynamiczna miedzy
monomerami a strukturami supramolekularnymi zalezna od trwatoSci poszczeg6lnych
asocjatow oraz preferencji kierunku ich powstawania (rys. 3). W przypadku racematu
zawarto$¢ form S oraz R jest taka sama, wiec mozna uzyskaé¢ tyle samo homo-
i heterochiralnych struktur wyzszego rzedu, a uktad ten okresla sie mianem
symetrycznego. Natomiast w roztworze mieszaniny nieracemicznej o nadmiarze jednego
z enancjomeréw, powstajg asocjaty zawierajgce ten enancjomer w nadmiarze, co zaburza
proporcje pomiedzy homo- i heterochiralnymi strukturami i prowadzi do asymetrii
uktadu [68,70,72,77-80]. Na skutek oddziatywan pomiedzy czasteczkami enancjomerdw,
Srodowisko, ktdére pierwotnie byto achiralne (nie wprowadzono do niego Zadnych
chiralnych czynnikéw rozdzielajacych), mozna okresli¢ sSrodowiskiem wtérnie chiralnym,

ktoére sprzyja rozdzielaniu enancjomeréw [67]. Niektore zwigzki wykazuja zdolnos¢ do
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tworzenia asocjatéw juz w ptynie, za$ w przypadku innych ztozone struktury uzyskuje sie

dopiero podczas adsorpcji na ztozu [81].

S+S+S+S
s 0 e 00060
0606 ... 0000

mieszanina racemiczna

ee @0

mieszanina nieracemiczna

Rys. 3. [lustracja rownowagi tworzenia sie asocjatéw w roztworze racemicznym i nieracemicznym
[82]

1.5.Zjawisko samo-dysproporcjonowania enancjomeréw

Proces samo-indukowanego rozpoznawania enancjomerow, w ktéorym dochodzi do
rozdzielania nieracemicznej mieszaniny enancjomeréw na frakcje o innej czystoSci
optycznej w  zestawieniu z  wyjSciowa mieszaning, nazwano samo-
dysproporcjonowaniem enancjomerdw (ang. Self-Disproportionation of Enantiomers,
SDE) [78,83]. To spontaniczne zjawisko zachodzi podczas szeregu proceséw
fizykochemicznych takich jak chromatografia, krystalizacja, sublimacja i destylacja
[34,74,77,82,84-87]. SDE przejawia szeroka gama zwigzkéw chiralnych, posiadajacych
centrum stereogeniczne w postaci atomu wegla lub innego pierwiastka, a takze tych
cechujacych sie czasteczkowa chiralnoscia. Istotg jest wystepowanie grup sprzyjajacych
tworzeniu wspomnianych wcze$niej asocjatow - tzw. grup SDE-forycznych ktoére
posiadaja m.in.: sulfotlenki, alkohole, amidy, kwasy karboksylowe, aminokwasy, fenole,
estry, heterocykle, zwigzki z grupa trifluorometylowa i pochodne dipeptydéw [34,68-
71,78,84,87-90].

Chiralne zwiazki posiadajace grupe SDE-foryczng odgrywaja roéwniez kluczowa role
w stereochemii, chemii analitycznej oraz syntezie asymetrycznej. Zwigzki te stosuje sie
w rozpoznaniu molekularnym i do badania oddzialywan supramolekularnych, gdzie stuza
jako modele do badania sity i charakteru oddzialywan homochiralnych i heterochiralnych
w roztworach i stanie statym (np. przy uzyciu spektroskopii NMR lub krystalografii
Rentgena). W wieloetapowej syntezie asymetrycznej wprowadzenie grupy SDE-forycznej

(lub jej obecnos$¢ w produkcie) pozwala na zwiekszenie nadmiaru enancjomerycznego
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produktu po reakcji o niskiej stereoselektywnosci, eliminujac potrzebe stosowania
kosztownych chiralnych kolumn.

Co do zasady SDE wystepuje w kazdym procesie achiralnym, w ktérym stosowana jest
mieszanina nieracemiczna zwigzku chiralnego posiadajacego grupy SDE-foryczne, jednak
skala tego zjawiska jest zalezna od parametrow procesu. Do jej okre$lenia stosuje sie m.in.
tzw. wzmocnienie SDE, oznaczane jako 4dee i obliczane jako réznica pomiedzy warto$ciami
nadmiaréw enancjomerycznych rozdzielonych frakcji, a takze wydajno$¢ SDE, ktéra
wyznacza sie jako iloraz masy enancjomerycznie czystej prébki oraz wydajnosci
maksymalnej, wyrazony w procentach [68, 82].

W chromatografii achiralnej (ACh) mieszanin nieracemicznych uzyskuje sie jako
produkt dwie frakcje, z ktérych jedna jest wzbogacona w pozadany enancjomer (zwykle
stanowi ona czysty pojedynczy enancjomer), ktéry w surowcu poddanym rozdzielaniu
wystepowal w nadmiarze. Druga frakcja jest zubozona, czyli charakteryzuje sie mniejsza
zawartoscig kluczowego enancjomeru, wzgledem sktadu surowca - stanowi zatem
mieszanine obu enancjomeréw, poniewaz warunki achiralne nie pozwalajg na ich
catkowite rozdzielenie [37,49,68,70,71,77,80,88,89,91-95]. Ilustracje tego zjawiska
przedstawia rys. 4, gdzie widoczna jest charakterystyczna deformacja piku,

odpowiadajaca czasowi retencji silniej zatrzymanego enancjomeru.

frakcja wzbogacona (eeg = 100%)

frakcja zubozona (ees < eeg )

Czas

Rys. 4. llustracja profilu elucji enancjomeréw z charakterystyczng deformacja piku, otrzymanego
w wyniku rozdzielania mieszaniny wzbogaconej w warunkach achiralnych, ees - nadmiar
enancjomeryczny w zebranej frakcji, eesr- nadmiar enancjomeryczny w wyjsciowej mieszaninie.

Kolumny wykorzystywane w ACh uktadzie faz normalnych (NP) do rozdzielania
zwigzkow optycznie czynnych, sg najczesciej wypetnione zelem krzemionkowym. Ten
porowaty adsorbent cechuje sie szeregiem zalet, ktére determinuja jego szerokie
zastosowanie w chromatografii w uktadzie NP, takimi jak niska cena, dostepnos$¢
materiatu o roéznych S$rednicach ziarna i poréw krzemionki, wysoka selektywnos¢,

wytrzymato$¢ mechaniczna i chemiczna oraz mozliwo$¢ modyfikowania powierzchni,
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dzieki przylaczaniu rdéznego rodzaju ligandow. Wady tego adsorbentu to
heterogeniczno$¢ energetyczna jego powierzchni oraz silne powinowactwo polarnych
grup na powierzchni adsorbentu do wody, ktérej nawet znikoma zawartos$¢
wprowadzona wraz z fazg ruchomg, moze doprowadzi¢ do pogorszenia wiasciwosci

rozdzielczych kolumny [43,96,97].

Zastosowanie ACh do rozdzielania enancjomerdw moze obnizy¢ koszty wytwarzania
optycznie czystych SDE-forycznych zwigzkéw poprzez catkowite albo czes$ciowe
wyeliminowanie CCh. Do tej pory zjawisko SDE wykorzystywano tylko w preparatyce
laboratoryjnej do wyizolowania w kolumnie achiralnej niewielkiej ilosci czystego
enancjomeru kluczowego. Brakowato ilo§ciowego opisu tego zjawiska, co uniemozliwiato
aplikacje przemystowa tej metody. Z tego powodu w ramach niniejszej dysertacji
opracowano modele dynamiczne i zastosowano je do symulacji i optymalizacji proceséw
separacji przebiegajgcych niezaleznie w ACh oraz w potaczeniu z CCh.

1.6. Mechanizm procesu chromatograficznego rozdzielania enancjomerow

w warunkach achiralnych poprzez SDE

Mechanizm adsorpcji opisany w pracach [81,100-102] zakilada tworzenie sie
asocjatéw enancjomerdw w fazie zaadsorbowanej, co stanowi nowe podejscie wzgledem
dotychczasowych opracowan, ktére przypisywaty zjawisko SDE tworzeniu asocjatéw
w ptynie [72,75,76,94]. Rozbieznos$ci we wtasciwosciach enancjomerdéw, prowadzace do
zjawiska SDE wynikajg z réznicy w energii oddziatywan pomiedzy takimi samymi oraz
przeciwnymi enancjomerami. State réwnowagi adsorpcji  struktur homo-
i heterochiralnych r6znia sie, a ich stosunek okresla selektywnos$¢ rozdzielania. Proces
ten zachodzi w formie wielowarstwowej adsorpcji. Pierwsza warstwe stanowig
czasteczki enancjomeréw zaadsorbowane na miejscach aktywnych powierzchni fazy
stacjonarnej. Te z kolei zapewniaja dodatkowe miejsca aktywne, co prowadzi do
utworzenia drugiej warstwy. Mechanizm tworzenia tych asocjatow (rys. 5) mozna opisac
za pomoca nastepujacych réwnan reakcji powierzchniowych:

1. dla enancjomeru Ei (i = S lub R), ktéry adsorbuje sie na miejscu aktywnym na

powierzchni fazy stacjonarnej (S*), tworzac pierwsza warstwe:
E;+S" < ES” (2)
2. dla enancjomeru Ei (i = S lub R), ktéry adsorbuje sie na miejscu aktywnym na
powierzchni zaadsorbowanego tego samego enancjomeru, tworzac drugg
warstwe (asocjaty homochiralne):

Ei + ELS* (= EiEl'S* (3)
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3. dla enancjomeru E;j (j = S lub R), ktoéry adsorbuje sie na miejscu aktywnym na
powierzchni zaadsorbowanego przeciwnego enancjomeru, tworzac druga

warstwe (asocjaty heterochiralne):

E; + E;S* & E;E;S" (4)

Warstwa I1

-

Il
Rﬁw

Rys. 5. llustracja mechanizmu adsorpcji dwuwarstwowej enancjomeréw na powierzchni fazy
stacjonarnej. K| oraz K} oznacza stala réwnowagi adsorpcji enancjomeru S i R w pierwszej
warstwie adsorpcyjnej, zas KiL ., oraz K\, stale réwnowagi tworzenia asocjatéw odpowiednio
homo i heterochiralnych w drugiej warstwie adsorpcyjnej

1.7.Model izotermy adsorpcji enancjomerow ulegajacych SDE w warunkach
achiralnych

Réwnowage adsorpcyjng mozna opisa¢ za pomoca nastepujacego modelu izotermy

wielowarstwowej, ktéra wynika z przyjetego mechanizmu SDE:

e dla pierwszej warstwy:

1 _ \2 a’ Ki Ci
ql - Zk:l 1 +KII< (Ci+Cj) (5)

gdzie: k oznacza rodzaj miejsca energetycznego na heterogenicznej powierzchni
adsorbentu, przy zalozeniu dualnego rozktadu energii: k = 1, 2, q! oznacza catkowite
stezenie rownowagowe enancjomeru i zaadsorbowanego w pierwszej warstwie, C;, C; to
stezenie w fazie cieklej enancjomeru i oraz przeciwnego enancjomeru j, g;* to pojemnos¢
wigzania na niskoenergetycznych (k = 1) lub wysokoenergetycznych (k = 2) miejscach
aktywnych, K} jest odpowiadajacg im stata réwnowagi. Wartosci qi* i K s takie same
dla enancjomeréw i oraz j, ze wzgledu na brak selektywnosci adsorpcji na

niezmodyfikowanej, achiralnej powierzchni krzemionki [98-101].

W przypadku ACh nieracemicznych mieszanin enancjomeréw o wysokim zakresie
stezenia enancjomer6w w roztworze oraz o stosunkowo niskiej wartosci nadmiaru
enancjomerycznego, mozna dokonac¢ uproszczenia polegajacego na uwzglednieniu tylko

jednego rodzaju miejsc aktywnych (k= 1) [100,101]. Jesli jednak wspomniane kryterium
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nie jest spetnione, nalezy zatozy¢ istnienie dwo6ch rodzajow miejsc aktywnych tj. o niskiej
i wysokiej energii wigzania, uwzgledniajac w ten uproszczony sposob heterogenicznos$¢
powierzchni adsorbentu (k = 1, 2) [102]. Obecno$¢ wysokoenergetycznych miejsc
adsorpcyjnych determinuje selektywnos$¢ rozdzielania w zakresie niskiego i bardzo

niskiego stezenia enancjomerow.
e dladrugiej warstwy:

I I I I
qn . qu n qn . 22 ik Knomx Ci Ak Knet kCi

i — Mii ij — k=1 11 11
J 1+Kpomk Ci + Knetk Cj

(6)

2
+ Zk:l 11 11
1+Kpet ik Ci + Kpomk Cj

gdzie: gi'oznacza catkowite stezenie réwnowagowe enancjomeru i zaadsorbowanego

w drugiej warstwie, g} i qu]I to stezenia rownowagowe odpowiednio homochiralnych

i heterochiralnych asocjatow, tworzacych sie na miejscach aktywnych k=1ik=2, Kb
oraz K#et'k stanowig odpowiadajgce im stale rownowagi asocjacji. State réwnowagi
réznig sie dla obu rodzajéw miejsc aktywnych, dlatego state asocjacji na tych miejscach
réwniez sg rézne.

Catkowita adsorpcja dla i-tego enancjomeru, uwzgledniajgca dwa rodzaje miejsc

aktywnych i tworzenie homo- i heterochiralnych asocjatéw, jest przedstawiona jako suma
réwnan (5) i (6):
dije KhomkCi

2
+ Zk:l 11 11
1+ Kpomk Cit Kpeg i Cj

1 I
n 22 qjk Knet kCi
k=1 1+x1I

I
q; = Zz i K Ci

i — 4k=1 11
1+ hetk Cit Knom Cj

ErACE) 7

Przy stezeniu w ptynie dazacym do zera, stopien asocjacji maleje, a rdwnowaga

adsorpcyjna dazy do izotermy Henry’ego:

Qi = Xi=1Hx C; = H (8)
gdzie Hy jest statg Henry’ego [81,100-102]:

Hy = q" K (9)
W  przypadku powierzchni homogenicznej energetycznie i adsorpcji

jednowarstwowej powyzszy model sprawdza sie do konkurencyjnej izotermy Langumira:

_ q'KiC; 10
9 = 7k, ik, C; (10)
[ A J~]

Nalezy podkresli¢, ze opracowany model opisuje zjawisko SDE w ACh w sposéb
uproszczony, dlatego parametry izotermy musza by¢ traktowane jako parametry
empiryczne; nie odzwierciedlaja one rzeczywistych oddzialywan w fazie
zaadsorbowane;j. Jednak ich wartos$ci odwzorowuja wptyw warunkéw operacyjnych na

réwnowage adsorpcyjna.
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1.7.1. Wptyw modyfikatora eluentu na SDE

Warunki w jakich prowadzony jest proces chromatograficzny maja silny wptyw na
jego przebieg, a zbadanie tego efektu pozwala na odpowiedniag modyfikacje zmiennych
procesowych w celu poprawy efektywnos$ci rozdzielania. Do kluczowych zmiennych
operacyjnych nalezy sktad fazy ruchomej, a parametry izotermy sg funkcja rodzaju
i stezenia modyfikatora eluentu (silnego rozpuszczalnika), ktéry znaczaco wptywa na
selektywnos$¢ procesu, a jednocze$nie na czas retencji eluowanych sktadnikéw
[98,99,103]. Spowodowane jest to tym, Ze czasteczki polarnego rozpuszczalnika
oddziatujg z chiralnymi czgstkami, konkurujagc z oddziatywaniami enancjomer-
enancjomer, ograniczajac asocjacje, a tym samym SDE. Jednocze$nie obecno$¢
modyfikatora jest niekiedy konieczna, aby zdesorbowaé czastki silnie zwigzane z faza
stacjonarng oraz skroci¢ czas trwania procesu. Nalezy wiec optymalizowac stezenie
modyfikatora (¢), ktére pozwala na osiggniecie kompromisu pomiedzy selektywnoscia
rozdzielania, a czasem trwania procesu [103].

Warto$ci parametréw izotermy: qi*, K, K,Illom’k i K,Illet’k zmieniajg sie¢ wraz ze zmiang
stezenia modyfikatora. Szczegoélnie istotna jest jednak zmiana stosunku wartosci K,Illet,k do
Khom x> ktory odzwierciedla selektywno$¢ rozdziatu.

Do tej pory brak byto w literaturze okres$lenia roli modyfikatora w procesie ACh
enancjomerow. Dlatego tez w niniejszej dysertacji zbadano jego wptyw na parametry
izotermy oraz selektywnoS$¢ rozdzielania enancjomerow w procesie chromatografii

izokratycznej i gradientowej [100-102].

1.7.2. Metody wyznaczania parametrow izoterm

Do symulowania procesu chromatograficznego niezbedne jest wyznaczenie warto$ci
parametrow rdéwnania izotermy wynikajgcego z mechanizmu procesu adsorpcja-
desorpcja, a takze parametréow opisujacych kinetyke transportu masy. Dokonuje sie tego
w warunkach izokratycznych w odpowiednio szerokim zakresie stezenia zakladanym
w projektowanym procesie chromatograficznym. Wyro6znia sie dwa podejscia
prowadzace do wyznaczenia rownowagi adsorpcji tj. metode statyczng oraz metody
dynamiczne. Pierwsza z metod polega na wyznaczeniu réznicy pomiedzy warto$ciami
stezenia sktadnikow w roztworze przed i po ustaleniu sie stanu r6wnowagi w uktadzie,
w ktérym roztwor badanego adsorptywu kontaktowat sie z okreslong masg adsorbentu.

W metodach dynamicznych bazuje sie na chromatografii lub adsorpcji w kolumnie.
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W tej kategorii nalezy wyrézni¢: metode dopasowania do piku, analize frontalng, metode
adsorpcja-desorpcja czy metode impulsowa [43,98]. W toku pracy badawczej,

wykorzystywano pierwsze dwie sposréd wymienionych metod.

1.7.2.1. Metoda dopasowania do piku

W metodzie dopasowania do piku rejestruje sie przetadowane profile stezenia, ktére
powinny by¢ czeSciowo rozdzielone w przypadku uktadéw wielosktadnikowych.

Do symulacji wykorzystuje sie zalozony model izotermy adsorpcji, ktory
implementuje sie do wybranego modelu dynamiki kolumny. Zaklada sie wstepne
parametry izotermy, tak aby czas retencji symulowanego piku znajdowat sie w podobnym
zakresie jak eksperymentalny, a nastepnie optymalizuje sie te parametry, aby uzyskac
najlepsza zgodnos¢ profili pikow. Metoda ta jest szybkim sposobem wyznaczania
parametréw izotermy, a dodatkowo wymaga zuzycia bardzo matej ilosci odczynnikéw.

Jest jednak mniej doktadna niz opisana ponizej metoda analizy frontalnej [43,104].

1.7.2.2. Metoda analizy frontalnej
W metodzie frontalnej roztwdr o znanym skladzie jest wprowadzany do kolumny
w postaci odpowiednio szerokiego impulsu (czyli z odpowiednig objetoscig iniekcji), tak
aby na wylocie z kolumny uzyska¢ plateau stezeniowe. W warunkach przetadowania
objetoSciowego z uzyskanych frontdw wyznacza sie czasy wyjScia poszczeg6lnych
sktadnikéw. Obliczenie stezenia r6wnowagowego mozliwe jest natomiast na podstawie

bilansu masy:

_ (R=Vp)Ci = (V2=V1)Ciy
Va

i (11)

gdzie: V, V;, V,, V, to objetos¢ odpowiednio: martwa, retencji pierwszego i drugiego
frontu sorpcji oraz adsorbentu w kolumnie, C; ;, C;, wyrazajg wartosci stezenia i-tego
sktadnika w odpowiednio pierwszym i drugim plateau sumarycznego sygnatu, gi jest

stezeniem rownowagowym w fazie zaadsorbowanej, ktdre jest funkcjg stezenia obydwu

sktadnikéw w ptynie:
q; = (€, G) (12)

Analiza frontalna jest okres$lana jedng z najdoktadniejszych metod pomiaru izotermy

[43,104-106].
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1.8.Modele dynamiki procesu chromatograficznego

Chromatografia jest stosunkowo kosztowng metoda rozdzielania mieszanin,
a niekiedy takze bardzo czasochtonna. Przeniesienie skali procesu od skali laboratoryjne;j
(analitycznej) do przemystowej, ktorej istotq jest obcigzanie kolumny chromatograficzne;j
duza masa strumienia zasilajgcego, wymaga optymalizacji warunkéw jego przebiegu.
Niezbedny jest tu opis matematyczny, ktéry mozna uzyska¢ za pomoca modelowania

dynamiki procesu chromatograficznego.

Modele dynamiki procesu chromatograficznego zawierajg réwnania bilanséw masy,
réwnania izotermy adsorpcji oraz rozniczkowe rownania kinetyczne dla kazdego
sktadnika biorgcego udziat w wymianie masy. Rezultaty obliczen otrzymane dla wstepnie
zatozonego modelu powinny by¢ zawsze zweryfikowane eksperymentalnie przed

optymalizacjg warunkéw procesowych.

W przypadku kolumny adsorpcyjnej lub chromatograficznej o nieskonczenie wysokiej
sprawno$ci zaktada sie, ze adsorptyw w czasie migracji przez kolumne znajduje sie
zawsze w rownowadze termodynamicznej z adsorbentem. W rzeczywisto$ci r6wnowaga
nigdy nie jest osiggana, a sprawno$¢ procesu jest limitowana kinetyka czastkowych

procesOw wymiany masy zachodzacych szeregowo lub rownolegle.

Na obnizenie sprawnos$ci kolumny preparatywnej maja wptyw: zjawisko dyspersji
wzdtuznej w kolumnie (zjawisko rozmycia strugi plynu na skutek roznic
w promieniowym rozktadzie predkosci), opory wnikania masy z rdzenia fazy ruchomej
do powierzchni zewnetrznej ziarna adsorbentu (tzw. dyfuzja zewnetrzna), opory
transportu masy wewnatrz ziarna adsorbentu tj. opory dyfuzji w porach (tzw. dyfuzja
wewnetrzna), dyfuzji powierzchniowej, a takze kinetyka procesu powierzchniowego
adsorpcja-desorpcja oraz przebiegajace wszystkie odwracalne procesy desorpcji do

ptynu [43].
Zaleznie od tego jakie opory uwzgledniajg modele, mozna wyrdznié:

1. modele heterogeniczne zawierajgce bilanse masy w fazie ruchomej i stacjonarnej,
a tym samym opory zwigzane z dyfuzjg zewnetrzng i wewnetrzna,

2. pseudohomogeniczne zawierajgce rownanie bilansu masy w ptynie i uwzgledniajace
opory przenoszenia masy do ziarna oraz wewnatrz ziarna w sposéb posredni,
za pomoca odpowiednich wspotczynnikow kinetycznych,

3. modele homogeniczne zawierajgce bilans masy tylko w fazie ruchomej.
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Przyktadem pierwszego typu modeli jest model og6lny (ang. General Rate model, GR),
ktoéry znajduje zastosowanie w symulacjach dynamiki procesu chromatografii wiekszych
czastek np. biatek. Ze wzgledu na ztozono$¢ tego typu modelu, istnieje potrzeba
stosowania uproszczen, pozwalajacych na przyspieszenie obliczen, przy zachowaniu ich
doktadnoSci np. poprzez zastosowanie pseudohomogenicznego modelu réownowagowo-
dyspersyjnego (ang. Equilibrium-Dispersive model, ED). W niektérych przypadkach
stosuje sie homogeniczny model idealny, ktéry jest jeszcze prostszy i szybszy do
rozwigzania. Modele zastosowane w ramach niniejszej pracy, zostang oméwione w sekcji

1.8.1. oraz 1.8.2 [43,107].

1.8.1. Model rownowagowo-dyspersyjny ED

Model réwnowagowo dyspersyjny ED jest modelem pseudohomogenicznym
uproszczonym. Ze wzgledu na jego prostg forme, jest czesto stosowany w symulacjach,
wyznaczaniu parametréw operacyjnych i optymalizacji procesu. Model ED mozna zapisac

za pomocg nastepujacego réwnania:

ac" aq; , uacm azcm
il + F i + —_ L — Da i
ot ot & 0x dx2

(13)
gdzie: t oznacza czas, F to stosunek faz wyznaczany jako % & to catkowita porowatos¢
t

ztoza, x oznacza wspoétrzedng osiowa, u to predkos$¢ pozorna fazy ruchomej, D, to

zastepczy wspotczynnik dyspersji wzdtuzne;.
Do rozwigzania rownania niezbedne jest okreslenie warunkow poczatkowych:

Ci(t =0, x) =0 (14)
Réwnanie (14) wskazuje, ze przed rozpoczeciem procesu sktadniki rozdzielanej

mieszaniny nie znajdujg sie w kolumnie.

Nalezy takze okresli¢ warunki brzegowe, ktére dla modelu ED przyjmuja postac:

dlax = 0:
aCi ,0
up[Cri(t) = Ci(t,0)] = —e, Dy 2022 (15)
) _ CF,i t e [O, tinj]
Cri(t) = { bidla” o (16)

gdzie: Cr; jest stezeniem i-tego sktadnika w strumieniu zasilajgcym, a t;;,; oznacza czas

iniekcji.
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W przypadku prowadzenia elucji w gradiencie fazy ruchomej, warunek odnoszacy sie

do wlotu kolumny dla modyfikatora jest wyrazany jako:

_ CmOd,F dla t E [Ol tstart]
CmOd,F(t) - {Cmod,F +A(t) dla t > tstart (17)

gdzie: Cmodr jest poczatkowym stezeniem modyfikatora, A(t) okresla ksztatt profilu
gradientu stezenia, tstare to czas rozpoczecia gradientu tj. czas, w ktérym zostat zmieniony

sklad eluentu.

Z kolei warunek brzegowy na wylocie z kolumny o dtugosci L jest okreslony nastepujaco:

aCi (t,L) _

e =0x=1 (18)

Wspotczynnik dyspersji wzdtuznej D, mozna wyznaczy¢ z ponizszego rownania:

D = e = e (19)
gdzie: Nt oznacza liczbe potek teoretycznych, za§ WRPT wysoko$¢ rownowazng potce
teoretycznej, wyznaczang jako WRPT = L/N,. WRPT jest funkcja predkosci fazy
ruchomej, opisywana iloSciowo za pomoca rdéwnania van Deemtera, ktore

zaprezentowano ponizej:

WRPT = A+=+Cu (20)
gdzie: A oznacza udziat dyfuzji wirowej, B dyfuzji wzdtuznej, za$ C zwigzany jest z oporem

przenoszenia masy na granicy ciecz-ciato state [43,101,108-109].

Do rozwigzywania modelu ED w niniejszej pracy stosowana byta metoda réznic
skonczonych, pozwalajaca na uzyskanie stabilnego rozwigzania w stosunkowo krétkim

czasie [43, 113].

1.8.2. Model idealny

Pomijajac wszystkie efekty kinetyczne i hydrodynamiczne oraz zaktadajac,
ze rownowaga adsorpcyjna pomiedzy fazg ciektg a statg ustala sie nieskonczenie szybko,
uzyskuje sie homogeniczny model idealny bazujacy na tzw. teorii réwnowagi (ang.
Equilibrium Theory, ET) [43,107,110]. Ze wzgledu na przyjete uproszczenia, model ten
nie opisuje doktadnie procesu chromatografii preparatywnej, jednak stanowi doskonate
narzedzie m.in. do wstepnych obliczen, szybko weryfikujacych przyjete zatozenia modelu
dynamiki pracy kolumny, czy tez do wyznaczania parametrow izoterm [43].

Jest takze szczeg6lnym przypadkiem ws$réd modeli dynamiki procesu

chromatograficznego, gdyz jako jedyny pozwala na rozwigzanie analitycznie
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w nieliniowym zakresie izotermy. W uktadach wielosktadnikowych, model idealny mozna
sformutowac nastepujaco:
ac; oCc| _
a5 +wlE] =0 (21)

gdzie: w to Srednia liniowa predko$¢ rzeczywista fazy ruchomej (u/&) oraz A stanowi

macierz o nastepujgcych elementach:
aq; .
Al-j=Fa—Zj dlai # j (22)
6ql- . .
Aif:1+Fa_ci dlai = j (23)
ac;] [ac; L Lo . .
a [E]’[E] to wektory pochodnych czagstkowych w odniesieniu do odpowiednio zmiennej

czasowej i przestrzenne;.
Warunki brzegowe i poczatkowe opisuje sie nastepujaco:

t=0, 0<x<LC=0 (24)
OStStinj,C=CF

t = tile'C =0 (25)

x=0, {

W niniejszej pracy opracowano metode rozwigzania modelu idealnego dla ACh

napedzanej SDE, co stanowi nowe podejscie, dotad nieopublikowane [102].

W przypadku izotermy wypuktej, przy dostatecznym przetadowaniu objetosciowym
kolumny tworzga sie dwa fronty adsorpcji, po ktérych nastepuja fale desorpcji, co ilustruje
rys. 6. W rozdzielaniu mieszanin nieracemicznych, z udziatem zjawiska SDE, pierwszy
front adsorpcyjny wskazuje poczatek elucji enancjomeru, ktéry znajduje sie w
mieszaninie wyjSciowej w nadmiarze, a jego predkos¢ 151 w kolumnie jest najwieksza.
Jezeli stezenie enancjomerdw jest dostatecznie duze, powstaja asocjaty tworzace druga
warstwe adsorpcyjng, w ktérej czasteczki konkuruja o miejsca aktywne. Wywotuje to
efekt wypierania, charakteryzujacy sie utworzeniem plateau, o stezeniu przekraczajagcym
stezenie w zasilaniu (Cr1 > Cr1).

Przedstawione ponizej rozwigzanie modelu pozwala na wyznaczenie retencji frontu
czystego enancjomeru bedacego w mieszaninie w nadmiarze (ts1) oraz jego stezenia
w plateau (Cp1), retencji frakcji zawierajacej obydwa enancjomery (tsz - ti) o stezeniu
w plateau opowiadajgcym stezeniu w zasilaniu oraz czasu elucji fali desorpcyjnej. R6znica
miedzy czasami ts2 oraz ts1 wyznacza okres, w ktérym mozliwe jest zbieranie czystego

enancjomeru, stanowigcego produkt docelowy i jest miarg wydajno$ci procesu separacji.
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Vp1= Vpz

Vpy !

Stezenie

Va2

i Lo =t t=to czas
Rys. 6. Ilustracja profili stezenia nieracemicznej mieszaniny enancjomeréw [98,102]
Predkos$¢ frontu pierwszego (151) o steZeniu w plateau (Cpz) modelu mozna wyznaczy¢

z nastepujacego rownania [102]:

w
Vgq = (W) (26)

Cp1
q1 (Cp1)

gdzie: P stanowi cieciwe izotermy, przechodzacg przez punkty o wspétrzednych
P1

(C1=0,q1=0)oraz (Cr1=0, q1 (Cr1)).

Na podstawie réwnania (26), mozna wyznaczy¢ czas retencji pierwszego frontu

w nastepujacy sposob:
L
ts1 = Vo1 (27)

Aby wyznaczy¢ Cy,,, wyKkorzystuje si¢ warunek koherencji: v(Cr;) = v(Cr;) wskazujacy,
ze fale odpowiadajace stezeniu sktadnikow 1 i 2 w zasilaniu, poruszajg sie z jednakowa

predkoscia (rys. 6), ktérag mozna wyznaczy¢ z rOwnania:

v(Cr) = | —qr i=12 (28)
1+FF
przy czym:
dai _ g2 04:9C
acrp ~ “J=1ac;ac; (29)
gdzie: % , % odpowiadaja izotermom wielosktadnikowym, za$ i, j to sktadniki
i j
mieszaniny.
Dla mieszaniny dwusktadnikowej, dla ktérej % = % otrzymuje sie zaleznos¢:
941 , 9411 _ 04z | 94z, (30)

6C1 6C2 T 6C2 6C1
gdzie: r jest nachyleniem tzw. linii charakterystycznej na hodografie, bedagcym wykresem
zaleznosci C1 = f(C2) i moze by¢ opisany rOwnaniem:
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_ G
"= %, (31)

Réwnanie (30), ktdre jest rownaniem kwadratowym wzgledem r, mozna rozwigzac
znajac pochodne réwnania izoterm wyznaczone dla stezenia C1 i C2, otrzymujac tym
samym dwa pierwiastki, z ktérych ujemny wyznacza warto$¢ plateau enancjomeru
w nadmiarze, poniewaz fale desorpcji obu enancjomeréw zbiegaja sie przy stezeniu
dazacym do zera i kolejne plateau stezenia roznego od Cr nie zostaje uformowane.

Catkujac réwnanie (31), mozna wyznaczy¢ stezenie pierwszego sktadnika w plateau:

Cpy = Cp1 —1Cpy (32)

a na podstawie réwnan (26) i (27) czas retencji frontu dla tego sktadnika.

Zgodnie z zatozonym warunkiem koherencji, predkos¢ frontu drugiego sktadnika
mozna wyznaczy¢ nastepujaco:

w w
Vpy = Vo = = 33
F1 F2 (1+Fq1(CF1,CF2)—q1(Cp1.0)) (1+Fq2 (CFl'CFZ)) ( )
Cr1-Cp1 Cr2

Czas retencji drugiego sktadnika, oznaczajacy jednocze$nie moment, w ktéorym
rozpoczyna sie elucja mieszaniny obu enancjomerdéw wyrazany jest nastepujaco:

L
tsp = — (34)

VFi

Predkos¢ fali desorpcji v, (c;), dla 0 < Ci < Cri, mozna wyznaczy¢ nastepujaco:

w

(C) = —= 35
Udl( l) (1 L F %) ( )
gdzie % oznacza nachylenie izotermy dwusktadnikowe;j.
Fale desorpcyjne sktadnikéw sg koherentne, zatem:
v41(C1) = v42(C3) (36)

a warto$¢ wi mozna wyznaczy¢ na podstawie réwnan: (30), (31), (35) i (36),
za$ odpowiadajacy jej czas retencji z zaleznoSci:

L
tai = tinj + T (37)
gdzie tinj jest czasem iniekgji.
Fale desorpcji obu enancjomeréw zbiegaja sie przy stezeniu dazacym do zera,
wskazujac koniec elucji obu profili, a predkos¢ w tym punkcie jest powigzana

z nachyleniem izotermy:

va(C =0) = (%) (38)

1+FH
za$ czas retencji w tym punkcie, te (te = tei) wyznaczy¢ mozna z réwnania [43,102,112]:
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L
va(C=0)

(39)

te = linj
1.8.3. Parametry oceny efektywnosci chromatograficznego rozdzielania
enancjomerow
Do oceny efektywno$ci prowadzonych i modelowanych proceséw zastosowano
nastepujace wskazniki: produktywnos$¢ Pr, wydajno$c¢ Y oraz czysto$¢ produktu Pu, ktore

obliczano na podstawie ponizszych rownan:

_ M¢prod
Pr= tcVkol (40)

gdzie: m;p,.,q to masa optycznie czystego enancjomeru, bedgcego produktem
docelowym, t. to czas trwania jednego cyklu chromatograficznego, a Vj,; o0znacza

objetos¢ kolumny.

y = Z2red 10004 (41)
Mt inj
gdzie: m, ;,,; oznacza masg¢ wprowadzonego do kolumny enancjomeru docelowego.
Pu = 224 1009, (42)

Mprod

gdzie: my,,.,4 okresla mase catego uzyskanego produktu [101].

Gesto$¢ masowego tadowania kolumny L¢ wyrazano jako mase wprowadzanej prébki
przypadajaca na jednostke objetosci kolumny:
—_—
L, =—2
T Viol (43)

Rezultaty przeprowadzonych obliczen zostang oméwione w kolejnych rozdziatach.
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2. Komentarz do cyklu publikacji stanowigcych rozprawe doktorska

2.1.Elementy nowoSci w pracy doktorskiej

Niniejsza praca opiera sie na czterech publikacjach naukowych, w ktérych opisano
proces rozdzielania enancjomeréw za pomoca ACh, podczas ktérego zachodzi zjawisko
SDE. Celem artykutéw byto opracowanie procedur umozliwiajacych implementacje tego
procesu w skali przemystowej. Jak wspomniano powyzej, w literaturze pojawiaty sie
proby opisu zjawiska SDE w ACh, jednak nikt do tej pory nie opisal matematycznie tego
procesu w sposob umozlwiajacy jego aplikacje przemystowa.

Pierwszy artykut z serii zawartej w pracy dotyczyt budowy modelu opisujacego
adsorpcje enancjomeréw w procesie ACh, sformutowanego na podstawie badan
przeprowadzonych w Katedrze Inzynierii Chemicznej i Procesowej. Na podstawie badan
polarymetrycznych, zweryfikowano mozliwo$¢ tworzenia sie asocjatéw enancjomerow
badanych zwigzkéw chiralnych w fazie ciektej. Wykluczenie ich powstawania stanowito
jedno z kluczowych zatozen przy opracowaniu modelu izotermy adsorpcji [81].

Drugi artykut dotyczyt badan wplywu sktadu fazy ruchomej na efektywnos$¢ ACh
i intensywno$¢ zjawiska SDE. Celem tej pracy byt dobdér warunkéw umozliwiajgcych
poprawe wydajnosci rozdzielania chromatograficznego oraz skrécenie czasu trwania
procesu. Osiggnieto postawione zatozZenie, a wyniki opisano w artykule [100]. Jednak
wydajno$¢ procesu ACh, w ktéorym mozna uzyskac¢ tylko czeSciowe rozdzielenie
enancjomerdw nie byla zadowalajaca, totez przeprowadzono dalsze badania nad
potaczeniem proceséw ACh i CCh, ktére byty podstawa kolejnej pracy.

W trzeciej publikacji zaprezentowano koncepcje takiego potaczenia, ktérego celem

byt poprawa catkowitej wydajno$ci procesu oraz redukcja kosztéw jego prowadzenia,
poprzez czeSciowe badz catkowite ograniczenie wykorzystania CCh [101]. W tej pracy
przedstawiono rdéwniez metode doboru zmiennych operacyjnych w niezaleznych
procesach ACh i CCh oraz w ich potaczeniu.
Dodatkowym rezultatem tego cyklu badan byto opracowanie unikalnych rozwigzan
dotyczacych sposobu rozdzielania enancjomerdw, ktore w ocenie autoréow spetniaja
przestanki do uzyskania ochrony patentowej. Fakt ten zaowocowat napisaniem trzech
zgloszen patentowych [114-116].

W trzech wymienionych artykutach [81,100,101] rozdzielanie enancjomeréw w ACh
opisano za pomocg modelu ED. Niemniej jednak poszukiwano jeszcze szybszego

i tatwiejszego sposobu do opisu dynamiki tego procesu.

41



Ztego wzgledu w kolejnej publikacji scharakteryzowano proces chromatografii frontalne;j
wykorzystujac model idealny, oparty na teorii rownowagi (ET). Celem tego artykutu byto
wykazanie, ze dobrze znana i szeroko opisana ET, moze stanowi¢ skuteczne i proste
narzedzie matematyczne opisujgce ten mechanizm [102].

Wszystkie opracowania zawarte w cyklu publikacji stanowia nowe podejscie
nieopisane dotad w literaturze.

Procedury przygotowania probek, roztwordw oraz szczegblty dotyczace stosowanej

aparatury oraz warunkéw prowadzenia procesu zawarte sg w publikacjach.

Zwiazki modelowe uzyte w pracy:

Ponizej przedstawiono zwigzki modelowe zastosowane w badaniach, ze wskazaniem
nadmiarowego enancjomeru w mieszaninie wyjSciowej, stanowigcego kluczowy
sktadnik, ktory eluowat jako pierwszy w ACh, umozliwiajac jego cze$ciowq izolacje
w formie czystego produktu:

1. p-tolilosulfotlenek metylu (MTSO) - szeroko wykorzystywany w syntezie organicznej
jako substancja pomocnicza, majace zdolno$¢ koordynacji enancjoselektywnego
tworzenia wigzan wegiel-wegiel, sktadnik kluczowy: (S)-MTSO,

2. metalaxyl (MX) - stosowany w uprawach jako systemiczny fungicyd przeciwko
grzybom z grupy legniowcéw, sktadnik kluczowy: (R)-MX,

3. citalopram (CIT) - stosowany jako lek przeciwdepresyjny dziatajacy jako selektywny
inhibitor wychwytu zwrotnego serotoniny, sktadnik kluczowy: (S)-CIT,

4. omeprazol (OME) - stosowany jako lek z grupy inhibitoréw pompy protonowe;j,
redukuje wydzielanie kwasu solnego w zotadku, sktadnik kluczowy: (S)-OME,

5. ester metylowy N-acetylo-fenyloalaniny (Ac-Phe-OMe) - stosowany w syntezie
organicznej i syntezie biatek, sktadnik kluczowy: Ac-(L)-Phe-OMe.

Wszystkie badane zwigzki modelowe charakteryzowaty sie posiadaniem grup SDE-

forycznych, sprzyjajacych zachodzeniu zjawiska SDE, co omo6wiono szerzej w sekcji 1.5.

2.2.Przebieg badan wstepnych

Badania prowadzone w ramach pracy podzielono na badania wstepne oraz gtéwna
cze$¢ eksperymentalna.

W ramach pierwszego etapu dokonano doboru zwigzkéw modelowych, odpowiednich
faz ruchomych do ACh i CCh i pozostatych warunkéw prowadzenia eksperymentéw oraz

dokonano pomiaréw polarymetrycznych mieszanin enancjomerow tych zwigzkéw.
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Drugi etap dotyczyl badan bedacych celem cyklu publikacji [81,100,101,102],

co znajdzie swoje podsumowanie w niniejszej dysertacji.

2.2.1. Dobér sktadu fazy ruchomej do rozdzielania enancjomeréw w ACh i CCh

Dla kazdego zwigzku modelowego cykl badan rozdzielania enancjomeréw w ACh,

rozpoczynano od doboru odpowiedniej fazy ruchomej o sktadzie umozliwiajagcym
uzyskanie jak najlepszej wydajnosci izolacji kluczowego enancjomeru, przy
jednoczesnym stosunkowo krotkim czasie trwania procesu. Analizowano rézne
rozpuszczalniki oraz rézne ich kompozycje, w kazdym procesie weryfikujac obecnos¢
charakterystycznej deformacji profilu mieszaniny nieracemicznej, potwierdzajacej SDE
(rys. 4 w sekgji 1.5). Deformacja ta powstawata w momencie, w ktorym rozpoczynata sie
elucja enancjomeru znajdujgcego sie w rozdzielanej mieszaninie w niedomiarze.
W przypadku, gdy nie byta ona widoczna, odrzucano dany sktad fazy ruchomej
i zmieniano kompozycje eluentu na inna.
W czasie kazdego procesu zbierano frakcje eluatu: pierwsza do czasu zaobserwowania
deformacji, a nastepnie druga az do konca elucji obydwu sktadnikéw. Frakcje te
analizowano w kolumnie chiralnej, w celu potwierdzenia czystos$ci produktu, ktéry
stanowit kluczowy enancjomer. Na tej podstawie szacowano wstepnie takze wydajnos¢
procesu, ktérej wartos¢ decydowata o wyborze fazy ruchomej do dalszych badan.

Biorac pod uwage uzyskane wydajnosci oraz czas trwania procesu, dobrano dla
kazdego modelowego zwigzku eluent o optymalnym sktadzie, ktéry stosowano
w dalszych eksperymentach ACh.

W poczatkowym etapie badan, dobrano takze warunki rozdzielania enancjomerow
poprzez CCh, tak aby uzyska¢ jako wynik catkowicie rozdzielone profile stezenia
w stosunkowo krotkim czasie analizy.

Szczegotowe warunki prowadzenia poszczegdlnych eksperymentéw zawarte sa

w publikacjach [81,100,101,102].

2.2.2. Weryfikacja tworzenia sie asocjatéw w roztworach enancjomeréw

[81] M. Olbrycht, J. Gumieniak, P. Mruc, M. Balawejder, W. Pigtkowski, D. Antos,
Separation of non-racemic mixtures of enantiomers by achiral chromatography,
J. Chromatogr. A, 1693, 2023, s. 463877, ISSN 0021-9673
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2023.463877

W celu zbadania mozliwo$ci tworzenia sie asocjatow w roztworach modelowych
zwigzkow, przeprowadzono pomiary polarymetryczne skrecalnosci optycznej

pojedynczych enancjomeréw oraz nieracemicznych mieszanin w rozpuszczalnikach
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wybranych jako faza ruchoma w procesie chromatografii. Podstawy teoretyczne
dotyczace skrecalnos$ci optycznej enancjomeréw zostaty przedstawione w sekcji 1.1.2.
Natomiast w sekcji 1.4. opisano, jak wystepowanie asocjatéw enancjomeréw zaburza
liniowy charakter zaleznoSci skrecalnoSci optycznej od roéznicy stezen obu
enancjomerow. Procedure zgodnie z ktoérg prowadzono eksperymenty opisano
w publikacji [81]. Wyniki pomiaréw wykonanych dla réznych stezen roztworow

zwigzkow modelowych ilustruje rys. 7.
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Rys. 7. Zaleznos$¢ skrecalnosci optycznej od réznicy stezen pojedynczych enancjomeréw (Cs - Cr)
w mieszaninie nieracemicznej (ees = 50%) oraz od stezenia czystego enancjomeru (ees = 100%),
tang. oznacza linie styczng do krzywej skrecalnosci optycznej przy niskich wartosciach réznic
stezenia. (A) CIT w n-heksanie/i-PrOH/DEA (25/75/0,02 v/v/v), (B) OME w DCM/EtOH (97/3
v/v), (C) MX w n-heksanie/MTBE (40/60 v/v), (D) MTSO w MTBE/i-PrOH (97/3 v/v) [81]

Przeprowadzone badania wykazaty, ze dla CIT, MX i MTSO (odpowiednio rys. 74, 7C
i 7D) zalezno$¢ wartos$ci kata skrecalnosci optycznej od réznicy stezen enancjomerow
w roztworze jest liniowa w szerokim zakresie stezenia, wykluczajac tym samym obecno$¢
asocjatow enancjomerow, ktéra to spowodowataby zaktdécenie liniowej odpowiedzi
polarymetru.

W przypadku OME (rys. 7B) zaleznos$¢ odbiegata od charakteru liniowego, co mogto
by¢ jednak spowodowane wystepowaniem form tautomerycznych. Przeprowadzona
przez innych czlonkéw zespotu badawczego spektroskopia 1H NMR dla CT i MX oraz
DOSY NMR dla OME, potwierdzity hipoteze, zgodnie z ktdrag w odniesieniu do badanych

zwigzkow nie dochodzi do utworzenia sie asocjatow w fazie ruchome;j.
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To wykluczenie pozwolito na uwzglednienie w modelu izotermy tworzenia sie
asocjatow wyltacznie w fazie zaadsorbowanej, upraszczajac tym samym jego

sformutowanie.

2.3. Wptyw zawarto$ci modyfikatora fazy ruchomej na zjawisko SDE

[100] P. Mruc, M. Olbrycht, M. Korbetskyy, D. Antos, Altering the mobile phase
composition to enhance self-disproportionation of enantiomers in achiral
chromatography, J. Chromatogr. A, 1715, 2024, s. 464603, ISSN 0021-9673
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2023.464603.

Celem tej czesci pracy byto przebadanie wptywu modyfikatora fazy ruchomej na
zjawisko SDE, a tym samym na efektywno$¢ rozdzielania enancjomeréw w procesie ACh.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw dowiedziono, Ze wzrost stezenia
modyfikatora w eluencie przyspiesza retencje, ale jednocze$nie doprowadza do
pogorszenia efektywnosci procesu, poprzez ttumienie zjawiska SDE, o czym szerzej
pisano w sekcji 1.7.1.

W tej pracy przeprowadzono rozdzielanie chromatograficzne mieszanin
nieracemicznych zwigzkéw: MX oraz MTSO izokratycznie oraz w gradiencie fazy
ruchomej, wykorzystujac dobrane uprzednio eluenty.

Do rozdzielania enancjomeréw MX zastosowano eluenty, w ktorych zawarto$c
modyfikatora MTBE wynosita 60 - 100% objetoSciowych. W eksperymentach z udziatem
MTSO modyfikatorem fazy ruchomej byt i-PrOH o stezeniu w zakresie 0 - 15%
objetosciowych. W obu przypadkach stosowany zakres wynikat z przyjetego kryterium
dotyczacego catkowitego czasu elucji mieszaniny, ktéry nie powinien przekraczac
godziny. Rozdzielano mieszaniny enancjomeréw o maksymalnym stezeniu na jakie
pozwalata rozpuszczalno$¢ zwigzkéw. Wzrost stezenia enancjomerow sprzyjat tworzeniu
sie asocjatéw i poprawiat efektywnos¢ rozdzielania. W eksperymentach wykorzystywano
mieszaniny nieracemiczne o wartosci ee w zakresie 30 - 70%. Przedziat ten obejmuje
zar6Owno umiarkowanie niskie jak i wysokie wartosci ee, charakterystyczne dla
produktéw syntezy asymetrycznej, co pozwolito na dokonanie oceny wptywu tego
parametru na wydajnosc¢ separacji. Podczas rozdzielania enancjomerdw zbierano frakcje
eluatu, ktére nastepnie analizowano uzywajgc kolumny chiralnej, w celu wyznaczenia
profili stezenia pojedynczych enancjomerow; przyktadowe profile stezenia zilustrowano
narys. 8 i 9. Przedstawione wyniki potwierdzajg, ze wzrost zawarto$ci modyfikatora w
fazie ruchomej ostabia efekt SDE, co przejawia sie skrdceniem czasu elucji czystego

enancjomeru kluczowego, ale takze prowadzi do obnizenia wydajnosci procesu. Z kolei
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nizszy udziat modyfikatora skutkuje wydtuzeniem czasu retencji, co bezposrednio

przektada sie na spadek produktywnosci.
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Rys. 8. llustracje profili stezenia enancjomeréw MX o eer = 50%, C = 60 g L1, Vi, = 0,09 mL, faza
ruchoma: n-heksan/MTBE: (A) PMTBE = 600/0, (B) QMTBE = 65%, (C) (PMTBE = 75%, (D) (OPMTBE = 85%.
Symbole - dane eksperymentalne, linie - symulacje. CV (objeto$¢ kolumny), 1 CV = 3,14 min [100]
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Rys. 9. Ilustracje profili stezenia enancjomeréw MTSO o ees = 50%, C = 60 g L1, Vi, = 0,09 mL, faza
ruchoma: MTBE/I-PI‘OH (A) Qi-proH = 1%, (B) Qi-ProH = 3%, (C) Qi-ProH = 10%, (D) Qi-ProH = 15%
Symbole - dane eksperymentalne, linie - symulacje. Linia przerywana - koniec elucji czystego
enancjomeréw kluczowego. 1 CV = 3,14 min [100]
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Na wydajnos¢ istotny wptyw ma réwniez nadmiar enancjomeryczny rozdzielanej
mieszaniny. Wraz z jego wzrostem obserwuje sie poprawe wydajnosci procesu, poniewaz
wieksza rdéznica warto$ci stezenia enancjomerdw w rozdzielanej mieszaninie prowadzi
do zwiekszenia rdéznic w predkosciach ich frontéw elucyjnych i wydtuzenia czasu elucji
czystego enancjomeru, co mozna zauwazy¢ zestawiajgc ze sobg wyniki zaprezentowane

narys. 9B oraz 10.
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Rys. 10. Ilustracja profili stezenia enancjomeréw MTSO o ees = 70% przy zastosowaniu fazy
ruchomej o skladzie: MTBE/i-PrOH: @:.rron = 3%. Symbole - dane eksperymentalne, linie -
symulacje [100]. 1 CV = 3,14 min

2.3.1. Zaleznos¢ parametréw modelu od sktadu fazy ruchome;j.

Model izotermy adsorpcyjnej przedstawiony r6wnaniem (7) potaczono z modelem ED
dynamiki kolumny oraz warunkami poczatkowymi i brzegowymi (réwnania 15 - 18
w sekcji 1.8.1). W celu uproszczenia obliczen na tym etapie badan zaniedbano

heterogenicznos$¢ powierzchni adsorbentu.

Do wyznaczenia parametréw modelu, tj.: ¢™, K', KiL  oraz K\.,, wykorzystano

metode dopasowania do piku. Jako dane wejSciowe zastosowano profile stezenia
nieracemicznych mieszanin enancjomerdéw, wykonane w nieliniowym zakresie izotermy.
Profile te charakteryzowaly sie stromymi wznoszacymi sie frontami. Dodatkowym
estymowanym parametrem byta liczba potek teoretycznych Nt (réwnania 19, 20).

Szczegbély numeryczne prowadzonych obliczen zawarte sg w publikacji [100].

Obliczenia dla obu zwigzkéw modelowych przeprowadzono uwzgledniajac rézne
warto$ci stezenia modyfikatora eluentu w fazie ruchomej. Wyniki symulacji
zweryfikowano poréwnujgc symulowane profile z danymi eksperymentalnymi,
co ilustrujg wykresy przedstawione na rys. 8, 9. oraz 10. W przypadku obu badanych
zwigzkéw nie uzyskano odwzorowania ogonowania pikéw za pomoca symulacji

numerycznych. Wynika to z zaniedbania heterogenicznosci powierzchni krzemionki,
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stanowigcej wypetnienie achiralnej kolumny. Uzyskano jednak dobre dopasowanie
symulowanych i eksperymentalnych frontéw stezenia obydwu enancjomeréw, ktore
determinuja efektywnos$¢ rozdzielania. Na rys. 11 przedstawiono zmiany parametrow
modelu: ¢™, K', K} oraz K}L, w funkcji stezenia modyfikatora .
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Rys. 11. Parametry izotermy w funkcji stezenia modyfikatora fazy ruchomej. A) dla MX, gdzie
modyfikator stanowit MTBE, B) dla MTSO, gdzie modyfikatorem byt i-PrOH [100]

Stwierdzono, Zze w przypadku MTSO, pojemnos¢ chtonna (q™) nie byta zalezna od ¢.
Stala réwnowagi (K') opisujaca adsorpcje enancjomeréw na powierzchni Zelu
krzemionkowego, malata gwattownie w zakresie wartosci ¢ od 0 do okoto 7,5%, po czym
osiggata prawie stala wartoéé. Stala opisujaca oddzialywania heterochiralne (K}.,
malata w pelnym zakresie przebadanego stezenia modyfikatora, za$ opisujaca
homochiralne (K} ,,) rosta dla ¢ od 0 do 3%, a nastepnie malata. W rezultacie stosunek
KL, do K\ ., ktéry okresla intensywno$¢ SDE, a tym samym definiuje selektywno$é
rozdzielania enancjomerdéw, malat wraz ze wzrostem ¢. Obserwacja ta potwierdza
postawiong wcze$niej hipoteze, Ze oddzialywania pomiedzy czgsteczkami enancjomeréw
a polarnym modyfikatorem fazy ruchomej sa konkurencyjne w stosunku do oddziatywan
pomiedzy samymi enancjomerami, przez co zaktdcajg efekt SDE.

Podobne wnioski co do wszystkich statych réwnowagi mozna wyciggna¢ w przypadku
MX. Roznice stanowi tutaj jednak malejgca wartos¢ g™, z rosngcym stezeniem .

Przedstawione zaleznosci parametrow izotermy od stezenia modyfikatora opisano

empirycznymi funkcjami matematycznymi; szczegélowe wyniki przedstawiono

w publikacji [100].

2.3.2. Rozdzielanie enancjomerdéw w gradiencie fazy ruchome;j.

Sformutowany model uwzgledniajacy wyznaczone rdéwnania empiryczne
wykorzystano do zaprojektowania achiralnego procesu rozdzielania enancjomeréw
w gradiencie fazy ruchomej. Przyjeto dwie koncepcje ksztaltu gradientu, tj. gradient
skokowy oraz liniowy. W gradiencie skokowym w pierwszym etapie zastosowano

stezenie modyfikatora, przy ktérym w badaniach wstepnych osiggnieto najwyzsza
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wydajno$¢ rozdzielania tj. omree = 60% dla MX oraz ¢@i-pron = 0% dla MTSO. Nastepnie
zmieniono eluent skokowo w momencie, w ktéorym rozpoczynata sie elucja
nierozdzielonej frakcji enancjomerdw, na mocniejszy desorbent tj. MTBE o ¢mrse = 100%
orazi-PrOH o @i-pron = 25%. Przyktad rozdzielania enancjomeréw MTSO w gradiencie fazy

ruchomej zaprezentowano na rys. 12A.

W drugim przypadku zastosowano gradient liniowy w podanych powyzej zakresach
zmiany stezenia modyfikatora (rys. 12B). Wykorzystanie gradientu pozwolito na
uzyskanie lepszej efektywnos$ci rozdzielania w poréwnaniu do procesu izokratycznego
odnosnie skrécenia czasu retencji i zwiekszenia wydajnosci. Modyfikacja sktadu fazy
ruchomej pozwolita na zwiekszenie selektywno$ci procesu, poprzez zastosowanie
stabego eluentu w etapie elucji kluczowego enancjomeru, a nastepnie silnego desorbentu,
ktéry umozliwit szybkie wymycie nierozdzielonej mieszaniny z kolumny.
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Rys. 12. Symulacja profili stezenia enancjomeréw MTSO rozdzielanych w gradiencie skokowym
(A) oraz liniowym (B) fazy ruchomej. Gradient @;.pron = 0 - 25%. 1 CV = 3,14 min [100]

Zestawienie  warto$ci  wydajnosci  otrzymanych ~w  przeprowadzonych

eksperymentach przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wydajno$é rozdzielania enancjomerdéw z mieszanin o ee = 50%. Wydajnos¢ wyznaczono
zgodnie z rownaniem (41) z sekcji 1.8.3 [100]

. . . % ¢
Zwiazek Nadmiarowy enancjomer [0) v/v) Y%
100 1,9
85 25,9
75 30,7
MX R-X MTBE 65 332
60 35,8
Gradient skokowy 60-100 40,4
15 40,1
10 49,7
. 3 50,0
MTSO S-MTSO i-PrOH 1 518
0 66,5
Gradient skokowy 0-25 66,9
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Zaprezentowane warto$ci wydajnos$ci potwierdzaja, Ze wraz ze wzrostem wartosci ¢,
pogarsza sie selektywno$¢ procesu. Jednak im wiekszy udzial polarnego rozpuszczalnika
w skladzie fazy ruchomej, tym krétszy czas trwania procesu. Kompromis pomiedzy
efektywnym rozdzielaniem enancjomerdéw oraz ograniczeniem czasu trwania procesu
stanowi zastosowanie gradientu fazy ruchome;.

2.4.Rozdzielanie enancjomerdw za pomoca procesu zintegrowanego ACh -

CCh

[101] P. Mruc, D. Antos, Coupling Achiral and Chiral Chromatography for Efficient
Separation of Enantiomeric Mixtures, Ind. Eng. Chem. Res., 64, nr 15, 2025, s. 7826-7837,
ISSN 0888-5885.
https://doi.org/10.1021 /acs.iecr.5c00412

[114] D. Antos, P. Mruc, M. Olbrycht, Sposéb rozdzielania enancjomeréw, patent
polski, PL451224, zarejestrowany 17.02.2025 - w trakcie rozpatrywania

[115] D. Antos, P. Mruc, M. Olbrycht, Sposéb rozdzielania enancjomeréw, patent
polski, PL451226, zarejestrowany 17.02.2025 - w trakcie rozpatrywania

[116] D. Antos, P. Mruc, M. Olbrycht, Sposéb rozdzielania enancjomerdéw, patent
polski, PL451227, zarejestrowany 17.02.2025 - w trakcie rozpatrywania

W publikacji [101] oraz zgtoszeniach patentowych [114], [115], [116] opisano
zintegrowany proces ACh - CCh, pozwalajacy na wyodrebnienie jednego z enancjomeréw
z ich mieszaniny z wysoka wydajnoscia.

Opracowano trzy alternatywne sposoby rozdzielania:

1) czeSciowe rozdzielenie mieszaniny nieracemicznej za pomocg ACh, po ktérym
nastepuje etap CCh,

2) wzbogacenie racematu za pomocg CCh, w celu uzyskania mieszaniny
nieracemicznej, ktdrag wprowadza sie do etapu ACh,

3) rozdzielanie mieszaniny nieracemicznej tylko w procesie ACh, przy duzym
nadmiarze enancjomerycznym sktadnika kluczowego.
W kazdym przypadku zbadano wptyw sktadu fazy ruchomej (¢), nadmiaru
enancjomerycznego (ee) i gestoSci masowej tadowania kolumny (L4) na efektywnos$¢
rozdzielania. Okre$lono takze wydajno$¢ i produktywnos$¢ zaprojektowanego procesu i
zweryfikowano go eksperymentalnie.

Zanim potaczono procesy ACh i CCh, niezbedne byto przeprowadzenie wstepnych

badan majacych na celu wyznaczenie wptywu predkosci fazy ruchomej na efektywnos¢
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procesu (krzywe van Deemtera), wyznaczenie parametréow izotermy opisujacej CCh oraz
wyznaczenie produktywnos$ci i wydajnos$ci niezaleznych operacji ACh i CCh w réznych
warunkach procesowych (tj. przy réznych wartos$ciach ¢, Lq, oraz ee).

W ramach niniejszej publikacji przeprowadzono badania z wykorzystaniem MTSO,

w przypadku ktorego kluczowy enancjomer to (S)-MTSO.

2.4.1. Wyznaczenie krzywych van Deemtera

Potgczenie ACh i CCh w jeden péiciagly cykliczny proces wymagato synchronizacji
czasu trwania obu tych etapéw. Z tego wzgledu konieczne byto wyznaczenie wplywu
predkosci fazy ruchomej na sprawnos$¢ obu kolumn. Przeprowadzono eksperymenty, na
podstawie ktérych wyznaczono krzywe van Deemtera (rys. 13) i sformutowano
odpowiednie zalezno$ci sprawnosci kolumny od pozornej predkosci fazy ruchome;j,
zgodnie z réwnaniem (20). Na ich podstawie oceniono wplyw zmian warto$ci u na
przebieg procesu. Stwierdzono, Ze jej wzrost prowadzit do zwiekszenia produktywno$ci
poprzez skrocenie czasu elucji enancjomeréw, przy jednoczesnym obniZeniu sie
wydajnosci procesu spowodowane obnizeniem sprawnosci kolumny.
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Rys. 13. Krzywe van Deemtera wyznaczone w: A) ACh HETP = 0,002Q + 0,00995, B) CCh HETP =
2,807*10-4Q2? + 0,00116Q + 0,00248. HETP wyznaczona jako srednia dla obu enancjomeréw
zwigzku modelowego MTSO [101]

2.4.2. Wyznaczenie parametréow modelu dynamiki opisujqcego proces
rozdzielania enancjomeréw podczas chromatografii chiralnej

Potaczenie ACh z CCh w proces zintegrowany, wymagato dodatkowo opracowania
modelu dynamiki kolumny chiralnej, ktérego dokonano w podobny sposob jak opisana
w sekcji 2.4.1 dla kolumny achiralnej. W tym przypadku do opisu r6wnowagi adsorpcyjnej
zastosowano standardowy model adsorpcji jednowarstwowej Langmuira (réwnanie 10),
ktéry pozwolit na dobre odwzorowanie ksztattéw pikéw chromatograficznych w CCh.
Badania rozpoczeto od serii eksperymentéw polegajacych na rozdzielaniu racematéw
MTSO przy zastosowaniu fazy ruchomej o réznej zawartos$ci modyfikatora. W przypadku
rozdzielanej mieszaniny silniej adsorbowat sie enancjomer R. Wybrane profile uzyskane
w ramach tych eksperymentéw zaprezentowano na rys. 14A.
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Za pomocg metody dopasowania do piku wyznaczono parametry: q3°, qg', Ks oraz Kp,
stosujac jako dane wyjsciowe doswiadczalne profile uzyskane w wyniku rozdzielania
chiralnego racematu MTSO, przy réznym udziale modyfikatora w sktadzie fazy ruchome;.
Zalezno$ci uzyskanych warto$ci parametréw od @i-pron W eluencie przedstawiono na rys.
14B, a na ich podstawie wyznaczono réwnania empiryczne. Jak mozna zauwazy¢ state
réwnowagi Ks oraz Kz malejg wraz ze wzrostem udziatu modyfikatora w sktadzie fazy
ruchomej. Z kolei zaleznosci pojemnoSci wigzania od ¢i-pron zmieniajg sie w przeciwny
sposéb - dla enancjomeru S warto$¢ ta maleje, za$ dla R ro$nie wraz ze wzrostem stezenia
modyfikatora w eluencie.
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Rys. 14. A) Profile stezenia enancjomeréw MTSO rozdzielanych w CCh, ees = 0%, Vi,j= 0,05 mL,
C = 50 g L1, faza ruchoma: MTBE/i-PrOH, gdzie @ipron = 20, 15 lub 10%. Symbole - dane
eksperymentalne, linie - symulacje. 1 CV = 4,15 min B) Zalezno$ci parametréw izotermy od ¢
w CCh [101]

Opracowane modele opisujace dynamike kolumn ACh i CCh postuzylty do
zaprojektowania proces6w, najpierw prowadzonych niezaleznie w celu zbadania

efektywnosci kazdego z nich, a potem ich potaczenia.

2.4.3. Efektywnos¢ procesu rozdzielania enancjomeréw w CCh

Wykonano serie symulacji rozdzielania enancjomeréw w CCh, manipulujac
zmiennymi procesowymi, ktorymi byty: @i-pron, ees, La. Ten ostatni parametr (gestos¢
masowego tadowania kolumny) modyfikowano poprzez zmiane objetosci iniekcji, gdyz
kazdorazowo stosowano takie samo stezenie rozdzielanego roztworu tj. 60 g L-1, ktore
odpowiadato maksymalnej rozpuszczalno$ci substancji w stosowanej fazie ruchomej i dla
ktérego efekt SDE byt najsilniejszy. Czas trwania cyklu liczono od pojawienia sie frontu
pierwszego enancjomeru, az do zakonczenia elucji pozostatej nierozdzielonej mieszaniny.
Uzyskane wyniki postuzyly do wyznaczenia wydajnosci i produktywnos$ci procesu,
przy zatozeniu czystosci kluczowego enancjomeru réwnej 99%. Ze wzgledu na limit
ci$nienia chiralnej kolumny, operowano przy maksymalnej dozwolonej predkosci
pozornej rownej 0,004 m s-1 (4 mL min-1). Przyktadowe uzyskane wyniki symulacji dla ees
= 30% i 70%, przedstawiono w postaci wykresow konturowych (rys. 15A-D), ktére
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ilustruja zalezno$ci pomiedzy wydajnoscia i produktywnoscig, a zmiennymi opisujgcymi
warunki prowadzenia procesu (¢i-pron, Ld). Wykonano takze wykresy Pareto, ktore
przedstawiajg zalezno$¢ pomiedzy dwoma kluczowymi wskaznikami efektywnosci

procesu separacji tj. PriY (rys. 15E-F).
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Rys. 15. ZaleznoSci Pr (rys. A, C), zaleznosci Y (rys. B, D) od Lq oraz ¢i.pron Wyznaczone dla CCh dla
produktu o czystosci Pu = 99%, przy u = 0,004 m s-1, wykresy Pareto zaleznosci Prod Y (rys. E, F),
dla ees = 30% (odpowiadarys. A, C, E), ees = 70% (odpowiada rys. B, D, F) [101]

Uzyskanie wyniki pozwolity na wyznaczenie obszaréw korzystnych warunkéw
prowadzenia procesu, pozwalajacych na uzyskanie jego wysokiej produktywnos$ci
i wydajnosci. Na tej podstawie mozna byto takze zweryfikowaé czy parametry sprzyjajace
maksymalizacji Pr stuza takze na korzy$¢ Y - na ogét wskazniki te sg do siebie
przeciwstawne. Jednak poréwnanie wykreséw konturowych i Pareto pozwala na

wyznaczenie obszaréw wspolnych, ktére stanowig kompromis pomiedzy Pri Y.
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2.4.4. Efektywnos¢ procesu rozdzielania enancjomeréw w ACh

Podobne symulacje przeprowadzono réwniez dla ACh. Przyjeto takze kryterium
Pu = 99%. Wykonano obliczenia z zastosowaniem réznych predkosci fazy ruchome;j. Ze
wzgledu na wyzszy limit ci$nienia dla kolumny achiralnej maksymalna dopuszczalna
predkos¢ pozorna wynosita 0,0081 m s1 (8,1 mL min-1). Parametr ten nie miat wptywu
na optymalng warto$¢ ¢. Na ponizszych wykresach (rys. 16A-F) przedstawiono

przyktadowe wyniki, przy zastosowaniu wartosci u = 0,004 m s'1, tak jak w CCh.
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Rys. 16. Zaleznosci Pr (A, C), zaleznosci Y (B, D) od Lq oraz ¢i.pron Wyznaczona w ACh z uzyskaniem
produktu o Pu=99%, przy u = 0,004 m s'1, wykresy Pareto zaleznosci Pr od Y (E, F), dla ees = 30%
(A,C E),ees=70% (B, D, F) [101]

Zmniejszanie wartoSci stezenia modyfikatora powodowato wzrost wydajnosci w
kazdym z badanych przypadkow i spadek produktywnosci. Rowniez w tym przypadku
wykresy Pareto pozwolity na dobranie warunkéw, dla ktoérych mozna osiggnac

kompromis pomiedzy wydajnoscia i produktywnoscia procesu.

54



2.4.5. Koncepcja potqczenia achiralnej i chiralnej chromatografii
Przeprowadzone symulacje przebiegu niezaleznie prowadzonych ACh i CCh stanowity
wstep do osiggniecia celu, jakim byto opracowanie procesu zintegrowanego, 1gczacego

obie techniki, w celu ograniczenia udziatu CCh w rozdzielaniu enancjomeréw.

Jak opisano powyzej, w potgczeniu ACh oraz CCh w proces zintegrowany
zaprojektowano dwie rézne konfiguracje, ktére przedstawiono schematycznie narys. 17,

w sekwencji: ACh - CCh oraz CCh - ACh.
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Rys. 17. Schemat koncepcji procesu zintegrowanego. A) ACh - CCh - surowiec podawany jest do
achiralnej kolumny, B) CCh - ACh - surowiec podawany jest do chiralnej kolumny [101]

Pierwszy schemat (A) przedstawia koncepcje ACh - CCh, zgodnie z ktérg mieszanina
nieracemiczna S + R stanowigca surowiec (otrzymana np. w wyniku syntezy
asymetrycznej), zostaje wprowadzona do kolumny achiralnej, w najwiekszym stezeniu na
jakie pozwala rozpuszczalnos¢ tej substancji. W tym etapie otrzymuje sie pierwszg frakcje
F1acn, stanowigca czysty kluczowy enancjomer oraz druga F2ach» bedacg mieszaning obu
enancjomerow. Frakcja F2ach zostaje zatezona do pozadanej wartosci stezenia poprzez
odparowanie czesci rozpuszczalnika. Poniewaz w etapie ACh stosowano inng zawarto$¢
modyfikatora fazy ruchomej, niz w CCh, ta operacja stuzy takze dopasowaniu sktadu
rozpuszczalnika probki, do stosowanego eluentu. Nastepnie tak przygotowany surowiec
rozdzielany jest w kolumnie chiralnej, w ktorej uzyskuje sie frakcje pierwsza FIlcch
wzbogacong w S-MTSO, a nastepnie jako druga F2cch stanowigca najczesciej czysty R-
MTSO. Wzbogacona w enancjomer S frakcja F1cch jest odparowana, wymieszania z kolejng
porcja Swiezego surowca i ponownie wprowadzona do kolumny achiralnej,

rozpoczynajac tym samym nowy cykl rozdzielania.
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Ograniczeniem tej metody jest mozliwos¢ stosowania jako surowca jedynie mieszanin

nieracemicznych, gdyz w kolumnie achiralnej nie mozna uzyskac rozdzielenia racematu.

Drugi wariant zilustrowany na schemacie B, dotyczy koncepcji CCh - ACh. W tym
przypadku surowiec tgczy sie ze strumieniem wychodzacym z kolumny achiralnej F2acn
i transportuje sie go do kolumny chiralnej, w ktérej uzyskuje sie frakcje F1cch wzbogaconag
w S-MTSO. W kolumnie nastepuje czeSciowe odseparowanie R-MTSO, ktory opuszcza
kolumne chiralng w drugiej frakcji FZcch. Po zatezeniu frakcja F1cch jest wprowadzana jest
do kolumny achiralnej. W tym etapie dochodzi do rozdzielenia na frakcje pierwsza Flach
zawierajaca czysty kluczowy enancjomer (S)-MTSO oraz frakcje FZacn, ktéra ma sktad
zblizony do racematu. Ta druga zostaje odparowana i potaczona ze $wieza porcja
surowca, rozpoczynajac w ten sposéb nowy cykl. W tej koncepcji nie ma ograniczen
odnosnie sktadu mieszaniny enancjomeréw stosowanej jako surowiec, dzieki czemu
umozliwia ona rozdzielanie nawet racematow.

Nadmiar enancjomeryczny oraz stezenie enancjomerdw w poszczegolnych frakcjach
stanowig zmienne procesowe, ktére moga by¢ dobierane w celu osiggniecia efektywnego
potaczenia. Dostosowanie tych oraz innych parametréw rozdzielania opisano w kolejnej

sekcji.

2.4.6. Dobor zmiennych procesowych w potqczeniu ACh i CCh

Opracowana koncepcja rozdzielania enancjomeréw w procesie zintegrowanym
wymagata dostosowania zmiennych procesowych, w celu zsynchronizowania obu
etapow, ktore pozwolitoby na efektywne rozdzielanie enancjomerow w trybie cyklicznym
potcigglym. Dla produktu kluczowego przyjeto kryterium czystosci Pu = 99% oraz
wydajnosci etapu chiralnego Yccn =2 90%. Przeprowadzono symulacje dla mieszanin
o réznych ees = 30, 50, 70 i 85%. Aby uzyskac jak najwiekszg produktywnos¢, zatozono
wartos$¢ uccn = 0,004 m s1 (4 mL min1), ktéra ze wzgledu na limit ci$nienia byta
maksymalng dopuszczalng wartoscia w przypadku stosowanej kolumny chiralne;j.
Objetosciowe natezenie przeptywu w etapie ACh byto dostosowywane do etapu CCh,
tak aby zsynchronizowaé¢ czas trwania cykli w obydwu kolumnach. Bazujac na
zobrazowanych powyzej na wykresach Pareto, wybrano warto$¢ @i-pron, ktéra pozwalata
na uzyskanie najlepszej produktywnosci z uwzglednieniem przyjetego kryterium dla
wydajnosci (Yeech 2 90%). W efekcie dla etapu chiralnego przyjeto @i-pron= 10% niezaleznie
od stosowanego ees surowca, za$ dla etapu ACh ¢@i-pron = 1% do rozdzielania mieszaniny
0 ees = 30% oraz ¢i-pron = 5%, gdy ees 250%. Uwzgledniajgc wszystkie wymienione do tej
pory warunki, przeprowadzono cykl symulacji procesu zintegrowanego ACh - CCh
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wedtug obu koncepcji, dostosowujac pozostate parametry tj. natezenie przeptywu fazy
ruchomej w etapie achiralnym oraz gesto$¢ masowego tadowania kolumny w obu
etapach. Algorytm obliczen dla obydwu konfiguracji zostal przedstawiony schematycznie

narys. 18.
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Rys. 18. Algorytm obliczeniowy optymalizacji produktywnosci w procesie zintegrowanym.
W koncepcji ACh - CCh A stanowi kolumne achiralng, za$ B chiralng, a koncepcji CCh - ACh
przeciwnie. At. oznacza réznice miedzy czasem trwania pojedynczego cyklu ACh i CCh, uac to

pozorna predkosc fazy ruchomej w ACh, x; gy oraz x; p; oznaczajg utamki masowe kluczowego

enancjomeru odpowiednio we frakcji F24c» oraz F1ccn w koncepcji ACh - CCh, za$ przeciwnie w
koncepcji CCh - ACh [101]

2.4.6.1. Dob6r parametréw operacyjnych dla konfiguracji ACh - CCh

Przeprowadzano symulacje procesu zgodnie z algorytmem zaprezentowanym na rys.
18, w ktérym pozorna predko$c¢ fazy ruchomej w etapie achiralnym, uacn, byta iteracyjnie
dostosowana, tak aby réznica pomiedzy czasem trwania cyklu ACh i CCh, oznaczona jako
Atc, byta mniejsza niz 0,5%. Kolejne kryterium stanowito osiggniecie cyklicznego stanu
ustalonego (CSS), definiowanego jako stan, w ktérym, réznice pomiedzy warto$ciami
wskaznikow oceny efektywnos$ci procesu wuzyskanymi w kolejnych cyklach
obliczeniowych (tj. pomiedzy Prn+1 i Prn oraz pomiedzy Yn+11Yn, gdzie n oznacza numer
cyklu obliczeniowego) byty mniejsze niz 0,5%. Nastepnym etapem byto iteracyjne
dobranie La tak aby spelni¢ warunek Yccn = 90%. Nastepnie ponownie dostosowano

iteracyjnie L4, tak aby Pr procesu byta maksymalna, przy speinieniu wszystkich
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poprzednio ustanowionych kryteridw. Rezultaty zastosowanej procedury przedstawiono
w tabeli 2. Wartosci uzyskanej produktywnosci charakteryzujacej proces zintegrowany
ACh - CCh zestawiono z wynikami uzyskanymi w niezaleznie prowadzonym procesie CCh,
przy wydajnosci, Yeccn 2 90%. Dodatkowo poréwnano mase produktu uzyskanego
w jednym cyklu chromatograficznym przypadajaca na objeto$¢ kolumny dla procesu
potaczonego i pojedynczej CCh. Nalezy takze nadmieni¢, ze w zwigzku
z dopasowywaniem natezenia przeptywu fazy ruchomej w kolumnie achiralnej do
ustalonych warunkéw CCh, tak aby czasy trwania obu cykli byty sobie réwne, kolumna
wypetniona Zelem krzemionkowym nie pracuje w warunkach optymalnych. Ze wzgledu
na to, ze etap chiralny stanowi gléwny koszt procesu, zdecydowano o petniej

optymalizacji warunkéw CCh, kosztem nizszej produktywnosci ACh.

Tabela 2. Wyniki obrazujgce efekt rozdzielania za pomocg procesu zintegrowanego ACh - CCh
w zestawieniu z pojedynczg kolumng CCh. Rezultaty podane sg dla Y = 90% [101]

ACh - CCh - schemat 1 Pojedyncza CCh
ees Pr = Prach | Mproa/Viot | Pr = Prcch | Mprod/ Viol
% surowca gL1ht g L1 gL1ht g L1
30 34,5 0,9 32,4 0,3
50 51 1,2 29,1 0,3
70 94,6 2,3 471 0,5
85 160 4,0 65,1 0,7

Zgromadzone wyniki jednoznacznie wskazujg na przewage procesu zintegrowanego
ACh - CCh nad pojedyncza CCh, zar6wno pod wzgledem produktywnosci jak i uzyskanej
masy produktu na objeto$¢ kolumny. Widoczny jest takze wzrost efektywnosci procesu
wraz ze wzrastajgcym ees, co jak juz wspomniano, wynika ze zwiekszania sie roznicy
w predkosci przemieszczania sie profili stezenia poszczegdlnych enancjomeréw.
Wieksza ilos¢ produktu uzyskana w pojedynczym cyklu procesu zintegrowanego,
pozwala na redukcje liczby cykli koniecznych do uzyskania pozadanej masy czystego

enancjomeru w CCh, co wydtuza czas eksploatacji kolumny chiralne;j.

2.4.6.2. Dobor parametréw operacyjnych koncepcji CCh - ACh

Drugi wariant procesu zintegrowanego prowadzono z zastosowaniem podobnych
warunkow jak w przypadku pierwszej koncepcji tj. w etapie chiralnym ¢i.pron = 10% oraz
u = 0,004 m s1. Obliczenia przeprowadzono dla surowca o wartosciach ees = 0, 30, 50
i 70%. W symulacjach zmieniano ees charakteryzujacy frakcje Flcch, ktéra byta
wprowadzana do kolumny achiralnej. W tym przypadku warto$¢ eesricch byta uzyta jako
dodatkowa zmienna operacyjna. Algorytm obliczeniowy byt taki jak dla koncepcji
pierwszej i zgodny ze schematem zaprezentowanym na rys. 18. Podobnie jak poprzednio,
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wyniki zestawiono w tabeli (Tabela 3), uwzgledniajac zar6wno wartos$¢ ees surowca jak

i frakcji F1ccn.

Prowadzac proces wg koncepcji CCh - ACh réwniez zaobserwowano wzrost

efektywnosci rozdzielania wraz ze wzrostem ees surowca.

Tabela 3. Efektywnos$¢ rozdzielania za pomoca CCh - ACh w zestawieniu z pojedyncza kolumng
CCh [101]

CCh - ACh - schemat 2 Pojedyncza CCh
eesy % surowca | eesricchs | Pr=Pracn g L-1hl | Mproa/Vikag L1 | Pr=Prech | Mprod/ Vol
gL1h1 gLt
0 30 18,9 0,6 35,6 0,4
50 28,3 0,6
70 29,7 0,5
90 28,8 0,4
30 50 44,6 1,1 48,5 0,6
70 43,3 0,8
90 39,6 0,6
50 70 43,9 0,8 57 0,7
90 39,6 0,6
70 90 69,4 1,2 68,2 0,8

Mozna zauwazy¢, Ze proces zintegrowany pozwala na uzyskanie 1,5 razy wiekszej
masy produktu w pojedynczym cyklu, jednakze z mniejszg produktywnosciag niz gdyby
przeprowadzi¢ CCh niezaleznie. Zaobserwowana nizsza produktywnos$¢ potaczenia
wynika z konieczno$ci synchronizacji obu etapoéw ACh i CCh poprzez dostosowanie etapu
ACh do optymalnych warunkéw operacyjnych CCh. W przypadku rozdzielania mieszaniny
racemicznej lub o ees = 30% najlepszy wynik uzyskano, gdy z etapu chiralnego
uzyskiwano frakcje o ees = 50%, zas przy surowcach o ees = 50 lub 70%, odpowiednio

70% oraz 90% nadmiaru enancjomerycznego.

Poréwnujac wyniki uzyskane w ramach tego wariantu procesu (tabela 3) do wynikéw
Z pierwszego wariantu (tabela 2), mozna zauwazy¢, Ze stosowanie drugiej konfiguracji
jest optacalne, kiedy rozdzielenia wymaga racemat, bagdZ mieszanina nieracemiczna
o matej wartoSci ees < 30%. Przy wyzszych wartoSciach ees surowca, bardziej efektywna

jest konfiguracja ACh - CCh.

2.4.6.3. Dobor parametréw operacyjnych pojedynczej ACh
Jako trzeci wariant procesu, sprawdzono numerycznie takze koncepcje rozdzielania
mieszaniny enancjomerow o wysokiej wartosci ees = 90% prowadzonego tylko
w pojedynczej kolumnie chiralnej oraz tylko w pojedynczej kolumnie achiralnej, a wyniki

obliczen przedstawiono w tabeli 4.
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Produktywnos$¢ rozdzielania enancjomeréw w pojedynczej kolumnie ACh byta
najwyzsza dla Y= 65%, dlatego do optymalizacji produktywnosci CCh przyjeto takie samo
kryterium wartosci wydajnosci. Jak mozna zauwazy¢ proces chiralny przewyzsza
achiralny pod wzgledem masy produktu uzyskanej w jednym cyklu, natomiast jego
produktywnos$¢ jest nizsza. Na podstawie tych obliczenn mozna jednak stwierdzi¢, ze w
przypadku mieszanin o wysokim nadmiarze enancjomerycznym, mozliwe jest czeSciowe
rozdzielenie enancjomeréw przy zastosowaniu tylko achiralnej kolumny, eliminujgc
koniecznos$¢ stosowania kosztownego etapu chiralnego.

Tabela 4. Wyniki obrazujace efekt rozdzielania za pomoca pojedynczej kolumny ACh
w zestawieniu z pojedynczg kolumna CCh. Rezultaty podane sg dla’Y = 65% [101]

Pojedyncza CCh Pojedyncza ACh
eesr % surowca | Pr=Pracn g L-1h1 | mproa/Viag L1 | Pr=Preeng L-1h1 | Mprod/Viar g L1

90 140,4 2,4 186,8 1,3

Przedstawione warto$ci parametréw oceny efektywnos$ci oraz warunki prowadzenia
procesow s3 specyficzne dla badanego zwigzku modelowego, jednakze og6lna koncepcja
jest uniwersalna dla mieszanin enancjomerycznych, ktére w warunkach achiralnych
ulegaja SDE.

2.5.Wykorzystanie teorii rownowagi do opisu rozdzielania enancjomeréw

w procesie achiralnej chromatografii frontalne;j

[102] P. Mruc, M. Olbrycht, W. Pigtkowski, D. Antos, Equilibrium theory-based
framework for describing separation of enantiomers by frontal achiral chromatography,
J. Chromatogr. A, 1766, 2026, s. 466608, ISSN 0021-9673
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2025.466608

Metoda dopasowania do piku, zastosowana w opisanych wcze$niej publikacjach,
nadaje sie do szybkiego wyznaczenia parametréw modelu w zakresie stezenia nie
przekraczajgcym znacznie maksimum piku. Nie sprawdza sie za$ dla stezen duzo nizszych
od maksimum piku, szczegbélnie w przypadku, gdy powierzchnia adsorbentu jest
energetycznie niejednorodna. Skutkiem heterogeniczno$ci energetycznej jest
ogonowanie piku, na ktére wptywa jednocze$nie sprawnos¢ kolumny. Efekty te sg trudne
do rozréznienia przy uzyciu metody dopasowania do piku. W tym przypadku
zdecydowanie bardziej precyzyjna jest metoda analizy frontalnej, ktéra zostata opisana
w sekcji 1.7.2.2. Metoda ta opiera sie na zastosowaniu modelu idealnego dynamiki
kolumny chromatograficznie, ktory wynika z teorii r6wnowagi. (sekcja 1.8.2). Wymaga

wiekszego naktadu pracy eksperymentalnej, ale nie jest konieczne wykorzystywanie
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procedur numerycznych, poniewaz czasy retencji frontow i stezenia w plateau mozna
wyznaczy¢ z rownan algebraicznych.

W publikacji [102] opracowano metode rozwigzania ET dla przypadku SDE w ACh
i uzyto jej do wyznaczenia parametrow izotermy oraz do szybkiego projektowania

i optymalizacji procesu frontalnej ACh-SDE.

2.5.1. Frontalna chromatografia enancjomeréw
W tej czesci pracy do badan wykorzystano dwa zwigzki modelowe: citalopram (CIT)
oraz ester metylowy N-acetylo-fenyloalaniny (Ac-Phe-OMe).
Przeprowadzono serie eksperymentéw, stosujac rdézne stezenia enancjomerow
w rozdzielanych mieszaninach, a frakcje eluatu zbierano i poddano analizie chiralnej
w celu uzyskania profili stezenia pojedynczych enancjomerow (rys. 19 i 20).
n b 9
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Rys. 19. Profile stezenia enancjomerdow CIT uzyskane w wyniku frontalnej ACh. Warunki procesu:
eluent: i-PrOH/n-heksan/DEA 75/25/0,02 (v/v/v), ees = 85%, Vi,y=7mL.A) C=0,2gL;B)C=5
g L1; C=20 g L1. Symbole - dane eksperymentalne, linie przerywane symulacje z uzyciem modelu
opartego na ET, linie ciggte symulacje z uzyciem modelu ED [102]
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Rys. 20. Profile stezenia enancjomerédw Ac-Phe-OMe uzyskane w wyniku frontalnej ACh. Warunki
procesu: eluent: MTBE/DCM 90/10 (v/v), ee.. =85%.A) C=0,2g L1, Vi,yj=10mL; B) C=5g L},
Vinj=7 mL; C = 20 g L1, Vi = 7 mL. Symbole - dane eksperymentalne, linie przerywane symulacje
z uzyciem modelu opartego na ET, linie ciggte symulacje z uzyciem modelu ED [102]

Jak wspomniano powyzej, pierwszy z frontéw odpowiada elucji kluczowego
enancjomeru o wyzszej wartosci ee. Stezenie tego enancjomeru w plateau przewyzsza
stezenie w prébce wprowadzanej do kolumny, co wynika z jego wypierania przez
przeciwny enancjomer w drugiej warstwie adsorpcyjnej. Drugi front adsorpcji odpowiada
elucji przeciwnego enancjomeru. Pomiedzy tymi dwoma frontami eluuje czysty kluczowy
produkt. Im réznica miedzy czasami retencji tych frontéw jest wieksza, tym lepsza

efektywno$¢ oraz wydajnos$¢ rozdzielania enancjomeréw w procesie frontalnej ACh.
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Selektywnos$¢ rozdzielania zalezy od przebiegu izotermy adsorpcji i stezenia surowca,
ktére determinujg predkos¢ elucji frontow.

2.5.2. Algorytm wyznaczania wspoétczynnikdéw izotermy opisujqcej proces

chromatografii frontalnej enancjomeréw

Do wyznaczenia wspotczynnikow izotermy, ktérg sformutowano za pomoca rownania
(7) w sekcji 1.7 wykorzystano model idealny dynamiki kolumny. Do analizy przyjeto
szeroki zakres stezenia enancjomeréw w mieszaninie tj. 0,2-20 g L-1. Wstepne obliczenia
wykazaty, ze do odtworzenia frontéw stezenia enancjomeréw w tak szerokim zakresie
stezenia konieczne jest uwzglednienie heterogenicznosci energetycznej powierzchni
adsorbentu, ktéra przybliZzono poprzez uwzglednienie dwoch rodzajow miejsc

aktywnych.

W celu zgrubnego wyznaczenia wartoéci wspétczynnikéw izotermy tj. K}, K1, q™, q¥,
kY . KL, K. iKl, przeprowadzono symulacje numeryczne stosujac metode
dopasowania piku. Warto$ci dwoéch ostatnich parametréw byly bardzo niskie
i praktycznie nie wptywaty na ksztatt profili stezenia enancjomeréw, totez zostaly
pominiete w dalszych obliczeniach. Jak juz wspomniano, metoda dopasowania piku nie
daje dobrego odwzorowania eksperymentéw prowadzonych w szerokim zakresie
stezenia, zatem uzyskane wyniki wykorzystano jedynie jako parametry wyjSciowe do
obliczen z zastosowaniem teorii réwnowagi. Obliczenia rozpoczeto od wyznaczenia
pochodnych, stanowigcych elementy macierzy charakteryzujacej model idealny
(réwnania (21) - (23) w sekcji 1.8.2). Bazujac na obliczonych sktadnikach macierzy oraz
na réwnaniach (30) - (31), wyznaczono warto$¢ parametru r, ktorej uzyto do

wyznaczenia wartos$ci Cp; z rownania (32).

Alternatywnie warto$¢ Cp; mozna wyznaczy¢ graficznie konstruujac hodograf, co
zilustrowano na rys. 21 dla obu zwigzkdw modelowych. Tangens nachylenia linii ‘a’ jest
réwny wyznaczonej ujemnej warto$ci parametru r. Lina ta przecinajgc o$ rzedng uktadu
wspotrzednych wyznacza stezenie pierwszego sktadnika w plateau. Krzywa b odpowiada
dodatniej wartosci r ktérg mozna wyznaczy¢ poprzez catkowanie réwnania (32), co

umozliwia wyliczenie predkosci elucji w fali desorpcyjne;j.
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Rys. 21. Hodograf prezentujacy zaleznos¢ C; od C; w warunkach prowadzonego procesu [102]
Na podstawie wszystkich dotychczasowych obliczen, wyznaczono czas retencji

pierwszego (réwnania (26) i (27)) oraz drugiego frontu (réwnania (33) i (34)).

Przedstawiony algorytm obliczeniowy potaczono z procedurg optymalizacyjng i uzyto
do wyznaczenia parametréw izotermy obydwu zwigzkéw modelowych. Funkcjg celu
optymalizacji byto minimum sumy kwadratéw réznic pomiedzy czasami retencji frontow
wyznaczonych eksperymentalnie i z modelu. Otrzymane parametry, dla ktérych funkcja
celu osiggneta minimalng wartos$¢, zestawiono w tabeli 5. Szczegbély numeryczne

niniejszej procedury zawarte s w publikacji [102].

Tabela 5. Wspétczynniki izotermy uzyskane w wyniku obliczen optymalizacyjnych [102]

Wsp6tczynniki izotermy K! g™ | KT | g™ | K| KL,
CIT 0,01031 | 290,6 | 1,671 | 2,638 | 0,1262 | 0,3912
Ac-Phe-OMe 0,01339 | 226,311,808 | 2,508 | 0,3912 | 1,957

Alternatywnie do opisanego powyzej sposobu analitycznego, mozna zastosowacd
rozwigzanie graficzne (rys. 22), odpowiadajace opisywanym powyzej wzorom. Rysunek
ten przedstawia krzywe, ktore ilustruja eksperymentalnie wyznaczone izotermy
adsorpcji: pojedynczego enancjomeru (I) oraz adsorpcji enancjomeru wystepujacego w
nadmiarze (II) i niedomiarze (III) w mieszaninie nieracemicznej. Z punktu K
wyznaczonego przez stezenie enancjomeru znajdujacego sie niedomiarze, naniesionego
na odpowiadajacej mu izotermie (III), nalezy poprowadzic¢ cieciwe ‘a’ izotermy III do
poczatku uktadu wspotrzednych. Nastepnie z punktu L wyznaczonego przez stezenie
enancjomeru w nadmiarze na izotermie I, nalezy wyznaczy¢ cieciwe ‘b’ rownolegta do
prostej ‘@’, przecinajaca izoterme 1. Nastepnie z punktu przeciecia cieciwy ‘b’ z izoterma I
(punkt L), ktéry wyznacza stezenie nadmiarowego enancjomeru w plateau, nalezy
poprowadzi¢ cieciwe ‘c’ do poczatku uktadu wspétrzednych, ktéra wyznacza predkosé
pierwszego frontu. Z nachylenia cieciw ‘@’ i ‘c’ nalezy wyznaczy¢ czasy retencji obu
frontéw, co opisano w sekcji 1.8.2 (réwnania (26), (27), (33), (34)). Zas parametr r mozna

wyznaczy¢ na podstawie zaprezentowanych na rys. 21 hodograféw. Takie rozwigzanie
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graficzne, moze stanowi¢ tatwiejszg oraz szybsza metode wyznaczania retencji frontow
w frontalnej ACh z SDE, bez konieczno$ci wyznaczania parametréw izotermy i wykonania
obliczenn optymalizacyjnych. OczywiScie jej zastosowanie wymaga eksperymentalnego

pomiaru izoterm pojedynczej i konkurencyjnej dla mieszaniny o zadanym ee.

N —— q1 (Cl]
—qj (Cl'cz) L
q, (CI'CZ) : e o

q*

111

Rys. 22. Ilustracja przebiegu izoterm pojedynczego enancjomeru (I) oraz enancjomeru
nadmiarowego (II) i znajdujacego sie w niedomiarze (III) w mieszaninie nieracemicznej. Cieciwa
a wyznacza czas retencji frontu odpowiadajacego nierozdzielonej mieszaninie, cieciwa b -
kluczowego sktadnika [102]

2.5.3. Wykorzystanie modelu opartego na ET do doboru warunkéw rozdzielania
enancjomerdéw w procesie frontalnej ACh

Prowadzone w opisany sposdb symulacje moga takze utatwi¢ dobor warunkéw
rozdzielania enancjomeréow w procesie frontalnej ACh (sekcja 1.3.3.1), tak aby jego
selektywnos$¢ i wydajnos$¢ byta najwyzsza. Jednym z parametrow operacyjnych jest
stezenie enancjomerOw w rozdzielanej mieszaninie nieracemicznej. Na rys. 23
zaprezentowano zalezno$¢ czasu retencji frontow enancjomerow od ich catkowitego
stezenia w probce oraz stosunku ich czasow, ktory determinuje selektywnos¢

rozdzielania.

1,25
Ac-Phe-OMe

1 L.
128" M 1,20
1 F\ \* n D

tro/t1
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Rys. 23. Zalezno$¢ czasu retencji oraz stosunku czaséw retencji frontéw enancjomeréw od
catkowitego stezenia rozdzielanej mieszaniny. A) CIT; B) Ac-Phe-OMe. Symbole oznaczaja dane
eksperymentalne, linie ciggte - symulacje z uzyciem modelu opartego na ET, linie przerywane -
stosunek czaséw retencji obu enancjomeréw [102]
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Dla obu zwigzkéw modelowych udato sie znalez¢ optymalne catkowite stezenie
enancjomerow w probce, dla ktorych réznica czaséw retencji obu frontéw byta

najwieksza. Dla CIT o ees = 85% byto to 3 g L1, za$ dla Ac-Phe-OMe o0 ee. = 85% to 1 g L1

Aby zwiekszy¢ produktywno$¢ procesu nalezy zredukowaé czas zbierania frakcji
nierozdzielonej mieszaniny. Mozna tego dokonac¢ poprzez odpowiedni dobdr objetosci
probki, tak aby retencja drugiego frontu byta zbiezna z poczatkiem fali desorpcji
odpowiadajacej kluczowemu enancjomerowi, czyli aby dtugo$¢ plateau odpowiadajacego
stezeniu w zasilaniu byta zredukowana do zera. Odpowiedni czas dozowania proébki
determinujgcy objeto$¢ dozowania dobrano poprzez rozwigzanie réwnan (34) i (37),
a warto$¢ te wykorzystano do zasymulowania przebiegu rozdzielania enancjomerdw,

co zaprezentowano na rys. 24.
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Rys. 24. Profile stezenia enancjomeréw zwigzkéw modelowych uzyskane w frontalnej ACh,
prowadzonej w warunkach: A) CIT, ees = 85%, C= 3 g L1, Viy;= 1,39 mL, B) Ac-Phe-OMe, eei. = 85%,
C=1gL1 Vi = 3,45 mL. Symbole i linie przerywane oznaczajg symulacje z uzyciem modelu
opartego na ET, a linie ciggte symulacje z uzyciem modelu ED [102]

Rozwigzanie modelu ET zweryfikowano takze poprzez zasymulowanie procesu
z uzyciem modelu ED, a wyniki obu przebiegdéw prezentujg powyzsze wykresy.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze wykorzystanie ET do opisu
ACh z SDE pozwala na poprawne odwzorowanie przebiegu rozdzielania i moze stanowi¢

efektywne narzedzie do projektowania takiego procesu.
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3. Podsumowanie i wnioski

W ramach pracy doktorskiej zrealizowano zatozone cele badawcze. Opracowano
procedure projektowania procesu ACh dla zwigzkéw SDE-forycznych i jego potaczenia
z CCh. Procedura obejmuje cykl badan eksperymentalnych i numerycznych wraz
z metodyka wyznaczania parametréw modelu, ich zalezno$ci od zmiennych procesowych

oraz optymalizacja proceséw realizowanych niezaleznie i w potgczeniu.

Czes¢  eksperymentalna  procedury  projektowej obejmowata  pomiary
polarymetryczne, ktére pozwolity wykluczy¢ powstawanie asocjatow badanych
zwigzkdow w fazie ciektej, potwierdzajac tym samym zatozenie, ze ztoZone formy powstaja

w wyniku adsorpcji enancjomer6w na ztozu kolumny chromatograficzne;j.

Kolejnym etapem byt dob6r modyfikatora fazy ruchomej oraz okreslenie jego wptywu
na przebieg achiralnego procesu rozdzielania enancjomeréw wybranych zwigzkow
modelowych. Na podstawie eksperymentéw dowiedziono, Zze modyfikator wykazywat
konkurencje z czgsteczkami enancjomeréw, a im wiekszy jego udziat w sktadzie eluentu,
tym gorsza selektywno$¢ separacji. Jednoczes$nie wzrost stezenia tego polarnego
rozpuszczalnika odpowiadat za skrocenie czasu retencji a tym samym poprawe
produktywnoSci. Zawarto$¢ modyfikatora w fazie ruchomej moze by¢ zatem
optymalizowana jako parametr procesowy, w celu uzyskania korzystnego kompromisu
pomiedzy czasem trwania procesu a jego wydajnoscia.

Przebadano takze mozliwos¢ prowadzenia ACh nieracemicznych mieszanin
enancjomerOw z zastosowaniem gradientu fazy ruchomej, stanowigcego pomocne
rozwigzanie umozliwiajace jednoczesne wykorzystanie zalet krotkiego czasu retencji
i wysokiej selektywnosci.

Na podstawie przeprowadzonych badan eksperymentalnych opracowano model
dynamiki procesu rozdzielania enancjomerdéw zaréwno w trybie izokratycznym
jak i gradientowym, oparty na modyfikacji modelu ED.

Efektem koncowym tej czeSci przeprowadzonych badan bylo opracowanie
zintegrowanego procesu ACh i CCh. Zaprojektowano go w dwdch wariantach, réznigcych
sie kolejnoscig poszczegdlnych etapéw ACh i CCh, co umozliwito rozdzielanie zaré6wno
mieszanin nieracemicznych, jak i racematow. Badania numeryczne wykazaty,
ze sekwencja ACh - CCh jest efektywna dla mieszanin o stosunkowo wysokim ee,
a sekwencja CCh - ACh dla mieszanin racemicznych lub nieracemicznych o niskiej

wartosci ee. Dowiedziono réwniez, ze mieszaniny nieracemiczne charakteryzujace sie
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wysokim nadmiarem enancjomerycznym moga by¢ rozdzielane z wykorzystaniem
wytacznie ACh. Opracowany proces poddano optymalizacji, uzyskujac efektywne
rozwigzanie umozliwiajgce otrzymywanie duzych iloSci rozdzielonych enancjomerow

przy jednoczesnym znacznym ograniczeniu kosztow jego prowadzenia.

W ostatniej czeSci pracy zaprezentowano alternatywne podejscie do modelowania
achiralnego rozdzielania enancjomeréw zwigzkéw SDE-forycznych, oparte na
rozwigzaniu modelu idealnego. Model ten moze by¢ wykorzystywany do wyznaczenia
parametréw izotermy adsorpcyjnej w analogii do metody analizy frontalnej oraz do
projektowania i optymalizacji frontalnej ACh-SDE w celu uzyskania wysokiej wydajnosci

procesu.

Badania przeprowadzono dla wybranych zwigzkach modelowych, jednak ogélng
opracowang koncepcje achiralnego rozdzielania enancjomeré6w mozna zastosowac dla

kazdego chiralnego zwiazku posiadajgcego grupe SDE-foryczna.

Procedura projektowa wraz z modelem matematycznym moze by¢ wykorzystana do

przenoszenia skali procesu z laboratoryjnej az po przemystowa.
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5. Spis skrotow i oznaczen zastosowanych w pracy:
Ac-Phe-OMe - ester metylowy N-acetylo-fenyloalaniny
ACh - Achiralna Chromatografia

ACh - CCh - proces zintegrowany ACh - CCh, w ktérym najpierw odbywa sie etap ACh
a nastepnie CCh

C - stezenie [g L]
CCh - Chiralna Chromatografia

CCh - ACh - proces zintegrowany CCh - ACh, w ktérym najpierw odbywa sie etap CCh
a nastepnie ACh

CDA ang. chiral derivatisation agent - chiralny odczynnik derywatyzacyjny
CSP ang. Chiral stationary phase - chiralna faza stacjonarna

CIT - citalopram

CV - ang. Column Volume - objeto$¢ kolumny

D, - zastepczy wspotczynnik dyspersji wzdtuznej, [m? s-1]

DEA - dietyloamina

DCM - dichlorometan

DKR ang. dynamic kinetic resolution - dynamiczne rozdzielanie kinetyczne
E - enancjomer

ED ang. Equilibrium-Dispersive model - model rownowagowo-dyspersyjny
ee - nadmiar enancjomeryczny

EMA ang. European Medicines Agency - Europejska Agencja Lekéw

ET ang. equilibrium theory - teoria r6wnowagi

EtOH - etanol

F1, F2 - frakcja eluatu opuszczajaca kolumne odpowiednio jako pierwsza i jako druga

1—¢&¢

F - stosunek faz wyznaczany jako "
t

FDA ang. Food and Drug Administration - Agencja Zywnosci i Lekéw
GMP ang. Good Manufacturing Practice - Dobra Praktyka Wytwarzania
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Hk - stata Henry’ego
i, j - oznaczenia dwoch réznych enancjomeréw

ICH ang. The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use - Miedzynarodowa Rada Harmonizacji Wymagan

Technicznych dla Rejestracji Produktéow Leczniczych Stosowanych u Ludzi
i-PrOH - propan-2-ol

k - rodzaj miejsca energetycznego (nisko- lub wysokoenergetycznego) na

heterogenicznej powierzchni adsorbentu

K,Pom,k, K,Illet,k - stale réwnowagi tworzenia sie asocjatow odpowiednio homo- i

heterochiralnych na nisko lub wysokoenergetycznych miejscach

K} - stata réwnowagi odpowiadajgca adsorpcji na miejscach nisko- lub

wysokoenergetycznych
L - dtugos¢ kolumny, [cm]
La - gesto$¢ masowego tadowania kolumny, [g L-1]
m - masa, [g]
MTBE - eter tert-butylowo-metylowy
MTSO - p-tolilosulfotlenek metylu
MX - metalaxyl
NP ang. normal phase - chromatografia w normalnym uktadzie faz
Nt - liczba potek teoretycznych
OME - omeprazol
Pr - produktywno$¢

Prep-HPLC ang. preparative high-resolution liquid chromatography - preparatywna

wysokosprawna chromatografia cieczowa
Pu - czystos¢
q; - catkowite stezenie r6wnowagowe enancjomeru i, [g L1]
ql, q' - calkowite stezenie réwnowagowe enancjomeru i zaadsorbowanego

odpowiednio w pierwszej i drugiej warstwie, [g L]
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qi, qg - stezenie rownowagowe odpowiednio homochiralnych i heterochiralnych

asocjatow, [g L-1]
qx' - pojemnos$¢ wigzania na miejscach nisko lub wysokoenergetycznych, [g L1]
QbD ang. Quality by Design - Jako$¢ poprzez projektowanie
R - enancjomer R
r — nachylenie linii charakterystycznej na hodografie
RP ang. Reversed phase - chromatografia w odwréconym uktadzie faz
S - enancjomer S

SDE - ang. Self-Disproportionation of Enantiomers - samo-dysproporcjonowanie

enancjomerow

SDE-foryczne - grupy, ktore wykazuja tendencje do wywotywania badZ wzmacniania
SDE

SIRE ang. Self-Inducted Recognition of Enantiomers - samo-indukowane

rozpoznawanie enancjomerow
SMB ang. simulated moving bed - symulowany ruch ztoza
t - czas
u - predko$¢ pozorna fazy ruchomej, [m s-1]

Vo, V1, V5, V, — objetos¢ odpowiednio: martwa, retencji pierwszego i drugiego frontu

sorpcji oraz adsorbentu w kolumnie, [dm3]
Vinj — objetosc¢ iniekcji, [mL]
w - predkos¢ liniowa rzeczywista, [m s1]
WHO ang. World Health Organisation - Swiatowa Organizacja Zdrowia
WRPT - wysokos$¢ rownowazna potce teoretycznej
X - wspotrzedna osiowa
Y - wydajnos¢
€, — Zzewnetrzna porowatos¢ ztoza
& — catkowita porowato$¢ ztoza

vsi — predkos¢ i-tego frontu
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¢ - stezenie modyfikatora eluentu, wyrazone jako procent objetoSciowy bardziej

polarnego sktadnika fazy ruchome;j, [%]
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The phenomenon of partial separation of enantiomeric mixtures in achiral chromatography (ACh) has al-
ready been documented for a wide variety of chiral compounds. It is attributed to the so-called effect
of self-disproportionation of enantiomers (SDE). However, quantitative description of the SDE mechanism
underlying adsorption of enantiomers on achiral surfaces is still incomplete, which hinders the applica-
tion of that technique for large-scale separations.

In this study, a mechanistic model for description of retention behavior of SDE-phoric compounds in
silica-based ACh has been developed along with a procedure for fast determination of the model param-
eters. The model assumes formation of associates of chiral molecules, which occurs due to homo and
hetero-chiral interactions in the adsorbed phase. The ability of the model to reproduce band profiles was
verified for enantiomeric mixtures of three structurally different chiral compounds.

© 2023 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Although the enantiomers of a chiral drug possess the same
physical properties, they exhibit significant differences in their
pharmacology and effects on biological organisms, since biolog-
ical systems identify the two enantiomers as two very different
constituents [1-6]. As FDA (Food and Drug Administration, USA)
and EMA (European Medicines Agency) require manufacturers to
investigate the properties (physicochemical, pharmacokinetic, etc.)
of all enantiomers of chiral drugs to determine their individual
safety and efficacy, the development of efficient technologies for
producing single enantiomer remains a primary target for many
academic and industrial researchers.

There are two main approaches available to obtain single enan-
tiomer, which involve either asymmetric or symmetric synthesis
[5,7-10]. The asymmetric (stereoselective) synthesis can provide
target products in a cost-effective way; however, it requires an effi-
cient catalyst to perform enantioselective reactions. That approach
rarely provides completely pure single enantiomer, but instead
a mixture containing target product with a certain enantiomeric
enrichment (ee), which requires subsequent purification in a chiral

* Corresponding author.
E-mail address: dorota.antos@prz.edu.pl (D. Antos).

https://doi.org/10.1016/j.chroma.2023.463877
0021-9673/© 2023 Elsevier B.V. All rights reserved.

environment to isolate target enantiomer. Symmetric synthesis,
which is performed under achiral conditions, is usually more eco-
nomical than asymmetric synthesis and it is widely applicable [2].
The products are formed as a racemic mixture of two enantiomers,
which is subsequently subjected to separation process.

Several separation techniques can be used for separation
of enantiomers. Among them chiral chromatography (CCh) and
diastereoisomeric crystallization are considered straightforward,
economical, and easy to perform on a large scale [9,11-14]. The
latter process is economically very attractive; however, its ef-
ficient realization requires using suitable resolving agents that
enable formation of diastereoisomers with proper solid phase
behavior, i.e., which provides pure crystals of target enantiomer.
The choice of efficient resolution agent is often very problematic.
The realization of CCh is easier with that aspect, since a wide
variety of chiral stationary phases (CSPs) are available, which can
be efficiently used for separation of a great number of chiral
compounds. Moreover, CCh is a method of choice for separating
mixtures that do not occur in crystalline form. Nevertheless, CCh
is usually a cost driver in production of enantiomers on industrial
scale, due to high costs of CSPs and their limited mechanical
stability.

Partial replacement of CCh by achiral chromatography (ACh),
which is markedly cheaper for realization, could potentially im-
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prove the process economy. Despite identical physico-chemical
properties of enantiomers, their achiral separation is feasible in
many cases [15-22]. This stems from formation of homo and
hetero-chiral associates of certain enantiomers in the liquid and
adsorbed phases, e.g., via hydrogen bonding and or dipole-dipole
interactions [16]. Differences in retention properties of the enan-
tiomers and their associates cause that fractionation of pure
enantiomer, which is in excess in non-racemic mixture, is possible.
That phenomenon has been known since 1980 [15-19]. Since
2006 it has got a name of self-disproportionation of enantiomers
(SDE) [20-22]. Its occurrence has been evidenced by NMR spec-
troscopy, where the spectra of the racemic mixture and the pure
enantiomers were found to differ, as well as polarimetry, where
nonlinearity in the course of concentration dependences of optical
rotation was observed, from which the enantiomeric ratio can be
calculated [23-25].

The SDE phenomenon is now well established for different
classes of chiral compounds, including sulfoxides, CF3-derivatives,
amides, carboxylic acids, amino acids, dipeptides derivatives,
alcohols, phenols, esters, heterocycles, etc. [26-32]. The efficiency
of the separation of enantiomers by achiral chromatography (SDE-
ACh) was reported to depend on the column loading conditions
and the ee level of the mixtures to be separated. That technique
is frequently used in a lab scale to isolate a small amount of
pure enantiomer from non-racemic mixtures obtained by stere-
oselective synthesis. However, insufficient understanding of the
separation mechanism and underlying adsorption thermodynamics
renders implementation of SDE-ACh in a large scale difficult or
impossible.

Some attempts have already been made to describe quantita-
tively the SDE effect in ACh. It has been assumed that enantiomers
can form homo and heterochiral dimers according to a second or-
der reaction, which occurs in both liquid and adsorbed phases, or
only in liquid phase [15,25,33-38]. The associate formation in the
adsorbed phase was accounted for indirectly by lumping underly-
ing effects in a standard isotherm equation [35], in the value of the
partition coefficient [34], or it was entirely neglected [37,38]. Most
of the mentioned studies on mathematical modeling of SDE were
focused on the SDE-ACh separation of non-racemic mixtures of a
specific compound, i.e., binaphthol, for which formation of dimers
in liquid solution was confirmed by spectroscopic and polarimetric
measurements [35,37,38].

In this study, we analyzed the adsorption pattern of non-
racemic mixtures of three different compounds, for which the SDE
effect was not evidenced in liquid solution neither by spectroscopy
nor polarimetry. The separation mechanism relied on asymmetric
interactions in the adsorbed phase, therefore it could be described
independently from the liquid phase behavior.

Journal of Chromatography A 1693 (2023) 463877

Furthermore, strong dilution of band profiles in chromato-
graphic processes causes that the concentration of the eluting
compounds in the mobile phase is usually markedly lower than
in the adsorbed phase. This implies that the associate formation is
favored in the adsorbed phase rather than in the liquid solution.
This justifies the focus of our study on the quantitative description
of interactions of enantiomers in the adsorbed phase, whose con-
tribution is expected to dominate retention mechanism in SDE-ACh
separations.

Therefore, the main goal of the work was to develop an effi-
cient mechanistic model, which accounted for synergistic adsorp-
tion of enantiomers due to their association in the adsorbed phase.
The model was intended to be simple, with a limited number of
adjustable parameters that could quickly be determined based on
chromatographic elution profiles. The model could be exploited for
optimization of the operating conditions for efficient SDE-ACh sep-
arations.

2. Theory
2.1. Adsorption mechanism

Interactions of enantiomers with adsorption sites on bare sil-
ica surface was assumed to follow a second order reaction corre-
sponding to the Langmuir mechanism, which is typically used to
describe adsorption kinetics in liquid chromatography [39] (Fig. 1).
To account for energetical heterogeneity of the surface of the sil-
ica adsorbent, the two-site adsorption mechanism was adopted.
In that mechanism, the adsorption energy distribution is approxi-
mated by two energetically different adsorption sites: lower-energy
sites with a higher surface density and higher-energy sites with
a lower surface density. The mechanism is quantified by the bi-
Langmuir kinetic model [39], as follows:

aq .

a_;J = ki [ K G o[ ai- quu -4} (1)
i

aq);

a_?l = k:iz.i K%,i G |g5i— quz,i _qlz.i (2)
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For the total concentration of the compound adsorbed on the bare

silica it holds:
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where: ¢ is the time variable, C;, g} ;. g} ; are the concentrations of

the enantiomer i = R or S in the liquid phase, and their concentra-
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Fig. 1. lllustration of the interaction mechanism for formation two layers of associates according to Eqs. (1)-(10).
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adsorption sites 1 and 2 on the bare surface, kdl i k:m denote the
corresponding desorption rate coefficients, qY';, g3 are the binding
capacities of the adsorption sites 1 and 2.

Adsorption behavior of the enantiomers is identical on silica
surface that does not contain adsorption centers enabling chiral
recognition, thus: K} p =K} ¢ =K}, K}, =K} ¢ =K}, kI, o =Kkl o=

Kipo Ky g = Kip s = Kip» @' = a's = 47", a3’ = a3 = q5'. For the
sake of simplicity, the kinetic coefficients of the desorption rate
on both sites 1 and 2 were also assumed to be the same; k'd] =
kl, = k.. When g7, > qi;, the contribution of Eq. (2) to the to-
tal adsorption on the bare surface is significant at low liquid phase
concentrations, while diminishes at high concentrations.

Formation of associates was also expressed as a second order
reaction involving binding a molecule of enantiomer i to a single
active group of the adsorbed molecule of the same enantiomer i or
the opposite enantiomer j. In such a way, the adsorbed molecule
provides an additional adsorption site on its own molecular sur-
face, which induces multilayer adsorption. The order of associates
determines the number of the layers (Fig. 1).

The extent of association was suppressed by the competition
of the enantiomers for the binding sites provided by the adsorbed
molecules. For the associates of the second order that formed the
second layer, 11, it holds:

gl . .
k= kg [Kc (q:m,f-zq;z) - q::] i=RSj=RS (4)
i

aaqj; . .
5t =k {K.-'} G (q}o,,j = Zq!-',») = q;;]. =RS:j=RS (5
i

where kj is the coefficient of the desorption (decomposition) rate
of associates, which was set the same for both enantiomers.

The total amount of the enantiomer i in the layer II is calculated
as:

(0[ i Z (6)

To 51mphfy the mathematical description, the energies of bind-
ing to the molecules adsorbed on the sites 1 and 2 of the bare
silica surface, thus the corresponding equilibrium constants, were
assumed to be the same.

The model can be extended to include formation of associates
of higher orders, i.e., the reaction kinetics for the L-th layer can be
described as follows:

a ; ;
aqt ku[ G (q.‘m.’i - Zq&.») - q,ﬁ} i=RSj=RS (7)
J

aq-. . .
8U = kd|: - G (qf&f)—Zq}j) - q,L]:I i=RS;j=RS (8)
i

where qm“ indicates the total concentration of the enantiomer i
adsorbed in the layer

(L —1). The total amount of the enantiomer i in the L-th layer
is calculated as:

dqran Z aql] (9)
The total amount of the enantiomer i in all layers:

ror.i qtot i ‘)qwt i
T Z (10)

For = j: Kf = Kj; = Ki

homs L > 1 (homochiral interactions)

Journal of Chromatography A 1693 (2023) 463877
Fori#j: KL # KL, K,‘J KJL, K}, (heterochiral interactions)
At adsorptlon equ:llbnum the time derivatives in the kinetic
equations become equal to 0, which provides the corresponding
equations for the adsorption equilibrium (isotherm equations).

2.2. Adsorption equilibrium

The adsorption equilibrium can be described by the set of equa-
tions as follows.

The adsorbed phase concentration of the enantiomer i on the
bare silica is expressed as:

ay Ki; G a5 K G
1+ K]'_l. 3G 1+ K{'_,. ¥ G
For the adsorbed phase concentration of the enantiomer i adsorbed
in the layer II it holds:

(11)

Qroi =

* 1
qrot i Knum

1+KL. G + KL G

hom

G qm]K G

het

TIFK G 1 KT

‘het ‘hom

Qi =0t + 4 =

G

(12)
The total adsorption of the enantiomer i is the sum of

Egs. (11) and (12):

Bitoe = Giowi + Gia.i (13)

In general, the total adsorption of the enantiomer i in all L lay-
ers can be expressed as:

y . gl KL G q’ ‘KL, G
Tt = Gii + Z(1+Kmlc T G ' TR cT R G
L ‘hom het 'het hom
(14)
In case of racemic mixtures, for each qm“ = qmf and G =Cj,
Eq. (14) simplifies to:
qto{l ( hom g Khz’r)
q;,ux qmn Z A G ol i vl (]5)
T+ C (Khom T Kher)

2.3. Dynamic model

To simulate the chromatographic band profiles, the equilibrium-
dispersive model was used as follows [39]:
2C,
1%—S+u %—§+ (1-¢&) _DL.a% (16)
where ¢, ; is the equ1hbnum concentration in the adsorbed phase
that is expressed in mg of the species i per mL of the solid matrix
(mg mL,! ) and given by the isotherm equation, C; is the corre-
sponding liquid phase concentration mg mL~!, t (s), x (m) are the
time and spatial coordinates, u (m s~!) is the superficial velocity,
Do m?s~! is the apparent dispersion coefficient, &; is the packed
bed porosity.

qlot i

3. Experimental
3.1. Equipment

The chromatographic experiments were performed with the
Jasco HPLC system. The HPLC device consisted of a high-pressure
quaternary pump (PU-4185), an autosampler (AS4150), a ther-
mostatted column compartment (CO-4065), an interface box
(LC-Netll/ADC) and a UV detector (MD-4010).

The polarimetric measurements were performed using the Jasco
polarimeter P-2000.

TH NMR spectroscopic data were recorded with CDCl; as a sol-
vent using the Bruker Avance II 500 spectrometer.
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3.2. Materials

R,S-Citalopramhydrobromide (R,S-CT HBr) (purity, Pu > 98%), S-
Citalopram oxalate (S-CT oxalate) (Pu > 98%) were purchased from
Yick-Vic Chemicals & Pharmaceuticals H.K. Ltd. (Hongkong, China).
R.S-Metalaxyl (R,S-MX)(Pu = 94%), R-Metalaxyl (R-MX) (Pu > 92%)
were obtained from Sharda Cropchem Limited (Mumbai, India), S-
Omeprazole sodium salt (S-OME Na) (Pu > 95%) was obtained from
aber GmbH (Karlsruhe, Germany), R,S-Omeprazole (R,S-OME) (Pu >
98%) from BIOSYNTH CARBOSYNTH (Newbury, UK). The structures
of the compounds are shown in Fig. 2.

n-hexane, isopropyl alcohol (i-PrOH), dichloromethane (DCM),
ethanol (EtOH), methyl tert-butyl ether (MTBE) were purchased
form Honeywell (Charlotte, USA) with HPLC purity grade, diethy-
lamine (DEA) was purchased from CARLO ERBA Reagents (Val-de-
Reuil, France) with Pu > 99%.

The silica gel column used for ACh was: LICHROSPHER® Si 60,
250 x 4 mm, 5 pm delivered by Merck KGaA (Darmstadt, Ger-
many). The CSP columns used for the analysys were: CHIRALPAK®
IC, 250 x 4.6 mm, 5 pm and CHIRALCEL® OD-H, 250 x 4.6 mm,
5 pm purchased from DAICEL Corporation (Osaka, Japan).

3.3. Procedures

3.3.1. Sample preparation

3.3.1.1. Conversion of racemic citalopram hydrobromide (R,S-CT HBr)
into racemic citalopram free base (R,S-CT-fB). A sample of 10 g
(0.025 mol) of RS-CT HBr was suspended in 40 mL water and
40 mL DCM. Then, a 2 M sodium hydroxide solution was slowly
added until pH 10 was reached. The solution obtained was stirred
over 30 min, and then the phases were separated. The water phase
was extracted twice with 100 mL DCM (each time). The organic
phases were combined and washed using 20 mL pure water and
dried with anhydrous magnesium sulfate. After filtration of the
drying agent, the filtrate was concentrated on an evaporator to
obtain straw-colored oil. The residuals of solvents were removed
using vacuum drier to obtain 7.6 g (0.023 mol) white crystals of
racemic R,S-CT-fB. The product purity obtained was Pu = 99% at
yield Y = 95%.

3.3.1.2. Conversion of escitalopram oxalate (S-CT oxalate) into S-
citalopram free base (S-CT fB). The conversion was performed ac-
cording to the same procedure as reported in Section 3.3.1.1, but
instead of R,S-CT, HBr S-CT oxalate was used. The reaction product
was 7.13 g (0.022 mol) of S-CT fB in the form of straw-colored oil
with Pu = 99% at Y = 90%.

3.3.1.3. Conversion of S-omeprazole sodium salt (S-OME Na) into S-
omeprazole (S-OME). A sample of 10 g (0.0272 mol) of S-OME
Na was suspended in 65 mL water and 200 mL DCM. Then, a
0.2 M hydrochloric acid solution was slowly added until pH 5-
6 was achieved. This solution was stirred over 30 min, and then
the phases were separated. The water phase was extracted twice
with 200 mL DCM (each time). The organic phases were combined
and washed using 100 mL pure water and dried with anhydrous
magnesium sulfate. After filtration of the drying agent, the filtrate
was concentrated on an evaporator to obtain claret-colored oil. The
residuals of solvents was removed using a vacuum drier to obtain
7.0 g (0.0259 mol) of pure S-OME. The product purity obtained was
Pu = 99% at yield Y = 95%.

3.3.1.4. Chromatographic elution. ACh was performed using the sil-
ica gel column. The conditions for the elution were selected based
on screening of different solvents and their content in the mobile
phase, which was done for each of the model compounds. The se-
lection criteria were: distinct the SDE effect for non-racemic mix-
tures in the form of a peak shoulder, and a short duration of the
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separation, i.e., maximum 30 min. The band profiles of the racemic
mixtures of the enantiomers were recorded using the UV detector
and then converted to the concentration units using the detector
calibration curves. To determine the concentration profiles of indi-
vidual enantiomers in non-racemic mixtures, the column effluent
was fractioned and analyzed offline by CCh. The conditions of the
ACh elution and the CCh analysis were as follows.

The elution of CT in ACh was performed with n-hexane/i-
PrOH/DEA (25/75/0.02 v/v) as the mobile phase at flowrate of
Q = 1 mL min~', The racemates were loaded with the injection
volume Vj,; = 0.06 mL, with the injection concentration Cj,; varied
from 10 to 60 mg mL-" (in total for both enantiomers), the non-
racemic mixtures were loaded with V;;; =0.06 mL, Cj; = 40, 50,
60 mg mL~', or with Viyj = 10 mL, Gjp; = 3 mg mL~", ee for the
more abundant enantiomer (S) was ees = 50% or 70% (the percent-
age contribution, 75% or 85 w/w). The CCh analysis was performed
using CHIRALCEL®OD-H with n-hexane/i-PrOH/DEA (96/4/0.25 v/|v)
at Q = 1 mL min~'. The detection wavelength was adjusted to en-
sure the linearity of the detector calibration curve. In ACh, the pro-
files were recorded at wavelength of 290 nm, and in CCh at wave-
length of 240 nm.

The elution of omeprazole (OME) in ACh was performed with
DCM/EtOH (97/3 v/v) at Q = 1 mL min~!. The racemates were
loaded with the injection volume Vi, = 0.1 mL, Gy varied from
10 to 65 mg mL~', the non-racemic mixtures were loaded with
Vigj = 0.08 mL, Cy; = 40, 50, 60 mg mL~!, ees = 50% (us = 75%
w/w). The CCh analysis was performed using CHIRALPAK® IC with
n-hexane/EtOH (30/70 v/v) at Q = 1 mL min~'. In ACh, the profiles
were recorded at wavelength of 337 nm, and in CCh at wavelength
of 303 nm.

The elution of MX in ACh was performed with n-hexane/MTBE
(40/60 v/v), at Q = 1 mL min~!, the racemates were loaded with
Viyj = 0.03, 0.06, 0.09 mL, Gy, = 9 or 43 mg mL * the non-
racemic mixtures were loaded with V;;; = 0.03, 0.06, 0.09 mL,
Cipj = 43 mg mL-1, eeg = 55% (ug = 77.6% w/w). The CCh analy-
sis was performed using CHIRALPAK® IC with n-hexane/DCM/EtOH
(30/70/0.75), at Q = 1 mL min~!. In ACh, the profiles were
recorded at wavelength of 265 nm, and in CCh at wavelength of
230 nm.

3.3.1.5. Polarimetry measurements. The weighted samples of the
pure enantiomers or the non-racemic mixtures were dissolved in
adequate mobile phase used in ACh. The optical rotation of the
samples was measured with the sodium lamp of 589 nm, the light
source parameters: aperture 8.0, D.LT. 5, cycle 5 times, cycle inter-
val 7 s.

3.3.1.6. NMR spectroscopy. 'H NMR spectroscopic data were
recorded with CDCl; as a solvent using the Bruker Avance Il 500
spectrometer. For each compound, the spectra of pure enantiomers
and racemic mixtures were recorded.

3.3.1.7. DOSY NMR spectroscopy. DOSY NMR measurements were
performed in CDCl3 environment using the Bruker AV Il 500 spec-
trometer equipped with the 5 mm BBI probe head with the z-
gradients coil and the GAB/2 gradient unit capable to produce BO
gradients with maximum strength of 50 G/cm. The BCU-05 cool-
ing unit was used for temperature stabilization. The temperature
was stabilized at 295 K for at least 5 min before each data ac-
cumulation and the 1H 7 /2 pulse length was checked and cor-
rected for each sample. The standard Bruker pulse program for
diffusion measurement, using double stimulated echo for convec-
tion compensation and LED using bipolar gradient pulses for diffu-
sion and 3 spoil gradients (dstebpgp3s), was exploited. The gradi-
ent pulse (small delta, §) was set to 4 ms, the diffusion time (big
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Fig. 2. Structures of the model compounds: (A) CT, (B) OME, (C) MX.
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Fig. 3. lllustration of optical rotation vs difference of the individual enantiomer concentrations (C; — ;) in a non-racemic mixture (ee; = 50%) or vs the concentration of
pure enantiomer (ee; = 100%, ; = 0), “tang” denotes the line tangential to the rotation angle data at low concentrations. (A) CT in n-hexane/i-PrOH/DEA (25/75/0.02 v/v),

(B) OME in DCM/EtOH (97/3 v/v), (C) MX in n-hexane/MTBE (40/60 v/v).

delta, A) was set to 25 ms for each sample. The gradient spoil
pulse was 0.6 ms, the eddy current delay was set to 5 m and
the delay for gradient recovery was set to 0.2 ms. The DOSY ex-
periments were run in the pseudo 2D mode with 40 increments
for the gradient steps and with 32 scans accumulated for each
sub spectrum; gradients were changed between 5 and 95 per-
cent of maximum strength. All spectra were acquired and pro-
cessed with the TopSpin 3.1 software supplied by the spectrom-
eter manufacturer. The 1 Hz line broadening Lorenzian function
was applied, dimension of each row was phased and the base-
line corrected before the Fourier transformation execution used in
the case F2 (right spectral limit for the baseline correction). The
diffusion coefficients for the resolved 1H signals were calculated
by the T1/T2 relaxation analysis (https://mbi-amris.sites.medinfo.
ufl.edu/files/2015/09/Diffusion-Manual-February-2015.pdf).

3.3.1.8. Column porosity measurements. The porosity of ACh col-
umn was measured using pulse injections of n-hexane in the ade-
quate mobile phase. The elution time was corrected with the res-
idence time in extra column volumes. The total bed porosity was
& = 0.72.

3.3.1.9. Calculation procedure. The dynamic model was solved us-
ing the forward-backward scheme [39]; the dispersion term was
accounted for indirectly by adjusting numerical dispersion. The al-
gorithm allows very vast simulations of band profiles, even for
columns with a very high plate number. The isotherm coefficients
were estimated by peak fitting method using an optimization rou-
tine.

4. Results and discussion
4.1. Polarimetry and spectroscopy measurements

To verify the possibility of the association of enantiomers in the
solvents composing the mobile phases in SDE-ACh, the polarimet-
ric measurements were performed for the pure enantiomers and
the non-racemic mixtures dissolved at different concentrations in
the adequate solvents. The courses of the concentration dependen-
cies of optical rotation obtained for all free chiral compounds are
illustrated in Fig. 3A-C.

It can be observed that the concentration dependences of the
rotation angle measured for CT and MX followed standard linear
courses over a wide concentration range, which significantly ex-
ceeded the maxima of peaks recorded in chromatographic experi-
ments. The presence of associates, which have different optical ac-
tivity than monomers, would perturb the linear response of the
polarimeter [23,24]. This implies that the formation of associates

of CT and MX enantiomers in the solvents used as the mobile
phases in ACh did not occur or its extent was negligible. The re-
sults of the NMR measurements (Supplementary materials) did not
reveal differences between the spectra of pure enantiomers and
their racemic mixtures.

In case of OME, a small deviation of the curves from linearity
can be observed. However, very high rotation angle and absorbance
for OME rendered the measurements in a wider range of the sam-
ple concentrations impossible.

A possible reason of the observed nonlinearity of the optical ro-
tation curves is the presence of tautomeric forms of OME. The liter-
ature reports indicate the establishment of tautomeric equilibrium
of OME molecules in different solvents, which was confirmed by
spectroscopic analysis [40,41]. The analysis of "H NMR spectra per-
formed in this work revealed a concentration dependence of the
series of measured signals (Supplementary materials), which may
result from a shift in tautomeric equilibrium. The difference in op-
tical rotation of tautomeric forms can be expected to reflect spec-
troscopic differences in the stereogenic center on the sulfur atom.

As both polarimetric and '"H NMR spectroscopic measurements
did not provide conclusive evidence about the occurrence of the
SDE effect, the DOSY NMR measurements of diffusivity of OME in
single-component and racemic solutions was performed. The val-
ues of the diffusion coefficients obtained were practically the same
for both solutions. This excluded the occurrence of the SDE effect
in liquid solution.

The analysis performed has led to the conclusion that for all
compounds studied, the SDE phenomenon occurred on the ad-
sorbent surface rather than in the mobile phase. Therefore, the
isotherm model accounted for the SDE effect only in the adsorbed
phase. This simplified markedly the mathematical model, as for its
formulation only few parameters were required.

4.2. Model development

The ability of the mechanistic model developed to predict SDE-
ACh process was verified for three structurally different com-
pounds, each containing a SDE-phoric group: CT with a fluori-
nated group, OME with a sulfoxide group, and MX with an amide
group. For all compounds, the adsorption behavior was analyzed
based on the shapes of dynamic profiles of the racemic and non-
racemic mixtures recorded under different loading conditions. The
band profiles were calculated using the dynamic model Eq. (16))
combined with the isotherm equations (Eqs. (11)-((15)).

A two-step procedure was used to determine the isotherm co-
efficients. The first stage consisted of the determination of the
isotherm coefficients based on the band profiles of racemic mix-
tures. For the first approximation, the single-site (homogenous)
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Fig. 4. Adsorption behavior of CT on the ACh columns. (A) Band profiles of racemates for different injection concentrations with Vi;; = 0.06 mL, (B) individual profiles of
enantiomers, V;;; = 0.06 mL, (C) individual profiles of enantiomers in the adsorbed phase, the process conditions as in (B), (D), (E) individual profiles of enantiomers, for
different Cy,, at the same V;,; = 0.06 mL, and (F) for V;;; = 10 mL, Cj,) = 3 mg mL"'. Symbols - experimental data, lines - simulations.

isotherm and two-layer adsorption, which was assigned to the for-
mation of associates of the second order (L= II), were assumed. In
such a case, the coefficients ki, " and the sum (K}l +K]!, ) were
determined. If the single-site adsorption model was inaccurate in
reproducing the band shapes, the two-site model was used, which
contained two additional parameters to be estimated, i.e., K} and
93
2 In the second step, a band profile recorded for non-racemic
mixtures under nonlinear isotherm conditions was used as a basis
for the estimation of K%, while keeping the values of K}, ' and
the sum (K}l +K}\ ) unchanged. If necessary, ie., if the agree-
ment between simulations and the experimental data was not sat-
isfactory, the values of the parameters obtained in the first step
were allowed to be tuned also in the second step. The numeri-
cal study was performed for the isotherm model with the num-
ber of layers higher that two, i.e., for higher order associates.
The results obtained revealed that the two-layer adsorption model
Eqs. (11)-((13)) allowed prediction of the band profiles with suf-
ficient accuracy for the loading conditions used in the elution
experiments.

4.3. Achiral chromatography of enantiomeric mixtures

4.3.1. Retention pattern of CT

The adsorption pattern of enantiomeric mixtures of CT is il-
lustrated in Fig. 4. Fig. 4A presents the band profiles for racemic
mixtures recorded under different loading conditions. The single-
site adsorption was implemented to estimate three isotherm co-
efficients, as described above. The basis for the estimation were
two different experimental profiles recorded under high concentra-
tion overloading, e.g., in Fig. 4A those were: Cj;; = 60 and 20 mg
mL-'. The model accuracy was verified by comparing the model
predictions and the experimental band profiles recorded at differ-
ent column loadings. It can be observed that the model did not
predict well peak tailing for lower loadings, which was caused by
non-uniform energy distribution of the silica surface. However, the
single-site isotherm with three coefficients was found to be suf-

ficiently accurate to predict the band profiles in the range of the
concentration relevant to the SDE effect.

The equilibrium constant for heterogeneous association, Kl
was estimated based on the band profile of the non-racemic mix-
ture at the highest column loading used. The model parameters
obtained are presented in Table 1. The estimation results in the
form of the simulated and experimental band profiles are shown
in Fig. 4B. Additionally, the simulations of the corresponding ad-
sorbed phase concentrations are shown in Fig. 4C. From the com-
parison of Fig. 4B and 4C it is evident that the solute concentration
in the liquid solution was significantly lower than in the adsorbed
phase. Therefore, molecular interactions could be expected to en-
hance in the adsorbed phase. The band profiles of non-racemic
mixtures measured under different loading conditions were pre-
dicted without any further adjustments; examples are demon-
strated in Fig. 4D, E.

For each case, a fraction of pure enantiomer could be collected.
The fraction purity and the separation yield in respect of the target
enantiomer was determined by the position of peak fronts. Since
the model reproduced them accurately, it could be used further
for predictions of preparative separations.

The values of the yield obtained for different separation cases
(Table 2) indicate that the concentration overload of the column is
preferred to the volume overload. As the associate formation is the
second or higher order reaction, increase in the sample concentra-
tion enhances the SDE effect and improves the separation selectiv-
ity.

4.3.2. Retention pattern of OME

The adsorption behavior of the OME enantiomers was analyzed
in the manner similar to that described above for CT. In the first
step, two overloaded concentration profiles of racemic mixtures
were selected as the basis for the assessment of the isotherm
coefficients K}, ¢ and the sum (K}! +KL ) in the single-site
isotherm model Eqs. (11)-((13)). Also in this case, the model un-
derpredicted peak tailing and the predictions of the peak shapes
were less accurate at low loading concentrations (Fig. 5A). Never-
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Table 1
Values of the model parameters.
Compound K} qp K qF Kl K,
mL mg' mg mL-! mL mg! mL-! mL mg-! mL mg-!
T 1.56 19.5 0 0 0.774 1.05
OME 0.549 449 0 0 0.245 0.315
MX 0.651 221 260 0.44 0.039 0.18

Table 2

The fractionation efficiency; the fraction F1 contains the target enantiomer, which is in the excess in the non-racemic mixture, the fraction
F2 is discarded, Yield is the percent ratio of the mass of the target pure enantiomer (ee = 99%) to its mass in the injected sample.

Entry F1 F2
Compound Target Vinj Gy Usarget ee Yield% ee% ee¥
enantiomer mL mg mL~! wiwg
cT S-CT 0.06 40 75 50 14.0 99.0 279
0.06 60 75 50 15.6 99.0 26.1
0.06 60 85 70 26.0 99.0 36.0
10 3 74 49 3.78 99.0 26.7
OME S-OME 0.10 40 75 50 24.0 99.0 39.0
0.10 50 75 50 22.7 99.0 38.0
0.10 65 75 50 26.9 99.0 374
MX R-MX 0.03 43 78 55 45.4 99.0 318
0.06 43 78 55 48.8 99.0 306
0.09 43 78 55 57.4 99.0 30.0
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OME racemate OME 3, eec=50% OME ee =50%
1z Cpymgml* 12 s €= 65 mgml 10 Cpy=40mgmL’!
. 10 i
< v 20 e 08
—El 09 + 40 09 : \\\
50 65 95
E06 T 06 !
§ oM r 04
= > |
03 2z 03 | 02
' ' :
00 LN 004 00 L 00
10 15 20 25 30 10 15 20 25 30 10 25 30
tmin tmin t min

Fig. 5. Adsorption behavior of OME on the ACh column. (A) Band profiles of the racemic mixtures for different injection concentrations with Vi;; = 0.1 mL, (B), (C), individual

profiles of enantiomers for different Cj,; with V;;; = 0.08 mL.

theless, since the SDE-ACh process needs to be performed at high
column overload, the accuracy achieved was again accepted. Next,
the individual profiles of the non-racemic mixtures were used to
determine K,','e(. The ability of the model for the predictions of band
profiles within the range of the column loadings used was satis-
factory. The separation efficiency calculated for different separation
cases is presented in Table 2. The data presented confirm that con-
centration overload is preferred to volume overload.

It can be expected that the model oversimplifies the mecha-
nism of adsorption and associate formation, which may involve
tautomerization also in the adsorbed phase. Nevertheless, it ful-
filled its task that was the reproduction of the separation perfor-
mance.

4.3.3. Retention pattern of MX

The same procedure was also employed for the analysis of the
adsorption behavior of MX. In this case, the influence of energet-
ical heterogeneity of the adsorbent surface on the shape of band
profiles was too strong to be neglected. This can be attributed to
the composition of the mobile phase that contained only apolar
solvents. Molecules of apolar solvents adsorbed weakly on the sil-
ica surface, therefore they were unable to deactivate high-energy
sites on the silica surface, unlike highly polar alcohols that were
present in the mobile phases used for eluting CT and OME.

1

Therefore, to describe adsorption of the MX enantiomers on
bare silica surface, the two-site isotherm was applied. Five model
parameters were estimated based on the profiles recorded for
the racemic mixtures: K}, ", K}, g7 and the sum (K} +K' ),
whereas K,"'el was adjusted based on the selected non-racemic pro-
file. Typical experimental data along with the model simulations
are depicted in Fig. 6.

4.4. Analysis of the estimation results

The analysis of the contents of Table 1, which provides the val-
ues of the model parameters obtained for all three compounds,
and Table 2, in which the fractionation efficiency is presented,
leads to the conclusion that adsorption strength is not a deci-
sive factor for the separation selectivity. The binding capacity and
the equilibrium constant obtained for CT were much higher than
those for MX, but the selectivity of the separations, which can be
measured by the ratio K,Lm to K,fomo('l‘ablc 1), was almost twice
lower for CT. Therefore, the separation of the non-racemic mix-
tures of MX was much more effective compared with CT and OME
(Table 2).

Apart from the chemical structure of the compound, which
is the obvious factor inducing the SDE effect, the selectivity of
SDE-ACh separations is determined by the composition of solvents
that are adsorbed on the adsorbent surface. As those solvents are

01



M. Olbrycht, J. Gumieniak, P. Mruc et al.

Journal of Chromatography A 1693 (2023) 463877

A) 0)
15— 05 17—
MX racemate ee, = 55% MX ee,=55%
12 *“. Gy mgmL” v, mL Vig=009mL | g4 ¥y 003 nk
i\, . 97 09
7309 i \"‘ .43 0.6 03
£ LR . 472 033
oo 2 s 43 09
E 06 4 Y § 02
o £, L \
03 g : : i : 0.1
@ ) ! . A ’ i M &
5 10 15 20 25 16 18 8 16 18
t min tmin tmin
Fig. 6. Adsorption behavior of MX on the ACh column. (A) Band profiles of racemates for different column loadi (B), (C) indivi profiles of Cipj = 43 mg
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present in high concentrations, nonideality of their adsorption be-
havior is unavoidable. Interactions between adsorbed molecules of
enantiomers and polar solvent are competitive against interactions
between adsorbed molecules of the enantiomers, thus they sup-
press the SDE effect [42]. Therefore, tailoring of chemical function-
ality of the adsorbent might provide possibility to reduce polarity
of its surface, thus necessity of using high amount of polar solvents
in the mobile phase.

5. Conclusions

Achiral chromatographic separations of enantiomeric mixtures
have been demonstrated for three structurally different compounds
that contained SDE-phoric groups: CT with a fluorinated group,
OME with a sulfoxide group, and MX with an amide group. For all
of them, the SDE effect was assumed to be induced by asymmet-
ric molecular interactions of enantiomers in the adsorbed phase.
To describe that phenomenon, a mechanistic model was used,
in which the occurrence of multilayer adsorption was assumed,
where molecules of enantiomers adsorbed on bare adsorbent sur-
face provided binding sites for molecules of the same enantiomer
or the opposite enantiomer. The differences in the binding energy
caused by the formation of hetero-associates, induced differences
in the retention of the opposite enantiomers in non-racemic mix-
tures and provided possibility of their separation. For all three chi-
ral compounds, the occurrence of the SDE effect in the mobile
phase was excluded. In general, since in chromatographic processes
the concentration in the adsorbed phase is usually higher than in
the liquid solution, the association in the adsorbed phase is ex-
pected to exert dominating effect on the elution pattern of SDE-
phoric compounds.

The values of the model parameters obtained indicated dif-
ferences in the adsorption strength for all three compounds. The
highest biding affinity was found for CT, while the weakest for MX,
however the best separation selectivity was achieved for the lat-
ter. This can be attributed to the composition of the mobile phases
used to elute those compounds from the ACh column. MX could
be eluted without addition of strongly polar solvents, whose pres-
ence in the adsorbed phase diminished the SDE effect. That aspect
needs further quantitative analysis, which will be presented in an-
other study.
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The influence of mobile phase composition on the efficiency of enantiomer separation by achiral chromatog-
raphy (ACh) was investigated. The separation was induced by the ph of self-disproportionation of
enantiomers (SDE) triggered by their homo and hetero-chiral interactions in an achiral environment. Typically,
SDE occurs in apolar mobile phases of weak elution strength, which causes the separation time to extend and the
process productivity to deteriorate. To mitigate that effect, we altered the content of a strong solvent (modifier)
in the mobile phase by use of a solvent gradient in which the target enantiomer was separated in the presence of
the weak solvent, whereas the unresolved mixture of enantiomers was eluted by increasing the modifier content
in the mobile phase. This enabled accelerating the solute elution while preserving the separation selectivity. The
approach was examined for the separation of nonracemic mixtures of two structurally different compounds that
exhibited the SDE effect in ACh, i.e., metalaxyl (MX) and methyl p-tolyl sulfoxide (MTSO). The target compound
of the separation was the more abundant enantiomer in the enantiomeric mixture. The process realization was
preceded by the determination of the effect of the modifier content on the separation yield for enantiomeric
mixtures of MX and MTSO of different enantiomeric excess (ee). In the case of MX, yield of the pure target
enantiomer varied from 2 %, for the maximum concentration of the modifier, to 45 % for the minimum modifier
concentration and the largest ee used in the experiments. In the case of MTSO, the yield varied from minimum 40
% to maximum 66 %. To predict the process, we employed a dynamic model, in which underlying thermody-
namic d dencies were impl d

P

1. Introduction including sulfoxides, CFs-derivatives, amides, carboxylic acids, amino

acids, dipeptides derivatives, alcohols, phenols, esters, heterocycles, etc.

The self-disproportionation of enantiomers (SDE) can occur in any
process of separation of nonracemic mixtures of enantiomers in an
achiral environment [1-15]. The SDE phenomenon stems from molec-
ular interactions, such as hydrogen bonding or dipole-dipole in-
teractions which induce formation of homo- and heterochiral
associations [1-3]. This results in an uneven distribution of the enan-
tiomers among the isolated fractions.

SDE has been reported for a number of achiral separations of enan-
tiomers by all chromatographic techniques including high and medium
pressure liquid chromatography, gravity-driven column chromatog-
raphy, flash chromatography and size-exclusion chromatography
[16-35]. Most of the SDE-driven separations reported were performed
using silica-based adsorbents. SDE was showed to occur for different
classes of chiral compounds possessing the so-called SDE-phoric groups,

* Corresponding author.
E-mail address: dorota.antos@prz.edu.pl (D. Antos).

https://doi.org/10.1016/j.chroma.2023.464603

[1-3]. Nevertheless, SDE has also been observed for compounds lacking
functional groups capable of forming strong molecular interactions [11].
The occurrence of SDE is undesired in the course of quantitative chro-
matographic analysis, as it can be a cause of misinterpretation of the
stereochemical outcome [36-41]. Yet, that phenomenon can be poten-
tially utilized in preparative or industrial separations of nonracemic
mixtures for total or partial replacement of chiral chromatography
(CCh). CCh is usually a cost driver in manufacturing of pure enantio-
mers, due to high costs of chiral stationary phases (CSPs) and their
limited mechanical stability. Yet, realization of efficient SDE-based
achiral chromatography (SDE-ACh) is still far from routine. To make
the process applicable in a large scale, the interplay between the sepa-
ration efficiency and the operating conditions should be quantified. The
efficiency of enantiomer separation by achiral chromatography is
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reported to depend on the column loading conditions and the level of
enantiomeric excess (ee) of the mixtures to be separated [1-3]. Never-
theless, the process variable that is the most critical for the separation
selectivity is the composition of the mobile phase. Interactions between
molecules of enantiomers and polar solvents are competitive against
interactions between molecules of the enantiomers, thus they suppress
the SDE effect [40]. However, the presence of a strong solvent, termed as
the mobile phase modifier, is often indispensable to elute compounds
that are strongly adsorbed on polar silica surfaces. Yet, the literature
lacks a quantitative description of that issue, which is indispensable for
optimizing the performance of the process and its successful sale up.
Therefore, in this study we quantitatively examined the effect of the
modifier content in the mobile phase on the efficiency of the SDE-ACh
separations of enantiomeric mixtures of different chiral compounds.
To accelerate the course of chromatographic elution while preserving
the SDE effect, we employed a solvent gradient. In that approach, the
target enantiomer is eluted with a weak solvent, whereas unresolved
mixture is recovered by increasing the concentration of the modifier in
the mobile phase. To quantify the impact of the modifier concentration
on the extent of the SDE effect and to design the gradient separation, we
employed a dynamic model, in which underlying thermodynamic de-
pendencies were implemented. The model was used to predict the
course of gradient elution and the separation yield.

2. Theory
2.1. Adsorption equilibrium

To determine the adsorption equilibrium of enantiomers, we adopted
the isotherm model developed in the previous study [35]. It described
the SDE effect as a result of formation of enantiomeric associates in a
second order reaction. Unlike in several studies reported in the literature
[22,42-46], in which the association mechanism was quantified for the
liquid phase, we quantified it for the adsorbed phase. Different retention
properties of enantiomers in ACh were assumed to stem from the dif-
ference in the interaction energies between the adsorbed molecules of
the same and the opposite enantiomer. In general, such a mechanism can
be classified as so-called positive cooperative adsorption, which occurs
due to preferred or multilayer adsorption [47,48]. In the case of
preferred adsorption, the solute molecules already present in the
adsorbed phase promote adsorption of other molecules on adjacent
adsorption sites on the adsorbent surface. The path of the SDE mecha-
nism developed in [49,50] to describe SDE on an achiral Cu surface, can
be ascribed to that type of adsorption. In the case of multilayer
adsorption, the adsorbed molecules provide additional adsorption sites
on their own molecular surface. That model was used in this and the
previous study, as it enabled reproducing the overloaded band profiles
for enantiomeric mixtures of different chiral compounds.

The adsorption of the enantiomers was assumed to follow the
Langmuir-type second order reaction occurring in the first layer on
adsorption sites on a bare silica surface (layer I), and in the second layer
(layer II) on additional interaction sites on the surface of the adsorbed
molecules of enantiomers. The mechanism is represented by the
following set of reaction equations:

- for the enantiomer i (i = S, R) interacting with an active site $* on
bare adsorbent surface (layer I):

E +S ©ES 1)

- for the enantiomer i (i = S, R) interacting with an active site provided
by the molecule of the same enantiomer (homochiral associate):

E; + ES' © EES' 2)
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- for the enantiomer j (j = S, R) interacting with an active site provided
by the unlike enantiomer (heterochiral associate):

E +ES S EES 3)

Egs. (1-3) can be represented by the equilibrium equations defining
the adsorption isotherm as follows [35].

For the adsorbed phase concentration of the enantiomer i on bare
silica (layer I), g;, it holds:

o == (’"’f’ < @
+K' .G
where g™ is the binding capacity on bare silica, K is the corresponding
equilibrium constant. Since achiral silica surface recognises enantiomers
in the same manner, the values of ¢" and K for both enantiomers are the
same.
For the adsorbed phase concentration of the enantiomer i, g;",

adsorbed in the subsequent layer I, it holds:

an q' Kbt Gi 4" Kiey Ci

T1+KL. G + KL, G T+KL G + KL, G

5)

where the first term on the right-hand side corresponds to adsorption on
active sites provided by molecules of the same enantiomer (homochiral
association, Eq. (2)), while the second term to adsorption on sites pro-
vided by molecules of the opposite enantiomer (heterochiral association
Eq. (3)), KJL,..» KIL, is the equilibrium constant of binding of the enan-
tiomer on the adsorption sites provided by the molecules of the same
enantiomer, and the opposite enantiomer, respectively.

The total adsorption of the enantiomer i, g;,,,, is the sum of Eqs. (4)

and (5):

L g KG a4 Kih,, G
Di ot i i 13K Z.C’
1+ K G + Kin, G ©6)
) q' Kir, C;
i

1+Kjl, i + Kii G

The ratio of K /K!,, which determines the selectivity of the sepa-
ration, is expressed as:
Kl 8

K hom

K1

her

@)

where 6 takes the values between >0, which corresponds to the theo-
retical highest resolution, and <0.5, which corresponds to the lack of the
resolution.

For low concentrations, q,?" tends to zero, and FEq. (6) converts to the
linear isotherm:

q' = HC ®

where H is the Henry constant:
H= qm K )

The Henry constant is the same for both enantiomers, therefore the
separation is possible only under nonlinear isotherm conditions, when
the opposite enantiomers can compete for the adsorption sites in the
second adsorbed layer.

2.2. Dynamic model

To simulate chromatographic band profiles, the equilibrium-
dispersive model was used as follows [51]:
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aC 0G| O,
—(;w-n —(I\:+ F—l)’———DL_,,

e
0x>

(10)

where g;,, ; is the equilibrium concentration in the adsorbed phase in mg

of the species i per mL of the solid matrix (mg mL,.,..) given by the
isotherm equation (Fq. (6)), G; (mg mL ™) is the corresponding liquid
phase concentration, t (s), x (m) are the time and spatial coordinates,
respectively, w (m s™) is the interstitial velocity, Dy (m? ') is the
apparent dispersion coefficient, F is the phase ratio: F = (1 — &) /¢, & is
the packed bed porosity.

The model is coupled with the boundary conditions corresponding to
a rectangular pulse injection at the column inlet (at t > 0):

Cii for 1 € [0, 1]
0 for 1 > 1;,;

Comalt) = { an

where ty; is the width of the pulse (the injection time).
The inlet profile of the modifier in the gradient mode is described as:

Coa for t € [0, 1yan]
Coodintes (1) =
Cnoa + A(1) for 1 > tyan

where C,q is the initial modifier concentration, A(t) defines the shape of
the gradient profile; e.g., for the step gradient that value is constant, and
for the linear gradient it defines the gradient slope, tqr is the start of the
gradient, i.e., the time of switching of the solvents composing the mobile
phase.

For the concentration profile at the column outlet (at t > 0) it holds:

(12)

)

= (13)

=0forx = L
where L is the column length.

The initial conditions (t = 0) correspond to the column free of the
sample components.

The model was solved using the forward-backward scheme [51]. In
that scheme, the dispersion term in Eq. (10) is accounted for indirectly
by adjusting numerical dispersion; the apparent dispersion coefficient,
Dy,q, is given by the following equation:

Lw

Dpo=-=

2N a4

where N is the plate number that corresponds to the column efficiency.
The space increment, Ax, in the numerical scheme is equal to HETP:

Ax = HETP = L/N 1s)
where L is the column length.
The time increment At is calculated from:

_2Ax,

At Z

(16)

where t; is the retention time:

r,»=%(FH+l) 17)

The solution of Eqs (6, 10-13) provides the concentration profiles of
binary mixtures of the enantiomers.

To calculate the migration velocity of the concentration front of the
modifier in the gradient elution, Eqs (12) and (17) were combined; in the
latter, the column length, L, was replaced with the local value of the
space variable.

The algorithm allows very vast simulations of band profiles, even for
columns with a very high plate number.

Journal of Chromatography A 1715 (2024) 464603

3. Experimental
3.1. Equipment

The Hitachi HPLC system Primade was used to perform chromato-
graphic experiments. The HPLC device consisted of a high-pressure
quaternary pomp, an autosampler, a thermostat, an interface box and
a UV detector.

The polarimetric measurements were performed using the Jasco
polarimeter P-2000.

3.2. Materials

Racemic R,S-Metalaxyl (R,S-MX) (Pu > 94 %), R-Metalaxyl (R-MX)
(Pu > 92 %) were obtained from Sharda Cropchem Limited (Mumbai,
India), R,S-Methyl p-tolyl sulfoxide (R,S-MTSO) (Pu > 99 %), was pur-
chased from Apollo Scientific (Bredbury, UK), S-Methyl p-tolyl sulfoxide
(S-MTSO) (Pu > 98 %) was purchased from AmBeed (Arlington Heights,
USA). The structure of the compounds is depicted in Fig. 1.

Methyl tert-butyl ether (MTBE), isopropyl alcohol (i-PrOH), n-hex-
ane, dichloromethane (DCM), ethanol (EtOH) with HPLC purity grade,
were purchased from Honeywell (Charlotte, USA), trifluoroacetic acid
(TFA) (Pu > 99.5 %) were obtained from Acros Organics (Geel,
Belgium).

The SDE-ACh separations were performed using the silica gel column
LICHROSPHER® Si 60, 250 x4 mm, with the particle size of 5 um from
by Merck KGaA (Darmstadt, Germany). The CSP columns used for the
fraction analysis were: ReproSil Chiral-MIC, 250x4.6 mm, with the
particle size of 5 pm purchased from Dr Maisch (Ammerbuch, Germany),
and CHIRALPAK® IC 250x4.6 mm, with the particle size of 5 um pur-
chased from Daicel Corporation (Osaka, Japan).

A) B)
Methyl p-tolyl
Metalaxyl MX sulfoxide MTSO
M.F.C;H,,NO, M.F. C,H,,05
M:=279.3 g/mol M = 154.23 g/mol
® _on, ®
[e]
HiC,,, [l
CHy o -
3
N\n/\o/CH3
H5C
o 3
CHs
(S) (S)
O/CHa o
HaC Il
CH; o L -
3
N\[(\O/CHs
H;C
o 3
CHj

Fig. 1. Structures of the model compounds: (A) MX, (B) MTSO.
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3.3. Procedures

3.3.1. Chromatographic elution

The solvents for the SDE-ACh separation of the MX enantiomers were
selected based on the research performed in the previous study [35]; the
mobile phase was composed of mixtures of n-hexane and MTBE (the
modifier) enabled collection of fractions of pure R-MX as the target
product.

In this study, the elution of MX was performed in isocratic and
gradient modes. In the isocratic mode, the MX enantiomers were eluted
using mixtures of n-hexane and MTBE with different volume fractions of
MTBE, gpmrsE = 60, 65, 75, 85, 100 % v/v. The lower limit of the content
of the modifier in the mobile phase was associated with solute retention
of ca. 30 column volumes (CV), i.e., ca. 90 min at Q = 1 mL min ",
whereas the upper limit was associated with solute retention of about 5
CV. The column pressure drop varied from 3.4 to 3.7 MPa, depending on
the volume fraction of the modifier in the mobile phase.

The gradient elution was created as a step gradient; the eluent con-
taining gyree = 60 % v/v was fed for 18 min, and then it was exchanged
for the modifier gyrpe = 100% v/v. The mobile phase flowrate for both
isocratic and gradient modes was Q = 1 mL min !

The nonracemic mixtures of MX with the concentration of Ci,; = 60
mg mL ! (in total for both enantiomers) and ee for the more abundant
enantiomer (R) at 30, 50 or 70 % were injected with the injection vol-
ume Vj; = 0.09 mL. The total profiles were recorded using the UV de-
tector at a wavelength of 280 nm.

The ACh effluent was fractioned and analyzed offline by CCh to
obtain the concentration profiles of the individual enantiomers in non-
racemic mixtures. The CCh analysis of the ACh effluent was performed
using ReproSil Chiral-MIC with n-hexane/DCM/EtOH (30/70/0.75 v/v)
atQ=1mL min'l, at wavelength of 230 nm.

The separation of nonracemic mixtures of the MTSO enantiomers by
SDE-ACh was preceded by scouting different solvents to find the mobile
phase composition which was optimal to isolate pure S-MTSO fractions
from mixtures.

Eventually, MTBE and i-PrOH as the modifier were selected as the
constituents of the mobile phase. The isocratic elution of MTSO in SDE-
ACh was performed at different concentrations of i-PrOH in the mobile
phase, gipron = 0, 1, 3, 10, 15% v/v. The low and the upper limit for the
content of the modifier was selected based on the duration of the solute
retention, similarly as for the elution of MX.

In the gradient elution, the eluent containing ¢ip,on = 0 % v/v was
exchanged for gipron = 25% v/v at 45 min after the sample injection.
The flowrate of the mobile phase in both modes was Q = 1 mL min~! or
2 mlmin. The column pressure drop varied from 3.7 to 4.8 MPa at Q =
1 mL min ! and was doubled at Q = 2 mL min 1.

Nonracemic mixtures of MTSO with the concentration Cinj = 60 mg
mL ! (in total) and ee for the more abundant enantiomer (S) at 30, 50 or
70 % were injected with the injection volume Vj,; = 0.09 mL. The pro-
files were recorded at wavelength of 285 nm.

The CCh analysis of the ACh effluent was performed using CHIR-
ALPAK® IC with MTBE/i-PrOH (85/15 v/v) at Q = 1.5 mL min"'. The
profiles were recorded at wavelength of 246 nm.

For all ACh separations and the CCh analysis, the detection wave-
length was adjusted to ensure the linearity of the detector calibration
curve.

All chromatographic experiments were performed at temperature of
23 °C.

3.3.2. Column porosity measurements

The porosity of the ACh column was determined from the elution
time of pulses of n-hexane in the adequate mobile phase. The total bed
porosity obtained after subtracting the contribution of the residence
time in extra column volumes was ¢ = 0.72.
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3.3.3. Repeatability of the measurements

To verify the repeatability of the elution experiments, a series of
chromatograms were repeated four times under the same conditions, but
in two subsequent days, each time using freshly prepared mobile phase
and sample.

3.3.4. Polarimetry measurements

Weighed samples of the pure enantiomers or the nonracemic mix-
tures were dissolved in adequate mobile phase for use in ACh. The op-
tical rotation of the samples was measured with the sodium lamp set to
589 nm, with light source parameters: aperture 8.0, D.L.T. 5, cycle 5
times, cycle interval 7 s.

4. Results and discussion
4.1. Polarimetry measurements

The possibility of formation of chiral associations of the MX enan-
tiomers in the solvents composing the mobile phase was excluded in the
previous work based on polarimetric measurements performed for pure
R-MX and nonracemic mixtures of R-MX and S-MX dissolved at different
concentrations in the mixtures of n-hexane and MTBE [35]. The course
of the concentration dependency of optical rotation was linear over a
wide concentration range of the enantiomeric solutions. As associates
have different optical activity than monomers, their presence perturbs
the linear response of the polarimeter [52,53]. Furthermore, the results
of the NMR measurements did not reveal differences between the
spectra of pure enantiomers and their racemic mixtures.

Analogous results were obtained in this work for enantiomeric
mixtures of MTSO (Fig. S1, Supporting information). The analysis of the
results obtained also excluded noticeable formation of associates in
liquid solutions and indicated that the SDE effect occurred dominantly
or exclusively in the adsorbed phase in the contact with silica surface.

4.2. Isocratic elution

4.2.1. Repeatability of the experiments

To verify the repeatability of the elution experiments, a series of
chromatograms of the enantiomeric mixtures of MX and MTSO were
recorded under the same operating conditions, as reported in Section
3.3.3. Minor deviations between subsequent measurements were
observed, which were attributed to a slight instability of the mobile
phase flowrate due to small fluctuations in the column pressure drop.
This stemmed from the flow behavior of volatile solvents of low density
and low vapor pressure. Therefore, the repeatability of the chromato-
grams varied with increasing concentration of the modifier, the latter
having higher density than the weak solvent, which resulted in an in-
crease in the column pressure drop. Typical results of those experiments
for MX are depicted in Fig. 2 for different modifier concentrations and
the mobile phase flowrates Q = 1 or 2 mL min ™, i.e., for a double
change in the column pressure drop. A similar result was obtained for
MTSO. The repeatability of the elution experiments appeared to be
acceptable, however it might be improved by increasing the column
pressure drop up to values markedly exceeding the vapor pressure of the
solvent mixture used for preparing the mobile phase. This can be ach-
ieved, e.g., by assembling a flow restrictor downstream from the
detection cell on the backpressure side.

4.3. Dependence of the SDE-effect on the modifier concentration

To determine the influence of the mobile phase composition on the
extent of the SDE effect, a series of isocratic elution experiments were
performed for nonracemic mixtures of both pairs of enantiomers at
different concentrations of the modifier in the mobile phase (3.3.1).

A decrease in the modifier concentration caused enhancement of the
SDE effect, which improved the separation selectivity, thus the
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Fig. 3), whereas a fivefold decrease in the retention of MTSO corre-
sponded to about a twofold reduction in yield (Table 1, Fig. 4).

The gain in yield depended on ee of the mixture. In all cases inves-
tigated, the yield improved with increasing ee. An increase in the con-
centration ratio between the opposite enantiomers caused that the
difference in the chromatographic velocities associated with their
ascending fronts increased. This widened the fractionation time of the
pure target enantiomer, which enhanced the separation yield. That ef-
fect is exemplified in Fig. 5, where the yields obtained for the separation
of the enantiomeric mixtures of MX and MTSO of different ee levels are
presented.

4.4. Determination of the model parameters

The isotherm coefficients: g™, K, Kl o0 KL, (Eq. (6)) were deter-
mined by the peak fitting method. In that method, the isotherm co-
efficients are adjusted in the dynamic model using an optimization
procedure to obtain the best match between the experimental data and
the model simulations. The experimental basis for the estimation were
profiles of nonracemic mixtures of enantiomers recorded under strong
overloading conditions, i.e., 60 mg mL~' and Vinj = 0.09 mL, which
corresponded to 1.7 mg per 1 mL of the column volume or 6.1 mg per 1
mL of the solid matrix volume. All the band profiles selected for fitting
were characterized by the sharp ascending concentration fronts, as
shown in Figs. 3 and 4. Apart from the isotherm coefficients, which
quantify adsorption thermodynamics, the apparent dispersion coeffi-
cient Dy, which lumps kinetic effects, had to be evaluated. The value of
Dgpp was determined from the number of theoretical plates, N (Eq. (13)).
Nevertheless, the profiles of enantiomers exhibited strong peak tailing,
particularly at low modifier concentrations, which rendered the deter-
mination of the column efficiency based on the peak shape difficult. This
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Fig. 2. Repeatability of the separation of the MX racemate, Vi, = 0.09 mL, Cy;
= 60 mg mL~'. A) mobile phase: n-hexane/MTBE (40/60 v/v), flowrate Q = 2
mL min ', B) mobile phase: n-hexane/MTBE/ (25/75 v/v), Q = 2 mL min ', C)
mobile phase: n-hexane/MTBE (25/75 v/v), Q = 1 mL min .

operation yield. This is demonstrated in Table 1, where the yield of the
target enantiomer achieved for different modifier concentrations is
presented for nonracemic mixtures of MX and MTSO of ee = 50 %.
However, the benefit in the selectivity is counterbalanced by in-
crease in the solute retention time, which diminishes the purification
rate, thus the process productivity. That effect is illustrated in Figs. 3A-
3D and Figs. 4A-4D. As can be observed, for about a threefold decrease
in the retention time, the R-MX yield reduced by over ten times (Table 1,

d from the energetic heterogeneity of adsorption on a bare silica
surface. Eventually, the N number was used as a supplementary esti-
mation parameter, which was stepwise evaluated over a range of
1000-8000 using steps of 500. The values of the isotherm coefficients
were found to depend very weakly on the N number, which is typical for
sharp ascending concentration fronts at strong concentration over-
loading. The fitting procedure was based on a derivative free method, in
which a stochastic optimization algorithm was implemented [54]. That
procedure prevents trapping the solution in a local optimum. The pa-
rameters ¢" and K' determine the retention time and the peak shape
under low and medium loading conditions, for which the contribution of
the first term of Eq. (6) is dominating. The parameters K/~ and K%,
influence the shape of peaks in binary mixtures for high loading con-
ditions; the ratio K}, /K}l., determines the extent of the displacement
effect and the separation selectivity.

The calculations were repeated for different modifier concentrations
in the mobile phase. N = 2500 provided the best fit to the experimental
data for MX, and N = 4000 for MTSO. To verify the obtained values of
the parameters, the model predictions were compared with the experi-
mental data acquired for different loading conditions and the ee levels
(an example is shown in Fig. S2, Supporting information).

Typical results of peak fitting performed for the enantiomeric mix-
tures of MTSO and MX with ee = 50 % are superimposed on the
experimental data in Figs. 3 and 4. For both chiral compounds, the
model did not accurately predict peak tailing resulting from the afore-
mentioned silica surface heterogeneity, which was not accounted for in
the isotherm model. Nevertheless, that problem pertained only to the
range of very low solute concentrations in chromatographic peaks, at
which the SDE effect was not active. The values of the estimated pa-
rameters and the courses of their empirical dependencies on the modi-
fier concentration are plotted in Fig. 6, and provided in Table 2. The
binding capacity for MTSO was nearly constant, which indicated that
within the range investigated the number of active sites available for
MTSO was not affected by the modifier concentration. The equilibrium
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Table 1

Yield of the separation of enantiomeric mixtures of MX and MTSO with ee = 50 %. The yield was defined as the percent ratio of the mass of the target enantiomer in the

collected pool of purity of 99 % to its mass in the injected sample.
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Component Target enantiomer Modifier % ¢ (v/v) modifier Yield% (w/w) Yield% (w/w) (simulation)
(experiment)
100 1.9 1.5
85 259 16.0
75 30.7 28.5
MX R-MX MTBE 65 132 36.1
60 35.8 321
Gradient from 60 to 100 % 40.4 316
15 40.1 32.4
10 49.7 49.8
i 3 50.0 494
MTSO S-MTSO i-PrOH 1 51.8 531
0 66.5 66.3
Gradient from 0 to 25 % 66.9 65.8
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Fig. 3. Individual profiles of the MX enantiomers eeg=50 %, Vi, = 0.09 mL, Ci = 60 mg mL ™, Q = 1 mL min ™, mobile phase n-hexane/MTBE: A) garrag = 60 %, B)
@mrBe = 65 %, C) pnree = 75 %, D) ¢umree = 85 %, Symbols — experimental data, lines — simulation.

constants, which reflect the energy of the underlying interactions,
decreased with increasing modifier concentrations. The ratio K}, and
KI ., which defines the extent of the SDE effect, thus the separation
selectivity, also decreased with increasing the content of the modifier in
the mobile phase. This particularly held true for MTSO, for which that
ratio was high at low i-PrOH concentrations, and it drastically reduced at
the i-PrOH concentrations above 4% v/v. As mentioned above, molec-
ular interactions enantiomer-polar modifier are competitive against in-
teractions enantiomer-enantiomer, therefore they suppress the SDE
effect [40]. Therefore, the trend observed can be generalized for other

compounds; another example is provided in Fig. S3 (Supporting
information).

4.5. Gradient elution

The start of the step gradient, i.e., the time of switching the eluents,
was selected in such a way that the fraction containing pure target
enantiomer left the column with the weak solvent, whereas the unre-
solved fraction of both enantiomers was desorbed with the strong sol-
vent. The course of the separation is illustrated in Fig. 7A for MX and
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Fig. 5. Effect of the ee level of the enantiomeric mixtures on the separa-
tion yield.

Fig. 7B for MTSO. The sharp increase in the elution strength caused the
fronts of the unresolved fractions to sharpen and concentrate. This
markedly reduced the separation time compared with the isocratic
mode, which is exemplified in Fig. 7B. To describe the process, the dy-
namic model was supplemented with the dependencies of the isotherm
coefficients on the modifier concentration (Table 2) and used to predict

the experimental separations of nonracemic mixtures of both pairs of
enantiomers. The simulation underpredicted peak tailing of the unre-
solved fraction, for the same reason as reported for the isocratic elution
profiles. Yet, the yield of the separation was well predicted by the model
(Table 1). Therefore, the model was further used for the prediction of the
separation course for different gradient shapes. Examples of the simu-
lation results for the separation of the enantiomeric mixtures of MTSO
are shown in Fig. 8 for ees = 50 %, and in Fig. S3 (Supplementary ma-
terials) for eeg = 70 %. In plot I, a linear gradient was used to elute the
sample, whereas in plot II the start of the time for the step eluent ex-
change was adjusted so that the front of the modifier step change
coincided with the front of the unresolved fraction. In the latter case, the
yield reached maximum, but at long solute retention and strong dilution
of the fraction of the target enantiomer. To reduce the retention time,
the elution strength of the mobile phase can be changed gradually using
linear or nonlinear gradients. This results in compressing the solute
peaks, but at the expense of yield reduction. Yet, by proper selection of
the gradient shape the yield reduction can be mitigated. In the linear
gradient illustrated in Fig. 8, the elution time was markedly reduced at
the expense of a small reduction in yield compared with the step
gradient (44.4 % for plot I and 49.2 % for plot II). The efficiency of the
separation by nonlinear concave gradients, for which the pure target
enantiomer can be eluted with a shallow modifier gradient, whereas the
unresolved fraction with a steep gradient, lies between the linear and
step gradients.

In general, the benefit of usage of gradient elution depends on the
separation problem, i.e.: on the isotherm range (loading conditions), ee
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tent, C) MX, ¢™ vs. the MTBE content. Symbols — experimental data, lines —
empirical functional dependencies (Table 2).

of the mixture to be processed and the extent of peak tailing. For
example, in the case of the MTSO enantiomeric mixture of ee = 50 %
separated with the linear gradient (Fig. 8) the yield improved from 52 to
66 % compared with the isocratic separation of the same mixture eluted
in similar time (e.g., 1 % v/v i-PrOH, Fig. 4A). Nevertheless, after each
gradient run the column needs re-equilibration, whose duration depends
on the modifier adsorption properties. Therefore, the mobile phase
composition for isocratic elution or the shape of modifier gradient shall
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Table 2
Empirical dependencies of the isotherm coefficients on the modifier concen-
tration ¢% v/v. The parameter & determines the difference between Kjl, and
KL.

MX

K} = 0.3906 + 5311exp( — 0.1506¢)

Kl =3[~ 0.2239 + 7.332exp( — 0.02929¢)|

K, = (1 - 8)[ - 0.2239 + 7.332exp( — 0.02929¢)|

8 =0.3413+6.889+10 ¢

q™ = 34.00 — 3.4478 + 10 Sexp(0.1247¢)

MTSO

K. =0.1473 4 4.993 » 10-'exp(0.4743¢)

K, = 3(0.1932 + 4.746 10 Cexp(0.1181¢)|

KIL, = (1 - 5)(0.1932 + 4.746 410~ exp(0.1181¢))

5 = [0.4341 — 1.227 +10 2exp(0.5863¢)]

q™ = 68 (averaged for different modifier concentrations)
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Fig. 7. Individual profiles of enantiomers in gradient elution, V;;, = 0.09 mL,
Cipj = 60 mg mL 1, ee = 50%. A) MX, the mobile phase n-hexane/MTBE: step
gradient: pyrpe = 60 % - 100 % v/v, Q = 1 mL min "', B) MTSO, the mobile
phase MTBE/i-PrOH: step gradient: ¢;pron = 0 % - 25 % v/v, Q = 2 mL min L.
Symbols - experimental data for the step gradient, dotted line (plot B) -
experimental data for the isocratic elution at gipon = 0 %, solid line —
simulations.

be optimized according to the requirements for the performance in-
dicators, such as: product purity, yield and productivity.

5. Conlusions

The SDE-driven separation of nonracemic mixtures of enantiomers of
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Fig. 8. Simulation of the individual profiles of the MTSO enantiomers in
gradient elution, Vi, = 0.09 mL, Cip; = 60 mg mL 1. Q=2mLmin_ ! the mobile
phase, plot I - linear gradient with the slope ¢;p,on 1% per min., plot II - step
gradient: gipon = 0 % - 25 % v/v.

two chiral compounds, i.e., MX and MTSO, was performed on an achiral
silica-based column. The target product of the separation was the more
abundant enantiomer in the mixtures, i.e., R-MX or S-MTSO. The mobile
phases used for the elution were composed of a weak solvent or its
mixture with a strong solvent, i.e., the mobile phase modifier. For the
elution of MX, a mixture of n-hexane and MTBE as the modifier was
used, while MTSO was eluted with a mixture of MTBE and i-PrOH as the
modifier. To determine the influence of the modifier concentration on
the extent of the SDE effect, thus on the separation selectivity, the sep-
aration of the pairs of enantiomers was performed in isocratic mode at
different compositions of the mobile phase. Decrease in the modifier
concentration improved the separation yield, but caused an increase of
the elution time, e.g., for the enantiomeric mixtures of 50 % ee, about a
tenfold increase in the R-MX yield corresponded to a fivefold increase in
its retention time, and an approximately twofold increase in the S-MTSO
yield corresponded to a threefold increase in its retention time. The yield
gain increased with increasing ee of the mixture. To make a tradeoff
between the yield improvement and the extension of the separation
time, the fraction containing pure target product was eluted with the
weak solvent, whereas the unresolved fraction was eluted with a step
increase in the elution strength of the mobile phase, i.e., by increase in
the modifier concentration.

To describe the separation process, a model of the column dynamics
was used. The model was used to predict the effectiveness of the gradient
elution for different gradient shapes. The results obtained indicate that
the gradient shape can be adjusted to find the best compromise between
the separation selectivity and the process duration.

Moreover, to further improve the separation yield, unresolved frac-
tion containing both enantiomers might be subsequently processed by
CCh. In CCh the mixture can be partially resolved to restore the initial ee
level, and then recycled to SDE-ACh. This would allow partial replace-
ment of CCh by SDE-ACh, thus reducing overall separation costs. That
issue will be tackled in a separate study.
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ABSTRACT: Chiral chromatography (CCh) is often a cost driver in the large-scale separation of enantiomers. To improve the
economics of the separation process, we developed the concept of coupling CCh with achiral chromatography (ACh). In this
concept, the CCh step is used to enrich the enantiomeric mixture with the target enantiomer, while in the ACh step, the enriched
mixture is separated to obtain the product with a desired purity. The ACh separation is driven by the phenomenon of self-
disproportionation of enantiomers (SDE), which relies on formation of homochiral and heterochiral associates that can be separated
in an achiral environment, whereas the CCh separation occurs in the presence of a chiral stationary phase (CSP). The coupled ACh-
CCh process is operated in a cyclic mode for which cyclic steady state is attained. To demonstrate the concept of the process and
develop a generic methodology for its design, a model mixture consisting of enantiomers of methyl p-tolyl sulfoxide was used, with S-
p-tolyl sulfoxide as the target enantiomer. For both ACh and CCh, the influence of the operating variables, including mobile phase
composition, loading density, and enantiomeric excess (ee) of the feed mixture, on the separation performance was examined. On
the basis of the experimental data, a dynamic model was formulated, calibrated, and used to support the process design and assess
the performance of both the standalone ACh and CCh as well as their coupling in various configurations. The amount of product
obtained in a single cycle of ACh-CCh was markedly higher compared to that obtained in the standalone CCh, which provided the
benefit of reducing consumption of the costly CSP. This benefit was enhanced with increasing ee of the feed mixture. For example,
for racemic mixtures, the mass of the product per cycle of ACh-CCh was 1.5 times higher, for mixtures with ee = 70% it was 4 times
higher, and for mixtures with ee = 85% it was 5.7 times higher compared to the standalone CCh. Furthermore, for mixtures with a
high ee, a marked improvement in process productivity was obtained, e.g., for mixtures with ee = 70%, the productivity of ACh-CCh
was twice higher, for ee = 85% it was 2.5 times higher compared to the standalone CCh.

1. INTRODUCTION chiral drug into a therapy, the ’chiral switch’ strategy has
appeared in which the existing racemate is switched to the target
optical isomer.” ™

Enantiopure chiral compounds are not only desirable by the
pharmaceutical industry; they have a number of potential
applications in various fields, including DNA or drug delivery,
optics, electronics, photonics, catalysis, nanotechnology, and
]:»ic:)sensing.m'll Interest in the production of pure enantiomers
extends also to the production of food and agrochemicals.'>"*

Currently, chiral drugs are on the cutting edge of the
pharmaceutical industry and account for more than 70% of
the drug market." Since 1992, when the Food and Drug
Administration (FDA) issued a regulatory preference to bring a
single enantiomer to the market,” the trend in chiral drug
discovery has evolved toward the development of single
enantiomer drugs. Individual enantiomers of chiral drugs may
differ in biological activity, pharmacology, toxicology, pharma-
cokinetics, and metabolism. Usually, only one enantiomer

provides the desired therapeutic effect, while another Received: January 28, 2025
enantiomer may be inactive, less active or in some cases may Revised: ~ March 21, 2025
cause adverse effects.”’ Therefore, the manufacturing of chiral Accepted:  March 2§, 2025

drugs composed of a single enantiomer allows the improvement Published: April 2, 2025

of the drug safety, efficacy, and cost-effectiveness of the
production process. In addition to the development of a new
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This indicates that there is an urgent need to develop new cost-
effective techniques for bringing pure enantiomers to market.

Currently, single enantiomers are produced through asym-
metric or symmetric synthesis.'*~'¥ Symmetric synthesis does
not require a chiral environment; it provides a racemic mixture
of two enantiomers, which, however, has to be further resolved
in the presence of a chiral selector. Asymmetric synthesis is the
most straightforward; therefore, increasing efforts are made to
develop selective chiral reagents and catalysts that enable precise
synthesis of chiral substances.'” ™' Nevertheless, asymmetric
synthesis rarely provides a single enantiomer, but rather a
mixture of enantiomers with a certain enantiomeric excess (ee).
The postsynthesis mixture has to be further separated in the
presence of a chiral selector to acquire a single enantiomer with a
proper purity level.

In large-scale applications, chiral chromatography (CCh) or
diastereoisomeric crystallization are generally used for chiral
resolution.””** Diastereoisomeric crystallization is considered
a straightforward and effective method, provided that a suitable
chiral resolving agent is available. However, the complexity of
the crystallization thermodynamics of diastereomeric mixtures
makes the identification of an efficient resolving agent
challenging or even in many cases impossible.l’ In contrast,
CCh can be used for the separation of a wide variety of chiral
compounds, regardless of the state of matter in which they occur
or the underlying thermodynamics of phase equilibrium. The
process design is facilitated by the easy commercial availability of
various types of chiral stationary phases (CSPs). Therefore, it is
frequently used for the industrial separation of enantiomeric
mixtures, either as an alternative to diastereomeric crystal-
lization or as the only possible option. However, the high price of
CSPs, along with their relatively low mechanical stability and
limited binding capacity, renders CChs a significant cost driver
and a bottleneck in the manufacturing of enantiomers. To
reduce manufacturing costs, CCh can be in some cases replaced
by cheap achiral chromatography (ACh) based on plane silica
adsorbents. The low cost of the silica adsorbent and its high
mechanical stability enable the chromatographic columns to be
operated at high flow rates and thus at high throughput, which
makes ACh an attractive alternative to CCh.

The separation of enantiomers by ACh is based on the
formation of homochiral and heterochiral associates of the
enantiomers, which differ in adsorption properties in non-
racemic mixtures. This phenomenon, termed self-disproportio-
nation of enantiomers (SDE),” enables the isolation of the
target enantiomer present in excess in the nonracemic mixture.
SDE has been reported to occur for chiral compounds
containing so-called SDE-phoric groups, including sulfoxides,
CF;-derived substances, amides, carboxylic acids, amino acids,
dipeptide derivatives, alcohols, phenols, esters, heterocycles,
whose presence triggers the mutual interactions of enantiomers
via hydrogen bonding or dipole—dipole interactions.”* ™" This
long list of SDE-phoric groups implies that chiral separation by
ACh is not limited to highly specific or rare cases, but it is
applicable to a wide variety of compounds.

In recent studies, a mathematical model was formulated for
the quantitative description of SDE-driven ACh separation and
the determination of the influence of operating variables on the
extent of the SDE effect.”®*” Furthermore, the possibility of
performing continuous SDE-driven ACh separations based on
the simulated moving bed separation was demonstrated.™

In this study, we developed a model-assisted procedure for the
design of SDE-driven ACh and its coupling with a CCh

7827

operating in a cyclic mode. In this approach, standalone ACh is
intended to be used instead of expensive CCh to reduce
separation costs for postsynthesis enantiomeric mixtures with a
high ee, but it is insufficiently high to meet the desired level of
product purity. In turn, the coupled ACh-CCh process can be
used to minimize the usage of CSPs in the CCh step for mixtures
with a low ee, for which the separation efficiency of standalone
ACh is insufficient, or for racemates, for which separation by
standalone ACh is not possible.

To establish a general theoretical background for the design of
the cyclic ACh-CCh process, a dynamic model was formulated
and calibrated for model mixtures of methyl p-tolyl sulfoxide
enantiomers, with the S-enantiomer as the target product. A
model-assisted systematic study was performed to evaluate the
separation performance of standalone ACh and CCh and their
coupling as a function of various operating variables, including
mobile phase composition, column loading density, ee of the
feed mixture, and flow configuration in different flowsheet
schemes.

2. THEORY

2.1. Dynamic Model. To simulate chromatographic band
profiles, the equilibrium-dispersive (ED) model was used. The
model was expressed by the following differential mass balance
equations B

ac,

_ 9
ot

= L;a

oc,  oa
1_,‘ +F tot,i -
Ox

g Ox ot (1)
where g%, is the equilibrium concentration of the enantiomer i
(i denotes the S or R enantiomer) in the adsorbed phase, in mg
per mL of the solid matrix (mg mL;.;,) given by the isotherm
eq (eq 8 or eq 9), C; (mg mL™") is the corresponding liquid
phase concentration, t (s), x (m) are the time and spatial
coordinates, respectively, u (m s') refers the superficial
velocity, Dy, (m*™") is the apparent dispersion coefficient, F
is the phase ratio: F = (1 — &,)/¢, €, is the packed bed porosity.
The model is combined with the boundary conditions
corresponding to loading at the column inlet a rectangular
pulse of the feed sample with the concentration C;g at t > 0

Cipfort € [0, ti,al

Cr,inlet(x =0, t) = {

0fort > t.q )

where f,,,4 is the loading time of the feed mixture.
For the concentration profile at the column outlet at t > 0, it
holds

aC(t,x=1)
el i i
ox (3)

where L is the column length.

The initial conditions (¢ = 0) correspond to the column free of
the feed components.

The apparent dispersion coefficient, Dy,,, is given by the
following equation
_ Lu _ HETPu

2Ng, 2¢, (4)

DL,a

where N is the plate number that corresponds to the column
efficiency, HETP = L/N, HETP is a function of the mobile phase
velocity, which is quantified by the van Deemter equation.W

https://doi.org/10.1021/acs.iecr.5c00412
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Figure 1. Cartoon representation of SDE-driven adsorption on an achiral adsorbent, where A* is an active site on the adsorbent surface, K'is the
equilibrium constant of binding on bare surface, Ki.,.,, Kix, are the equilibrium constants of formation of homo- and hetero- associates.

Productivity, yield, and purity were used as performance
indicators. Productivity, Pr, was defined as the ratio of the mass
of the product, m,;.q4 ie, the mass of the purified target
enantiomer, t, acquired during a single chromatographic cycle,
to the duration of the cycle, t, and to the column volume, V,
ml,prod

tVeal ©)

The yield, Y, was defined as the ratio of the mass of the
purified target enantiomer, m o, to its mass loaded into the
separation unit, m,,,q

Pr=

m,
Y = = 100%

My load (6)

The purity of the product, Pu, was defined as the ratio of m .4
to the mass of the whole product 1,4
m Iy
Pu = —100%
Mprod (7)

The model was solved using the forward—backward
scheme," which allows very fast solution of the model, thus
enabling the fast calibration of the model and the selection of
operating conditions to optimize process performance.

2.2. Description of the Adsorption Equilibrium.
2.2.1. Adsorption Equilibrium in ACh. As mentioned above,
the adsorption of enantiomers in ACh is driven by the SDE
phenomenon. To quantify the process, a two-layer adsorption
mechanism was assumed;*®* in the first layer enantiomers are
bound in a nonselective way to active sites on the bare silica
surface. The adsorbed molecules provide active sites for
interaction with another molecule, either of the same
enantiomer or the opposite one. The corresponding reaction
path is illustrated in Figure 1. At adsorption equilibrium, the
total adsorption of the enantiomer i, g, is the sum of the
adsorbed phase concentration in both layers, which can be
expressed as follows***

* I I
T =4 Y
_ 'K, 4, KiC;
1+ K Z. G 1 1l
1 + KjponG + Kol
|
q, Khetci
+ I 1
I+ Kol G + Khomcj (8)

The first term on the right-hand side of eq 8 corresponds to
the adsorption of the i-th enantiomer on bare silica, the second
and third terms correspond to the adsorption of homochiral and
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heterochiral associates, respectively, q’"" is the binding capacity

in the first layer, and K' is the corresponding equilibrium
constant, which are the same for both enantiomers because of
the absence of binding selectivity on bare silica; K} = K,! =K'and
q:"" = q’""I = g™, Kiy Kik: are the equilibrium constants of
formation of homo and hetero associates, respectively. The
difference between the KI\  KI. determines the separation
selectivity.

2.2.2. Adsorption Equilibrium in CCh. The adsorption of
enantiomers in CCh was described using the standard
competitive Langmuir isotherm model, expressed as

e 4K,
L1+ XKC (9)

where g[" is the binding capacity of the enantiomer i (i = S or R),
K; is the equilibrium constant, and C; is the concentration of the
enantiomer i in the liquid phase.

3. EXPERIMENTAL SECTION

3.1. Equipment. The Hitachi HPLC Primade system was
used to perform chromatographic experiments. The HPLC
device consisted of a high-pressure quaternary pump, an
autosampler, a column thermostat, an interface module, and a
UV detector.

3.2. Materials. R,S-Methyl p-tolyl sulfoxide (R,S-MTSO)
(Pu > 99%), was purchased from Apollo Scientific (Bredbury,
U.K.), S-Methyl p-tolyl sulfoxide (S-MTSO) (Pu > 98%) was
obtained from AmBeed (Arlington Heights), R-Methyl p-tolyl
sulfoxide (R-MTSO) (Pu > 99%) was obtained from Sigma-
Aldrich (Saint Louis). Methyl tert-butyl ether (MTBE) and
isopropyl alcohol (i-PrOH) of HPLC-grade purity were
obtained from Honeywell (Charlotte).

For SDE-driven ACh separations, the ReproSil-Pur 60 Si silica
gel column (250 mm X 4.6 mm, S um particle size) was
purchased from Dr Maisch (Ammerbuch, Germany).

CCh separations and analysis of ACh and CCh effluents were
performed with the CHIRALPAK IC (250 mm X 4.6 mm, S gm
particle size) from Daicel Corporation (Osaka, Japan).

3.3. Procedures. 3.3.1. Chromatographic Elution.
3.3.3.1. ACh Separation. The chromatographic conditions for
the separation of nonracemic mixtures of the MTSO
enantiomers by ACh were selected in the previous study.r
The experiments were conducted isocratically with a mobile
phase composed of MTBE with i-PrOH as the modifier. The i-
PrOH content in the mobile phase was stepwise changed within
the range of separation feasibility: ¢, p,on = 0, 1, 3, 10, 15% v/v.
The mobile phase flow rate was Q = 1 mL min™".

Nonracemic mixtures of MTSO with eeg = 50 or 85% and the
total feed mixture concentration of Cp = 60 mg mL™" were

https://doi.org/10.1021/acs.iecr.5c00412
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Figure 2. Profiles of the MTSO enantiomers eluted from the ACh column for feed samples with eeg . = 50%, Vi = 0.09 mL, C; = 60 mg mL™", mobile
phase MTBE/i-PrOH: ¢, p,04 = 10, 3, 1%, Q = 1 mL min~". (A) individual profiles of the enantiomers, symbols — experimental data, lines —

simulations, (B) corresponding UV profiles.

loaded in volumes of Vi = 0.09 or 0.5 mL. Chromatographic
profiles were recorded at a wavelength of 285 nm.

Individual profiles of enantiomers in the mixtures were
determined by fractionation of effluent from the ACh column
and subsequent offline analysis of fractions using the CCh
column (Section 3.3.3.3). The volume of fractions was changed
from 0.1 to 2 mL according to the pace of changes in the detector
signal.

All chromatographic experiments reported in this study were
carried out at a temperature of 23 °C.

3.3.3.2. CCh Separation. The mobile phase composed of
MTBE and i-PrOH was also found to be suitable for the
separation of the MTSO enantiomers by CCh. The separation
was performed for various concentrations of i-PrOH: ¢, p.on = S,
10, 12, 15, and 20% v/v. The flow rate of the mobile phase was Q
=1 mL min™". Mixtures of the MTSO enantiomers with eeg =
0% (racemate) or eeg = 50% and total feed concentration Cp =
60 mg mL™" were loaded in volumes of Vi = 0.0S or 0.5 mL.
Chromatographic profiles were recorded at a wavelength of 285
nm. Analysis of CCh effluent was performed according to the
procedure described in Section 3.3.3.3.

3.3.3.3. Fraction Analysis. The effluent analysis of both the
ACh and CCh columns was performed using the CHIRALPAK
IC column with MTBE/i-PrOH (85:15 v/v) as the mobile
phase ata flow rate Q = 1.5 mL min™". Profiles were recorded at a
wavelength of 246 nm. The detection wavelength was adjusted
to ensure the linearity of the detector calibration curve. The
sample volume was selected in such a way that the base peak
resolution was achieved.

3.3.3.4. Measurements of the Column Porosity. The
column porosity was calculated on the basis of the retention
time of n-hexane pulses in the mobile phase. The column
retention times were corrected by subtracting the residence time
in the extra column volumes. The total bed porosity was
determined to be & = 0.704 for the ACh column and ¢, = 0.741
for the CCh column.

3.3.3.5. Measurement of the Number of Theoretical Plates.
The number of theoretical plates for each column was
determined from the half-peak width of a small pulse (Vi =
0.05 mL, Cg = 0.5 mg mL™") of S-MTSO eluted from the ACh
column and for S- and R-MTSO pulses eluted from the CCh
column. Measurements were carried out with the highest
modifier content in the mobile phase (¢ = 15% v/v for ACh, ¢ =
20% v/v for CCh). Measurements were made for various mobile
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phase flow rates in the range Q = 1-8.3 mL min~" for ACh
column and Q = 1—4 mL min™'; the upper limit for Q was
determined for the maximum allowable pressure drop in the
ACh and CCh columns, respectively.

4. RESULTS AND DISCUSSION

4.1. Model Calibration. 4.1.1. Separation in the Stand-
alone ACh. To quantitatively describe the separation of MTSO
enantiomers in the ACh column, the ED model (eq 1) was
coupled with the isotherm eq (eq 8). The model calibration
consisted of the determination of a few parameters, including the
column porosity, &, the apparent dispersion coefficient, D, ;, and
the isotherm coefficients: g™, K, KiL...., Ki%..

The column porosity was determined according to the
procedure described in Section 3.3.3.4. The coefficient D,,; was
calculated from the number of theoretical plates N (eq 4). The
latter was determined at a high modifier content in the mobile
phase, for which the MTSO peaks took a Gaussian shape. At low
modifier concentrations, peak tailing was observed, which
resulted from the energetical heterogeneity of the silica
adsorbent surface. Under such conditions, accurate determi-
nation of N was not possible. In general, for strongly adsorbing
species, the retention dependence of D, , in the ED model (eq 1)
is very weak; therefore, it also depends weakly on the mobile
phase composition (Supporting Information, eqs S1 and S2).
However, its dependence on the mobile phase velocity cannot
be neglected. An increase in the mobile phase velocity causes a
decrease in the column efficiency. Therefore, the velocity
dependence of D; , has to be quantified and accounted for in the
model. For this purpose, a series of elution experiments were
performed in both ACh and CCh columns for small pulses of S-
MTSO at varying mobile phase flow rates (Section 3.3.3.5). The
resulting van Deemter curve was described by an empirical
function (Figure S1, Supporting Information) and used to
calculate Dy ..

To determine the isotherm coefficients, the peak fitting
method was used, in which the coefficient values were adjusted
by an optimization procedure to obtain a best match between
the model simulations and the experimental band profiles. The
latter were acquired under conditions of strong isotherm
nonlinearity. Each profile selected as the input data was
characterized by a sharp ascending concentration front; the
front of S-MTSO, which was in excess in the mixture, always

https://doi.org/10.1021/acs.iecr.5c00412
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moved faster than that of the unwanted R-MTSO enantiomer,
which activated displacement effect. This allowed for acquiring a
pure fraction of S-MTSO preceding the R-MTSO front. The
peak fitting procedure was performed for the band profiles of
enantiomeric mixtures with eeg = 50% at varying modifier
concentrations in the mobile phase (Section 3.3.3.1). The
retention pattern is illustrated in Figure 2A, which shows
individual profiles of enantiomers along with the results of peak
fitting, and in Figure 2B, in which the total UV profiles are
depicted. The rear part of the UV profiles exhibits a
characteristic hump that accompany retention of the later-
eluted enantiomer. The presence of such a deformation of UV
profiles of nonracemic mixtures is an indicator of the occurrence
and extent of SDE in ACh, which facilitates optimization of
operating conditions.

It can be observed that a reduction in the modifier
concentration caused an enhancement in the SDE effect,
which improved the separation selectivity, hence also the yield
of the target S-MTSO. In general, the mobile phase with a low
polarity is recommended for the SDE-driven separations, as the
excess of polar solvent diminishes the SDE effect.”” On the other
hand, it caused an extension of the duration of the separation
cycle, which reduced productivity. The retention pattern was
reflected in the values of the isotherm coefficients. The
equilibrium constant of binding on bare silica, K' and the
difference between the coefficients K., and Ki.,, determining
the separation selectivity, decreased with increasing modifier
concentration, which is illustrated in Figure 3. The binding
capacity for the MTSO enantiomers was found to be
independent of the modifier content, consistent with observa-
tions from a previous study.r‘

1.0

0.8 4

0.6 4

0.4 4

0.2 4

0.0 T T T T T T T
8
»%

Figure 3. Dependencies of the isotherm coefficients on the modifier
content in the mobile phase for ACh. Symbols — experimental data,
lines — empirical functional dependencies (Table S1, Supporting
Information), "' = 63.6 is the average value obtained for different
modifier concentrations.

The values obtained were successfully verified by comparing
the model predictions with the experimental profiles of
enantiomeric mixtures recorded under different eeg and loading
conditions (Figure S2, Supporting Information).

4.1.2. CCh Separation. The calibration of the dynamic model
of the CCh column was performed in a way similar to that
described above for the ACh column. To determine the mobile
phase dependence of D; ,, the van Deemter curve was generated
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and quantified by an empirical function, which is demonstrated
in Figure S1 in Supporting Information.

Four isotherm coefficients, q¢, qg, Ks, Kg, were determined
using the peak fitting method. The basis of the peak fitting were
the band profiles of the MTSO enantiomers in racemic mixtures
(eegr = 0%) recorded at varying concentrations of the modifier
in the mobile phase (3.3.3.2). For the CCh system used, the S-
MTSO enantiomer was eluted from the CCh column before R-
MTSO. The predictability of the model was verified by
comparing the predictions with the experimental profiles
recorded under different ees and loading conditions (Figure
S2, Supporting Information).

An illustration of the retention pattern of the MTSO
enantiomers in the CCh column and the results of peak fitting
is depicted in Figure 4. The dependence of the isotherm
parameters on the modifier concentration in the mobile phase is
illustrated in Figure 5. The corresponding empirical functional
dependencies are given in Table S2 in Supporting Information.
It can be observed that both the equilibrium constants Ky and K
decrease with increasing modifier concentration in the mobile
phase. The adsorption capacities of the enantiomers S-MTSO,
q¢, and R-MTSO, gy, were different and exhibited opposite
trends with respect to the modifier content; g5’ decreased while
qr increased with increasing modifier concentration. As a result,
the separation selectivity decreased with increasing modifier
content, particularly for modifier concentrations greater than
approximately 12% (v/v).

1.6

@=20%
1.4

1.2
@=15%

-
00 0.8 2=10%

0.6 -

0.4
D

lll.k o :. A :i
4
cv

Figure 4. Individual profiles of the MTSO enantiomers eluted from the
CCh column for feed samples with eeg;: = 0%, Vi = 0.05 mL, Cz = S0 mg
mL™", mobile phase MTBE/i-PrOH: ¢, p,o; = 20, 15, 10%. Symbols —
experimental data, lines — simulations.

"'i"'-f....

0.2 4

0.0

4.2. Separation Performance of the Standalone ACh
and the Standalone CCh. 4.2.1. Separation Performance of
the Standalone ACh. The dynamic model was used for
systematic analysis of the separation performance of the
MTSO enantiomers by ACh. The model was solved for
incremental changes in the process variables within the range
of separation feasibility, i.e., for the modifier concentration ¢ =
1,2, 3, 5, and 10% v/v and the loading density L; (mass of
enantiomers loaded per the column volume) changed from 3.6
to 14.5 mg mL,} (loading volume Vj changed from 0.25 to 1
mL). The values of the isotherm coefficients and the coefficient
D, , were implemented using proper functional dependencies on

https://doi.org/10.1021/acs.iecr.5c00412
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Figure S. Dependencies of the isotherm coefficients on the modifier
content in the mobile phase for CCh. Symbols — experimental data,
lines — empirical functional dependencies (Table S2, Supporting
Information).

the modifier concentration and flow rates, respectively (Table
S1 and Figure S1, Supporting Information).

The SDE effect enhances with increasing concentration of
enantiomers as a result of the acceleration of the association
rate.’®?” Therefore, the loading concentration was set to its
maximum level corresponding to the solubility of MTSO
enantiomers in the mobile phase, ie, C; = 60 mg mL™"
Therefore, changes in mass loading were defined by changes in
loading volume. The simulations were repeated for different
levels of eeg in the feed mixture; eesp = 30, 50, 70, 85%. The
single cycle time, t,, in eq 5 was defined as the elution time of the
separated mixture in cyclic steady state, as illustrated in Figure 6.

For each simulation run, the band profiles of the enantiomers
were numerically integrated. Yield (Y), productivity (Pr) and
purity (Pu) of the product acquired in the first eluting fraction
were calculated according to eqs 5—7. The fraction of the S-

9

84 — ¢
7=
64

54

cglL’

4]

31 F1|F2
2

0 T T T T =
2 4 6 t 8 10 12 14

‘tmin ¢

Figure 6. Illustration of the chromatographic cycles and cut times of the
effluent fractions of the ACh column (feed mixture with eeg = 85%,). F1
— product fraction with the target enantiomer od purity of 99%, F2 —
unresolved fraction. The cycle time: . = t, — t,, where t, is the start of the
collection of FI, t. is the end of the collection of F2. The t, and t, were
determined by the threshold concentration Cy,,.q,; = Cp;;/1000, i = S or
R.
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MTSO enantiomer that fulfilled purity of Pu > 99% was
accepted as the separation product.

The simulation results were used to generate contour graphs,
which visualize the relationship between the performance
indicators Prand Y and the operating variables, i.e., the modifier
concentration, @, and the mass loading density, L, at various
eeg - levels.

An illustration of the contour graphs calculated for two
selected eegp; eegr = 30% and eegr = 70% and a selected flow
rate Q = 4 mL min™" is presented in Figure 7A—D. The
relationships between Pr and Y quantified for different ¢ and
eeg i are illustrated as the Pareto plots in Figure 7E,F. The Pareto
plots consist of two branches connected by a maximum Pr. For
the ascending branch, Prand Y are cooperative, i.e., increasing in
Y induces an improvement in Pr, since the mass of the product
collected increases (eqs S and 6). For the descending branch, Y
and Pr are conflicting; increasing demand for Y necessitates a
reduction in either the loading density or in the modifier
content, both of which result in decrease in Pr. The separation of
enantiomers was the most challenging at the lowest eeg  used for
the analysis, i.e., eegr = 30%. Therefore, in this case maximum
productivity was achieved for a low modifier concentration, i.e.,
@ = 1% v/v, whereas for the mixtures with eeg > 50%, it was
achieved for ¢ = 5% v/v. Exemplary graphs are shown in Figure
7E,7F.

Changes in the mobile phase flow rate caused changes in the
process performance, i.e,, for the whole range investigated, a
decrease in the flow rate triggered a decrease in productivity due
to an extension of the duration of the chromatographic cycle (eq
5), and an increase in yield due to an improvement in the
column efficiency. However, the choice of the optimum modifier
concentration was not affected by the flow rate (e.g., Figure S3,
Supporting Information).

The contour graphs and the Pareto plots can guide the
selection of operating conditions for the standalone ACh
process to trade off yield and productivity requirements.

4.2.2. Performance of the Standalone CCh. Analysis of the
separation performance of the standalone CCh was also
performed for enantiomeric mixtures of different eegy; ee p =
0, 30, 50, 70, 85%. The modifier content in the mobile phase was
incrementally changed within the range of S to 15% v/v (¢ = S,
7, 10, 12, 15% v/v%) and the loading density varied from L; =
0.4 to 10 mg mL,}, which corresponded to changes in loading
volume from 0.03 to 0.7 mL. The loading concentration was set
according to the solubility limit, similarly as for ACh, i.e., Cz = 60
mg mL~". The constraint for the purity of the product was also
set at the level of Pu > 99%.

Figure 8 illustrates the changes in Pr and Y as functions of L,
and ¢ for selected eeg ; levels (eeg = 30 and 70%) at Pu = 99%.
The results of the calculation are demonstrated for the flow rate
Q =4 mL min~" that was a maximum level due to the pressure
limit of the CCh column.

It corresponded to the shortest cycle time, t. (eq 5), for which
the highest productivity was reached. The contour plots of Pr
and Y are presented in Figure 8A—D, and the Pareto plots for ¢
=5, 10, and 15% v/v are shown in Figure 8E,F. The maximum of
Prwas achieved at ¢ = 10%, regardless of eeg of the feed mixture
and the fraction eluting from the CCh column (see, e.g, Figure
7E,F, and S4 in Supporting Information).

4.3. Coupling of Achiral and Chiral Chromatography.
4.3.1. Concept of the ACh-CCh Coupling. Two flowsheet
schemes for the ACh-CCh coupling were considered, which are
depicted in Figure 9.

https://doi.org/10.1021/acs.iecr.5c00412
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Figure 7. Illustration of the ACh separation performance for the product purity Pu = 99% (eq 7) at Q = 4 mL min™". (A—D) dependence of Pr (left-
hand side) and Y (right-hand side) on the loading density, L, (as a gram of enantiomers in the feed per liter of column volume) and the modifier
content ¢, for eeg = 30% (A, B), and eeg . = 70% (C, D), (E, F) illustration of the corresponding Pareto plots for the selected ¢ = 1, 3, and 5% v/v; the

lines guide the eye.

In the scheme 1, a nonracemic mixture of enantiomers,
potentially resulting from an asymmetric synthesis, is loaded
into the ACh column with a maximum concentration possible
because of the solubility limit in the mobile phase. The mixture is
separated into two fractions: the less retained, FIc;,, which
contains the pure product (S-MTSO) and the more retained,
F2, ¢y, which contains a mixture of both enantiomers. The latter
is subjected to evaporation to concentrate the mixture up to the
desired level and to adjust the composition of the mobile phase
and loaded into the CCh column. The CCh column is destined
to enrich enantiomeric mixtures in the effluent fraction, Flc¢y,
up to eeg corresponding to the feed mixture entering the ACh
column. The fraction F1 ¢, is subjected to evaporation to adjust

the concentration of the mixture and the composition of the
mobile phase, then mixed with a fresh portion of the feed and
recycled to the ACh column, which closes the cycle. The fraction
F2¢¢;, that contains an excess of the undesired enantiomer R-
MTSO is the waste from the process. The application of the
scheme 1, in which the feed is directed to the ACh column, is
restricted to mixtures with eeg > 0, as ACh cannot be used to
separate racemic mixtures.

In the scheme 2, the feed is mixed with the unresolved fraction
leaving the ACh column, F2,¢;, and processed in the CCh
column, which provides the fraction Flc(y, enriched with the
target enantiomer up to eegpccp. The level of eegpccp, is a
process variable, which can be adjusted to optimize the

7832 https://doi.org/10.1021/acs.iecr.5c00412
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Figure 8. Illustration of the performance of the CCh separation for the purity of the product Pu = 99%, flow rate Q = 4 mL min~". (A—D) dependence
of Prand Y on L;and ¢ for eeg = 30% (A, B), and eeg; = 70% (C, D), (E, F) illustration of the corresponding Pareto plots for selected ¢ = 5, 10, 15%
v/v. The lines guide the eye.
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Figure 9. Flow diagram for the ACh-CCh coupling. In the scheme 1 the feed is loaded into the ACh column, in the scheme 2 the feed is loaded into the
CCh column.

separation efficiency of the ACh-CCh coupling. After fraction enriched with the undesired enantiomer is the waste
evaporation, the Flc¢y, fraction is fed into the ACh column to from the process. The entire cycle is completed when the F2,;,
obtain the pure product in the F1 ¢, fraction, whereas the F2¢¢y, fraction eluting from the ACh column is combined with fresh

7833 https://doi.org/10.1021/acs.iecr.5c00412
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feed and reintroduced into the CCh column. The scheme 2 can
be used for enantiomeric mixtures with any ee, including
racemic mixtures.

4.3.2. Evaluation of the Separation Performance of ACh-
CCh. The model simulations were used to evaluate the
separation performance of both ACh-CCh schemes with respect
to Pr for the purity demand arbitrarily set at the level of Pu >
99%, and minimum yield set at the level of Y > 90%. The
constraint of Y > 90% could be fulfilled only in the CCh step in
the ACh-CCh coupling. The simulations were performed for
different eeg . levels; eeg = 30, 50, 70, and 85%.

The flow rate in CCh was set at the maximum allowed level,
ie, Qccy = 4 mL min~', which, as mentioned above,
corresponded to the maximum Pr. The Pareto plots generated
for the standalone CCh were used to select the modifier content
for the CCh step in the ACh-CCh coupling, for which the
maximum Pr was achieved at Y > 90%. As mentioned above, it
corresponded to @¢c;, = 10%, regardless of eeg , (e.g., Figure 8).
In this case, CCh, which was the cost driver of the separation,
could operate under optimal conditions with respect of the flow
rate and the modifier concentration.

The modifier concentration in the ACh step was also selected
on the basis of the Pareto plots generated for the standalone
ACh (Figure 7); for eeg = 30%, the modifier content was set at
the level of @5, = 1% v/v, whereas for eeg . > 50%, at the level of
@ach = 5% v/v. The flow rate, Q,cy, and the loading density, L,
were adjusted to synchronize ACh with CCh, i.e., so that the
mass of enantiomers exchanged between ACh and CCh could be
separated in the same cycle duration (f.). This approach
prevented the accumulation of the mixture to be processed
between ACh and CCh and allowed the establishment of cyclic
steady state.

For the scheme 1, the optimization of Pr in the ACh-CCh
system was initiated at L; corresponding to the maximum Pr on
the Pareto plot at the specified eeg; and the selected modifier
concentration. The flow rate in the initial run was set to Q¢ =4
mL min~'. The optimization of the ACh-CCh separation
productivity was carried out according to the algorithm depicted
in Figure 10. The simulations were initially repeated in the
internal loop with simultaneous adjustment of Q,cy, until the
difference between the duration of the individual chromato-
graphic cycle of the ACh and CCh columns fell below a specified
acceptance criterion: At e, cop = —""M:_:‘m'l 100% < & and

', CCl
until the cyclic steady state (CSS) was attained, i.e., the relative
difference in the performance indicators Pr and Y between
consecutive cycles changed less than 6. Both values of 6 and &
were set at 0.5%. The upper limit for Q¢ was set at 8.3 mL
min~", which corresponded to the allowable pressure drop for
the ACh column. Subsequently, the calculations were repeated
in the middle loop, in which L, was adjusted until the constraint
Y > 90% was met, and then in the external loop until the
maximum Pr was achieved. As a result, the algorithm optimized
Pr with Quc, and Ly,c, as decision variables subject to the
following constraints: Pu > 99%, Y > 90%, 6 < 0.5%, ¢ < 0.5%.

The results of the simulations are summarized in Table 1,
which presents the values Y, Pr, and the mass of the product
obtained in a single chromatographic cycle, m, ;.. Regardless of
the eeg level, the maximum Pr corresponded to a very high Y’
level, i.e., Y > 99%. The performance indicators obtained were
compared to those calculated for the standalone CCh at the
same yield. It is evident that ACh-CCh outperformed the
standalone CCh with respect to both Pr and my,,q. The gain in
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Figure 10. Calculation algorithm to optimize productivity in ACh-
CCh. For the scheme 1: A denotes the ACh column and B denotes the
CCh column, outA denotes the product fraction, outB is waste fraction,
Lyis the loading density for the corresponding columns, x; 5 is the mass
ratio of the i-th enantiomer of the late eluting fraction and x;p, is the
mass of the early eluting fraction, for the scheme 2: the opposite holds.
In the scheme 2 the calculation cycle was additionally repeated for
different levels of eeg;ccy-

Pr was limited by the constraint Af_cpccp < 6, which was
forced by necessity of synchronizing the separation time in both
columns. Therefore, the ACh column in the coupling operated
under suboptimal conditions. The gain in m, 4 corresponds to
the reduction in the number of cycles necessary to obtain the
desired mass of the product in relation to the standalone CCh.
The improvement in process performance was significantly
enhanced with increasing enantiomeric excess in the feed
mixture; increase in eegp causes the difference between the
migration velocity of the band profile of the enantiomers to
increase, which facilitates sepamtion.3 2

For the scheme 2, the mobile phase composition and flow rate
in CCh were set at the same optimal levels as for the scheme 1:
@Pccn = 10% and Qe = 4 mL min~". Calculations were carried
out for different values of eegy; eesy = 0, 30, 50, and 70%.
Additionally, the demand for eeg of the Floq, fraction
transferred between CCh and ACh was incrementally changed
(eeg piccwyTable 2). The algorithm used for the scheme 1 (Figure
10) was also applied for these calculations. The decision
variables used to maximize Pr were: Ly, Qycj, and eegzccp,- The
constraints for Y > 90%, Pu > 99%, At scy.ccn< 0 and for
establishment of CSS were set the same as those used for the
scheme 1. The calculations were initialized with L correspond-
ing to maximum Pr on the Pareto plot for the standalone CCh at
the specified eeg ;.. The results obtained with respect to Pr, Y and
Mg are reported in Table 2. It is evident that for each eegy, the
eeg pyccn level can be optimized with respect to Prand my 4. For
example, for racemate and mixtures with eeg; = 30%, the

https://doi.org/10.1021/acs.iecr.5c00412
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Table 1. Separation Performance of ACh-CCh for the Scheme 1 and Standalone CCh; Maximum Pr was Achieved at Y > 99%

ACh-CCh, scheme 1 standalone CCh
feed eege% Prgw = Prachg L7 b7 My rod/ Vet 8 L PrecngL7' b7 My prod/ Veor & L
30 345 0.9 324 0.3
50 51.0 12 29.1 0.3
70 94.6 23 47.1 0.5
85 160 4.0 65.1 0.7

Table 2. Separation Performance of ACh-CCh and the Standalone CCh and for Scheme 2, Maximum Pr was Achieved at Y = 90%

ACh-CCh, scheme 2 standalone CCh
feed eeg % eespicend Proui = Pracy GL7'h™! Myprod/ Ve g L7 Precy gL' h™! Myprod/ Ve g L7

0 30 18.9 0.6 35.6 0.4
50 283 0.6
70 29.7 0.5
90 28.8 0.4

30 50 44.6 1.1 485 0.6
70 433 0.8
90 42.6 0.6

50 70 439 0.8 57.0 0.7
90 39.6 0.6

70 90° 69.4 1.2 68.2 0.8

“Preferable value with respect to Pr and m, 4.

Table 3. Separation Performance of the Standalone CCh and the Standalone ACh, Maximum Pr Achieved at Y > 65% (Q = 8 mL
min~")

standalone CCh standalone ACh
feed ee % Prig = Prec, g L7 b7 Mipeod! Vet § L7 Priy=Prag g L7 b7 Mypeod/ Ve g L™
90 1404 24 186.8 13
eegrccn level of 50% is favorable for the process efficiency However, the approach developed for process design is general
(Table 2). Regardless of the eegy level, maximum Pr was and can be adopted for any enantiomeric mixture exhibiting the
achieved at the minimum required yield Y = 90%. SDE effect.
The benefit of using ACh-CCh in the scheme 2 also increased
with increasing eeg. 5. For the racemic mixture, whose separation 5. CONCLUSIONS

was only possible in this flowsheet scheme, the mass of the pure
product obtained in a single chromatographic cycle was 1.5 ) ) )
times higher in ACh-CCh than in the standalone CCh. The cost-consuming  chiral chromatography‘ (CCh) by _aCh“'al
productivity in ACh-CCh was, however, lower. As mentioned chromatography (ACh) for the separation of enantiomers
above, it stemmed from the necessity of synchronization of exhibiting the SDE effect was presented. In this concept, ACh

In this study, a concept for partial or complete replacement of

chromatographic cycle times for both columns. For eeg = 30%, can be used instead of CCh in the separation of enantiomeric
the scheme 2 performed better but with a lower yield (Y = 90%) mixtures highly enriched with the target enantiomer, while the
compared to the scheme 1 at the optimal separation conditions ACh-CCh coupling can be used for mixtures with a low or
(Y =99%). For eeg > 50% the scheme 1 performed better than moderate enrichment level. A procedure was developed for the
the scheme 2. The increase in eeg: caused that a fraction of pure design and optimization of the separation in both standalone
target enantiomer withdrawn from the ACh column (the operations as well as in the coupled process. The procedure
product) increased, which reduced the amount of mass to be consisted of the formulation of the dynamic model for both the
processed in the CCh column. It caused an improvement in the standalone ACh and the CCh and the determination of the
separation performance for the scheme 1. model parameters along with their dependencies on operating
Finally, the separation performance of a highly enriched variables, including the column loading density, the flow rate,
mixture eegr = 90% was evaluated for both the standalone CCh and the composition of the mobile phase, which were quantified
and ACh (Table 3). The comparison was made for Y on the basis of experimental band profiles. The procedure was
corresponding to the maximum productivity achieved in ACh, tested for a model mixture of methyl p-tolyl sulfoxide, in which
which was Y = 65%. Although the standalone ACh required S-methyl p-tolyl sulfoxide was the target enantiomer. Separation
more cycles to produce a proper mass of the product, it could be productivity and yield for the target enantiomer were evaluated
operated at a higher productivity and significantly lower material as functions of the operating variables with the aid of Pareto
(adsorbent) cost compared to the standalone CCh. It is evident plots. In the subsequent step, the performance of two different
in this case ACh could completely replace CCh. flowsheet schemes of the coupled process was assessed, with the
The values given in Tables 1, 2, and 3 are specific for the feed being loaded into the ACh column or into the CCh column.
separation case studied; the optimal configuration and optimal The former was applicable only for eeg > 0, while the latter was

operating variables would depend on the adsorption properties. applicable for any eeg of the feed mixtures.
7835 https://doi.org/10.1021/acs.iecr.5c00412
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The maximum productivity achievable in the ACh-CCh
coupling and the mass of the product acquired in the single
chromatographic cycle were compared with those achieved for
the standalone CCh. For racemic mixtures, the productivity of
the coupled process was lower than that of the standalone CCh,
which resulted from the necessity of synchronizing the
separation in both columns. However, the product mass per
separation cycle in ACh-CCh was 1.5 higher than in the
standalone CCh. It allowed for a reduction in the number of
cycles in the ACh-CCh coupling compared to that in the
standalone CCh, which can reduce the consumption of
expensive CSP. For feed mixtures with eeg ;. > 30%, the coupled
ACh-CCh process outperformed the standalone CCh with
respect to both productivity and product mass per cycle. This
benefit was enhanced with increasing ee i, for example, for eeg ;:
= 70% the productivity in ACh-CCh was twice higher than in the
standalone CCh and the mass of the product per cycle was four
times higher. For mixtures with very high eegy, it was
recommended to use standalone ACh instead of CCh, which
could significantly reduce the separation costs. The additional
advantage of ACh is that the target enantiomer always elutes
before the undesired one, which allows utilization of the
displacement effect to concentrate the product fraction. In CCh,
the elution order depends on the specificity of the chiral
compound and CSP. Although the performance indicators
reported are specific for the case study considered, the design
concept and the experimental procedure can be generalized for
any chiral compound possessing SDE-phoric groups. Moreover,
further improvement in the process performance could be
achieved by implementing a continuous mode in the coupled
process. A study on this issue is underway.
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The equilibrium theory-based approach was developed to elucidate and quantify the separation of nonracemic
enantiomer mixtures by achiral frontal chromatography. Equilibrium theory (ET) provided an analytical formula
and a graphical solution for the prediction of the migration velocity of the adsorption fronts. Two model com-
ponents were selected for the study, i.e., citalopram and methyl N-acetyl-phenylalani which exhibited the
phenomenon of self-disproportionation when eluted from a silica gel column. The solution of ET was coupled
with an optimization routine to determine the adsorption isotherm. The isotherm model assumed the formation
of homochiral and heterochiral associates on energetically different adsorption sites on the silica surface. The
retention times of breakthrough adsorption fronts of enantiomers were measured and used as a basis for the
estimation of the isotherm coefficients. For both pairs of the enantiomers, the formation of associates at the high-
energy binding sites exerted a dominating influence on the separation selectivity. The effect was dependent on
the concentration of enantiomers and the enantiomeric excess in the mixtures.

The equilibrium-dispersive model was used to assess the effect of band broadening on the accuracy of the ET
solution. It was demonstrated that ET is an effective mathematical tool for rapid prediction of the SDE-driven

chromatographic process.

1. Introduction

The separation of enantiomers of chiral compounds is a key process
in the industrial production of pharmaceuticals, food components, ag-
rochemicals, and enantiomer recognition materials [1-5]. Several
techniques are used for the separation of enantiomers from
post-synthesis mixtures, among which chiral chromatography (CCh) and
diastereoisomeric crystallization are considered straightforward and
easy for scaling up [6,7]. Both techniques require a chiral environment,
i.e., the presence of a chiral selector with the ability to selectively
interact with opposite enantiomers. However, separation of enantiomers
is also possible in conventional achiral systems by exploiting the phe-
nomenon of self-disproportionation of enantiomers (SDE), which allows
nonracemic mixtures to be fractionated into streams with different
levels of enantiomeric excess.

SDE stems from attractive noncovalent physicochemical interactions
between the molecules of the enantiomers of a chiral compound. The
presence of hydrogen-bond donor/acceptor, strongly electron-
withdrawing groups, either or both r-stacking aromatic moieties in

* Corresponding author.
E-mail address: dorota.antos@prz.edu.pl (D. Antos).

https://doi.org/10.1016/j.chroma.2025.466608

the molecular structure can induce strong attractive intermolecular in-
teractions that trigger the formation of homochiral and heterochiral
associates. In general, this phenomenon underlies chiral recognition
between biomolecular chiral selectors and chiral compounds, chiral
sensing and separation [8], and enantioselective reactions in chiral
catalysis [9].

When the enantiomers in the nonracemic mixture interact in the
presence of an achiral solvent, the preliminary achiral system becomes
chiral, bringing about a distinction between the enantiomers to enable
their separation. If the interaction is strong enough, it triggers
concomitant changes in chemical shift, which can be detected by spec-
troscopic methods [10,11].

This effect was first reported by Uskokovi¢ and co-workers in 1969
[12], who observed a nonequivalence of the 1H NMR spectra of racemic
and enantiopure dihydroquinine. In the past, the phenomenon has been
reported in the literature under different names, but the term of
self-induced recognition of enantiomers (SIRE) is the most commonly
used [5].

The SIRE phenomenon underlies the SDE in achiral chromatography
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(ACh), yielding fractions of a nonracemic mixture enriched or depleted
with the target enantiomer. Various chiral compounds have been re-
ported to exhibit SDE in achiral chromatography, including sulfoxides,
CF3-derived substances, amines, amides, carboxylic acids, amino acids,
dipeptide derivatives, alcohols, phenols, esters, heterocycles, halogens,
and carbonyl compounds [13-25]. Different chromatographic tech-
niques were applied for SDE-driven separations: HPLC, MPLC, gravity,
and flash chromatography, in which the achiral columns were operated
in batch mode [18,22,26-37]. Recently, SDE-driven ACh separations
(SDE-ACh) have been carried out in continuous mode using a simulated
moving bed system [38], or in a cyclic mode using a combination of
achiral and chiral chromatographic columns [39]. The latter provides a
fraction of pure target component and unresolved mixture of the en-
antiomers that is separated in a chiral environment. Recent advances in
the immobilization and synthesis of novel polymeric chiral selectors
may stimulate the development of such hybrid processes to isolate
highly pure target enantiomers from nonracemic post-synthesis mix-
tures at high throughput and low costs [40,41]. This is a factor of
importance for manufacturing components of chiral drugs that are
currently on the cutting edge of the pharmaceutical industry. Further-
more, neural network-based models for the recognition of medical en-
tities can be exploited to identify drugs that can be purified by SDE-ACh
[42].

In previous studies, the design of SDE-ACh was supported by a
mechanistic model of the adsorption equilibrium, which accounted for
the formation of homo and hetero associates as a result of interactions of
molecules of the same and opposite enantiomers. The association of
enantiomers in the adsorbed phase was indicated to have a dominant
contribution to the separation mechanism [35-37].

In this study, equilibrium theory (ET) was adopted to elucidate and
design the SDE-ACh separations of nonracemic enantiomer mixtures.
Two model compounds were selected for the study: citalopram (CIT) and
methyl N-acetyl-phenylalaninate (Ac-Phe-OMe), which exhibited SDE
during elution from an achiral column.

The ET, when applied to quantify the dynamics of the chromato-
graphic column, assumes the establishment of thermodynamic equilib-
rium between the fluid and the adsorbed phases, while neglecting all
kinetic and hydrodynamic effects. This leads to the so-called ideal model
of column dynamics, quantified by the first-order partial differential
equation. This approach has been described in detail in the literature
[43-47] and applied to evaluate performance of continuous chroma-
tography [48-50].

We showed that ET can also be an excellent mathematical tool for
quantifying the adsorption mechanism underlying SDE-ACh separations
and for process design. It provides an analytical formula for the pre-
diction of migration velocity of adsorption fronts without involving
tedious numerical procedures, which allows instantaneous dynamic
model response to alternations of the process parameters. It can be
leveraged for optimization of process conditions and system control,
which is essential to maintain separation performance at the desired
level.

The adsorption mechanism adopted for the study was similar to that
developed in previous studies [35 37], but additionally, energetical
heterogeneity of the silica surface was taken into account. We distin-
guished between the mechanism of adsorption on lower-energy sites of a
high surface density, which determines the solute retention in the range
of high concentrations, and higher-energy sites of a low surface density,
which determine retention in the range of low concentrations. This
allowed for an accurate prediction of the elution pattern of the enan-
tiomers with markedly different concentrations, i.e., for enantiomeric
mixtures with a high value of enantiomeric excess.

Journal of Chromatography A 1766 (2026) 466608

2. Theory
2.1. Adsorption equilibrium

The adsorption pattern underlying SDE-ACh separation was
described by a two-layer adsorption mechanism [35]. The first layer is
formed on the active adsorption sites on the surface of the bare silica,
whereas the second layer is formed as a result of the association of the
enantiomer molecules in the adsorbed phase.

The silica surface is known to contain energetically heterogeneous
adsorption sites. The adsorption mechanism on such a surface is typi-
cally approximated by the biLangmuir isotherm, which accounts for
interactions of the solutes with lower- and higher-energy sites, as follows
[47]:

2 m gl
I_ g Ky Ci
4=37 T K (G +G)

k=1

[€))

where ¢! is the overall concentration of the enantiomer i adsorbed in the
first layer, I, at adsorption equilibrium, C; C; are the liquid phase con-
centrations of the enantiomer i and the opposite enantiomer j at
adsorption equilibrium, respectively, g is the binding capacity of low-
energy adsorption sites for k = 1 or the high-energy sites for k = 2, K}, is
the corresponding equilibrium constant. As the adsorption of enantio-
mers on the surface of bare achiral silica is not selective, the values of g’
and K}, are the same for both enantiomers i and j.

For the concentration of the enantiomer i adsorbed in layer II, we
have the following:

i =d+d
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where g, qff are the concentration of homoassociates (i) and hetero-
associates (ij) of molecules of the same and opposite enantiomers formed
at the active sites k = 1 and k = 2, Kl ., KI'  are the corresponding
association constants.

The constants of adsorption on the high- and low-energy sites are
markedly different; therefore, it can be expected that the equilibrium
constants of association on these sites are different.

The overall adsorption of the enantiomer i is the sum of Iigs. (1) and
(2):
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At the concentration tending to zero, the association rate diminishes,
and adsorption is described by the Henry equation:

qi,m:inCi =HG

“
=
where Hy is the Henry constant for the k-th adsorption site.
He =g} K, (5

2.2. Column dynamics
2.2.1. ET - Ideal model of column dynamics

The ideal model, which underpins ET, can be expressed by the partial
differential equation as follows [43-45]:

127



P. Mruc et al.

aC; aC;
Al—| +w|—=[=0 6

EARE ©
where t is time, x is the axial coordinate, w is the interstitial velocity of
the mobile phase, C; is the concentration of the component i of the
mixture, and A is a matrix of the elements:
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where ["-f;t] . [%C;l] are the vectors of partial derivatives with respect to

time and space variables, respectively.

For a convex isotherm, two adsorption fronts are formed that are
followed by desorption weaves, which is illustrated in Fig. 1. In the case
of SDE-driven elution of a pair of enantiomers, the first adsorption front
corresponds to the start of elution of the enantiomer that is in excess in
the feed mixture and migrates with the highest velocity (v, Fig. 1).
Competition between the enantiomers for active sites in the second layer
triggers the displacement effect, which causes the concentration plateau
of the first eluted enantiomer to exceed the feed concentration, (Cpy >
Cr1).

The velocity of the first elution front (v5;) that is associated with the
concentration plateau, Cp;, can be calculated from the following
equation:

w

1+F glcv‘Cnr ©
P1

Vst =

where “%2 is the isotherm chord passing the coordinates (C; =0, q; =
0) and (Cpj= 0, g1 (Cp1)) on the isotherm plot.
The corresponding retention time of the first elution front is given by:

L
tg =— (10)
Vs1

To determine the plateau concentration, Cp;, which is a priori un-
known, the coherence condition can be used, i.e. equality of the asso-
ciated velocities (Fig. 1):

V(Cr) = v(Cr2) an

CP)
—1 Vr1= V2
CFI
S Vr1 /
=
v.
§ s1 (o
am— Vg1 =V,
8 d1 d2
3
S
Vaz
g Ly ty=ts ta=te time

Fig. 1. Ilustration of band profiles of a nonracemic mixture of enantiomers. vg;
- migration velocity of the adsorption front of the more abundant enantiomer,
Vg, Vg - migration velocity of the coherent adsorption fronts and the coherent
desorption weaves, respectively, t;, tz, ta;, te; - retention time of the first front,
the second adsorption front, coherent adsorption front, start of the coherent
desorption weave and the elution end of both enantiomers, respectively, Cp, C;
- plateau concentration of the fist-eluting enantiomer and the feed concentra-
tion of the enantiomers, respectively.
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The associated velocities are defined as follows:

w

V(Cr) = i=1,2 12
(1 +F %)
For the total derivative, dig;: , we have:
dgi &~ q; 9
e I Nt Lt 13
&~ 26 % L&

where % and % corresponds to the multicomponent isotherm, i.e. ¢; =
de dey P! P q

f(©).

For a binary mixture one obtains from Fqs. (11 - 13):
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where r is the slope of the so-called characteristic line on the hodograph
plane of the C; and C; coordinates:

o,

dC, 16

r=

The solution of Eq. (15), which is quadratic with respect to r, with the
derivatives determined for the feed concentrations, Cgy, Cpp, provides
two roots, of which only one has a physical meaning in SDE-ACh, since
the desorption weaves of both enantiomers converge at the concentra-
tion tending to zero (Fig. 1).

Integration of Iiq. (16) determines the concentration of the plateau of
the first eluting enantiomer (Cp;):

Cp1 = Cpy — 1Cr2 a7y

The migration velocity of the front associated with the plateau P1
and its retention time can be calculated from Eqs. (9) and (10).

The migration velocity of the later eluting enantiomer in the
coherent adsorption front can be calculated from the chords of the bi-
nary isotherms, as follows:

w w
vFl = VF2 = =
(Cr. Cr2) — 91(Cp1. 0) ¢z (Cn. Cr2)
(1 + F c"—c) (l + F T)

P
(18)
The corresponding retention time of the adsorption front of the

opposite enantiomer, i.e., start of the mixed zone, in which both enan-
tiomers are co-eluted, is given as:

19)

to= —
s Vet

The difference in retention of the first eluting front, t;, and the
coherent front, t;, defines the period in which the pure target enan-
tiomer can be harvested.

The velocity associated with the desorption weave, v4(C;), for 0 < C;
< Cp;, is expressed by an equation similar to Eq. (12):

e W
de
(1+F3%)

where %% denote local slope of binary isotherm. In the desorption weave,
both enantiomers migrate with the coherent velocity:

Var (C1) = va(C2)

The value of vg4; can be calculated by coupling Fq. (15), the local

vai(Gi) = (20)

1)
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integral of Eq. (16), and Eqgs. (20) and (21). The corresponding retention
time is expressed as:

L
Lo = tinj + 7a(C) (22)
where tj is the injection time of the feed sample.

The desorption weaves of both enantiomers converge for the overall
concentration (Cyye) tending to zero, which is assigned to the end of the
profiles of both enantiomers. The velocity of the end of the profile is
correlated with the isotherm slope:

w
(o =0 = (75 7) @
and the corresponding retention time, t,, (t. = ;) is expressed as:

L
te = tiyj + —————= 24

Va(Cove = 0)

2.2.2. Model of column dynamics

To simulate chromatographic band profiles under non-ideal condi-
tions, that is, at finite column efficiency, the equilibrium-dispersive
model (ED) was used [47]:

0GGei G

aC;  u aG; B
=Dz

or £ 0x at @5

where g}, ; (g L}, is the equilibrium concentration of the enantiomer
iin the adsorbed phase (Iq. (3)), C; (mg mL™) is the corresponding liquid
phase concentration at equilibrium, u = ew(m s) denotes the superfi-
cial velocity, F is the phase ratio; F = (1 — &;)/¢,, € is the packed bed
porosity, D, (m* s) is the apparent dispersion coefficient, which is
determined by the following equation:

_Lw
T 2N,

D, (26)
where N; is the plate number that corresponds to the column efficiency,
L is the column length.

The model is combined with boundary conditions that assume the
injection of a rectangular pulse of the feed sample with the concentra-
tion C;r during the feed injection time, t;j, at the column inlet at t > 0:

_ [ Cirfort < tw
Ciintee(x=0, t>0) = { 0 for t > tn 27)
At the outlet of the column of length L, it holds:
aG(t > 0, x = 1)
5 =0 (28)
The initial condition (t = 0) corresponds to the column free of feed
components.

The details of the model solution can be found elsewhere [35,36].
3. Experimental
3.1. Equipment

Chromatographic experiments were performed using the Hitachi
Primade HPLC system, which was equipped with a high-pressure qua-
ternary pump, an autosampler, a thermostatted column compartment,
an interface module, and a UV detector.

3.2. Materials

S-Citalopram oxalate (purity, Pu > 98 %) and S,R-Citalopram
hydrobromide (Pu > 98 %) were purchased from Yick-Vic Chemicals
& Pharmaceuticals H. K. Ltd. (Hongkong, China). Methyl N-acetyl-L-
phenylalaninate (Pu = 97 %) was purchased from Angene Chemical
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(Secunderabad, India), and D,L-phenylalaninate (Pu > 98 %) was pur-
chased from Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan). The structures of
the compounds used for the elution experiments, i.e., S,R-citalopram
free base (S,R-CIT) and methyl N-acetyl-D,L-phenylalaninate (Ac-D,L-
Phe-OMe) are depicted in Fig. 2.

Methyl tert-butyl ether (MTBE), dichloromethane (DCM), hexane
(hexanes with 97 % n-hexane) and propan-2-ol (i-PrOH) of HPLC grade
purity were obtained from Honeywell (Charlotte, USA). Diethylamine
(DEA) with Pu > 99 % was purchased from CARLOERBA Reagents (Val-
de-Reuil, France).

For ACh experiments, the ReproSil-Pur 60 Si silica gel column (250
mm x 4.6 mm, particle size 5 pm) was used, which was provided by Dr.
Maisch (Ammerbuch, Germany). Analysis of the profiles eluting from
the ACh column was carried out by chiral HPLC using the CHIRALPAK
IC column (250 mm x 4.6 mm, particle size 5 pm) supplied by Daicel
Corporation (Osaka, Japan).

3.3. Procedures
3.3.1. Synthesis routes

3.3.1.1. Hydrolysis of S-citalopram oxalate and racemic citalopram
hydrobromide to S-citalopram (S-CIT) free base and racemic citalopram free
base (S,R-CIT). S-citalopram (S-CIT) free base and racemic citalopram
free base (S,R-CIT) were obtained by hydrolysis of S-citalopram oxalate
and racemic citalopram hydrobromide, respectively. The hydrolysis
route applied was analogous to that reported in [14]; its detailed
description is provided in the Supplementary Materials. The purity of
S-CIT was Pu = 99 % at yield Y = 90 %, while for S,R-CIT it was Pu = 99
% at Y = 95 %.

3.3.1.2. Esterification of D,L-phenylals to D,L-phenylal methyl
ester hydrochloride. A 10 g sample of D,L-phenylalanine was mixed with
13.15 g of trimethylsilyl chloride and 200 mL of methanol. The sus-
pension was stirred at room temperature for 24 h. The solvent was then
evaporated from the solution to obtain 12.93 g D,L-phenylalanine
methyl ester hydrochloride. The solvent and all by-products including
HCl and trimethylsilanol were evaporated. The purity of the product was
Pu = 99 % with a yield of approximately ¥ = 99 %. Purity was deter-
mined by chiral HPLC analysis (Section 3.3

A) B)
S,R-Citalopram Methyl N-acetyl-D,L-phenylalaninate
S,R-CIT Ac-D,L-Phe-OMe
M.F. C,oH,,FN,0 M.F. C,,H,;NO,
M =324.4 g/mol M =221.3 g/mol
(R) F (L)
Q :
0
HyC. »‘m <|:n
&) 3
T
) (D)
F
&, :
|
\/\ CH, i ?
N—CHy H
/ HC_ _NH  CH,
Ny O ° HiC \ﬂ/
3 o

Fig. 2. Structures of the model compounds: A) S,R-CIT (citalopram): 1-[3-
(dimethylamino)propyl] - 1-(4-fluorophenyl)-1,3-dihydroisobenzofuran-5-car-
bonitrile, B) Ac-D,L-Phe-OMe: methyl N-acetyl-D,L-phenylalaninate.
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3.3.1.3. Acetylation of D,L-phenylalanine methyl ester hydrochloride to
methyl N-acetyl-L-phenylalaninate (Ac-D,L-Phe-OMe). A 1 g sample of D,
L-phenylalanine methyl ester hydrochloride was mixed with 35 mL of
saturated solution of sodium acetate and stirred at room temperature
until complete dissolution. Subsequently, five 200 pL aliquots of acetic
anhydride were added at 5 min intervals and stirred for 24 h at 4 °C.
Next, Ac-D,L-Phe-OMe was extracted four times with 20 mL of DCM, the
organic phases obtained were combined, washed with 8 mL of deionized
water, dried using anhydrous magnesium sulphate, and filtered. Finally,
the solvent was evaporated from the solution, and the product was dried
to a constant weight of 0.74 g. The purity of the product Ac-D,L-Phe-
OMe was Pu = 99 % with a yield ¥ = 72 %. Purity was determined by
chiral HPLC analysis (Section 3.3.2.3).

The synthesis route and NMR spectra of the intermediate and final
products obtained are presented in Figs. S1 and S2 in the Supplementary
Materials.

3.3.2. Chromatographic elution

3.3.2.1. Frontal elution of the CIT enantiomers. The solvent composition
for the ACh separation of the CIT enantiomers was selected based on the
previous study [35]; the mobile phase consisted of i-PrOH/n-hex-
ane/DEA 75/25/0.02 (v/v/v). Experiments were carried out using the
silica gel column at a flowrate of 1 mL min™.

The samples of S,R-CIT and S-CIT were dispensed by weighting,
combined in an appropriate proportion to obtain the enantiomeric
excess of S-CIT, ees = 85 % or ees = 70 %, and dissolved in the appro-
priate volume of the mobile phase to obtain the overall concentration of
the enantiomers 0.2, 0.5, 1.0, 3.0, 5.0, 10, 15 or 20 g "' and then the
solutions obtained were filtered with a PTFE 0.2 pm syringe filter. So-
lutions samples were loaded into the column with a volume of Vp = 7
mL. The injection volume was adjusted to ensure the formation of the
concentration plateau at the column outlet. The profiles were recorded
at a weavelength of 295 nm and simultaneously fractionated. The
weavelength was adjusted to ensure the proper sensitivity of the de-
tector response to the enantiomer concentration. Analysis of the frac-
tions collected was performed by chiral HPLC (Section 3.3.2.3).

3.3.2.2. Frontal elution of the Ac-Phe-Ome enantiomers. The separation
of nonracemic enantiomer mixtures of Ac-Phe-OMe in ACh was pre-
ceded by the screening of different solvents to find the mobile phase
composition, which was optimal for isolating pure Ac-L-Phe-OMe from
the nonracemic mixtures. For this purpose, low-volume injections (Vy =
0.09 mL) of concentrated samples (Cr = 60 g L) of the nonracemic
mixture with eeg = 85 % were eluted in different mobile phases. The
selection criterion was the appearance of a characteristic hump on the
rear part of the band profile that is associated with the elution of the
later-eluted enantiomer. The presence of such a deformation of UV
profiles is an indicator of the occurrence of SDE in ACh, and the extent of
this effect is correlated with the separation selectivity. An example of the
UV profile is presented in Fig. S3 in the Supplementary Materials. This
effect facilitates optimization of the mobile phase composition. Even-
tually, MTBE and DCM were selected as mobile phase constituents. The
mobile phase consisted of MTBE/DCM 90/10 (v/v) and a flowrate of 1
mL min” was used.

Samples of nonracemic mixtures of the Ac-Phe-OMe enantiomers
destined for frontal elution were prepared in a way similar to that
described for CIT (Section 3.3.2.1). Samples with concentrations ranging
from 0.2 to 1 g L' were injected with the volume of Vi = 10 mL, while
samples with a concentration ranging from 3 to 20 g L™ were injected
with volume of Vg = 7 mL. The elution profiles were recorded at a
weavelength of 275 nm and simultaneously fractioned. The acquired
fractions were subjected to chiral HPLC analysis (Section 3.3.2.3).

All chromatographic experiments were carried out at a temperature
of 23 °C.
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3.3.2.3. Chiral HPLC analysis. Concentration analyzes of mixtures of
both pairs of enantiomers, CIT and Ac-Phe-OMe, were performed using
the same CHIRALPAK IC column, but with the mobile phase composed
of n-hexane/MTBE/DEA 55/45/0.25 (v/v/v) at a flowrate 1.5 mL min™!
for CIT, and with the mobile phase composed of MTBE/IPA 90/10 at a
flowrate 1 mL min™ for Ac-Phe-OMe. The injection volume of the frac-
tions was changed from 0.1 to 0.9 mL depending on the intensity of the
detector signal, which was recorded at a weavelength of 280 nm for CIT
and 225 nm for Ac-Phe-OMe, at a temperature of 23 °C. The weave-
length was adjusted to ensure proper sensitivity of the detector response
to the enantiomer as well as linearity of the detector calibration curve.

3.3.3. Measurements of the column porosity

To determine the porosity of the silica gel column, the retention time
of a 0.01 mL n-hexane sample was measured. The contribution of the
extra-column volume to the total retention time was determined by
measuring the residence time of the same sample eluted bypassing the
column. The total porosity of the column, obtained after subtracting the
contribution of the residence time in extra column volumes, was ¢ =
0.67.

3.3.4. Measurement of the number of theoretical plates

The number of theoretical plates for the silica gel column was
determined from the half-peak width of a small pulse (Vg = 0.05 mL, Cp
= 0.5 mg mL™!) of S-CIT or Ac-L-Phe-OMe eluted from the silica gel
column. Measurements were carried out with the mobile phase (i-PrOH/
n-hexane/DEA 95/25/0.02 (v/v/v) for S-CIT, and MTBE/DCM 50/50
(v/v) for Ac-L-Phe-OMe. The number of theoretical plates was deter-
mined to be approximately N; = 3000 for both compounds. Detailed
comments on this procedure can be found elsewhere [37].

4. Results and discussion

4.1. Frontal elution of nonracemic mixtures of the enantiomers of CIT and
Ac-Phe-OMe

Nonracemic mixtures of the CIT or Ac-Phe-OMe enantiomers were
loaded into the silica column and eluted with the appropriate mobile
phase, as described in Section 3.3.2. The enantiomer that was in excess
in the mixtures, i.e.: S-CIT, or Ac-L-Phe-OMe, was the separation target.
The overall feed concentration changed between 0.2 to 20 g L'\, The
injection volumes (Vy) were sufficiently large to ensure the formation of
concentration plateaus at the column outlet. This was aimed at
mimicking frontal chromatography separation, which can be adopted
for large-scale applications. In each case, two adsorption fronts were
formed, which is illustrated in Figs. 3A-3C for CIT and 4A-4C for Ac-Phe-
OMe. As elucidated in Section 2, the early eluting front is assigned to the
more abundant enantiomer. Its velocity is associated with the first
plateau with the concentration exceeding the feed concentration, which
stems from the displacement between molecules of the opposite enan-
tiomers adsorbed in the second adsorption layer. The second adsorption
front moves with the velocity correlated with the chord of the binary
isotherm and determines the retention time of the less abundant enan-
tiomer. This is visualized in Fig. 5, where the solution of ET is graphi-
cally demonstrated using the isotherm courses. The curve I illustrates
the isotherm course for a single enantiomer, the curves II and III illus-
trate the isotherms of the more and less abundant enantiomer in a binary
mixture of a defined ee. The isotherm chord a is correlated with the
retention of the second adsorption front (Fqs. (18),19), the chord b,
which is parallel to the chord q, illustrates the coherence conditions (Fq.
(18)). The endpoint of the chord b is assigned to the concentration of the
displacement plateau, Cp;, which in turn determines the slope of the
chord c that is correlated with the velocity of the first adsorption front
(Eq. (9),10).

The time distance between the first and second fronts determines the
harvesting period of the pure target enantiomer. The width of the
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Fig. 3. Illustration of the adsorption fronts of the mixture of CIT enantiomers with ees = 85 %, injection volume, Vg = 7 mL. A) C¢ = 0.2 mg mL™. B) Cz = 5 mg mL™.
C) Cr =20 mg mL™. Symbols - experimental data, curves — simulations; dotted lines - solution of ET, solid lines - solution of the ED model.

harvesting period affects the selectivity and yield of the separation. In
the case of S-CIT, the harvesting period was much shorter than that of
Ac-L-Phe-OMe. However, in both cases, the separation selectivity
depended on the overall feed concentration, which is visualized in
Figs. 6A and 6B, where the measured retention times of the first and
second adsorption fronts are depicted versus the overall feed
concentration.

4.2. Determination of the isotherm coefficients

The measured retention times of the adsorption fronts were used as a
basis for the determination of the isotherm coefficients. For this purpose,
the set of Egs. (9-19) was solved in a proper sequence. From Eq. (15) the
value of r was calculated for the feed concentration (Crj, Cr). The
negative root of the equation was used to calculate the plateau con-
centration, Cpy, for the first eluting enantiomer from fq. (17), and the
retention time of its front, vg, from Fiq. (10). The retention time of the
second front was obtained from Eqs. (18) and (19). To simplify the
calculation, the retention of the fronts can be obtained using a graphical
method presented in Fig. 5. This approach requires acquiring the
isotherm data for a single enantiomer and for both enantiomers in the
specific non-racemic mixture, which anyway is indispensable for
designing preparative separations. The shape of the isotherms allows
assessing the retention of the adsorption fronts and the plateau con-
centration, which determine the separation yield, without the need for
numerical estimation of the isotherm coefficients. Nevertheless, to pre-
dict the whole concentration profiles, the isotherm equation has to be
quantified and incorporated into the ET solution.

To reproduce the retention data over a wide concentration range, it
was necessary to account for energetic heterogeneity of the bare silica
surface. The isotherm model that included only one adsorption site in
the first layer failed to accurately describe the retention behavior of the
enantiomers in a low range of the concentration, i.e., below 1 g L' of the
overall concentration of the enantiomers, which corresponded to a
concentration below 0.02 g L for the enantiomer depleted in the
mixture. The preliminary calculation revealed that the bimodal energy
distribution was a good approximation of the energetical heterogeneity
of the bare silica surface (£q. (1)), which allowed reproducing the shapes
of band profiles on the whole concentration range investigated. The
high-energy sites with a high value of the equilibrium constant and a low
value of the binding capacity dominated the retention behavior at low
concentrations of enantiomers, while the low-energy sites with a low
value of the equilibrium constant and a high value of the binding ca-
pacity dominated the retention behavior for high concentrations of en-
antiomers. The preliminary estimation results indicated that the
association of enantiomers on the low-energy sites was of minor
importance for the retention pattern; the separation selectivity was
mainly determined by the association occurring on the high-energy
sites. To reduce the number of parameters for estimation and improve
the estimation robustness, the values of the equilibrium constant of

association on the low-energy sites, K}, and K}, were set equal to zero.

The isotherm coefficients were estimated using a nonlinear solver in
Excel software, i.e., the GRG solver (Generalized Reduced Gradient).
The solver minimized the sum of the squared differences (objective
function) between the retention times of the calculated adsorption fronts
and the retention of the midpoints of the adsorption fronts.

To evaluate the robustness of the isotherm model, we examined the
sensitivity of the objective function to variations of the isotherm co-
efficients (model parameters) using the sensitivity analysis and the
perturbation analysis. In the former method, the parameters were
individually changed within the range 0 - + 20 % of their optimal
values. The results indicated that even small deviations in a single
parameter lead to a significant increase in the value of the objective
function. In the perturbation analysis, the initial values of all parameters
were simultaneously varied within the range + 20 % of the optimal
values. The optimization algorithm consistently converged to the same
or a very similar solution (+5 % of the optimal value). These results
confirmed that the model parameters were identifiable and the optimal
solution was stable and robust. To verify that the obtained solution was
not trapped in a local optimum, the initial values of all parameters were
randomly varied within the range of + 70 %. In 30 % of these trials, the
optimization converged to the same or very similar to the identified
optimum. The remaining trials gave various solutions that were far from
the optimum.

The estimated values of the isotherm coefficients are presented in
Table 1. For both pairs of enantiomers, the same isotherm model could
be used to accurately determine the retention of the adsorption fronts
over the whole concentration range investigated, as demonstrated in
Figs. 3, 4 and 6. Similar accuracy of the model prediction was also
achieved for different ee levels of the mixture, which is illustrated in
Figs. S4 and S5 in the Supplementary Materials. The results obtained
implied that the formation of associates on the strongly polar sites de-
termines the separation selectivity, therefore, an increase in contribu-
tion of those sites on the surface enhances the separation selectivity. This
issue needs further investigation.

4.3. ET-assisted selection of operating parameters

4.3.1. Guide for the selection of the feed concentration
The selectivity of the separation can be evaluated on the basis of the

Table 1
Isotherm coefficients obtained on the basis of the ET solution.
qu K" qu KL’D’I . K'h'«
cIT
0.01031 290.6 1.671 2,638 0.1262 0.3912
Ac-Phe-OMe
0.01339 226.3 1.808 2.508 0.3912 1.957
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Fig. 4. Illustration of the adsorption fronts of the mixtures of Ac-Phe-OMe enantiomers with ee; = 85 %. A) Cy = 0.2 mg mL, Vp = 10 mL. B) Cp = 5 mg mL™, V=7
mL. C) Cp = 20 mg mL?, Ve =7 mL. Symbols — experimental data, curves — simulations; dotted lines - solution of ET, solid lines - solution of the ED model.
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Fig. 5. Illustration of the isotherm courses of a single enantiomer (curve I), a
binary isotherm of the more abundant enantiomer, 1 (curve II), and the less
abundant enantiomer (curve III) in a nonracemic mixture with a defined ee. The
chord a determines the retention time of the second adsorption front, the chord
b illustrates the coherence condition given by Fq. (18), the chord ¢ determines
the concentration plateau Cp;, and thus, the retention of the first adsorp-
tion front.

ratio of the retention times of the adsorption fronts of the enantiomers,
which is illustrated in Figs. 6A and 6B An increase in the retention time
ratio results in an increase in the harvesting period, thus improving
separation yield and productivity. It can be observed that for both
nonracemic mixtures with the defined ee, there is an optimum feed
concentration. For example, for the mixture of CIT enantiomers with eeg

CglL!

= 85 % it was 3 g L', and for the mixture of Ac-Phe-OMe enantiomer
with ee; = 85 % it was 1 g L'!. The increase in the content of the second
enantiomer in the feed mixture (decrease in the enantiomeric excess)
causes this ratio to reduce and the separation selectivity to alter, which
is demonstrated in Fig. S5 in the Supplementary Materials. However, to
rigorously optimize yield and productivity, the application of an opti-
mization routine is required.

4.3.2. Guide for the selection of the injection volume

To improve the separation yield, the length of the mixed zone, in
which the nonseparated mixture of both enantiomers is eluted, should
be reduced to the minimum. This can be achieved by adjusting the in-
jection volume of the feed mixture with a defined ee and the overall
concentration of the enantiomers so that the retention of the second
adsorption front, which is associated with the beginning of the elution of
the opposite enantiomer, converges with the start of the desorption
weave at the feed concentrations, Cry, Cp; (i.e., for ;3 equal to tgp, Fig. 1).
The injection time can be evaluated on the basis of the ET solution (Eqs.
(19) and (22)). For the feed concentration corresponding to the highest
separation selectivity for the mixtures of ee = 85 % (Fig. 6), the optimal
injection time was equal to tip; = 1.39 min for CIT (Vr = 1.39 mL) and tjy;
= 3.45 min (Vg = 3.45 mL) for Ac-Phe-OMe.

4.3.3. Simulation of overall band profiles

The solution of ET can also be used to predict the whole elution
profile of the enantiomers, which allows for evaluation of the elution
duration under selected process conditions. An illustration of the sim-
ulations of the separation of the CIT and Ac-Phe-OMe enantiomers for
the optimized feed concentrations and the feed volumes (Fig. 6) is pre-
sented in Figs. 7A and 7B The manner of the predictions of the
adsorption fronts and the desorption weaves was described in Section 2.
The corresponding hodographs, which were constructed on the basis of

142 1.25
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13
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Fig. 6. Retention times of the adsorption fronts of the enantiomers as a function of their concentrations in the feed sample. A) CIT, B) Ac-Phe-OMe. Symbols —
experimental data, curves — solid lines calculated by ET using the estimated isotherm coefficients, dash-dotted line — ratio of the retention times of the adsorp-

tion fronts.
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Fig. 7. Illustration of the solution of ET for the selected loading conditions. A), B) Elution of the mixtures with ee; = 85 %, A) CIT at Cpy =3 g v}, Ve=1.39mL, B)
Ac-Phe-OMe, Cye =1 g LY, Vg = 3.45 mL. Symbols and dashed line — ET, solid lines — simulations with the ED model. C), D) Corresponding hodographs.

the solution of ligs. (15-17), are depicted in Figs. 7C and 7D The
hodographs illustrate the correlation between the concentrations of the
enantiomers in the plane of C; vs. C,. The slope of the characteristic line
“a” corresponds to the negative root r of Eq. (15). This line passes
through the feed composition coordinates and crosses the ordinate (Cp
= 0) at Cp; determining the plateau P1 (Cp, = 0). For the curve “b”, r
changes with the concentration between the coordinates Cry, Cpz and 0,
0 according to the result of the integration of Eq. (16). This trajectory
corresponds to the diffusion part of the elution profile, and because of
the complexity of the isotherm course, it is not constant.

4.4. Predictions by the ED model

To verify the prediction of the ideal model and to account for limited
column efficiency, the concentration profiles of the enantiomers were
additionally simulated using the ED model, in which the isotherm
equations along with the determined coefficients were incorporated.
The model predictions are overlaid on the ET solutions in Figs. 3, 4, 7A,
and 7B It is evident that despite some differences caused by band
broadening, the solution of ET reproduced the SDE-driven separation
correctly.

5. Conclusions

The solution of equilibrium theory (ET) was used to quantify SDE-
driven achiral frontal chromatography and to fill the literature gap in
the underlying adsorption theory. As model systems two chiral com-
pounds were used, i.e. CIT and Ac-Phe-OMe. The ET solution, which was
expressed by analytical formulas or a graphical representation of the
isotherm chords, was used to estimate the isotherm coefficients. The
two-site adsorption mechanism on the bare silica surface was assumed,
which was aimed to account for the energetical heterogeneity of the

silica gel surface.

To quantify the adsorption isotherm, the retention times of the
adsorption fronts of the enantiomers were recorded. Analysis of the
estimation results revealed that the extent of the SDE effect and the
separation selectivity were mainly determined by the formation of as-
sociates on highly energetical adsorption sites to which the molecules of
enantiomers were strongly bound. The same effect occurred for both
chiral compounds investigated, though they differed distinctly in the
isotherm course and the extent of the SDE-effect. For both chiral com-
pounds, the solution of the ideal model was used to find the optimal
overall concentration of the given nonracemic mixtures, for which the
longest period of harvesting of the target enantiomer was achieved, and
the optimum loading volume, for which the length of the mixed zone
was minimal. For example, in the case of the separation of the enan-
tiomeric mixtures with ee = 85 % for the target enantiomer, the optimal
feed concentration for CIT was approximately 3 g L™ with the loading
volume of 1.39 mL, whereas in the case of Ac-Phe-OMe enantiomers it
was 1 g L' with the loading volume of 3.45 mL. Simulations of the ED
model were used to verify the solution of ET and to account for the
limited efficiency of the column. The results obtained showed that ET
can be an efficient tool for fast design of SDE-driven frontal achiral
chromatography.
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