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Resumo

O farmaco racémico omeprazol tem sido utilizado no tratamento de doencas
relactonadas a acidez gastrica e apresenta atividades diferentes entre os enantidmeros. O
enantidmero S, conhecido como esomeprazol, tem maior atividade quanto a inibi¢do da
secregdo gastrica e tem sido obtido a partir de uma sintese assimétrica. Entretanto, a sintese
assimétrica € um processo de alto custo, que exige muitas etapas de desenvolvimento em
que apenas um dos enantiémeros pode ser obtido. A separag¢do cromatografica com fase
estaciondria quiral (FEQ) tem sido utilizada como uma op¢do para obtenc¢io de ambos os
enantiomeros com elevada pureza dtica. Algumas FEQ tém sido utilizadas na separagéo do
+omeprazol, entretanto a FEQ Kromasil CHI-TBB ainda nfio foi utilizada para essa
separacdo. Neste trabalho, foi realizado o desenvolvimento da separa¢io do omeprazol
racémico utilizando a FEQ Kromasil CHI-TBB, e foram determinados pardmetros
fundamentais para a separacido em escala preparativa. A coluna foi caracterizada através da
determinagdo das porosidades do sistema e avaliagio da queda de pressdio, apresentado
porosidades indicativas de um processo uniforme de enchimento da coluna e baixa queda
de pressdo. Os pardmetros de separacdo cromatografica, determinados a diferentes
temperaturas e vazOes apresentaram nuamero de pratos, fator de separacdo e resolugio
superiores a 1200, 1,24 e 1,74 para a condi¢do extrema de vazio 4,0 mL/min e temperatura
40°C. Em condigbes de concentragdes elevadas foi obtido fator de separagfio superior a
1,27. O coeficiente de dispersdo axial apresentou pouca variagdo entre os enantidmeros,
entretanto a transferéncia de massa global foi considerada relativamente rapida com valores
de 21,03 e 17,83 min” para S e R-omeprazol, respectivamente. A isoterma de adsorgio
competitiva apresentou comportamento linear e elevada quantidade de enantidmero
adsorvido na FEQ. A entalpia de adsor¢io determinada mostrou a fendmenos entalpicos
regem a separagio dos enantidmeros na FEQ avaliada.O estudo de sobrecarga da coluna
realizado em concentragdes elevadas mostrou a possibilidade da separag¢do do omeprazol
racémico. Os resultados obtidos mostram que a FEQ Kromasil CHI-TBB ¢ capaz de
separar os enantidmeros do omeprazol em condi¢des de escala preparativa sendo uma

alternativa para a produgio do S-omprazol.

Palavras-chave: separagdo cromatografica quiral, enantidmeros, omeprazol.



Abstract

The racemic mixture of the omeprazole has been used in the treatment of ilinesses
related to the gastnc acidity and presents different activities between the enantiomers.
Enantiomer S, known as esomeprazole, has greater activity how much to the inhibition of
the gastric secretion and has been gotten from an asymmetric synthesis. However, the
asymmetric synthesis is a process of high cost, that demands many stages of development
where only one of the enantiomers can be gotten. The chromatographic separation with
quiral stationary phase (CSP) has been used as an option for attainment of both the
enantiomers with raised pureness optics. Some CSP have been used in the separation of
omeprazole, however the FEQ Kromasil CHI-TBB was still not used for this separation. In
this work, the development of the separation of omeprazole was carried through racemic
mixture using the CSP Kromasil CHI-TBB, and had been determined basic parameters for
the separation In preparative scale. The column was characterized through the
determination of the porosities of the system and evaluation of the fall of pressure,
presented indicative porosities of a process wadding uniform of the column and low
pressure fall. The parameters of chromatographic separation, determined the different
temperatures and outflows had presented plate number, factor of separation and resolution
values larger tham 1200, 1,24 and 1,74 for the extreme condition of 4,0 outflow mL/min
and temperature 40°C. In conditions of high concentrations has obtained the separation
factor value larger tham of 1,27. The coefficient of axial dispersion presented little
variation between the enantidmeros, however the transference of global mass was
considered relatively fast with 17,83 values of 21,03 and min-1 for S and R-omeprazole,
respectively. The isotherm of competitive adsortion presented linear behavior and high
amount of epantiomer adsorved in the CSP. The enthalpy of the adsortion determinated
showed the entalpics phenomena conducts the separation of the enantidmeros in the FEQ
studied. The study of overload of the column carried through in high concentrations showed
the possibility of the separation of omeprazole racemic. The gotten results show that the
FEQ Kromasil CHI-TBB is capable to separate the enantiomers of omeprazol in conditions

of preparative scale being an alternative for the production of the S-omprazole.
P
NICAME
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Word-key: chiral chromatographic separation, enantiomers, omeprazole. QTECA
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Capitulo 1

1. Introducio

1.1 A importincia biolégica da quiralidade

Quiralidade ¢ um fendmeno que permeia o universo, sendo uma caracteristica da
maioria dos processos bioldgicos naturais. Os avangos na tecnologia quiral e a habilidade
de produzir compostos puros enantiomericamente tém um importante impacto no projeto de
sintese, pesquisa e desenvolvimento de drogas e nas estratégias e politicas das indistrias

farmacéuticas {Agranat e Caner, 1999).

A maioria das moléculas presentes na estrutura dos organismos vivos sgo quirais. Em
nivel molecular, quiralidade representa uma propriedade intrinseca dos “blocos estruturais
da vida”, tais como aminoacidos e aglcares e, conseqilentemente, os peptideos, proteinas e
polissacarideos (Maier et al., 2001). Dos vinte aminoécidos de nosso organismo, os blocos
que compde as proteinas, 19 estdo na forma levogira. O Unico que nfo esta na forma
levbgira € a glicina - s6 porque n3o € um composto quiral. Dai se observa a relevancia da
quiralidade em organismos vivos. De maior importdncia ¢ o fato de que os enantidmeros
interagem diferentemente com os sistemas bioldgicos que s3o eles proprios quirais. Os
processos metabolicos e reguladores intermediarios em sistemas biologicos sdo sensiveis a
estereoquimica e freqiientemente podem ser observadas respostas diferentes quando

comparadas as atividades dos pares de enantidmeros (Maier et al., 2001).

Drogas quirais, agroquimicos, aditivos em alimentos e fragrincias representam

classes de compostos com elevado potencial econdmico e o interesse no estudo dessas
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classes de compostos tem crescido bastante nas duas Gltimas décadas, sendo a industria
farmacéutica a principal responsavel pelo grande niimero de pesquisas envolvendo essas

classes de compostos.

As provaveis vantagens do uso de drogas enantiomericamente puras seriam: (1) a
dose total administrada seria reduzida, (2} a relagio dose-resposta seria mais eficaz, (3) a
fonte de variabilidade interobjeto seria removida (4) a toxicidade, a partir do outro

enantidmero, seria minimizada.

As desvantagens principais seriam o fendmeno da “inversio quiral” que ocorre com
os analgésicos, antiinflamatérios ndo esteroidais arilpropidnicos ou o fato de alguns
farmacos apresentarem estreita janela teré.péutica, reduzida diferenca de concentracio do
farmaco para ser ativo e ser toxico ao organismo. A inversdo quiral significa a conversdo de
um enantidmero inativo ao enantidmero farmacologicamente ativo, esse fato justificaria o
uso de farmacos como racematos como ¢ o exemplo do farmaco ibuprofeno usado como

antiinflamatério na forma racémica (Lima, 1997).

Enantidmeros possuem propriedades fisicas semelhantes tais como: pontos de fusio ¢
ebuligdo, indice de refragdo, solubilidade e espectros de infravermelho e demais
propriedades fisicas. Muitas dessas propriedades s3o dependentes da magnitude das forgas
intermoleculares que agem entre as moléculas e para moléculas que sdo imagens
especulares uma da outra essas forgas serdo idénticas (Solomons, 1996). Deste modo, n3o é
possivel separar enantibmeros por métodos tradicionais como: destilagdo fracionada,
cristalizagdo fracionada ou cromatografia classica. Os enantidmeros apresentam diferentes 7
comportamentos apenas quando interagem com outras moléculas quirais, por terem

diferentes interagdes (Solomons, 1996).

Dentre os modos de desenvolvimento de drogas quirais, ha dots cenarios principais na
obtengio dos enantidmeros puros: o primeiro € o desenvolvimento pelo processo de sintese
enantiosseletiva; o segundo € a separa¢do dos enantidmeros a partir de resolu¢fo da mistura

racémica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase estaciondria quiral.

A sintese assimétrica consiste na elaboragdo de uma rota de sintese para o
enantidmero desejado. Se ambos os enantibmeros sio desejados, faz-se necessario o
desenvolvimento de duas rotas de sintese independentes. O desenvolvimento de drogas

quirais por sintese enantiosseletiva utiliza auxiliares quirais, enzimas ou processos
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cataliticos estereosseletivos (Francotte, 2001). Embora a sintese assimétrica seja util para a
preparagdo de grandes quantidades de material, o tempo requerido no seu desenvolvimento
pode torna-la impraticadvel e ndo atrativa, especialmente quando se necessita de apenas

quantidades pequenas do enantidmero (Cass et al., 2003a).

A introdug@o e desenvolvimento de fases estacionirias quirals para cromatografia
auxiliou na separagdio de isdmeros, fornecendo um instrumento analitico para detecgio,
separagdo e quantificacdo dos enantidmeros. A cromatografia enantiosseletiva em fases
estaciondrias quirais, como ferramenta analitica para determinac¢do de composi¢bes de
mistura enantioméricas em estudos biolégicos e farmacocinéticos, é agora uma técnica bem
estabelecida, uma vez que algumas indistrias farmacéuticas multinacionais € centro de
pesquisas tém realizado muitos estudos para a obteng¢do de novas fases estacionarias quirais
(Guimarges e Collins, 1997). Um exemplo dessa extensa pesquisa ¢ o exemplo da fase
estacionaria quiral utilizada neste trabalho produzida pela empresa Akzo Nobel. A
aplicagdo do método em uma escala preparativa para produgdo de materiais opticamente
ativos em quantidades favoraveis para testes bioldgicos, estudos toxicologicos e até

mesmos testes clinicos estd ganhando larga aceitagio (Francotte, 1994).

O (%) Omeprazol € um potente inibidor da secrecdo acida gastrica e foi primeiramente
comercializado pela indistria farmacéutica Asta Médica em 1988. O () Omeprazol possui
como centro estereogénico o atomo de enxofre e existe na forma de dois enantibmeros,
enantidmero-(S) e enantimero-(R). Omeprazol racémico tem um método de produgéo
validado e € produzido em larga escala, mas ndo ha ainda um eficiente processo para a

preparagio de enantidmero puro (Deng et al., 2000).

Um dos enantiomeros do omeprazol o enantidmero-(S), conhecido comercialmente
como Esomeprazol, tem sido alvo de alguns estudos comparando sua agio efetiva frente &
cura de doengas gastricas; foi mais efetivo do que omeprazol racémico na cura dos
sintomas em pacientes com refluxo gastro-esofagico, e teve um perfil de tolerabilidade

comparavel ao () omeprazol (Kahrilas et al., 2000)
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1.2 - Objetivos

O presente trabalho a ser apresentado tem como objetivo principal o estudo da
separagdo cromatografica do inibidor da secregio gastrica omeprazol em seus enantidmeros
puros utilizando como fase estacionaria quiral 0,0'-bis{4-terc-butilbenzoil}-N,N’-dialil-L-
tartadiamida, conhecida comercialmente como Kromasil CHI-TTB. Como objetivos
especificos tém-se: o desenvolvimento do método de separacio cromatografica em coluna
preparativa; a realiza¢@o de experimentos com solugGes diluidas para a caracterizagdo da
coluna quiral quanto & determinag@o das porosidades total e do leito; avaliagio da queda de
pressdo; obtengdo de dados de equilibrio de adsorcdo linear, de coeficientes de disperséo
axial e de transferéncia de massa; analise termodindmica de adsor¢@o; e experimentos com
solugdes concentradas para a obtengdo das isotermas de adsorgio competitiva, capazes de
descrever, de forma satisfatoria, sistemas em que as espécies de soluto presentes competem
umas com as outras pelos sitios de adsor¢iio da fase estacionaria. Experimentos de
sobrecarga da coluna com diferentes volumes de injecdo de solugdo concentrada de
omeprazol racémico foram realizados com o intuito de estudar os efeitos de alargamento
dos picos cromatograficos, variagdo do tempo de retengdo e dos parametros de separagio

cromatografica.



Capitulo 2

2. Revisio Bibliografica

Esta parte do trabalho tem como objetivo apresentar uma revisio da literatura sobre
os fundamentos de estereoquimica, fairmacos e sua farmacologia para o controle da acidez
gastrica, parametros de separagio cromatografica de moléculas quirais e a determinagio de

parametros importantes para separagdo em escala preparativa.

2.1. Fundamentos de Estereoquimica

2.1.1 Introducio

A maioria das moléculas que constituem as plantas e animais sfo quirais, e
geralmente apenas uma forma da molécula quiral ocorre em uma dada espécie. O corpo
humano, por exemplo, € estruturalmente quiral, com o coragdo a esquerda do centro, e o

figado a direita (Solomons, 1996).

Moléculas quirais podem apresentar suas lateralidades diferentes de muitas maneiras,
incluindo a maneira que afeta os seres humanos. Um enantidmero de um composto

chamado carvona € a ess€ncia do cominho, e o outro a esséncia da hortela.

A atividade de medicamentos contendo esterocentros pode, da mesma forma, variar
entre enantibmeros (Solomons, 1996). Muito fregiientemente um deles representa o

isbmero mais ativo para uma determinada agdo, enquanto o outro poderia ser até mesmo
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ativo, mas de um modo diferente contribuindo a efeitos colaterais, exibindo toxicidade, ou
agindo como antagdnico (Maier et al., 2001). Um exemplo a ser citado, é o caso da
talidomida, que durante muitos anos, antes de 1963, era usado para aliviar a nausea matinal
em mulheres gravidas, sendo descoberto, nesse mesmo ano, que a droga era responsavel
pelos terrivels defeitos congénitos em muitas criangas nascidas apos o uso do medicamento.
Algum tempo depois, comecaram a aparecer evidéncias indicando que um dos
enantiémeros (dextrogiro) tinha o efeito de curar nausea, enquanto o outro podia ser a causa

dos defeitos congénitos (Solomons, 1996).

2.1.2 - Estereoquimica

A estereoquimica, descoberta inicialmente por Louis Pasteur, ¢ uma ciéncia da
quimica orgénica que estuda a relagfo entre a estrutura molecular tridimensional e sua
propriedade. Os isdmeros sdo compostos diferentes que tém a mesma férmula molecular,
sdo divididos em isdmeros estruturais e estereoisdmeros. Os isOmeros estruturais sio
isGmeros que possuem seus atomos ligados em ordens diferentes, sendo classificados em:
isdbmeros de cadeia, que diferem quanto a estrutura da cadeia; isémeros de posigio que
diferem na posi¢3o de ligacio de algum radical e; por ultimo em isdmeros de grupo

funcional, que, como o proprio nome diz diferem pelo grupo funcional a que pertencem.

Os esteoisdmeros s#o isémeros que possuem seus constituintes ligados na mesma
ordem. Diferem somente no arranjo de seus atomos no espago. Sdo divididos em
diasteroisdmeros e enantidmeros. Diasteroisdbmeros sdo moléculas que ndo sdo imagens
especulares uma da outra. EstereoisOmeros que sdo imagens especulares um do outro € que
néo se superpdem s@o conhecidos como enantidmeros. A Figura 2.1 mostra a representagio
de um composto quiral. O composto apresenta como centro quiral um carbono secundario

com quatro ligantes diferentes.
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Figura 2.1 — Representacdio esquematica de moléculas quirais.

2.1.3 Os Enantiémeros

Enantidmeros, como relatado, sdo compostos de mesma formula molecular, que nfo
se sobrepdem, sendo imagem especular um do outro. A diferenga entre as moléculas estd na
maneira como os atomos estfo dispostos no espago ¢ na ordenagfio nas respectivas
moléculas. Portanto, apresentam as mesmas propriedades fisicas e quimicas, tais como:
ponto de fusdo e ebuligfio, densidade, dentre oufras. Uma excegfio € a maneira como os
enantibmeros se interagem com o plano de luz polarizada, ocorrendo rotagdes em diferentes

dire¢Bes para cada um dos compostos (Allinger et al., 1978).

Uma outra propriedade na qual os enantidmeros s@io diferentes é na forma como
interagem comn reagentes opticamente ativos. Ocorrendo diferentes taxas de reacdio e, em

alguns casos, pode até nfio ocorrer reagfio com um dos enantidmeros.

2.1.4 Quiralidade e o centro quiral

A quiralidade ¢ a condigio necessaria para a existéncia de enantidmeros.
Enantibmeros ocorrem apenas com compostos quirais - compostos diferentes de sua
imagem especular. A relagdio entre a molécula quiral e sua imagem ¢ definida como
enantiomérica (Solomons, 1996). O termo quiral ¢ usado para descrever moléculas de

enantidmeros porque estfio relacionadas uma com a outra da mesma maneira que uma méo
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esquerda esta reiaczonada com a mao dtreita ‘Moléculas que sdo superponiveis 3 sua

imagem especuiar sdo conhemdas como aqmrals (Morison e Boyd, 1983).

Os enant;'om'eros sdo freqiiéntamen’te-' 'des_ignados como isOmeros Opticos, uma vez
que a ndo so-br'eposigﬁo de um objeto e a sﬁa imagem em um espelho determina a
existéncia da ativzdade Optlca Todas as moiecuias quirais possuem enantidmeros e todas as

moléculas optlcamente atlvas s30 quu‘afs

Uma substanma opticamente ativa é aquela que produz rotagdo do plano da luz
polarizada. Um feixe de luz polarizado ao emergir de uma substéncia opticamente ativa
apresenta um diferente plano de vibragdo em relagdo ao incidido, possuindo diferentes
vibragdes para cada enantibmero e tendo o feixe que emerge em diregdes opostas. Se o
feixe for para a direita, ou seja, no sentido do movimento dos ponteiros do relégio, a
substincia diz-se dextrogira (d), (+) ou (R); se a rotagio for para a esquerda, ou seja, no
sentido contrario dos ponteiros do relégio, a substincia designa-se levégira (1), (-) ou (S)
(Morrison e Boyd, 1983).

Um centro quiral € definido como um atomo que possui um conjunto de ligantes cujo

arranjo espacial nfo € superponivel com sua imagem no espelho.

O reconhecimento da quiralidade de uma molécula ocorre pela auséncia de planos de
simetria. Um plano de simetria é definido como um plano imaginario que corta uma
molécula de maneira que duas metades da molécula sejam uma imagem especular da outra

(Solomons, 1996).

Os centro quirais sdo geralmente representados pelos elementos de carbono, silicio,
germanio, nitrogénio e enxofre, dentre alguns outros elementos quimicos que raramente

ocorrem como elemento do centro quiral.

A mistura equimolar de dois enantibmeros é chamada de forma racémica podendo ser
chamada também de racemato, mistura racémica (Sollomons, 1996), ou ainda par df
(Allinger et al., 1978). Uma forma racémica nio apresenta rotagio de luz plano-polarizada;
como tal, é freqiientemente designada como (+-). A rotagéio causada por uma molécula de

um dos isdmeros é cancelada pela rotagdo igual e oposta provocada pelo seu enantidmero.
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2.2 - Farmacos para o controle da acidez gastrica

2.2.1 — Introducio

A dispepsia, em suas muitas formas, tem sido companheira da espécie humana desde
o advento das mas comidas, dos excessos alimentares e da ansiedade. Durante séculos, a
neutralizagdo do acido gastrico com antiacidos foi o Gnico alivio para a dor das tlceras

(Kromer, 2001).

As ulceras pépticas surgem devido a um desequilibrio entre os mecanismos de
secregdo de acido (chamados fatores agressores) e os fatores de protecdo da mucosa e seu
tratamento é direcionado para restaurar o equilibrio. A perda de equilibrio entre a secrecio
acida e os fatores protetores da mucosa alterna entre os tipos de Glcera péptica. As ulceras
do tipo I, que ocorrem na parte alta do estdmago, estdo associadas a uma hipersecregdo
menor ou ausente de acido, sugerindo a importédncia dos fatores deficientes de prote¢io da
mucosa nesta situagfo clinica. As ulceras do tipo II, por outro lado, incluem a ulceras
gastricas e distais antrais (pré-piloricas) e Ulceras duodenais, estando associadas a
hipersecrecdo acida e aos efeitos de “feedback” negativo defeituosos de acidificagdo na

liberagdo de gastrina e na continua secrecio de acido (Kahrilas et al., 2000 ).

As metas das terapias para ulceras sdo o alivio da dor, a promogio da cicatrizagao e a
preven¢do da recorréncia. As estratégias terapéuticas destinam-se ao equilibrio entre os
fatores agressivos e os fatores citoprotetores. Os farmacos que reduzem a secregio gastrica
de acido promovem a cicatrizagdo. Os agentes citoprotetores e os antiacidos também sao
eficazes. A recorréncia de tGlceras é comum, sendo necessario, portanto o uso profilatico a
longo prazo de antagonistas de receptor H; e inibidores da bomba de protons (Kromer,
2001).
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2.2.2 — Classificacdo de firmacos para o controle da acidez gastrica

As drogas usadas para controle da secrego acida classificam-se em:
* Drogas que neutralizam o acido — Antiacidos
» Drogas que estimulam a inibigio — Somatostatina
¢ Drogas citoprotetoras — Bismuto, Sulcrafato e Prostaglandinas
* Drogas que imibem a secre¢do
o Anticolinérgicos
o Bloqueadores de Hz

o Inibidores da bomba de prétons.

2.2.3 — Farmacos inibidores da bomba de prétons

Dentre as classes especificas de inibidores da secre¢Bo gastrica os inibidores
benzimidazoicos substituidos da H', K'_ATPase oferecem um meio muito eficaz de
bloquear seletivamente a bomba de protons, responsavel pela secrecio de acido pela célula
parietal. Ha evidéncias que sugerem a existéncia da bomba de prétons também, no célon e

jejuno. (Rohss et al., 2004)

A ativagio da bomba de protons ocorre pela ativagdo da via Ca’’-dependente
estimulando a ativagio de H', K° ATPase nas células parietais, com sua inser¢dc na
membrana apical, levando a formagio dos caniculos secretores, com a consegiiente
secregio de H' em taxas entre 20 e 40 mEq por hora. O resultado é um acimulo de H' na
luz gastrica, regido central do estdmago, em contato com células parietais, a uma
concentragio de cerca de 0,1 mol L"!. Um aumento na permeabilidade da membrana apical
ao K™ e CI' acompanha a ativagio da bomba de prétons. Ocorre, portanto uma inibigio
irreversivel da enzima H', K* ATPase. A inibi¢io da secregiio acida é realizada tanto em

nivel basal quanto estimulada.
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Pequenas modificagbes na estrutura quimica do omeprazol levaram 2 sintese de
substincias equivalentes e que constituem o grupo dos bloqueadores da bomba protdnicas:
omeprazol, pantoprazol, lanzoprazol, rebeprazol e esomeprazol. Essas substéncias também
sao conhecidas como grupamento benzimidazol substituido e contém um grupamento
sulfidrila em uma ponte entre o benzimidazol substituido ¢ os anéis de piridina. A Figura

2.2 apresenta a estrutura quimica do compostos omeprazol, pantoprazol e lanzoprazol.

"o i

Omeprazol Pantoprazol Lanzoprazol
Figura 2.2 — Estrutura quimica dos benzimidozois substituidos mais utilizados para

inibicao da secregdo gastrica.

Em pH neutro, os benzimadazo6is substituidos sdo estavéis, liposoluvéis, sendo bases
fracas, sem atividade inibidora. Essas bases fracas atingem as células parietais do sangue e
s¢ difundem para os caniculos secretores, nas quais tornam-se protonadas e, portanto sio
retidas. O agente protonado se rearranja para formar um 4cido sulfénico ¢ uma sulfenamida.
A sulfenamida interage de forma covalente com os grupamentos sulfidrila em pontos
criticos no dominio extracelular da H+, K+-ATPase da superficie da membrana. A inibig#o
total ocorre com duas moléculas do inibidor ligadas por molécula da enzima (Brunton,
1996).

2.2.3.1 - Omeprazol

O Omeprazol corresponde 4 formulagdo quimica: 5-metoxi-2-{[(4-metoxi-3,5-
dimetil-2piridinil)-metil}sulfinil} -1H-benzimidazol, com férmula molecular C17H;sN3;058 e
massa molecular de 345,42 g/mol (Andersson e Regardh , 1990). Ele foi sintetizado em
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1979, iniciando a era dos bloqueadores da bomba protdnica, a qual foi precedida pela
sintese do timoprazol que, embora iniba a secregio gastrica, ndo se mostrou adequado para

o uso clinico (Ozaltin e Koger, 1997).

O composto quiral omeprazol tem sido usado, dentre os bezimidazois substituidos,
como o mais importante inibidor da secregio gastrica. E indicado no tratamento da
esofagite, ulcera géstrica e duodenal, refluxo gastroesofagico e algumas outras doengas
relacionadas a acidez gastrica (Bruni, 2000). O omeprazol é comercializado na forma

racémica.

A administragio do omeprazol resulta na inibi¢do permanente da atividade “in vivo”
da enzima; a secrecio de 4cido retorna apenas apds a inser¢do de novas moléculas de H+,
K+ ATPase na membrana luminal. O omeprazol é degradado quando exposto a secre¢do
acida, diminuindo a sua absor¢do. Este achado levou ao desenvolvimento da formulagio de
granulos de liberagdo entérica, os quais liberam omeprazol somente quando o pH esta
acima de seis. Nessa formulagfo, a biodisponibilidade ¢ de cerca de 50%, (Andersson e
Regardh, 1990)

O omeprazol apresenta dois diferentes valores de pKa: 7,1 e 14,7. Em estudos
farmacolégicos da substincia € necessario saber o valor do pKa para determinar em qual

pH ele estara na forma molecular ou ionizada (Yang et al., 2003},

2.2.3.2 — Vias de obtencio de omeprazol

A resolug@o, via derivados disatereoméricos N-substituidos, de omeprazol tem sido
realizada; entretanto, este processo envolve uma separagdo trabalhosa e a cisdo de N-
substituintes. Uma oxida¢do assimétrica do sulfeto pro-quiral do omeprazol tem sido
descrita na literatura para producio de esomeprazol (Cotton et al., 2000; Deng et al., 2000).
Recentemente, Deng ralatou a primeira resolugdo de omeprazol pela complexagdo de
inclusdo com um hospedeiro quiral 2,2’~diidroxi-1,1’-binaftil, conhecido come BINOL.

A separagiio enantioseletiva de (£) omeprazol em diferentes fases estacionarias
quirais tem sido desenvolvida. As fases estacionarias Chiral-AGP, Ultron ES-OVM e BSA-
DSC foram avaliadas obtendo baixa resolucfo entre os enantidmeros do omeprazol (Balmér

et al. 1994). Os dois enantidmertos de omeprazol e alguns benzimidazois substituidos
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foram separados usando uma fase estacionaria de albumina de soro bovino imobilizada em
silica (Cairns et al, 1995; Unge et al, 1997, Kanazawa et al, 2002). A fase
trisfenilcarbamato de celulose ligada a 3-amino-propilsilica foi usada para separar
omeprazol racémico utilizando fase normal (Erlandsson et al., 1990). Celulose imobilizada
em silica diol foi usada ndo obtendo a separagio completa e outras fases baseadas em
proteinas também ja foram alvos de estudo na separagdo de (+) omeprazol (Balmér et
al.,1994). Recentemente, Cass et al., (2003a) estudaram a separagdo enantiosseletiva de
omeprazol usando fases estacionarias quirais baseada em polissacarideos dentre eles a
tris(3,5-dimetilfeniicarbamato) de celulose e amilose e a fase tris(3,5-
dimetoxifenilcarbamato) de amilose (Cass et al, 2003a; Cass et al,, 2003b). Um outro
estudo realizado por Cass et al., (2000) foi a separagio do omeprazol racémico com eluigfio
em fase reversa e fase normal. Ha ainda a separa¢io de omeprazol por espectrometria de
massas usando coluna C18 (Woolf e Matuszewski, 1998). Em descoberta recente, a fase
estacionaria quiral Dialiltartadiamida di-(4-tert-butilbenzoil)-L, conhecida como Kromasil®

CHI-TTB, foi usada na separagio enantiomérica do omeprazol (AKZO Nobel, 2004)

2.2.3.3 — Esomeprazol

Esomeprazol ¢ o enantidmero S do omeprazol — sendo também uma base fraca,
convertido na forma ativa no meio altamente acido dos caniculos secretores da célula
parietal, onde ocorre a inibigdo das secre¢Bes acidas. Esomeprazol fot o primeiro inibidor
da bomba de prétons a ser desenvolvido como enantidmero puro, mostrando maior eficacia
que o0 omeprazol, oferecendo novas oportunidades no tratamento das enfermidades acido-

pépticas (Junghard et al., 2002; Hassan-Alin, et al., 2000).

Em estudos preliminares o esomeprazol tem mostrado ser uma droga de controle mais
rapido do pH gastrico do que lanzoprazol e pantoprazol. No tratamento do refigio
gastroesofagico, a resolugdo dos sintomas e o controle da enfermidade tém ocorrido em
cinco dias comparado ao periode de nove dias com a administragio do omeprazol. Nas
esofagites, o tempo de tratamento diminui para quatro semanas comparadas as o0ito semanas
quando o omeprazol € administrado (Lind et al., 2000). O Esomeprazol, na forma de

microgranulos em capsulas, tem mostrado ter maior controle sobre a acidez em um niimero
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maior de pacientes e¢ sobre o controle do pH intragastrico quando comparado as
formulagdes de lanzoprazol 30 mg, omeprazol 20 mg, pantoprazol 40 mg e rabeprazol 20
mg em pacientes com sintomas de desordem do refluxo gastro-esofagico (Rohss et al.,
2004)

O metabolismo de primeiro passo ¢ mediado por duas isoformas das enzimas
hepaticas citocromo P450, CYP2C19 e CYP3A4. A eliminagio intrinseca do esomeprazol é
menor que do omeprazol e do isdmero R. O esomeprazol possui maiores vantagens
metabolicas comparadas as do omeprazol, sendo que um isdmero Unico tem maior
biodisponibilidade, o que permite um melhor controle do acido e como resultado uma
maior eficacia clinica, com um excelente perfil de tolerabilidade. Apds a ingestdo, o
esomeprazol ¢ absorvido desde o trato gastrointestinal i corrente sanguinea de onde €
transportado ao seu sitio de agao, a célula parietal gastrica. Ali, se difunde para o espacgo
canicular, onde se concentra e converte em sua forma ativa, a sulfonamida. Essa Gltima se
une aos grupos tios nos residuos de cisteina na bomba de prétons, inibindo a atividade da

enzima e, portanto, reduzindo a secrego de 4cido no estdmago (Kromer, 2001).
2.3 —Vias de resolucio de compostos racémicos

Devido a grande semelhanga observada nas propriedades fisicas dos enantidmeros
ndo € possivel separa-los um do outro, por métodos tradicionais de separagdc, nem por
destilagiio fracionada, pois os respectivos pontos de ebulicio sio idénticos; nem por
cristalizagio, devido as solubilidades dos enantibmeros em dado solvente serem idénticas (a
menos que o solvente seja opticamente ativo); nem por cromatografia classica, porque eles
sdo adsorvidos com igual forga por um dado sorvente (a menos que este seja opticamente
ativo). A separagdo dos dois enantidmeros de uma mistura racémica — ou resolugdo dessa
mistura racémica — constitui, por conseqii€ncia uma tarefa cuja realizagdo exige um método

especial (Morrison e Boyd, 1983).

Os métodos de separag¢iio quiral usando técnicas de cromatografia liquida podem ser
divididas em duas categorias: uma € o méfodo indirefo, na qual € baseado na formagio de

um diasterevisdmero pela reagdo com um reagente quiral. O outro é o método direto, no
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qual € baseado na formagio de um diastereoisdmero em uma fase estacionaria ou em uma
fase movel (Haginaka, 2002).

O método indireto de separagdo quiral envolve a sintese de diastereoisdmeros por
uma agente quiral seguido por cromatografia em uma coluna aquiral. O método direto
envolve separagdo de drogas racémicas em seus correspondentes enantidmeros usando uma
fase estacionania quiral. Métodos diretos baseados em FEQ sdo preferidos ja que é um
método rapido ¢ satisfatorio para resolugico de racematos, tanto em escala analitica quanto
em escala preparativa (Aboul-Enein, 2001). A Figura 2.3 apresenta as duas possiveis rotas

para obten¢do de compostos enatiomericamente puros.

Rota racémica Rota quiral
——w Mistura Enantidmero (D] « Sintese
e

racémica | astereosseletiva

—= | Enantidmero (-} § @==—

Figura 2.3 — Preparagdo de enantidmeros (Adaptado de Francotte, 1994).

As principais vantagens das técnicas cromatograficas sfio: aplicagdo a uma larga
variedade de estruturas racémica; obtengdo dos dois enantiomeros com elevado grau de
pureza Optica; rapida e ficil realizagfio e separacio de enantibmeros de misturas racémicas
com caracteristicas especiais como compostos que ndo podem ser derivatizados
(hidrocarboneto), o qual ¢ facilmente racemizado ou tem um tipo incomum de quiralidade
(isto é, quiralidade do tipo helicoidal). Entretanto, como ocorre em alguns métodos, a rota
cromatografica possui algumas desvantagens, tais como: alto custo da fase estacionaria;
indisponibilidade de uma FEQ que separa uma ampla classe de compostos racémicos;
analito coletado em grandes volumes sendo necessaria a concentragdo; consumo de uma
larga quantidade da fase movel e dificuldades associadas ao reciclo da fase movel. Estes
sdo obsticulos para o escalonamento, mas a uma grande extensdo tem sido superado gracas
as recentes melhorias em técnicas cromatograficas e o desenvolvimento de novas, e
relativamente baratas, fases estaciondrias quirais para propositos preparativos (Francotte,
1994).

UNICAMP

QIBL;QTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTE
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A Tabela 2.1 apresenta uma hista com alguns firmacos com diferentes atividades

bioldgicas para seus enantidmeros.

Tabela 2.1 — Lista de farmacos quirais com diferentes atividades para os
enantiémeros
Nome Atividade
Anfetamina O isdmero R tem maior efeito como estimulante no SNC.
Bupivacaina S-bupivacaina é menos toxica ao SNC
Cetamina O isdbmero S ¢ anestésico,enquanto que o isdmero R ¢é

alucinogeno

Epinefrina S-epinefrina ¢ 10 vezes mais ativa como agente vasoconstritor
Propranolol S-propranolol apresenta atividade contra hipertensio, o outro

isdmero nao possui atividade.

Omeprazol S-omeprazol possui maior atividade contra a acidez gastrica
Sulfato de Salbutamol | S-salbutamol é 4 vezes mais potente que 0 outro isdmero como
broncodilatador

Talidomida S-talidomida é teratogénica e a R-talidomida € Sedativo.

A venda em 2002 de produtos farmacéuticos ultrapassou o valor de U$ 410 bilhGes ,
sendo, que desse montante, 1J$ 160 bilhdes foram de vendas de drogas quirais. E esperado
que a venda mundial de produtos farmacéuticos produzidos a partir de enantidmeros puros
alcance o valor de U$ 8,57 bilhdes até o fim de 2004 e chegue a U$ 14,94 bilhSes ate o ano
de 2009 (Rouhi, 2004).

A Tabela 2.2 apresenta uma lista dos farmacos quirais mais vendidos mundialmente
em 2003. Entre os farmacos apresentados na Tabela 2.2, o composto cloridrato de sertralina
¢ obtido através da técnica de leito movel simulado (LMS). Um estudo de composigio de
custos foi realizado e o processo de separagdo em leito movel simulado foi menos
dispendioso quando comparado a sintese assimétrica. Um outro farmaco na forma de um
Unico enantidmero obtido a partir da técnica de LMS € o composto escitalopram (Rouhi,
2004).
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Tabela 2.2 — Lista de farmacos quirais mais vendidos mundialmente em 2003

Ativo Efeito terapéutico Forma Ativa Venda mundial
do composto | 2003 U$ bilhdes
Atorvastina Controle de Colesterol | Enantidmero 10.3
puro
Sinvastatina Controle de Colesterol | Enantibmero 6,1
puro
Anlodipino Bloqueados do canal de Racemato 4,5
calcio
Lansoprazol Inibidor da secregéo Racemato 4,0
gastrica acida
Esomeprazol Inibidor da secregfio Enantiémero 3.8
gastrica dcida puro
Clopidogrel Inibidor de agregacio de | Enantibmero 3.7
placas puro
Salmeterol Broncodilatador Racemato 3.7
Fluticasone Agente anti-inflamatorio | Enantidmero 3,7
puro
Cloridrato de | Inibidor da serotonina | Enantiémero 3.4
Sertralina puro

17

O ntmero de artigos cientificos produzidos por ano, que abrangem a 4rea de

tecnologia quiral, aumentou de 1300 artigos em 1994 para mais 4400 em 2003, somando

um total de mais de 24000 produgdes cientificas publicadas nos ultimos 10 anos. A maioria

esmagadora dessas publicages, cerca de 72%, sdo sobre sintese assimétrica ou

estereosseletividade (Rouhi, 2004).

A Figura 2.4 apresenta um comparativo entre a distribuicdo da tecnologia quiral

utilizada na producfio de farmacos e a produgido cientifica nessa drea em 2003. A

publicacéo cientifica da 4rea relacionada a tecnologia quiral ndo reflete, com veracidade, o

uso da resolugéo quiral.
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Figura 2.4 — Comparativo entre a tecnologia utilizada e a producdo cientifica na area

quiral em 2003. (Chemical Abstracts Service)

2.4 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A técnica cromatografica de separagdo tem cerca de 100 anos e tem se mostrado uma
técnica importante na analise de materiais com as mais variadas estruturas e propriedades
fisicas (Ciola, 2000). A cromatografia, nas suas diferentes modalidades, ¢ uma técnica
amplamente empregada na andlise quimica, quer seja com finalidades preparativas ou

analiticas. Ocupa, entre os métodos modernos de andlise, um lugar de destaque.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma das técnicas mais
importantes entres os métodos cromatograficos de separacdo devido a sua rapidez, alta
capacidade ¢ facilidade em efetuar a separacdo, identificagiio e quantifica¢do das espécies

quimicas, por si mesma ou em conjunto com oultras técnicas mstrumentais de analise. A
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CLAE apresenta um vasto campo de aplicagOes, tais como, andlise de solidos, liquidos,
compostos 1dnicos ou covalentes, com massa molecular que variam de 32 a 4.000.000,

incluindo principalmente compostos termolabéis, dentre eles os farmacos.

A separagdo cromatografica € baseada na distribuicio dos componentes entre uma
fase estacionaria e uma fase movel. Essa separac@o resulta das diferengas de velocidade dos
componentes arrastados pela fase movel, devido as diferentes interagdes com a fase

estacionaria.

Os equipamentos utilizados em CLAE sdo divididos em modulos, que em certos
casos, podem ser controlados individualmente ou por computador. Um sisterna modemo de

cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser composto dos seguintes itens:

o Sistema de bomba de alta pressio (bomba com virios canais ou jungdo de duas

bombas)

. Injetor (manual ou automatico com possibilidade do controle de temperatura de
injecao)
. Coluna (forno com controle de temperatura)

e  Detector (individual, duplo canal ou em série)

° Computador para aquisi¢do de dados e controle dos modulos (bomba, injetor, forno e

detector})

A figura 2.5 apresenta um esquema de um sistema de CLAE. Os sistemas modernos
de CLAE possuem varios reservatorios para fase movel, geralmente até 4 canais, havendo
ainda um quinto canal para a solug@o de limpeza da seringa de injegio. Os canais ligados a
bomba passam um por um sistema de desgaseificagdo continuo eliminando a formacéo de
gases na fase mével. As bombas podem ser do tipo pistdo, nas quais o funcionamento
baseia-se em um pistdo movido por motor elétrico, que empurra a fase movel através do

sistema cromatografico (Cass e Degani, 2001).
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Figura 2.5 - Esquema de um sistema de CLLAE (adaptado de Cass e Degani, 2001)

A introdugdo da amostra pode ser feita pelo uso de valvulas de amostragem do tipo
Rheodyne. Este dispositivo utilizado para injecdo de amostra, permite determinar o volume
através da alca de amostragem, proporcionando a introdugiio de amostras de forma
reprodutiva, em colunas pressurizadas, sem a interrupglo significativa da vaziio da fase
movel. A amostra € colocada, na pressio atmosférica, no lado externo da valvula e
introduzida pela rotacdo apropriada da vélvula. A Figura 2.6 apresenta a al¢a de
amostragem de uma valvula de microvolume com o modo de amostragem e o modo de

injecdo.
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Figura 2.6 — Alca de amostragem de uma valvula de microvolume (adaptado de
Voguei 2002).

Nos injetores automaticos as solugdes das amostras sdo colocadas em pequenos
recipientes de vidro conhecidos como vials. Nesses sistemas o volume de injegdo pode ser
alterado sem a troca constante das al¢as de amostragem. O volume de inje¢io pode variar
de 1 ul. 2 200 uL com boa reprodutibilidade. H4 equipamentos em que o controle de
temperatura do injetor € automatizado, havendo também o controle da condensacéo de
gases no recipiente de amostragem (Shimadzu, 2003; Marchery-Nagel, 2000).

Os detectores para CLAE sio classificados em universal, que detectam as
propriedades da fase movel e soluto e os detectores seletivos, que detectam apenas as
propriedades inerentes a0 soluto. Dentre os seletivos o detector UV-Visivel € o detector
mais utilizado em cromatografia liquida. O principio bésico ¢ a absor¢do de luz ultravioleta
ou visivel, por parte da amostra, quando nela passa radiagdo eletromagnética (Cass e
Degani, 2001). Outros detectores utilizados em CLAE sfo o de fluorescéncia muito
utilizado para andlise de aminoacidos e hormonios, indice de refracdo que € considerado
um detector universal, amranjo por foto diodo, polarimetro, dicroismo circular,
eletroquimico, espectrémetro de massas, infravermelho, espalhamento de luz e ainda o de
ressonancia magnética nuclear. Ha a possibilidade do uso de detectores em série, como é o

caso do ultravioleta e fluorescéncia, para determinagio de mistura de compostos.

Na cromatografia liquida as espécies que estdo sendo analisadas sofrem enorme
influéncia da fase estacionaria e, ao mesmo tempo, as propriedades destas sfo

continuamente influenciadas pela fase movel (Ciola, 2000).
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As principais caracteristicas que as fases moveis utilizadas em CLAE devem

apresentar sdo (Guimardes e Collins, 1997):
« ser de alto grau de pureza e de facil purificagio
¢ solubilizar a amostra sem decompor os seus componentes
 nio decompor ou dissolver a fase estacionaria;
e ter baixa viscosidade
* ser compativel com o tipo de detector utilizado

o ter polaridade adequada para permitir uma separagdo conveniente dos componentes

da amostra

Hi ainda alguns fatores desejaveis na fase modvel que nem sempre podem ser

obedecidos devido & complexicidade de algumas separagfes cromatograficas:
® ndo ser toxica
» ser passivel de reciclo e/ou reuso
¢ baixo custo

A escolha da fase movel € um ponto critico para separagbes de enantidmeros de
cunho preparativo, na qual exerce influéncia direta no rendimento. De modo geral, em
qualquer tipo de CLAE a fase mével é de extrema importéncia, pois participa do processo
de separagdo. Parimetros importantes, tais como seletividade da separacio, tempo de
retengio e solubilidade do racemato, apresentam alta sensibilidade com relagdo as
mudangas de composicio da fase movel. Outros pardmetros, como por exemplo, a
resolugdo também pode ser afetada pela fase movel. Este é o caso particular para fases
baseadas em polissacarideos. Em alguns casos, o impacto da fase movel ¢ tio forte que
mudangas na composigiio da fase moével causam uma inversio na ordem de eluigido. Por
esta razdo, antes de executar uma separagdo preparativa € recomendado estabelecer a ordem
de eluigdo de ambos enantibmeros sob as mesmas condi¢cSes como as solicitadas para a
separacdo analitica. Isto pode ser feito por detecgio polarimétrica ou por injegio de
enantidmeros individuais. Porém, este estudo deve ser interpretado cuidadosamente porque,
para alguns compostos quirais, o sinal da rotag¢do optica pode inverter com a mudanga do

solvente (Francotte, 2001).
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2.5 - Cromatografia Quiral

A descoberta do isomerismo Optico do acido tartarico por Louis Pasteur em 1948
representou um grande avango no significado do estereisomerismo em relagio 4 atividade
biolégica. A atividade éptica das moléculas atraiu, nas Gltimas décadas, muita atencfo, uma
vez que varios dos mecanismos de associa¢io entre as moléculas nos organismos sao

quirais. Receptores e enzimas interagem seletivamente s diferencas configuracionais.

A obtencio dos enantibmeros puros tem sido foco de varios estudos, sendo os mais
utilizados a sintese assimétrica e a resolugZo de misturas racémicas por cromatografia
quiral. A cromatografia preparativa com fase estacionaria quiral é considerada hoje ser a
mais eficiente e a rota geral de obtencfio de enantidmeros com elevada pureza Otica e tem
sido uma eficiente ferramenta na pesquisa farmacéutica e no desenvolvimento de novas

drogas (Andersson e Allenmark, 2002).

A separagio cromatografica de enantidbmeros pode ser realizada por diferentes
métodos, entretanto € necessario o uso de algum tipo de discriminador ou seletor. Dois
diferentes tipos de seletores podem ser usados: aditivo quiral na fase movel ou fase
estacionaria quiral — métodos diretos. Qutra possibilidade € a derivatizagio pré-coluna da
amostra com um reagente quiral para produzir moléculas diastereoméricas, que podem ser
separadas por cromatografia com fases estacionarias aquirais ~ método indireto {Ahuja,
2000).

O mecanismo de separagio de enantidmeros por cromatografia quiral baseia-se na
diferenca de energia entre os complexos diasterecisoméricos transitorios formados entre o
seletor quiral e os enantidmeros do soluto. As diferengas em estabilidade desses complexos
transitorios levam a diferentes tempos de retengdo dos enantidmeros na coluna e quanto
maior a diferenca de energia maior a separacio (Ahuja, 2000). O enantidmero que forma o
complexo menos estavel elui primeiro. A diferenga de energia livre de formacdo dos
adsorbatos diastereocisoméricos formados deve ter um valor satisfatorio para que ocorra a

separacdo. (Cass e Degani, 2001).

Adsorbatos diasterecisoméricos sdo formados como resultado de uma ou mais

interagdes atrativas entre a FEQ e analito, o enantidmero, através da exclusdo do analito
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pela fase movel ou por difusdo passiva do analito em uma matriz quiral (Pirkle e

Pochapsky, 1989).

O reconhecimento quiral, em termos cromatograficos, significa a interagio
preferencial de um enantidmero em relacgdo ao outro. O termo reconhecimento quiral tem
sido empregado para processos na qual algum receptor quiral (ou mesmo reagente quiral)
mnterage seletivamente com um dos enantidmeros da molécula quiral e depende do grau de
interagdo exibido entre cada enantidmero e o sitio de ligagio quiral (Lima, 1997). Requer
um minimo de trés interagdes simultdneas entre a FEQ e pelo menos um dos enantidmeros
(regra dos trés pontos), com pelo menos uma destas interagdes sendo estereoquimicamente

dependente (Pryde, 1989).

O entendimento de como e onde ocorre o reconhecimento quiral por uma molécula
seletora quiral pode prover importante informag¢io com respeito 4 estimativa da magnitude
qualitativa da enantiosseparacio, tipos de analitos separaveis em um determinado seletor,
previsibilidade de ordem de eluigdo e condigdes cromatograficas apropriadas (Maier et al.,
2001).

2.5.1 — Fases estacionarias Quirais

Nas duas ultimas décadas o nimero de fases estacionarias quirais disponiveis para
separagdo de enantidmeros tem crescido consideravelmente (Andersson e Allenmark,

2002).

As FEQ normalmente consistem de pequenas moléculas quirais ou polimeros quirais
imobilizados em um suporte (Okamoto et al, 2002). Os polimeros também podem ser
usados como gel poroso (Yashima, 2001). O suporte de maior utilizagdo atualmente é
particula microporosa de silica. As particulas de silica devem ser altamente puras e
esféricas, entretanto, em alguns métodos de sintese, impurezas metdlicas podem surgir
como contaminantes da silica. As particulas sfo permeaveis ao solvente e possuem uma
area superficial de varias centenas de metros quadrados por grama. Uma superficie de silica
possul uma concentragio em torno de 8 pmol de grupos de silanol (Si-OH) por metro

quadrado (Herris, 1999). Os grupos silanéis tém importante papel na preparagio das fases
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estacionarias, uma vez que a superficie da silica pode ser modificada originado diversos

tipos de fases estacionarias, dentre elas as FEQ.

A silica, como suporte, possui limitagdes quanto a faixa de pH utilizada que deve ser
de 2.0 a 8,0 (Herris, 1999). Em pH acima de 8,0 pode ocorrer a solubiliza¢io da silica com
profundas mudancas na uniformidade do enchimento da coluna, o que leva a alteracdo no
tempo de retengdo e diminuigdo da eficiéncia da separagio. Em virtude dessas limitagdes ao
uso da silica, outros suportes tém sido empregados, tais como: polimeros macroporosos,
semi rigidos como polimetacrilatos ou resinas de poliestireno, copolimeros de estireno-
divinilbenzeno ou vinil dlcool. Esses materiais, quando comparados a silica, apresentam
estabilidade numa faixa de pH mais ampla, entretanto com menores valores de eficiéncia.
Uma grande desvantagem desses materiais em relacdo a silica € a baixa resisténcia as altas
pressoes empregadas em CLAE (Morais, 2003).

Em sistemas cromatograficos com FEQ de pequenas moléculas, o mecanismo de
reconhecimento quiral pode ser estimado através de estudos de espectroscopia na interacao
entre o composto quiral usado na FEQ e o composto a ser resolvido. Por outro lado, no
sistema em que as FEQ forem polimeros, o entendimento do mecanismo de
reconhecimento quiral em um nivel molecular € usualmente dificultado, porque em muitos
casos as estruturas estéricas exatas dos polimeros ndo sio disponiveis. Entretanto, FEQ
polimericas s3o interessantes porque seu reconhecimento quiral depende da alta ordem
estrutural do polimero e entao € dificil de predizer o reconhecimento quiral deles somente a

partir de uma unidade monomeérica (Okamoto e Kaida, 1994).
Alguns parametros sdo importantes para escolha da FEQ. Os principais sao:

¢ estabilidade quimica, a qual limita um nimero de fases moveis e, indiretamente, a
solubilidade maxima do soluto. Nesse contexto é importante destacar as faixas de

pH da fase movel utilizada,

e estabilidade mecanica, que € particularmente importante em aplicagbes em CLAE,

na qual particulas pequenas sdo empregadas originando elevadas quedas de presséo;
* tempo de vida;
e capacidade de carga;

* Ccusto.
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Uma desvantagem, particularmente em separagbes preparativas, € o uso restrito de

fases movgis devido a solubilidade das FEQ em muitos solventes orgdnicos comuns.

A escolha da fase estacionaria e das condigbes cromatograficas é governada por
fatores tais como a seletividade e capacidade de carga de uma FEQ, a concentragio
desejada e a velocidade de operag@o, a solubilidade do racemato bem como a propriedades

fisicas da FEQ, como, por exemplo, a resisténcia fisica. (Andersson e Allenmark, 2002).

A maioria das separagdes dos enantidmeros do omeprazol tem sido realizadas em
FEQ baseadas em polissacarideos, tais como a celulose e a amilose conhecidas
respectivamente como celulose tris(3,5-dimetilfenil carbamato) (Chiracel OD) e amilose
tris(3,5-dimetilfenil carbamato) (Chiralpak AD). A Tabela 2.3 apresenta algumas FEQ
atualmente mais estudadas em cromatografia liquida para separagdo dos enantidomeros do

omeprazol.

Tabela 2.3 — Fases estacionarias mais utilizadas para separagdo dos enantiomeros do

omeprazol
Nome Nome comercial
Tns(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose Chiralcel OD
Tris(4-metilbenzoato) de celulose Chiralcel OJ
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose Chiralpak AD

Celulose e amilose so os polimeros naturais opticamente mais acessiveis. Estes
polissacarideos mostram reconhecimento quiral, mas ndo fornecem FEQ de grande
utilidade pratica. Entretanto, suas derivatizagbes com a introdugdo de grupos apolares
fornecem FEQ com alto reconhecimento quiral que podem separar uma larga faixa de
compostos racémicos em enantidmeros (Okamoto e Kaida, 1994; Francotte, et al., 1985).
Estas FEQ foram estudadas extensivamente como seletores quirais cromatograficos nas
duas altimas décadas e, como resultado, extensa variedade FEQ tém sido desenvolvidas e
utilizadas em resolugdes enantioméricas por CLAE (Haginaka, 2002). Os derivados de
polissacarideos, particularmente os carbamatos de celulose e amilose sio os mais

empregados como FEQ em CLAE.
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A FEQ CHI-TBB ¢ uma possibilidade que surge como op¢éo para a separagio dos
enatidmeros do omeprazol, pois nas ultimas publicagdes de separagio deste composto as

FEQ com Polissacarideos foram as mais utilizadas.

A FEQ Kromasil CHI-TBB pode ser operada tanto em fase normal quanto em fase
reversa. Efeitos na resoluco, eficiéncia da coluna, fator de separagiio e ordem de eluigdo
tém sido observados pela variagio de alcool para outros solventes usados como fase mével.
Misturas de hexano e isopropanol ou etanol, vém a ser uma mistura mais adequada para

separagOes eficientes em fases estaciondrias quirais (Andersson e Allenmark, 2002).

A FEQ CHI-TBB apresenta capacidade de carga intermedidria, sendo as fases com
maior capacidade de carga as fases baseadas em polissacarideos e a de menor capacidade as

fases quirobidticas.

A Figura 2.7 apresenta um esquema de formacio da rede de polimero imobilizada a

silica na preparacdo fase estacionaria quiral Kromasil CHI-TBB.
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Figura 2.7 — Representagio da ligagdo do polimero quiral a silica. R denota a

repeti¢do da unidade do seletor,

A literatura descreve alguns trabalhos de seletores quirais baseados em amidas que
tém sido imobilizadas em silica e usadas como fase estaciondria quiral. Amidas, derivadas
do acido tartarico, tém sido também utilizadas para separar enantidmeros como aditivo na

fase estaciondria e também imobilizados em silica para serem usados como FEQ. O
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composto oticamente ativo NN -dialil-tartadiamida (DATD) € um excelente precursor para
um seletor quiral e pode ser facilmente sintetizado a partir do acido tartarico. O DATD € o
material de partida da FEQ Kromasil CHI-TBB, ele € de facil disponibilidade e um uul
precursor para seletores quirais, devido as inimeras possibilidades de derivatiza-lo. Os dois
grupos hidroxila no IPATD podem ser facilmente derivatizados para introduzir diferentes
grupos funcionais, entre eles os ésteres e carbamatos, que podem interagir com o analito a
ser separado. Os dois grupos alilicos no DATD podem ser usados para imobilizar o seletor

na silica via reagfio de hidroxilagio (Skogsberg, 2001).

Modificagdes no DATD sio realizadas via funcionalizago dos grupos hidroxila livres
para derivados de ésteres formando o mondmero quiral DATD-TBB ou o derivado
carbamato (Andersson et al., 1996). O DATD derivado é entdo reagido para formar uma
estrutura de rede de polimeros com hidrossilano, Esse polimero quiral ¢ ligado
covalentemente a silica funcionalizada formando a rede de polimero imobilizada na silica
que, para a FEQ aqui utilizada. € a silica Kromasil. O derivado éster do DATD tem
possibilidades de agir como aceptor de ligagdes de hidrogénio. Esse tipo de interagio pode

vir a aumentar o tempo de retengfio dos compostos a serem separados (Skogsberg, 2001).

A retengdo e seletividade na FEQ Kromasil CHI-TBB ¢, principalmente, devida as
multiplas interagdes de ligagdes de hidrogénio, entretanto interagGes estéricas e interagdes

do tipo - podem também estar presentes (Skogsberg, 2001).

2.6 — Caracteristicas da coluna cromatografica quiral

O tamanho reduzido da particula auxilia em separagdes dificeis, possibilitando a
obtengdo de picos cromatograficos melhores resolvidos e simétricos. Uma coluna
cromatografica quiral ideal deve apresentar boa estabilidade quimica frente 4 maioria dos
solventes e tampdes usados como fase movel. Em cromatografia quiral ¢ de grande
importancia a utilizacdo de particulas de silica de menores didmetros para obter um
processo de separacio de alta eficiéncia e com reduzida pressio. A coluna cromatografica
quiral deve apresentar estabilidade mecénica e quimica e baixa queda de pressio
propiciando o uso em cromatografia preparativa, no qual o processo de separagdo torna-se

dispendioso devido ao elevado valor e gquantidade de fase estacionaria e de solventes
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usados como fase mével. A coluna deve conter alta capacidade de carga da fase, geralmente

atribuida & extensa &rea de superficie disponivel e 4 alta densidade do ligante quiral.

2.6.1 - Volume de retardamento

O volume de retardamento V', corresponde ao volume externo & coluna devido aos
espagos provenientes das conexdes, desde o injetor da amostra até entrada do detector, na
auséncia da coluna. Pode ser determinado pela Equac@o 2.1, onde F representa a vazio de
fase mével em, mL/min, e f; ¢ tempo de reteng3o, em minutos, dos pulsos cromatograficos

do composto ndo retido TTBB introduzidos no sistema sem a presenga da coluna.
Vy=t,F (2.1)
2.6.2 - Porosidade

A porosidade total (e) da coluna cromatografica corresponde a todos os volumes
disponiveis internos e externos das particulas constituintes do material recheado.

Em principio a porosidade total da coluna (g7) pode ser obtida a partir da analise do
comportamento do primeiro momento pela variagio da velocidade linear da fase movel
para o composto inerte conforme a Equacdo 2.2, onde | representa o primeiro momento, L
o comprimento da coluna, ¥ a velocidade linear da fase mével, ¢) o tempo gasto para-

realizar a injegHo, € a porosidade do leito e gp a porosidades das particulas.
1-¢ ty L r,

—, |t = = (2.2

( ) pil 2 i T 2 ( )

Uma outra opgio para a obtengio da porosidade total considera uma distribuigéo
simétrica na eluigdo conforme a Equacio 2.3, onde €7 € a porosidade total do leito, to € o

tempo de residéncia do composto ndo retido no leito, F € a vazdo da fase movel, V

representa o volume da coluna.
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t, F
=— (2.3
= 23)

Er
A porosidade do leito () e das particulas (gp) pode ser estimada pelas equacgdes 2.4 e

2.5, respectivamente, de acordo com Ruthven (1984)

£, =0,45+0,55¢ (2.4)

g =&+(-g)e, (2.5)

Na pratica, ha o problema de identificar se uma espécie quimica pode ser usada como
tracador para determinagfio da porosidade total da coluna cromatografica. O composto
tracador deve apresentar interagbes reduzidas com a fase estacionaria presente na coluna.
Normalmente, é comum utilizar um composto com polaridade oposta 4 da fase estacionaria
a ser utilizada. Por exemplo, em cromatografia de fase normal sio utilizadas espécies
quimnicas apolares como hexano e heptano devido a forte repulsio dos grupos Si10H
presentes na superficie do adsorvente. Em fase reversa, como por exemplo a fase
estacionaria C18, podem ser utilizadas substincias como a tiouréia e acetona que possuem
pouca interagdo com a fase estacionaria apolar. Entretanto, h4 a questio do sorvente
apresentar sitios livres de =SiOH proporcionando a fase estacionaria apolar alguma
caracteristica polar (Morbidelli et al., 1998).

O composto TTBB tem sido largamente utilizado como tracador para determinagio
da porosidade total em fases estacionaria quirais, devido ao seu tamanho molecular
reduzido e ao fato de ndo apresentar qualquer tipo de interagdo com as FEQ descritas na

Tabela 2.1

2.6.3 - Avaliacdo da queda de pressao

E bem conhecido que a separagdo cromatografica 6tima, com propésitos preparativos,
geralmente € atingida quando sdo utilizadas vazGes mais altas possiveis. Assim,
normalmente, limitagdes relacionadas a queda de pressio e limites do desempenho das

bombas sfo essenciais (Kaspereit ef al., 2002). Como a unidade do L.MS é projetada para
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trabalhar a uma dada pressdo, € necessario estabelecer uma relac@o entre a queda de pressio
na coluna (por unidade de comprimento), Ap/L, e a velocidade linear da fase mdvel (Lei de
Darcy). A equagio de Kozeny-Carman (Eq. 2.6) € satisfatoria para fluxos laminares
utilizados em cromatografia (Nicoud, 2000, Nicoud, 1999). Ela descreve o comportamento
da queda pressdo na coluna com a variagio da vaziio de alimentacfio, onde K representa
permeabilidade do leito, § o coeﬁcieﬁte de Kozeny (valor aproximando de 4,5), d, o
didmetro da particula e 1 a viscosidade da fase mével. A permeabilidade € uma propriedade
do meio que indica um maior ou menor facilidade ao escoamento. Quanto maior o valor de

K, maior a facilidade de escoamento do fluido e menor a pressio medida no sistema

cromatografico.
Y_n,. ’7 u (2.6)
L K d:e’
36B(1-¢)°
4F
onde, = 2.7
" R—— @7

A velocidade linear da fase mével, », pode ser determinada a partir da Equagfio, onde

D representa o didmetro da coluna e ¥ a vazio da fase movel.

2.7 - Parimetros cromatograficos

Os pardmetros de separagio cromatografica sdo Gteis para a avaliago e verificagio da
eficiéncia de separagdo de compostos na coluna cromatografica (Sewell e Clarke, 1987).
Eles fornecem informagdes a respeito do comportamento do composto entre a fase
estaciondria e a fase movel. A Figura 2.8 apresenta um cromatograma com as defini¢Ges

das medidas para determinagfo dos parametros de separag¢do cromatografica.
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Injegio

Figura 2.8. — Cromatograma tedrico com as medidas para determinar os parametros

cromatograficos.

2.7.1 — Fator de Retencéo

O fator de retencédo (k) ¢ uma medida adimensional e de fundamental importincia em
separagdes cromatograficas (Cass e Degani, 2001), pois associa a retengfio do composto em
estudo com a retencdo de um composto ndo retido pela fase estacionaria. Pode ser
determinado através da Equagdo 2.8, onde 7z € o tempo de retengdo do composto € iy € 0
tempo de reten¢do do composto ndo retido pela fase estaciondria. Segundo a farmacopéia
americana USP 27 (2004), o valor aceitdvel de & deve estar entre 1 a 8. Dentro dessa faixa é
especificado o valor de 2 a 4 indicando uma razoével interacdo do soluto com a fase

estacionaria.

Ip 1y

k=

(2.8)

M
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2.7.2 — Fator de Separacio

O fator de separacio (@) avalia a seletividade da separagdo para dois picos
adjacentes. O valor a ¢ dependente da fase estacionaria e/ou fase movel, podendo assumir
valores maiores ou iguais a unidade a temperaturas diferentes. Pode ser definido como uma
razio entres os fatores de retengio do composto mais retido e do menos retido e calculado
pela Equagio 2.9. O valor aceitavel para o fator de separagio, em uma separa¢io razoavel

entre 0s compostos, segundo a USP 2004, é de 1,2.

k,
a=— (2.9
k @9

2.7.3 — Resolucio

A resolugdo (Rg) avalia a qualidade da separagio. Esta associada ao tempo de
retencio e a largura dos picos cromatograficos dos dois compostos adjacentes (Cass e
Degani, 2001). Valores altos de resolugdo significam que as substincias estio mais
separadas. Valores de resolugdo acima de 1,5 significam que a separagdo entre os dois
compostos ocorre pelo menos até a linha de base (Waters, 2002; USP 27, 2004; EP, 2002).
O critério de aceitag@o da farmacopéia americana para resolugio entre dois picos adjacentes
¢ de resolugdo acima de 2,0 (Dantus e Wells, 2004; USP 27, 2004), esse valor considera a
completa integracdo entre os picos para que ndo haja sobreposi¢do de dreas. O valor de Rg
pode ser determinado através da Equag@io 2.10, onde #z> e fz; s30 os tempos de retencio
para os dois compostos € wy; € Ws2 sd0 as larguras dos picos medidos na linha de base

(entre as tangentes) (Sewell e Clarke, 1987).

R =22t (3 10

Wy Wy



Capitulo 2 -Revisio Bibliografica 34

2.7.4 — Fator de assimetria

O valor do fator de assimetria pode ser determinado a partir da medida da proporcéo
entre as duas partes do pico cromatografico medidos horizontalmente a 10% de sua altura.
Nesse caso ele é conhecido como 45y e pode ser calculado conforme a Equacgio 2.11a.

A USP 27 (2004) propde um critério aceitavel de As;pentre 0,8 a 2,0.

O fator de cauda, um outro pardmetro para avaliar a forma de um pico
cromatografico, € obtido pela media a 5% da altura do pico, conforme a Equagio 2.11b

A Figura 2.9 apresenta o posicionamento das medidas no pico cromatografico para o

calculo do fator de assimetria e fator de cauda.
B
As, =— (2.11a
He A ( )

A+ B
24

Fator — cauda =

(2.11b)
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Figura 2.9. — Cromatograma do isdmero S do omeprazol com as medidas para

determinar o fator de assimetria e fator de cauda.
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2.7.5 — Namero de Pratos

O nimero de pratos mede a eficiéncia da separago de um composto em uma fase
estaciondria. Um prato equivale a uma etapa de equilibrio do soluto entre a fase
estaciondria e a fase mdvel. Quanto maior o nimero de pratos, mais equilibrios ocorredo
aumentando a efici€ncia e por consequéncia a separagdo. Uma vantagem em CLAE ¢é que
muitos pratos podem estar contidos em uma coluna tanto analitica quanto preparativa. Para
avaliacio da eficiéncia da coluna cromatografica sdo aceitos valores de niimero de pratos
acima de 2000 na separagiio de farmacos (Dantus, 2004)

O valor de N pode ser determinado através da Equacdio 2.12, onde #z ¢ o tempo de
retencio, € wy a largura do pico a meia altura (Snyder e Kirland, 1979; Sewell e Clarke,
1987). Na equagdo 2.12, o valor de N ¢ dependente do tempo de retencdo e da forma do
pico. O valor de N mede o alargamento do pico quando o composto em estudo passa pela
coluna. Quanto mais estreito for o pico, menor serd o valor de wy, e maior sera a eficiéncia
da coluna na separacdo do soluto. Esta equacgfio € valida para picos simétricos, quando se

trata de picos assimétricos ha a necessidade de calcular o fator de assimetria Agyo.

' 2
N= 5,545(—’*] (2.12)

w,

2.8 Método dos momentos

A analise dos momentos ¢ uma ferramenta usual para determinacfo dos coeficientes
de difusfio axial e difusdo no poro a partir de experimentos de pulsos cromatograficos. Esta
técnica consiste na analise da concentragfo do soluto como uma fungdo do tempo na saida
do leito fixo em resposta a concentragdio do soluto no pulso na entrada do leito fixo. Para
solugdes diluidas, a curva de equilibrio sélido-liquido pode ser representada por uma reta

conforme a Lei de Henry. (Cremasco et al., 2001)
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Por definigdo dos momentos de uma distribuigio, o #-ésimo momento do perfil de
banda na saida do leito cromatografico de comprimento z = L é (Guiochon et al., 1994,
Guiochon et al., 2004)

M, =[c(t,z=Ly"dr (2.13)
]
O n-ésimo momento absoluto ou momento normalizado é

o

I clt,z=1L}"dt

M ]
= el 2.14
U, M, 2 (2.14)
f e(t,z = Ldt
4}
e o H-ésimo momento central é
j etz = L)t - ) dr
g, =% (2.15)

j o(t, z = L)dt
4]

O primeiro momento i estd relacionado ao tempo de retengio do pico
cromatografico, e entdo com a forga de ligagHo (isto é, com a constante de equilibrio).

O segundo momento fornece informagdes sobre a difusdo e estd relacionado ao
espalhamento do pico. Pardmetros de transferéncia de massa podem ser obtidos a partir do
segundo momento. O pardmetro ¢ nas Equagdes 2.14 ¢ 2.15 corresponde a resposta dos
pulsos cromatograficos. Quando o pico apresenta uma forma gaussiana, o segundo
momento ¢ igual 4 varidncia ¢° (Arnold er al., 1985a; Amold et al., 19855} e podem ser
escritos da seguinte forma (Ruthven, 1984):

oot (oo (5 o
u £ £ 2 u £ 2
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2 2
Gzzg 22& 1_;.(_8_j_1_ _;_(_S_)L ,5_52_ (2.17)
u |u l-g /K 1-€ Kk 12

m

onde

K=¢,+(-¢,)K, (2.18)

e K, € a constante de equilibrio de adsorgo linear e fy correspondem ao tempo de retengéo

do componente ndo retido.

2.9 — Altura Equivalente a um Prato

A eficiéncia da separagdo de um processo cromatografico aumenta 3 medida que o
soluto flui atraveés do leito recheado, devido ao maior niimero de interacdes do soluto entre
a fase mével e a fase estacionaria. Uma etapa na qual a molécula alcanga o equilibrio é
equivalente a um estagio de equilibrio também designado por prato.

A altura equivalente a um prato (/) avalia a efici€ncia de uma coluna cromatografica
sob determinadas condi¢Ges de operagio por unidade de comprimento de coluna (Snyder e
Kirland, 1979). O desempenho da coluna é medido através dos tempos de retengio e do
alargamento dos picos obtidos a partir dos cromatogramas (Cass e Degani, 2001).

Segundo Snyder e Kirkland, 1979, o principal objetivo ma separagdo cromatografica
¢ a obtenc¢io de pequenos valores de H com elevada eficiéncia de separagio, valor de &. O
valor de ¢ menor em colunas recheadas com particulas pequenas, para reduzidas taxas de
vazio de fase movel; para fase movel menos viscosa, para separagdes realizadas em

maiores temperaturas; e para moléculas pequenas de soluto.

O valor de H para uma coluna cromatografica pode ser calculado aproximadamente
através da equacdo de van Deemter, (Equagio 2.19). Nessa equacfio, v representa a
velocidade linear da fase movel, e A, B e C sdo constantes cinéticas determinadas
experimentalmente e que incluem os efeitos de difusfo turbilhonar, difusdo longitudinal e

transferéncia de massa fluido-sélido, respectivamente.
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H=A+£+uc (2.19)
24

O termo A da Equacéio 2.19, chamado de difusfo turbithonar ou turbulenta refere-se
aos diversos caminhos do fluxo que estfo muito longe um dos outros. As moléculas que
entram ao mesmo tempo na coluna podem ser eluidas em diferentes tempos, ocasionando

alargamento do pico cromatografico, conforme € mostrado na Figura 2.10.

Figura 2.10. — Alargamento do pico cromatografico a partir de diversos caminhos do

fluxo.

O segundo termo da equagdo de van Deemter € referente a difusdo longitudinal, na
qual o soluto difunde do centro de maior concentrac@o do pico para regides mais diluidas
na direcdo do fluxo. O efeito se torna mais pronunciado quando aumenta o tempo de
residéncia do soluto na coluna. Quanto mais rdpido a vazdo da fase moével, menor o tempo

que o soluto fica na coluna e ocorre menor alargamento difusivo (Figura 2.11).

pmtsgeesd Soluto no

topo da coluna

Soluto no
interior da coluna |

Figura 2.11. - Difusfo longitudinal devido a difusdo do soluto para as extremidades

de concentragdo mais baixa.
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A transferéncia de massa fluido-sélido, referente ao terceiro termo da Equagio 2.19, é
proveniente do limite de tempo necessario para o soluto estar em equilibrio entre as fases
mobvel e estacionaria. A transferéncia de massa é reduzida quando a espessura da fase
estacionaria que recobre o suporte € menor, pois diminui o tempo para o soluto se difundir
mais rapido a partir de profundidades mais distantes da fase estacionaria para dentro da fase
moével. Quanto maior for o tamanho da particula da fase estacionaria e mais viscosa for a

fase movel, mais importante sera este efeito (Figura 2.12).

Fiuxo de
Particulas da solvente
fase estacionaria l
«O 4~¥—~-So§uto

Figura 2.12. - Transferéncia de massa - efeito do tamanho da particula e viscosidade

da fase maovel.

O H fornece uma interpretagio fisica simples dos efeitos de dispersdio axial e de
resisténcia a transferéncia de massa sobre desempenho da coluna. O conceito de H €
estritamente valido somente quando a taxa de transferéncia de massa ¢ relativamente rapida

e os perfis dos picos de elui¢io sio Gaussianos (Guiochon e Lin, 2003).

A Figura 2.13 apresenta uma curva hipotética da variagio de A com a velocidade
linear da fase movel (). A curva representa, na pratica, um modo de selecionar a vazio
Gtima de uma corrida cromatografica. Na Equagfo 2.19 o primeiro termo representado pela
curva A ¢ independente da velocidade superficial. A dispersdo devido a transferéncia de
massa incompleta € uma fungdo linear de u# e é representada pela curva C. A dispersio
longitudinal é inversamente proporcional a velocidade linear e é representado pela curva B.
A curva superior representa o perfil resultante de A versus # e apresenta um valor minimo

para altura dos pratos (Hmmimo) 2 uma dada velocidade linear 6tima (#simo). Abaixo desta
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velocidade, H ¢ fortemente dependente dos efeitos de difusio (termo B) e a altas
velocidades é fortemente dependente do termo de transferéncia de massa (termo C) (Sewell

e Clark, 1987).

H=A+B/u+tCpu

\ =
\ \

B/u

H (cm)

udl.imo

u (cm/min)
Figura 2.13 — Curva de van Deemter hipotética, mostrando a variagdo entre a

eficiéncia (H) com a velocidade linear da fase movel (u).

Em um sistema com isoterma de adsorgdo linear, a eficiéncia da coluna
cromatografica € avaliada pela analise da A (Guiochon et al., 1994; Ruthven, 1984),
podendo ser calculada através da Equagfio 2.20, onde N corresponde a¢ nGmero de pratos €

L é o comprimento da coluna.

2

[Q

L
Hﬁ}'\}—ﬂ 3 L (220)

=

Em um processo de separagdo eficiente, um elevado nimero de pratos € necessario,
para isso um enchimento uniforme € essencial. Isto requer uma coluna recheada com
procedimento bem definido a fim de eliminar variagBes na porosidade do leito. Quando
uma coluna cromatogréafica ndo estd uniformemente recheada pode ocotrer aumento no
valor de H.

A contribuigdo da difusio molecular em cromatografia geralmente € desprezivel

quando comparados com outros processos envolvidos na separagfo. Os efeitos da
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difusividade molecular sdo apenas perceptiveis a baixas vazdes da fase mével. Desta forma,
a equagdo de van Deemter (Eq. 2.19) pode ser representada pela equacio modificada que
possui a forma apresentada pela Equagido 2.21, onde km € o coeficiente de transferéncia de
massa global e K comresponde ao termo relativo ao equilibrio de adsorglo, Dr € o

coeficiente de dispersdo axial e € € a porosidade do leito (Duan et al.,1998)

=2
g 2D (e ) 1T, _i_)i] @.21)
u 1-¢ Kk, l-¢/K |

2.10. Modelagem matemaitica da coluna cromatografica quiral

O comportamento de um sistema cromatografico é governado por trés fendmenos
basicos (Schulte et al., 1997):
= A termodinimica de adsorgdo
= A hidrodindmica da coluna

« A cinética de transferéncia de massa,

O balang¢o de massa diferencial do componente 7 (7 = 1,2) na colunaj (f =1, II, III, IV)

é escrito da seguinte forma, segundo o modelo do equilibrio dispersivo:

oC. dg. aC, | o C. .
& —L+(1—g;) Dis \py Tt =g D, ——L  (222)
oot a7 & L B2
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onde C; e g; sdo as concentragbes do componente 7 nas fases liquida e sdlida na coluna j,
respectivamente, €r € a porosidade total do leito; D; corresponde ao coeficiente de

dispersdo axial (Haag et al., 2001)

Para escrever as equagdes deste modelo, assume-se que (Duan, 1998)

e 0 processo no leito fixo para multicomponentes € 1sotérmico;

¢ afase movel € uma solugdo diluida;

e avazdo da fase movel € constante;

e 0 leito é recheado com particulas de adsorvente porosas, esféricas e de tamanho
uniforme;

* o gradiente de concentracdo na direcfo radial do leito é desprezivel;

* o coeficiente de dispersdo axial € constante;

O modelo da forga motriz linear do sélido (FML) ¢ utilizado para representar o

coeficiente de transferéncia de massa global através da coluna

oq, ;
ot

=k, (CI:,; - qf,f) (2.23)

onde k,; é o coeficiente de transferéncia de massa global para o componente i e ¢, ¢ a
concentragio do componente 7 em equilibrio com C; (Guiochon e Lin, 2003; Guiochon,

2002; Haag et al., 2001).

As condigbes iniciais e de contorno, na entrada de cada coluna, correspondem &

condi¢do de Danckwerts:

Ci(z,t=0)=g:(z,1=0)=0 (2.242)

dCi,j .0
ujci’j - DL dz » = u-]C!f (224b)
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dC; ;
dz

=0 (2.24¢)
z=L,

A condicio de Danckwerts relata que o fluxo de massa no ponto de injegdo,
uC, (0,6)~ DL(ac,,j /azfz=o),
¢ 1gual ao fluxo de injecdo no tubo equivalente,
0
u,C;;(8).
Esta condi¢do de contorno € recomendada quando a eficiéncia da coluna € baixa,

situagdo tipica encontrada em calculos numeéricos realizados para separagio em leito movel

simulado (Guiochon e Lin, 2003).

Experimentos com Solu¢des Concentradas
2.11 - Isotermas de equilibrio de adsorcio

A isoterma de equilibrio descreve quantitativamente a distribuigio de equilibrio de
um soluto entre as duas fases envolvidas no processo cromatografico sob uma larga faixa

de concentragio (Jacobson et al., 1984).

Foi demonstrado que a termodindmica controla perfis de bandas, particularmente a
altas concentragdes e quando a cinética de transferéncia de massa ndo € muito [enta. Para
misturas de multicomponentes, a complexidade na determinacgio de isotermas competitivas
resulta da competicdo que ha entre os diferentes componentes por interages com a fase
estacionaria. A quantidade de um componente adsorvido em equilibrio com a solu¢@o quase
sempre diminui com o aumento da concentragio do outro componente adsorvido. Isto

ilustra o carater competitivo da isoterma com dois componetes (Guiochon et al., 1994).

A concentragdo de cada componente retido na particula foi determinada e o balango

de massa foi descrito pela equagio 2.25:
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* Vdcd,i - chcF.i
LT,

(2.25); onde

q*;: concentragdo de cada componente retido na particula.
Cai: concentrag#o de cada componente no volume coletado
g: porosidade

Vg4 volume do eluente coletado

V. volume da coluna

Cr;: concentracdo da alimentag@o para cada enantibmero

Muitos modelos matematicos podem ser empregados para explicar o comportamento
do processo de adsor¢do em sistema de multi-componentes. Esses modelos podem ser
lineares seguindo uma isoterma linear como a de Henry, entretanto os modelos ndo lineares
s@io mais aplicados a altas concentragdes, dentre eles o modelo de Langmuir competitivo
que considera o processo de adsorgio acontecendo em uma superficie com niimeros fixos

de sitios de adsor¢io de mesma energia.

Um outro modelo matemdtico é o bi-Lagmuir competitivo, que considera que a
superficie da FEQ ¢ heterogénea, com uma distribui¢io bimodal de energia, assumindo
também que a FEQ contém dois tipos diferentes de sitios: sitios ndo-seletivos para
enantidmeros de energia semelhante de adsor¢fio e sitios seletivos que interagem de

maneira diferentes com os dois enantidmeros.
2.12. Analise termodinimica de adsorcio

Em geral, a determinag@io dos pardmetros termodindmicos torna-se uma aproximacio
util para analisar os aspectos do mecanismo de retengio e discriminagdo quiral em fases
estacionarias quirais (Lindner et al,, 2004).

A separagio direta dos enantidmeros é baseada na formagio de complexos
diasteoisoméricos reversiveis, que s3o criados por interagdes intermoleculares dos

enantidmeros com o seletor quiral. O processo de formacéo, para os enantidbmeros R e S,
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podem ser caracterizados por pardmetros termodindmicos {(AGi , AHi e ASi} (Lehotay et

al., 2004). Esses pardmetros podem ser calculados pela Equagéo 2.26:
AG = AHi ~TASi=RTInK" (2.26)

Para esses parametros termodindmicos é geralmente aceito que a temperatura possui

maior impacto na retengfo, enantiosseletividade, resolugfo e eficiéncia da coluna.

A dependéncia da retenclio cromatografica do soluto em relagdo a temperatura é
usualmente expressa em termos do fator de retengio k através da Equacg@o 2.27, onde AG® é
a energia molar de Gibbs do soluto, e AH ° e AS”sdo a entalpia e entropia de transferéncia
do soluto a partir da fase movel para fase estacionaria, respectivamente, 7' é a temperatura

absoluta, R a constante dos gases e @ a propor¢io de fase (Cheong et al., 2004).

ink Tw—&+ln¢)=-ﬁ+§.+}ﬂd} (2.27)
RT RT R

De acordo com o meétodo de van't Hoff, se a fase estacionaria ndo altera em
conformagdo, a variagio de In k vs I/T deveria ser uma correlagio linear com inclinagéo
igual a AH,4/R e interseccdo igual a AS,av/R + In ®. Entretanto, diferentes interagSes entre
os dois enantidmeros e a fase estacionaria podem ser expressas como a diferenga em
energia molar para os dois enantidmeros, calculadas a partir do fator de separagdo (o)
através da Equagdo 2.28 (Kiisters e Spondlin, 1996).

AAG | AAH | AAS

Ing =~ =
RT RT

(2.28)

O grafico de In o vs //T é uma linha reta se as interagdes enantiosseletivas ndo

variam sobre a faixa de temperatura estudada (Goossens et al., 2004).

Em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a enantiosseparagdo € mais
influenciada, na maioria dos casos, pelo termo relativo a entalpia (AH). Isto € devido ao
fato dos experimentos serem, usualmente, realizados a relativas baixas temperaturas. A

interacio dos enantibmeros com o sistema cromatografico conduz a valores negativos de
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AAH e AAS. Como esses pardmetros termodinimicos s3o acessiveis, eles sdo
frequentemente usados para prover informagdes do sistema de separagdo (Lehotay et al,
2004). Se a dependéncia de In o vs 7/7 € linear com inclinacdo igual a AAH/R e paralnk o

intercepto € AAS/R, entdo pode-se assumir que:

. AH € AS sdo independentes da temperatura.

. Os enantidmeros interagem com o seletor quiral através de um mecanismo
associativo simples.

. Equilibrio de solvata¢do-dessolvatagdo nfio encobre o processo de associagdo

dos enantidmeros com a fase estacionaria quiral.

Como citado acima, a enantioseletividade, expressa por AAG, é principalmente
influenciada por AAH a baixas temperaturas. Com o aumento da temperatura, o termo da
entalpia sera mais compensado pelo termo TAAS. Para uma certa temperatura, (temperatura
de isoenantiosseletividade, Tis,) AAG = 0 e os enantibmeros ndo sdo separados. Acima da
temperatura de enantiosseietividéde, a ordem de eluigio dos enantidmeros pode ser alterada
e a enantiosseletividade ¢ dominantemente influenciada pelo termo entropico (Lehotay et
al., 2004; Sun C. et al,, 2004). A temperatura de enantiosseletividade pode ser determinada

através da Equagdo 2.29.

2.13. Sobrecarga da coluna

Os perfis de eluigdo em condigSes de sobrecarga sdo muito sensiveis s isotermas de
adsorgdo (Guiochon et al, 1994). Em altas concentragdes, os picos cromatograficos sio
fortemente influenciados pela termodinamica de equilibrio de fase, isto €, a influéncia do
comportamento ndo linear da isoterma de adsor¢3o possui uma forte predominancia com

relagdo 4 influéncia da cinética de transferéncia de massa (Seidel-Morgenstern, 2004).

Para a otimizagdo da taxa de separagio de uma determinada substincia em uma

coluna preparativa é necessario o conhecimento das condigdes de sobrecarga da coluna. Em
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colunas analiticas o volume de inje¢3o ndo deve ultrapassar o valor de 1% do volume da
coluna. Entretanto em escala preparativa essa limitagio nfo ocorre devido a elevada taxa de
separagdo requerida para essas colunas. Volumes de injeco podem ultrapassar esse valor

de 1% do volume da coluna.

Uma coluna cromatografica pode atingir a condigéo de sobrecarga quando a amostra
e pouco solivel na fase movel ou o volume de injecio é elevado para as dimensBes da
coluna; alta concentragdo da amostra e amostra que sdo dissolvidas em solventes com

elevada caracteristica de solvatagfio quando comparada a fase movel.

Quando a sobrecarga da coluna € considerada, dois procedimentos podem ser
realizados. O primeiro, sobrecarga de concentragdo, considera o soluto muito solavel na
fase movel e é realizado com volume de injegdo constante de solugBes em concentragdes
crescentes. Com o aumento da concentracdo da solugBio injetada ¢ esperado que os picos
cromatograficos sejam muito distorcidos chegando a ter a forma de um tridngulo. Pode
ocorrer 0 aumento de cauda no pico cromatografico. O segundo tipo de sobrecarga,
sobrecarga de volume, considera o soluto com solubilidade baixa ou até intermediéria na
fase moével. A partir de uma solugdo concentrada, preparada para faixa de solubilidade do
analito na fase modvel, volumes crescentes da mesma solugdo sfo injetados no sistema
cromatografico. O aumento do volume de injegio, dentre outros fatores como a forga do
sorvente usado para diluigo, pode resultar na deformacgio do pico. Os picos
cromatograficos sdo mais simétricos e a partir de um certo volume de injegdo a altura do

pico pode manter-se constante (Marchery-Nagel, 2000).
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

O capitulo apresentado a seguir descreve os materiais ¢ a metodologia empregada
neste estudo. A metodologia foi dividida no desenvolvimento da separagdo cromatografica;
nos experimentos com solucdes diluidas para as determinagbes de pardmetros
hidrodindmicos, de transferéncia de massa e de equilibrio de adsorcio linear; e nos
experimentos com solugdes concentradas para obtencdo das isotermas de adsorcio e estudo

da sobrecarga na coluna.

3.1 - Materiais

3.1.1 - O omeprazol

O omeprazol racémico, bem como o esomeprazol, utilizados neste trabalho foram,
gentilmente, cedidos pela empresa Indastria Indiana Euresia.
A Figura 3.1 apresenta a estrutura quimica do omeprazol. O centro de quiralidade da

molécula de omeprazol esta situado sobre o dtomo de enxofre.

HsC-O  CHy
Ha % ; \ee A OcH
=N S ]g 2
d KN

Figura 3.1 ~ Estrutura quimica do omeprazol. O simbolo (%) indica o centro quiral da

molécula.
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Uma varredura no espectro de absorgio no ultravioleta foi realizada, com a solugéo de

omeprazol diluida na fase moével, para determinar o maximo e minimo de absorgdo nessa

regido do espectro.

3.1.2 - O sorvente

O sorvente utilizado como fase estacionaria quiral do tipo 0,0 -bis[4-terc-
butilbenzoil]-N,N"-dialil-L-tartadiamida (comercialmente conhecido como Kromasil CHI
TBB) foi gentilmente cedida pela empresa EKA Chemicals em colunas preparativas de ago
inoxidavel (25 x I cm). O didmetro médio de particula do sorvente foi de 16 um. A Figura

3.2 apresenta a coluna, em ago inoxidavel, utilizada nos experimentos.

m 3.2 - Coluna ag: inoxiével de 25 x 1 cm e didmetro de particule 16 um

A fase estacionaria Kromasil CHI-TBB ¢ capaz de separar uma extensa faixa de
farmacos na forma de racematos tanto actdos, como basicos e neutros. O tamanho reduzido
da particula auxilia em separagbes dificeis, possibilitando a obtengdo de picos
cromatograficos melhores resolvidos e simétricos. Ela apresenta boa estabilidade quimica
frente 4 maioria dos solventes e tampdes usados como fase movel. Entretanto, as melhores
condig¢bes de seletividade sdo obtidas com fase normal. A estabilidade é devida a natureza
da rede de polimero ligada covalentemente a silica.

Essa fase estacionaria ¢ obtida a partir do precursor N,N’-dialil-L-tartadiamida
(DATD) pela derivatizagdo de grupos hidroxilas e posterior imobilizagio em silica (Figura
3.3). A imobilizagdo em um polimero multifuncional fomece a FEQ uma maior eficiéncia
para coluna e uma maior capacidade de saturagdo, permitindo o uso de elevadas

concentragdes dos compostos.
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Figura 3.3 — DATD baseado no seletor quiral TBB imobilizado quimicamente em silica. R

denota a repeti¢fio da unidade do seletor.

A FEQ Kromasil CHI-TBB tem sido aplicada na separagfio dos enantiémeros de uma
grande variedade de farmacos. A retencio ¢ a seletividade sfo, principalmente, causadas
por multiplas ligagdes de hidrogénio, mas interaches estéricas e zn-m também sdo
consideradas presentes. Devido as propriedades das ligacbes de hidrogénio, as separagdes
utilizando esse tipo de FEQ sfio usualmente realizadas em solventes ndo-polares, dado que
um solvente polar ira diminuir as interagdes entre o analito e o seletor quiral devido a uma
solvatacdo ndo-favoravel do analito na fase movel.

A fase estaciondria quiral CHI-TBB apresenta maior estabilidade mecénica e relativa
baixa queda de pressio quando comparada a outras fases estaciondrias. A alta capacidade
de carga da fase CHI-TBB pode ser atribuida a extensa drea de superficie disponivel e a alta
densidade do ligante quiral.

Nos experimentos de desenvolvimento do método de separacfo foram utilizadas
colunas cromatograficas sendo uma coluna analitica Chiracel OD de 250 x 4,6 mm,
contendo fase estaciondria de polissacarideo baseado em celulose, € uma coluna analitica,
Kromasil CHI-TBB de 50 x 4,6 mm. Para o estudo comparativo da gueda de pressdo foi
utilizada uma coluna Chiracel OD de 250 x 7.5 mm com didmetro médio de particula de 15

pm,
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3.1.3 - Reagentes

Os solventes usados na preparagio da fase mével e solubilizagdio do omeprazol ¢ do
composto nfo retido, TTBB foram: hexano, isopropanol, etanol grau cromatografico marca
1.T Baker (México) e trietilamina e acido acético grau P.A. marca J.T.Baker (México).

A determina¢io do tempo de retengdo de um composto ndo retido pela fase
estaciondria foi realizada com o composto 1,3,5-tri-tert butil benzeno, conhecido como
TTBB, marca Aldrich Chem. Co. (Suécia).

O TTBB ¢é uma molécula com baixa massa molecular (M.: 264,44 g/mol) e ndo
interage com fase estaciondria CHI-TBB. As moléculas de TTBB nfo penetram nos poros
das particulas da FEQ sendo que o tempo gasto para percorrer o leito € proporcional a

porosidade total (Pedeferri et al., 1999).
3.1.4 - Aparelhagem experimental

Os experimentos cromatograficos foram realizados utilizando dois sistemas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, conhecidos como cromatografos a liquido. Um dos
sistemas, WATERS 1525 (EUA), equipado com forno para controle de temperatura,
detector UV WATERS 2487 e sistema de aquisicdo de dados computadorizado (sofiware
BREEZE) foi utilizado na parte inicial dos experimentos para o desenvolvimento do
método de separagiio cromatografica. O outro sistema de CLAE, cedido gentilmente pela
empresa Medley S.A Indistria Farmacéutica, marca Merck-Hitachi Lachrom (Japdo-
Alemanhd), detector UV L-7400, forno L-7300, injetor automatico L-7200 e bomba
quaternaria L-7100, foi utilizado nos demais experimentos. A Figura 3.4 apresenta os
sistemas CLAE Waters e Merck, respectivamente, utilizados na realizacfio dos
experimentos. O detector do sistema WATERS possui um monitoramento simultineo em
dois canais, possibilitando melhores condiges no desenvolvimento da metodologia. As

bombas dos sistemas de CLAE sfo de pistido duplo.

Os dois sistemas de CLAE foram utilizados devido ao elevado tempo de realizagdo
dos experimentos e da disponibilidade de horario para realizagdio das analises. Na parte de
desenvolvimento de métodos foi utilizado o sistema Waters ¢ nos demais experimentos foi

utilizado o sistema Merck-Hitachi Lachrom.

UNICams

BIBLIOTECA cen
- ENT
SESAQ fioer o ai;ﬁfi



Capitulo 3 — Materiais ¢ Métodos 52

A varredura do espectro foi realizada em espectrofotdmetro Lambda 35 UV-VIS
marca Perkin Elmer Instruments (Alemanha).

Figura 3.4 — Sistemas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia marca Waters
(esquerda) e marca Merck Hitachi (direita)

3.2 - Métodos

3.2.1 — Desenvolvimento da separaciio cromatografica.

O desenvolvimento da separagdo dos enantiémeros do omeprazol foi iniciado com

experimentos em uma coluna analitica Chiracel OD de 150 x 4,6 mm contendo fase
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estacionaria de polissacarideo baseada em celulose. Seguindo com experimentos em uma
coluna analitica de 50 x 4,6 mm contendo a mesma fase estacionaria quiral da coluna
preparativa CHI-TBB e por dltimo utilizando a coluna preparativa de 250 x 10 mm.
Injegbes de uma solugiio da mistura racémica de omeprazol foram realizadas no sistema
cromatografico para avaliar a melhor condicdo cromatografica de separagdo entre os
enantidmeros do omeprazol. No desenvolvimento da metodologia, foram avaliadas as
proporgdes entre os constituintes da fase movel, constituida inicialmente de uma mistura de
hexano/isopropanol/trietilamina/acido acético na proporgdo de 920:80:1,5:0,5 v/vivlv,
adigio de etanol na fase movel, volume de injecdo, vazio da fase mével e temperatura de

analise da coluna.

3.2.2 - Experimentos com solucdes diluidas

3.2.2.1 - Determinacio das porosidades

Experimentos de injegdes no sistema cromatografico - CLAE do composto tri-ferc-
butil benzeno (TTBB) foram realizados com o intuito de verificar a homogeneidade do
enchimento e determinar a porosidade total da coluna (g7) e do leito (g), respectivamente e
estimar a porosidade das particulas (gp). O TTBB foi previamente dissolvido na propria
fase mével, constituida de uma mistura contendo hexano/isopropanol/trietilamina &cido
acético (920:80:1,5:0,5 v/v). Uma solugiio foi preparada com concentragio de 0,1 g/l. e
injecdes de 5 ul desta soluclio foram realizadas no sistema cromatografico, sob condigSes
isocraticas, ap6s um periodo de tempo necessario para a estabilizagfio do sistema, a
diferentes vazdes da fase movel (0,5; 0,75, 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mL/min). A temperatura do
sistema foi variada para cada série de vazdo, sendo 20 °C, 25 °C, 30 °C e 40 °C as
temperaturas utilizadas. As respostas das injegdes foram monitoradas pelo detector UV no
comprimento de onda de 254 nm.

O valor da porosidade total foi determinado fazendo uma comparagdo entre dois
procedimentos. O primeiro considera uma distribuigdo simétrica na elui¢do usando a
Equaciio 2.3. O tempo de retengdo de um composto ndo retido (ty) € devido apenas ao

trajeto percorrido na coluna. Faz-se necessario, portanto, para o calculo da porosidade,
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descontar o tempo de residéncia no volume morto devido as tubulacdes do sistema
cromatografico; sendo determinado a partir de injecdes de uma solugio do composto nio-
retido ao sistema cromatografico sem a presencga da coluna.

O segundo procedimento considera uma distribui¢do ndo simétrica na elui¢go. Sendo
o valor da porosidade total determinado a partir da andlise do primeiro momento do
composto ndo retido. Os primeiros momentos foram obtidos pela integracio das respostas
dos pulsos cromatograficos experimentais, de acordo com a Equagio 2.13. Entretanto, o
composto TTBB ¢€ inerte, logo o termo relativo a adsor¢io na Equagio 2.15 foi desprezado
e as porosidades total e do leito foram obtidas pela inclina¢do das retas entre os primeiros
momentos e o inverso das velocidades superficiais do fluido, como apresentado pela
Equagio 2.2.

O valor da porosidade do leito foi estimado utilizando-se a correlagio proposta por
Ruthven (1984), representada pela Equacg3o 2.4. A porosidade da particula foi estimada

utilizando a Equagio 2.5.

3.2.2.2 — Avaliacio da queda de pressio.

A avaliagdo da queda de pressdo foi realizada com experimentos no sistema de CLAE
a diferentes vazOes da fase mével, para obtengio da pressio e a partir desses dados obter
uma relago linear entre a queda de pressdo (Ap/L) e a velocidade linear da fase mével. O
resultado experimental foi comparado ao resultado tedrico calculado através da equagio de
Kozeny-Carman (Eq. 2.6) (Nicoud, 2000). O valor do coeficiente de permeabilidade x foi

determinado, indiretamente, através da inclinagio da reta obtida experimentalmente.

3.2.2.3 — Obtencio da soluciio do isomero R-omeprazol

O enantidomero R do omeprazol foi obtido a partir de injegdes de 200 ul de uma
solug8io concentrada da mistura racémica de omeprazol a 5,0 g/l no sistema CLAE. As
fragdes correspondentes ao enantibmero-R foram coletadas e homogeneizadas em uma
unica solug@o. Uma curva analitica foi construida com solugdes do isdbmero S-omeprazol.

A solugdo de R-omeprazol foi injetada e a area avaliada contra a curva analitica do S-
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omeprazol, a concentragdo foi determinada por comparagio das 4reas. O procedimento

anterior foi repetido para confirmag3o da area.

3.2.2.4 — Determinag¢io dos pariametros cromatograficos

O estudo de separagio cromatografica do omeprazol racémico foi realizado com
injecBes da solucdo de omeprazol racémico a 0,15 g/L na fase movel. Volumes de 5 ul
foram injetados no sistema CLAE com a coluna preparativa Kromasil CHI-TBB de 25 x 1
cm, sob condi¢Oes isocraticas, a vazdo de fase movel de 0,5; 0,75; 1,0; 2,0; 3,0, ¢ 4.0
mL/min. As temperaturas avaliadas foram de 20 °C, 25 °C, 30 °C e 40 °C. As respostas das
inje¢des foram monitoradas no detector de UV, a 302 nm. Pardmetros cromatograficos de
fator de retengdo, fator de separagfio, resolugdo, fator de assimetria e nimero de pratos

foram determinados a partir das EquacBes 2.8 a 2.12, respectivamente.

3.2.2.5 - Determinacio das constantes de Henry — Isotermas Lineares

As constantes de Henry foram determinadas a partir dos tempos de retengéo (i)
obtidos com as de injegdes de 5 ul, no sistema cromatografico, das solugbes dos
enantidmeros da omeprazol a 0,15 g/L e dos tempos de retengio do composto ndo retido
TTBB (#), obtidos nos experimento de determinagio das porosidades conforme a Equagio
4.2. Os experimentos foram realizados a diferentes vazdes de 0,5 a 4,0 mL/min e
temperaturas de 20 °C a 40 °C. As respostas foram monitoradas pelo detector UV, no

comprimento de onda 302 nm.

3.2.2.6 - Determinacio dos coeficientes de dispersio axial e

parimetros de transferéncia de massa

Os procedimentos realizados para a determinagio das constantes de Henry foram
utilizados para calcular os coeficientes de dispersdo axial (D;) e os pardmetros de

transferéncia de massa global (X,,).
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Os valores de pratos (V) e de altura equivalente a um prato (/) foram obtidos através
das Equag¢bes 2.12 e 2.20 respectivamente e foram utilizados para determinar os
coeficientes de dispersdo axial (D;) e de transferéncia de massa a partir da intersecéo e da

inclinacdo das retas obtidas entre A € u, respectivamente.

3.2.2.7 — Analise termodinimica de adsorcao

Os dados obtidos nos experimentos realizados para determinagio dos parametros
cromatograficos, foram utilizados para a analise termodindmica de adsorgdo. Os pardmetros

termodindmicos foram determinados a partir das Equagtes 2.27 a 2.29.

3.2.3. Experimentos com solucdes concentradas

3.2.3.1 - Determinacio das isotermas de adsorc¢io

As isotermas de adsor¢gdo competitivas foram determinadas seguindo uma
metodologia descrita por Pais et al. (1998). O procedimento foi realizado passando a fase
mbvel através da coluna cromatogréafica até a estabilizagdo. Apos a estabilizagio da coluna,
uma solug@io de omeprazol racémico, de concentragio conhecida, diluida na fase movel, foi
adicionada na coluna, através de outro canal da bomba do sistema de CLAE. O sistema foi
monitorado até a saturagdo da coluna com solugiio de omeprazol e estabiliza¢do. Em
seguida, a amostra foi completamente eluida com a fase mével. O volume da solugio eluida
do sistema na etapa de eluigio foi coletado, medido e a concentragio analisada contra uma
curva analitica de omeprazol rac€mico, envolvendo a faixa de concentragiio das solugdes
analisadas. Esse procedimento fornece um ponto de cada componente da mistura na
isoterma de adsorc¢do e foi realizado para outras proporgdes, entre os dois canais contendo a
fase movel e a solugdo de omeprazol racémico, para determinacio dos demais pontos da
isoterma de adsor¢do. A concentragdo de cada componente retido na particula foi
determinada a partir da Equacio 2.25. As condigbes cromatograficas utilizadas foram de
vazdo de movel de 2,0 mL/min, temperatura de 25 °C (£ 1) e volume de injegdo para a

curva analitica de 5 ulL.
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3.2.2.2 - Estudo de sobrecarga da coluna

O estudo da sobrecarga da coluna foi realizado para verificar o comportamento de
alargamento dos picos cromatograficos e dos tempos de elui¢io de cada enantidmero do
omeprazol através de injecio de volumes crescentes (1 a 60 ul) de solu¢do concentrada do
omeprazol racémico (5 g/L). Os experimentos foram realizados a uma vazdo de 2,0 mL/min
e temperatura controlada de 25 °C (+ 1°C). As respostas foram monitoradas pelo detector
UV no comprimento de onda em 302 nm. A avaliagdo das condi¢Bes de sobrecarga foi
estudada através dos pardmetros cromatograficos do fator de retengéo, fator de separagio,

determinados a partir das Equagdes 2.8, e 2.9 respectivamente.
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Capitulo 4

4. Resultados e Discussdo

Neste capitulo, sdo apresentados os resultados obtidos quanto ao desenvolvimento do
método de separagdo, a determinagio dos pardmetros cromatograficos, dentre eles o fator
de separac@o, fator de retengdo, resolucgdo, fator de assimetria e nimero de pratos a
diferentes temperaturas e vazdes da fase mdvel; caracteriza¢do da coluna cromatografica
quiral quanto a porosidade total, do leito e das particulas e avaliagio da queda de pressio,
coeficientes de dispersdo axial e de transferéncia de massa em fase diluida a diferentes
temperaturas; pardmetros termodindmicos de entalpia e entropia para o processo de
separacdo dos enantidmeros; isotermas de adsor¢do competitivas e de sobrecarga da coluna

cromatografica quiral.

4.1 Experimentos para desenvolvimento do método de separacio

cromatografico

O desenvolvimento do método de separa¢io foi iniciado com a realizagio de uma
varredura, no espectro ultra-violeta, de uma solugdo da mistura racémica de omeprazol,
para verificagdo do comprimento de onda de maxima absor¢io. O valor de 302 nm foi
encontrado como maximo de absor¢do para o omeprazol (Figura 4.1), conforme relatam
Yang et al., 2003. Esse comprimento de onda foi usado para monitoramento das injecdes

cromatograficas.
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Figura 4.1 — Espectro de varredura da solucdo de omeprazol racémico. Concentragdo de

0,05 g/L. na fase movel a 25 °C.

A coluna utilizada inicialmente foi uma coluna cromatografica analitica conhecida
comercialmente como Chiracel OD de 150 x 4,6 mm. Nessa coluna o polissacarideo usado
na preparacdo da fase estacionaria quiral foi a celulose. A fase mdével utilizada foi uma
mistura de 70:30 v/v, hexano:etanol. As vazdes usadas foram de 0,6 mL/min e 1,0 mL/min,
sendo a temperatura de 25 °C. Entretanto, ndo houve a separaco dos enantibmeros do
omeprazol, nas condi¢des testadas, como pode ser verificada na Figura 4.2. Os

enantidmeros do omeprazol foram eluidos em um Gnico pico cromatografico.

Essa coluna foi estudada inicialmente para efeito de comparagio de separacio com a
coluna Kromasil CHI-TBB, uma vez que tem sido usada no estudo de separacdo dos
enantiémeros do omeprazol dentre outras. A coluna de polissacarideo mais indicada para
essa comparagio seria a coluna conhecida comercialmente como Chiralpack AD, na qual o
polissacarideo usado na preparacio da fase estaciondria quiral ¢ a amilose. Entretanto, o
laboratério onde foram realizados os experimentos ndo dispunha da coluna Chiralpack AD.
Essa fase estacionaria tem sido alvo muitos estudos na separacdo de omeprazol em fluidos
bioldgicos e em produtos farmacéuticos (Erlandsson et al., 1990; Balmer et al., 1994; Cass
et al., 2003a)
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Figura 4.2 — Cromatograma de omeprazol racémico com a coluna Chiracel OD de 150 x
4,6 mm. Concentragdo de 1,0 g/I. em fase mdvel hexano:etanol 70:30 v/v a 25 °C. Vazio

1,0 mL/min; volume de injecdo: 10 uL; deteccdo UV: 302 nm.

A etapa seguinte do desenvolvimento seguiu-se com a utilizagdo da coluna analitica
Kromasil CHI-TBB de 50 x 4,6 mm, particula 5 um. A fase mével usada foi uma mistura
de hexano:isopropanol:trietilamina:acido acético na propor¢io de 920:80:1,5:0,5 v/v/iv/v.
As vazies utilizadas para a fase movel foram de 1,0; 0,5; 0,2 ¢ 0,1 mL/min. A Figura 4.3
apresenta o cromatograma da inje¢#o de omeprazo!l racémico na coluna Kromasil CHI-TBB
analitica utilizando vazao de fase mdvel de 0,1 mL/mim. Com a inje¢do no sistema CLAE,
usando uma vazado de 0,1 mL/min, ndo houve separagdo completa, mas ha um indicio que a
fase estacionaria Kromasil CHI-TBB separe os enantidmeros do omeprazol usando a fase
movel proposta. Nas outras trés condicdes de vazdo de fase movel avaliadas nio foram
obtidas melhores condi¢des de separaciio. Na preparagéo da fase movel, foram utilizados os
solventes hexano e isopropanol por serem os solventes comuns, dentre outros, usados em
separagdo cromatografica quiral. A proporcio mencionada foi baseada na separacfio de

outros compostos com esta mesma fase estacionaria. (Silva Junior et al., 2004b).
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Figura 4.3 — Cromatograma de omeprazol racémico com a coluna analitica Kromasil CHI-
TBB de 50 x 4,6 mm. Concentragio de 1,0 g/ em fase modvel hexano
:isopropanol:trietilamina:acido acético 920:80:1,5:0,5 v/v/v/v a 25 °C; vazio 0,1 ml/min;

volume de injecdo: 10 ul; detecgdo UV: 302 nm.

A partir da separa¢do dos enantidmeros do omeprazol na coluna analitica foi iniciado
o desenvolvimento da separacdo na coluna preparativa Kromasil CHI-TBB de 250 x 10
mm. A composi¢do da fase movel utilizada fo1 de hexano:isopropanol:trietilamina:acido
acético. na proporgdo de 920:80:1.5:0,5 v/v/v/v. As vazdes utilizadas foram de 1,0; 2,0; 3,0;
4,0; 5,0 € 6,0 mL/min. O volume de injecio utilizado foi de 10 uL. A Tabela 4.1 apresenta
os tempos de retencdio para cada enantidmero do omeprazol e o fator de separagfo obtido

para as vazdes utilizadas nos experimentos.

Tabela 4.1 — Tempos de retengo dos enantidmeros do omeprazol com a variacio da vazio

da fase movel a 25 °C. Concentragéo da solugdo de 0,15 mg/mL. Volume de injegdo 10 ul

Vazio—mL/min | tg:i(min) | tro (min) ! ty (min} ] o
1,0 60,6 78,4 11,8 1,37
2,0 29,6 38,4 5,9 1,37
3,0 19,6 25,3 3.9 1,36
4.0 15,6 20,5 2,9 1.39
5,0 12,1 15,8 2.4 1,37

6,0 10,1 13,1 2,0 1,37
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O fator de separacdo foi obtido a partir da Equacdo 2.9. O valor de #)s utilizado para
calcular o fator de separacio foi determinado a partir da Equacdo 4.1. Esse valor de #y
aproxima-se muito do real apresentado nas Tabelas de 4.9 a 4.12 para as vazdes de fase
movel de 1,0 a 4,0 mIL/min. Os valores obtidos para o fator de separag¢fio acima de 1,36

mostram que a separa¢do pode ser realizada em condicdes de vazdes elevadas de fase

mobvel.

(di) Ln0.6
£y i
4F

@.1)

A Figura 4.4 apresenta o cromatograma da injecdo no sistema de CLAE do omeprazol
racémico utilizando uma vazdo de 6,0 ml/min. Nota-se que, apesar da elevada vazdo
utilizada na corrida cromatografica, hé a separacio até a linha de base dos enantidmeros do
omeprazol. O monitoramento da inje¢fio cromatografica foi realizado a 302 nm e 254 nm

(linha superior) para verificar diferencas na absorcdo.
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Figura 4.4 — Cromatograma de omeprazol racémico com a coluna Kromasil CHI-TBB de
250 X 10 mrm. Concentragdo de 0,15 /L em fase  movel

hexano:isopropanol:trietilamina:acido acético 920:80:1,5:0,5 v/v/v/v a 25 °C; vazado de 6,0

mL/min. volume de injegdo: 10 uL; detecgdo UV: 302 nm.
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O uso da trietilamina e acido acético como constituintes da fase movel deve-se a
melhoria da simetna dos picos cromatograficos. Bonato, et al., 2002 usaram também base e

acido fracos para melhoramento do perfil de eluigio.

A separagido dos enantidmeros do omeprazol foi realizada utilizando como FEQ a fase
CHI-TBB e como fase movel uma mistura constituida de
hexano:isopropanol:trietilamina:acido acético glacial na proporgio de 920:80:1,5:0,5
v/viviv. Entretanto, com esta fase mével e FEQ a separagiio ndo € tdo rapida quando
comparada a outros trabalhos que utilizaram a coluna Chiralpak AD e a fase movel
constituida de hexano:etanol 70:30 v:v, conforme relatam Cass et al, 2003a. Para que
houvesse melhor separagio entre os enantidmeros, foi realizada a variagio na proporgio
dos constituintes da fase mdével. Os constituintes inicialmente alterados foram o hexano e
1sopropanol. A propor¢do, em volume por volume de hexano, foi alterada de 920 para 460
em seguida, para 600 e finalmente para 740. Proporcionalmente, a composigio volume por
volume de isopropanol foi alterada de 80 para 54, em seguida para 40 e para 26. Os testes
realizados mostraram que, quanto menor a propor¢do de isopropanol methor a separag@o,
sendo a propor¢do de 8% a melhor testada para a separagio dos enantidmeros do
omeprazol. A outra alteragdo realizada foi a adig¢do de etanol a fase movel utilizando vazio
de 2,0 e 3,0 mL/min e temperatura de 25 °C. As proporgdes entre os constituintes da fase

movel estdo apresentadas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Variagao da composi¢io da fase movel com a adigio de etanol.

Proporg¢do dos constituintes em v/v/v

Hexano Isopropanol Etanol
87,4 7,6 5,0
82,8 7,2 10,0
73,6 6,4 20,0

A figura 4.5 apresenta o cromatograma obtido a partir da inje¢do do omeprazol
racémico com a fase mével contendo a propor¢io em volume de etanol de 5. A melhor
proporgdo de etanol na fase moével foi de 5 v/v, obtendo um cromatograma com uma

separacdo razoavel. Entretanto, a separacdo ndo é completa, no ha separagdo por linha de
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base. Essa propor¢io de fase mdvel podera ser atil para uma comparacgdo com a fase moével
constituida de hexano:isopropanol:trietilamina:acido acético glacial 920:80:1,5:0,5 v/v/iviv
escolhida para a reahizaclo dos demais experimentos, conforme é apresentado na Figura

4.5.
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Figura 4.5 — Cromatograma de omeprazol racémico com a coluna Kromasil CHI-
TBB de 250 x 10 mm. Concentracdo de 0,15 ¢/L em etanol a 25 °C. vazio de 2,0 mL/min

de fase moével com 5 v/v de etanol; volume de inje¢8o 10 uL; deteccdo UV 302 nm.

O etanol ¢ um modificador organico mais forte que o isopropanol, quando presente na
fase movel proporciona reducdo nos tempos de retencdo dos compostos. Quando os
compostos em estudo apresentam semelhantes interages com a fase estaciondria, pode
ocorrer eluigdo muito proxima dos dois compostos ou até sobreposicfio de area com perda

de seletividade e resolugdo.
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4.2 Obtencdo da solucio de R-omeprazol

Em virtude da nd3o disponibilidade do enantimero-R do omeprazol para a
determinac@o dos parametros de dispersdo axial e de transferéncia de massa, foi realizado
um procedimento para a obten¢do de uma solugdo pura do isdbmero R. O procedimento
consistiu de inje¢des de uma solugdo concentrada da mistura racémica de omeprazol a 5,0
mg/mL no sistema de CLAE. Apos o monitoramento da separagio dos enantidmeros, as
fragbes correspondentes ao enantidmero-R foram coletadas e homogeneizadas em uma

unica solugdo.

Nos experimentos realizados na etapa de desenvolvimento do método foi observado
que as areas dos picos cromatograficos referentes ao enantidmeros apresentavam o mesmo
valor. A variagdo em porcentagem de area observada foi de 49,6 a 50,4%. A partir desse
fato observado fo1 realizada uma curva analitica com solugdes de concentragdes conhecidas
do isémero-S para a determinacdo da area da concentragdo da solugdo de R-omeprazol. O
valor encontrado foi de 0,15 mg/mL para a concentragdo da solucio do enantiGmero-R.
Houve uma contaminag8o de 0,5% de enantidmero-S na solugo do enantidmero R. A
partir desse valor foi preparada uma soluco de S-omeprazol na mesma concentragio para a

realizagdo dos experimentos com solugdes diluidas.

Um procedimento similar a esse foi realizado por Erlandsson et al., (1990) para a
obtengdo dos enantidbmeros do omeprazol a partir de uma solugdo concentrada de

omeprazol racémico utilizando fase estacionaria quiral trisfenilcarbamoilcelulose.

4.3 Experimentos com solucdes diluidas

4.3.1. Determinaciio do volume de retardamento da fase mével, das

porosidades total, do leito e das particulas

O volume externo a coluna, V), foi determinado através injecdes de 5 uL de uma
solucdo do composto inerte TTBB no sistema cromatografico de CLAE a diferentes vazGes

da fase mavel. O valor de V), fot obtido através da Equagdio 2.1 e os resultados sdo
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apresentados na Tabela 4.3, sendo o valor médio obtido de 0,12 mL. As inje¢Oes no sistema
CLAE para o composto TTBB foram monitoradas a 254 nm. O valor de ty foi usado para

ajuste dos tempos de reten¢io dos enantidmeros do omeprazol,

Tabela 4.3 — Volume morto determinado com inje¢@o do composto ndo retido.

F(mL/min) | fy(min) Vi (mL)
0,5 0,197 0,059
0,75 0,153 0,115
1,0 0,116 0,116
2,0 0,065 0,130
3,0 0,045 0,135
4,0 0,029 0,116

A porosidade total foi obtida a partir das Equagdes 2.2 ¢ 2.3. A Equagédo 2.2 considera
os valores dos primeiros momentos dos pulsos cromatograficos com composto TTBB e a
Equagdo 2.3 considera o tempo de retengfio. Os valores para ¢ primeiro momento € o tempo
de retengfio do TTBB foram subtraidos do valor de ty. O fato dos picos cromatograficos
para o composto TTBB apresentar-se simétrico causa pouca variagdo ao calcular o tempo
de retengdo pelo método dos momentos e através da identificagdo diretamente no
cromatograma. Os valores obtidos para &7, usando as duas equagbes a diferentes
temperaturas, estdo apresentados na Tabela 4.4. Os resultados encontrados s@o proximos,
entretanto, para os calculos da porosidade do leito e das particulas, foi utilizado o valor

obtido pela equagdo 2.2 sendo o valor médio de 0,585.

Tabela 4.4 — Resultado da porosidade total a temperatura de 20 °C, 25 °C, 30°C e 40 °C

Porosidade Total £1

Temperatura | Equacio 2.2 r* Eq. 2.2 Equacio 2.3

¢C)

20 0,583 0,9995 0,577
25 0,585 0,9998 0,579
30 0,586 0,9996 0,583

40 0,587 0,9997 0,584
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Os valores encontrados para porosidade total variaram pouco com o aumento da
temperatura, sendo independentes da temperatura e indicando que o efeito de adsorgdo do
composto TTBB foi reduzido, conforme relatado por Bécker et al, 2002 no estudo
realizado para determinag@o da porosidade total em fase reversa.

A Figura 4.6 apresenta a reta obtida pela analise do primeiro momento para a
determinagio da porosidade total conforme a Equacio 2.2, a temperatura de 25 °C. Para
efeito comparativo da determinagio da porosidade total em diferentes temperaturas, sdo
apresentadas, na Figura 4.7, as retas obtidas a 20 °C, 25 °C, 30 °C e 40 °C a partir da analise

do primeiro momento com a variagdo da velocidade linear da fase movel.

20 -

p {min)

10 -

i T

[ 20 40
Liu {min}

Figura 4.6 — Primeiro momento vs inverso da velocidade linear para o TTBB (m) a 25 °C

A porosidade do leito (g) e das particulas (gp) foram obtidas a partir das Equagdes 2.4

e 2.5, respectivamente, de acordo com Rhutven (1984) e estdo apresentados na tabela 4.5

Tabela 4.5 — Resultado das porosidades do leito e das particulas

e Ep

Porosidades 0,245 0,45

E
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Figura 4.7 — Primeiro momento vs inverso da velocidade linear para o TTBB a (m) 20 °C,

(A) 25°C, (8) 30°C e (*) 40°C

Na literatura revisada neste trabalho, foram encontrados poucos artigos que
relatassem os valores de porosidade total para colunas recheadas com a fase estacionaria
quiral Kromasil CHI-TBB. Em um deles, foi relatado valores de porosidade total e do leito
de 0,579 e 0,24, respectivamente, na separagio dos enantidmeros do farmaco quiral
bupivacaina, utilizando a mesma FEQ e com fase movel de constituicio semelhante (Silva
Junior, 2004b). Os valores das porosidades indicam um bom enchimento da coluna

cromatografica quiral.

4.3.2 Avaliacdo da queda de pressio

Os experimentos no sistema de CLAE a diferentes vazdes forneceram resultados de
pressdo e a partir desses dados de pressdo foi possivel obter uma relagdo linear entre a
queda de press@o (Ap/L) e a velocidade linear da fase mével. A Figura 4.8 apresenta o
resultado experimental comparado ao resultado calculado através da equacgio de Kozeny-
Carman (Eq. 2.6). Foi observado que ha um ajuste aceitavel da equacio com o resultado
experimental obtido, na qual a permeabilidade, K, foi indiretamente determinada através
inclinagéio da reta obtida experimentalmente e apresentou valor igual a 4,077-107° cm® O

resultado experimental apresenta um coeficiente de correlagio de r* 0,9998.
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Figura 4.8 —~ Avaliagdo da queda de press@o na coluna cromatografica quiral.

A Tabela 4.6 apresenta os dados de pressdo para a coluna preparativa Kromasil CHI-
TBB de 250 x 10 mm com tamanho de particula de 16 um e a coluna Chiralcel OD de 250
x 7,5 mm com didmetro de particula de 15 um, para vazio de fase movel de 1,0 mL/min a
6,0 mL/min. Nota-se a reduzida pressdo obtida com a coluna preparativa Kromasil quando
comparada com a coluna Chiralcel OD utilizando a mesma fase mével. Como as duas
colunas apresentam fase estacionaria com tamanho de particula proximo e dimensdes
semelhantes, pode-se dizer que a coluna Kromasil tem menor pressio frente a outras
colunas cromatograficas quirais. A pressio reduzida obtida com a coluna Kromasil para a
vazio de 6,0 mL/min mostra a possibilidade da separagio em escala preparativa

empregando elevadas vazdes de fase movel,
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Tabela 4.6 — Dados de pressfo para a coluna preparativa Kromasil CHI-TTBB e a coluna

analitica Chiracel OD. O simbolo * indica pressio acima do limite aceito no sistema de

CLAE.
Vazio Press@o coluna Pressdo coluna
{mL/min) Kromasil (psi) Chiracel OD (psi)
1,0 40 980
2,0 95 1750
3,0 148 2820
4,0 212 3580
5,0 259 *
6,0 329 *

4.3.3 Determinacio dos parametros cromatograficos

Os pardmetros cromatograficos foram determinados a partir das injegdes de solugio
do omeprazol racémico e dos enantidbmeros puros para a faixa de temperatura e vazdo da
fase movel estudados. Os fatores de separacio e as resolugdes foram determinados para a
mistura racémica e os fatores de retencfio, assimetria e numero de pratos foram
determinados para as inje¢des da mistura racémica e para os enantidmeros puros. O nimero
de pratos também foi determinado para o composto nfo retido TTBB apenas para avaliacéo

do coeficiente de dispersfo axial.

As tabelas 4.7 a 4.13 apresentam os valores dos pardmetros cromatograficos para a
mistura racémica do omeprazol a diferentes vazbes de fase mével e temperatura. A
Equaggo 2.12 foi utilizada para calcular o nimero de pratos e a Equagdo 2.10 para calcular
a valor da resolugdo. Os fatores de retengfo, separacio e a assimetria foram calculados a
partir das Equagdes 2.8, 2.9 e 2.11a, respectivamente. A partir dos resultados apresentados
nas Tabelas de 4.7 a 4.13 foi possivel avaliar a influéncia da vaziio da fase movel e
temperatura na determinagdo dos pardmetros cromatograficos. A simbologia 1 € aplicada ao
composto S-omeprazol ¢ 2 para o composto R-omeprazol. Os termos apresentados nas
tabelas tr; € tgz representam o tempo de retengio para o composto S-omeprazol e R-

omeprazol, respectivamente.
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Tabela 4.7 — Fatores de retengdo (k) e separagio (o) assimetria (Agio) e resolugdio (Rg) para

cada temperatura estudada a vazio de 0,5 mL/min na separagdo da mistura racémica de

omeprazol
Temperatura ty tri tr2 k; k> o Rs Asio Asio
°C) (min) (min) (min) S-omep R-omep
20 22,43 132,75 166,77 492 644 1,31 449 1,14 1,22
25 22,25 121,76 148,40 447 5,67 127 4,08 1,24 1,21
30 22,06 10947 132,21 3,96 499 126 390 1,25 1,29
40 21,77 94,32 11141 333 4,12 124 347 146 1,39

Tabela 4.8 — Fatores de retenco (k) e separago (o) assimetria {Asig) e resolugdo (Rs) para

cada temperatura estudada a vazdo de 0,75 mL/min na separagio da mistura racémica de

omeprazol
Temperatura (°C)| ty tr Irz k; k; a Rs  Asio Asro
(min) (min) (min) S-omep R-omep
20 15,18 88,69 111,63 484 6,35 1,31 4,04 1,15 1L17
25 14,97 79,92 98,75 434 560 129 366 124 120
30 14,71 74,11 8888 404 504 125 337 1,13 114
40 14,57 62,93 7464 332 4,12 124 337 132 126

Tabela 4.9 — Fatores de retengio (k) e separagio (o) assimetria (As;o) e resolugio (Rg) para

cada temperatura estudada a vazdo de 1,0 mL/min na separagdo da mistura racémica de

omeprazol
Temperatura iy IR 2 ki k2 a Rs  Aso Asio
{°C) {(min) (min) (min) S-omep R-omep
20 11,38 67,20 84,53 491 643 131 367 1,13 117
25 11,18 60,87 73,97 445 562 126 3,17 114 1,17
30 11,05 5537 6743 401 510 127 334 122 1,18
40 10,95 47,64 56,57 335 4,17 124 3,11 1,27 1,24
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Tabela 4.10 — Fatores de retengio (k) e separagio (o) assimetria (Asio) e resolugdo (Rg)
para cada temperatura estudada a vazdo de 2,0 mL/min na separagdo da mistura racémica

de omeprazol.

Temperatura (°C)| #y trs tro k; k2 « Rg Asio Asio
(min) (min) (min} S-omep R-omep

20 5,81 3549 46,03 5,11 692 136 254 1,11 1,15

25 5,60 3049 3757 445 571 1,28 2,64 1,11 1,15

30 5,56 28,21 3437 4,07 5,18 127 254 1,10 1,13

40 5,50 2445 29,13 3,45 430 1,25 246 1,12 1,10

Tabela 4.11 — Fatores de retencio (k) e separacio (o) assimetria (Asio) e resolugdo (Rg)

para cada temperatura estudada a vazdo de 3,0 mL/min na separagdo da mistura racémica

de omeprazol.

Temperatura (°C)| tr; tr2 k ke o Rs Asro Asio
{(min) (min) (min) S-omep R-omep

20 3,96 2225 2797 462 606 131 237 1,10 1,12

25 375 2044 25,17 445 571 128 213 1,09 1,08

30 3,74 19,14 23,39 4,12 525 1,28 2,16 1,07 1,07

40 3,60 1693 2007 3,59 444 124 197 106 105

Tabela 4.12 — Fatores de retengdo (k) e separagio (o) assimetria (Asio) e resolugo (Rg)

para cada temperatura estudada a vazido de 4,0 ml/min na separagdo da mistura racémica

de omeprazol.

Temperatura | fy fr1 Ig> k k> a Rs  Asio Asio
°C) (min) (min) (min) S-omep R-omep
20 292 1673 21.08 473 622 132 210 110 1,10
25 2,84 15,19 1867 435 5,57 1,28 1,88 1,13 1,07
30 2,82 14,31 1751 407 521 1,28 1,88 1,08 1,07
40 279 12,47 14,97 3,47 437 126 1,74 107 104
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Os valores de assimetria apresentaram pouca variagdo as vazdes de fase movel de 2,0
a 4,0 mL/min. Para as vaz0es menores, houve maior variagdo na assimetria aumentando
com elevagdo da temperatura. Isto pode ser devido ao maior alargamento dos picos
cromatograficos causado por processos de difusio longitudinal para vazdes menores (Ciola,
2000). Para vazdes de fase mdvel de 3,0 e 4,0 mL/min houve pouca variagio nos valores de

assimetria nas temperaturas avaliadas.

Os resultados indicam o melhor uso de vazdes mais altas para obtengdo de analise
com tempos menores de retencfio, entretanto com menores valores de o ¢ R para a

separagdo cromatografica.

Nota-se a redugdo da separagiio com a elevagio da temperatura. Os valores de
coeficiente de separagdo variaram pouco com a alteragdo da vazdo para uma mesma
temperatura. Uma maior alteragio ocorreu para a vazdo de 2,0 mL/min, na qual o valor de

o para a temperatura de 20 °C foi maior que o valor obtido para as demais vazdes.

A resolugdo entre os enantidmeros do omeprazol diminui com o aumento da vazio da
fase movel e da temperatura, devido a interages mais rapida entre os enantidmeros e a fase
estacionaria. Isto pode ser notado para a anilise dos pontos extremos de temperatura e
vazdo de fase movel utilizados. O valor de resolugido muda de 4,49 a vazio de 0,5 mL/min

e temperatura de 20 °C para 1,74 a vazdo de 4,0 mL/min e temperatura de 40 °C.

O fator de retengfo pode ser avaliado da mesma forma que o tempo de retengdo, pois
¢ proporcional a ele, conforme mostra a2 Equagio 2.8. Com o aumento da temperatura de
analise ocorre redugdo do tempo de retencdo. A temperatura aumenta a velocidade de
interacdo do composto com a fase estacionaria, reduz a viscosidade da fase movel e,
portanto reduz o tempo de reteng2o e, proporcionalmente, o fator de retenco.

A Tabela 4.13 apresenta os valores do nimero de pratos, Ns ¢ Ng para os
enantidmeros do omeprazol obtidos a partir de injegdes da mistura racémica de omeprazol
no sistema de CLAE com a variagio da vazio da fase movel e temperatura de analise. Os
valores de Ns e Nz reduziram com a elevagio da vazdo da fase movel e aumentaram com a

elevacao da temperatura.
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Tabela 4.13 — Namero de pratos para os enantidmeros do omeprazol, Ng e Ng, paraR e S

do omeprazol respectivamente obtidos a partir da omeprazol racémico.

Numero de Pratos para os Enantidmeros do Omeprazol

20 °C 1 25°C 30°C 40 °C

Vazio | Ng Nk | Ns Ne | Ns Nz Ns Nz
{mL/min) ‘

0,5 6263 6218 6548 7055 6760 7084 6805 7106

0,75 5071 4925 5112 5062 5615 5486 6320 6211

1,0 4203 4084 4339 4168 4756 4545 5463 5080

2,0 2119 2026 2729 2460 2760 2594 3242 3115

3,0 1781 1702 1797 1647 1911 1835 2234 2081

4,0 1368 1308 1380 1343 1419 1367 1530 1384

Na avaliagdo para uma mesma temperatura, a reducdo dos valores de Ny e N, com o

aumento da vazdo, ocorre devido ao maior alargamento do pico e redugdo do tempo de

retengdo. Quanto mais largo for o pico cromatografico e menor o tempo de retengdo menor

serda o numero de pratos com menor eficiéncia de separagdo. Para uma mesma vazio de

analise com elevagio da temperatura, ocorre aumento do valor Ng e Ng devido a maior

contribui¢do da redugdo do alargamento do pico cromatografico.

A Tabela 4.14 apresenta o numero de pratos calculado para o composto ndo retido

pela fase estacionaria. O numero de pratos foi calculado apenas como efeito comparativo

para obtengdo da altura equivalente a um prato A usado para o célculo da dispersdo axial.

Tabela 4.14 — Namero de pratos para o composto inerte TTBB, Nt.

Namero de Pratos TTBB
Vazao (mLjmin) | Ny 20°C | Nr25°C | N30 °C | Ny 40°C
0.5 9074 9552 10196 11343
0,75 7974 8394 8960 9968
1,0 7112 7487 7991 8890
2,0 4699 4947 5280 5874
3,0 3655 3847 4107 4569
4.0 2024 3078 3285 3655
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A alterag@o no valor do nimero de pratos para 0 composto ndo retido, (Ny), com a
variagdo da vazdo da fase movel e da temperatura, pode ser avaliada com o mesmo
raciocinio para 0s a alteragdo de Ns e Nz. Entretanto, a contribui¢io do valor de wy, para o
calculo de Ny € maior e gera resultados de nimero de pratos maiores, apesar do menor

tempo de retengdo.

A Figura 4.9 apresenta o grafico da variag@io da resolugio com a vazio da fase movel
a temperatura de 40 °C. Um decréscimo na vazio da fase mével ocasiona um aumento na
resolugdo. As moléculas dos enantidmeros dispdem de tempo suficiente para interagir com
o sorvente, melhorando a separagio com maior resolugio entre os dois picos
cromatograficos dos enantidmeros. Quando a vazio da fase movel utilizada foi de 0.5
mL/min a resolug¢do atingiu o valor maximo, entretanto os tempos de retengdo para os
enantidmeros foram muito longos. Com a corrida cromatografica longa, o custo e o tempo
de anilise aumentam consideravelmente. Vazdes maiores, apesar da redugdo da resolugio,
permitem uma separagio satisfatoria com menor tempo de analise, e com maior consumo
de solventes. Uma opgdo seria a utilizagio de temperatura um pouco maior na analise,
como por exemplo, a temperatura de 40 °C, que apresentou melhor relagfio linear da

resolugio com a vazdo da fase movel.
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Figura 4.9 — Curva de variagio da resolugdo com a vazdo da fase movel para a temperatura
de 40 °C



Capitulo 4 - Resultados e Discussido 76

A Figura 4.10 apresenta o grafico da variagdo da resolugfo com a temperatura
utilizando vazdo da fase movel de 2,0 mL/min. Com o aumento da temperatura os valores
da resolugdo reduziram linearmente. Os tempos de retengdo foram reduzidos permitindo as
moléculas dos enantidmeros interagirem menos com o sorvente da fase estacionaria

ocasionando a redugfo da resolugdo com o aumento da temperatura (Yu et al., 2002).

Um outro aspecto a ser avaliado ¢ questdo da redugdo do alargamento dos picos
cromatograficos. Apesar do calculo da resolugéo utilizar a largura dos picos a linha de base
dos cromatogramas, o efeito da variagio do tempo de retengdo € mais pronunciado que o
efeito da reduclo das larguras dos picos com a elevagio da temperatura. A largura dos
picos ¢ reduzida com o aumento da temperatura e poderia proporcionar aumento da

resolugdo caso apenas esse pardmetro fosse avaliado.
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Figura 4.10 — Curva de variagdo da resolugio com a temperatura para a vazdo da fase

movel de 2 mL/min.

Os valores dos fatores de separagdo e resolugdo obtidos nos experimentos foram
methores, quando comparados & separagdo de omeprazol racémico utilizando a coluna
cromatografica quiral Chiralpak AD (Orlando e Bonato, 2003). Isto mostra que a separagio
dos enantidmeros do omeprazol na coluna preparativa Kromasil CHI-TBB é compativel

com outras fases estacionarias disponiveis no mercado.
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4.3.3.1- Cromatogramas

Os cromatogramas para o composto ndo retido TTBB, mistura racémica e
enantidmeros do omeprazol foram determinados a diferentes temperaturas e vazdes de fase

mével composta de uma mistura de hexano:isopropanol:trietilamina:acido acético na

proporgio de 920:80:1,5:0,5 v/v/v/v.

A Figura 4.11 apresenta o perfil de eluicio do composto nfo retido na coluna
cromatografica quiral Kromasil CHI TTBB, a temperatura de 25 °C e vazio de fase mével
de 2,0 mL/min. A redugfo do tempo de retengdo e menor alargamento do pico leva a

maiores valores do nlimero de pratos.
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Figura 4.11 — Cromatograma do composto ndo retido — TTBB (0,15 g/L); volume de
injegdo 5 ul; 25 °C; vaz#o de 2,0 mL/min; detecgdo UV 254 nm.

As Figuras 4.12 a 4.23 apresentam os cromatogramas dos omeprazol racémico e dos
enantidmeros do omeprazol para a faixa de temperatura estudada e vazio da fase mébvel
igual a 2,0 mL/min utilizando a coluna Kromasil CHI-TBB de 250 x 10 mm. A detecg¢do foi

feita em UV 302 nm e o volume de injegdo utilizado foi de 5 ul..
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Figura 4.12 — Cromatograma do omeprazol racémico (0,15 g/L) a 20 °C; volume de

inje¢do SuL; vazdo 2,0 mL/min; detecgio UV 302 nm.
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Figura 4.13 — Cromatograma do omeprazol racémico (0,15 g/L) a 25 °C; volume de

inje¢do SuL; vazdo 2,0 mL/min; deteccdo UV 302 nm.
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Figura 4.14 — Cromatograma do omeprazol racémico (0,15 g/L.} a 30 °C; volume de

injecdo Sul; vazdo 2,0 mL/min; detecgdo UV 302 nm.
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Figura 4.15 — Cromatograma do omeprazol racémico (0,15 g/L) a 40 °C; volume de

injecdo Sul.; vazdo 2,0 mL/min; detecgdo UV 302 nm. .



Capitulo 4 - Resultados e Discussio 80

7
1 S Omeprazol
| |
5 i
= |
§ 44 i
N |
L
8 5] [ \1
2 L
2 14 ; !
! J A\
o w0 2 % a
Tempo (mm)

Figura 4.16 — Cromatograma do S-omeprazol (0,15 g/L) a 20 °C; volume de injecdo
5ul; vazdo 2,0 mL/min; detecgdo UV 302 nm.
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Figura 4.17 — Cromatograma do S-omeprazol (0,15 g/L) a 25 °C; volume de injegdo
5ul; vazdo 2,0 mL/min; detec¢io UV 302 nm
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Figura 4.18 — Cromatograma do S-omeprazol (0,15 g/L) a 30 °C; volume de injecéo

SuL; vazdo 2,0 mL/min; detecgdo UV 302 nm.
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Figura 4.19 — Cromatograma do S-omeprazol (0,15 g/L) a 40 °C; volume de injegdo

5ul; vazdo 2,0 mL/min; detec¢ao UV 302 nm.
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Figura 4.20 Cromatograma do R-omeprazol (0,15 g/L) a 20 °C; volume de injegdo

5uL; vazo 2,0 mL/min; deteccdo UV 302 nm.
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Figura 4.21 — Cromatograma do R-omeprazol (0,15 g/L.) a 25 °C; volume de inje¢do

S5ull; vazdo 2,0 mL/min; detecgdo UV 302 nm.
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Figura 4.22 — Cromatograma do R-omeprazol (0,15 g/} a 30 °C; volume de injegdo
5ul; vazdo 2,0 mL/min; detecciio UV 302 nm..
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Figura 4.23 — Cromatograma do R-omeprazol (0,15 g/L) a 40 °C; volume de injegdo
Sul; vazo 2,0 mL/min; detecgdo UV 302 nm.
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Os tempos de retencdio para os enantibmeros do omeprazol diminuiram com a
elevag@o da temperatura. Através dos perfis de eluigdo mostrados foi possivel observar que
a separacio entre os enantibmeros do omeprazol ocorre até a linha de base nas condicGes
testadas. Para as demais vazOes de fase movel a separagdo também ocorre até a linha de
base. Os resultados de resolucio e seletividade, discutidos na segdo anterior, comprovam
esta separagdo pois estfio acima do valor desejado para uma possivel separagido em escala
preparativa. Nos experimentos realizados ndo foram testada temperaturas maiores devido a
possibilidade de oxidagdo do omeprazol, o que possibilitaria a formag3io de compostos de

degradagido, fugindo do objetivo desse trabalho.

4.3.3.2- Avaliacdo da alteracio do Tempo de Retencio com a

Temperatura

Os dados apresentados nas Tabelas de 4.7 a 4.12 foram utilizados para construir as
Figuras 4.24 a 4.27 para avaliagio da influéncia da temperatura nos tempos de retenco

para os enantidmeros do omeprazol.

As Figuras 4.24 a 4.27 apresentam os graficos da variagio dos tempos de retengio
com a variagdo da temperatura para as vazdes de 1,0 a 4,0 mL/min estudados. Nota-se uma
variag3o linear entre o tempo de retengo e a temperatura, sendo reprodutiva para as vazdes
avaliadas. Foram escolhidas apenas essas quatro vazdes, por apresentarem menores tempos
de retencdo, uma vez que maiores tempos de retengo foram obtidos para as vazdes de 0,5 ¢
0,75 mL/min.
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Figura 4.24 — Tempo de retengfo da omeprazol racémico como fungdo da temperatura a

uma vazio de 1,0 mL/min da fase movel.
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Figura 4.25 — Tempo de retengdo da omeprazol racémico como funcio da temperatura a

uma vazdo de 2,0 mL/min da fase mével.
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Figura 4.26 — Tempo de retengdo da omeprazol racémico como fungdo da temperatura a

uma vazio de 3,0 mL/min da fase movel.
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Figura 4.27 — Tempo de retengdo da omeprazol racémico como fungio da temperatura a

uma vazio de 4,0 mL/min da fase movel.
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4.4. Constantes de equilibrio de adsorcio linear — constante de Henry

As Tabelas 4.15 e 4.16 apresentam os resultados da constante de Henry para os
enantidmeros do omeprazol nas condigtes de vazido da fase mdvel e temperatura avaliadas.

Os valores da constante de Henry (Hi), para os enantidmeros do omeprazol, foram
calculados a partir dos tempos de retengdo dos enantidmeros, do tempo de retengdo do
composto nfo retido e da porosidade do leito, conforme a Equagio 4.2. & representa a
porosidade total da coluna, 7z e fis sdo os tempos de retengéo do enantidmero e do composto

ndo retido, respectivamente.

H, = [_IR'_"IJ‘LJ_EIW (4.2)
tM

-z,

Os resultados apresentados na Tabela 4.15 e 4.16 mostram que os valores de H s#o
maiores que a unidade. Nota-se, para uma mesma vazio de fase mdvel, uma redugio no
valor da constante de Henry com aumento da temperatura utilizada nos experimentos.
Entretanto, para uma mesma temperatura o valor da constante de Henry nio sofreu grandes

alteragdes com a elevagio da vazio da fase movel.

Os valores encontrados indicam uma interagao relativamente forte entre cada um dos
enantiomeros do omeprazol e a fase estacionaria quiral. O R-omeprazol apresentou uma
maior afinidade pela fase estacionaria quiral contida na coluna utilizada, com valores de H:

mais elevados quando comparados aos valores de Hi para S-omeprazol.

Tabela 4.15 — Valores de Hi para o enantidmero S do omeprazol.

Temperatura (°C)
Vazio (mL/min) 20 25 30 40
0,5 6,933 6,304 5,586 4,583
0,75 6,826 6,116 5,692 4,565
1,0 6,914 6,265 5,654 4,608
2.0 7,201 6,265 5,743 4,739
3,0 6,511 6,274 5,804 4,935
4,0 6,668 6,130 5,744 4,772
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Tabela 4.16 — Valores de Hi para o enantidmero R do omeprazol.

Temperatura (°C)
Vazio (mL/min) 20 25 30 40
0,5 9,071 7,992 7,039 5,663
0,75 8,956 7,889 7,108 5,670
1,0 9,061 7,917 7,192 5,730
2,0 9,758 8,048 7,304 5,909
3.0 8,547 8,052 7,406 6,105
4,0 8,767 7,857 7,343 6,004

Os valores elevados de Hi para baixas temperaturas e vazdes de fase movel reduzidas
podem explicar o alargamento dos picos obtidos para os cromatogramas nessas condi¢des,
uma vez que, a menores vazdes 0s solutos possuem menores velocidades de escoamento no

leito poroso ocasionando maior tempo de residéncia na coluna.

4.5. Determinacio dos coeficientes de dispersio axial e dos

paridmetros de transferéncia de massa

Os coeficientes de dispersio axial e de transferéncia de massa foram obtidos a partir

dos experimentos realizados para avaliar a constante de Henry.

O numero de pratos para cada enantidmero injetado separadamente no sistema CLAE

fo1 calculado através da Equagdo 2.12 sendo apresentados nas Tabelas 4.17 e 4.18.
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Tabela 4.17 — Numero de pratos para o enantidémero S do omeprazol.

Numero de Pratos S-omeprazol
Vazdo | Ng20°C | Ng25°C | Ng30°C | Ng 40°C
(mL./min)
0,5 6534 6583 6671 6730
0,75 4923 5177 5483 6213
1,0 4229 4412 4679 5249
2,0 2415 2619 2737 3085
3,0 1751 1794 1885 2062
4,0 1363 1396 1450 1487

Tabela 4.18 — Numero de pratos para o enantidmero R do omeprazol.

Namero de Pratos R-omeprazol
Vazdo | Nr20°C | Ng25°C | Nr30°C | Nr40°C
(mL/min)
0,5 5794 6502 6849 7071
0,75 4766 5224 5534 6221
1,0 3947 4272 4749 5357
2,0 2112 2548 2728 3086
3,0 1564 1783 1950 2089
4.0 1223 1392 1492 1541

O valor da altura equivalente a um prato (&) foi calculado a partir da Equagéo 2.20.
Observando-se as Figuras 4.28 a 4.31, no foi possivel verificar a existéncia de um minimo
na curva de van Deemter, ocorrendo uma dependéncia linear entre H e u para faixa de
vazdo de fase movel utilizada. Isto indica que a eficiéncia da coluna é controlada pelos
efeitos de dispersdo axial e de resisténcia & transferéncia de massa. No presente trabaltho
ndo foram investigadas menores vazdes de fase movel devido ao elevado tempo de retengio
que teriam as corridas cromatograficas para a separagdo dos enantidmeros do omeprazol.

A partir das figuras apresentadas, nota-se uma dependéncia da eficiéncia com a

temperatura ¢ vazio da fase movel. Para os valores de temperatura investigados, o isdmero
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mais retido, R-omeprazol, apresentou a menor eficiéncia, seguido pelo S-omeprazol, e
finalmente pelo TTBB, que apresentou a maior eficiéncia dentre os trés.

A maior eficiéncia da coluna com o aumento da temperatura juntamente com menores
tempos de reteng¢do proporcionaram aos enantidmeros picos cromatograficos mais
SImMEtricos.

A eficiéncia de separagdo da coluna cromatografica quiral, a baixos valores de
vazles, € muito proxima para os enantidbmeros. Maiores diferencas sio observadas para
vazdes elevadas de fase movel.

A curva de van Deemter para o composto n3o retido, a diferentes temperaturas
(Fig.4.28) mostra menor variagio de H com o aumento da vazdo da fase movel e
consequentemente da velocidade linear. Apresenta comportamento linear e dentro da faixa
estudada o termo B da Equagfo de van Deemter (Eq. 2.19), que esté relacionado aos efeitos
de difusdo molecular pode ser desconsiderado, pois os experimentos foram realizados com
elevadas vazdes de fase movel. Normalmente, essa influéncia é percebida em reduzidas
velocidades de escoamento da fase movel e para a menor vazdo estudada nesse trabalho,

vazio de 0,5 mL/min, ndo foi percebida a influéncia da difusio longitudinal.
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Figura 4.28 — Curva de van Deemter para o TTBB a (m) 20 °C, (@) 25°C, (#)30°Ce
() 40 °C.
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A partir da extrapolagfo das retas obtidas entre H e u foi possivel determinar o valor

da constante 4 na equagfio de van Deemter € o termo ( a partir da inclinac@o das retas de

acordo com a Equacgdo 2.19.

As Tabelas 4.19, 4.20 e 4.21 apresentam os valores dos pardmetros 4 e C da equagéo

de van Deemter para ambos os enantidmeros da omeprazol e para o TTBB.

Tabela 4.19 — Pardmetros 4 e C da equacgio de van Deemter para a S-omeprazol.

Temperatura (°C) A (cm) C (min) r
20 1,88 x 107 3,25x 107 0,9995
25 1,70x 10° 3,18 x 107 0,9994
30 1,60x 10°  3,05x 107 0,9991
40 1,20x10°  2,95% 107 0,9908
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Tabela 4.20 — Pardmetros 4 e C da equac@o de van Deemter para a R-omeprazol.

Temperatura (°C) A (cm) C (min) r
20 1,91x10° 3,38x 107 0,9979
25 1,78x10°  3,18x 107 0,9999
30 1,66 x 10°  295x10° 0,9996
40 1,24x 10°  2,87x10° 0,9949

Tabela 4.21 — Parametros 4 e C da equagio de van Deemter para o TTBB.

Temperatura (°C) A (cm) C (min) r
20 1,36 x 10° 1,66 x 10” 0,9995
25 128x10%  1,45x10° 0,9994
30 1,20x10°  1,32x10° 0,9967
40 L,o2x10°  1,27x10° 0,9997

A partir dos dados dos pardmetros de van Deemter, 4 e C, apresentado nas Tabelas de
419 a 4.21 foram calculados os valores dos coeficientes de dispersdo axial e de

transferéncia de massa global, mostrados nas Tabelas 4.22 e 4.23.

A mistura axial no sistema em estudo foi considerada ser determinada pelo
escoamento entre os espagos vazios do leito desprezando os efeitos de difusdo molecular,
esta contribuigdo para / deve ser aproximadamente a mesma para todos os adsorbatos. Isto
implica que todos o solutos deveriam ter o mesmo /, a zero de velocidade linear da fase
movel, pois para uma dada temperatura e para o menor valor de velocidade de escoamento
do fluido, os dois enantidmeros apresentam o mesmo comportamento, com valores
proximos de D/u. Os valores de Dy/u para o composto TTBB sio menores quando

comparado aos dos enantidmeros do omeprazol decaindo com a temperatura.
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Tabela 4.22 — Valores de D;/u e k, obtidos a partir da analise dos momentos para 0s

enantidmeros da omeprazol.

Temperatura (°C) Dy/u (cm) ky (min™)
S-omeprazol =~ R-omeprazol  S-omeprazol R-omeprazol
20 9.4 x 10 96x 107 13,66 9,35
25 8,5%x10™ 89x10® 15,21 12,16
30 8,0x 10™ 83 x10* 17,15 14,31
40 6,0x 107 6,2 x 10™ 21,03 17,83

Tabela 4.23 — Valores de D;/u obtidos a partir da analise dos momentos para o0 TTBB.

Temperatura (°C) Difu (cm)
20 6,8 x 107
25 6.4x10™
30 6,0 x 10™
40 5,1x 10"

Os valores de k, apresentados na Tabela 4.22 mostram que, para ambos o0s
enantibmeros, ocorre um aumento da taxa de transferéncia de massa com a elevagio da
temperatura. Observa-se que a transferéncia de massa na coluna cromatografica quiral é
considerada relativamente alta. Os valores encontrados da quantidade adsorvida dos
enantidmeros no experimento da determinagio das isotermas competitivas comprovam 0s

valores de transferéncia de massa obtidos.
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4.6. Anilise termodinamica de adsorcao

A entalpia e entropia molar de adsor¢io, AH.i e AS.s, respectivamente foram
determinados através da relagdo linear entre /n & vs /T (fator de retencgdo e temperatura
absoluta, respectivamente). De acordo com a Equagio 2.27, a partir da inclinac8o das retas
obtidas entre In &k vs 1/T (Figura 4.32), foi possivel obter a entalpia e a entropia molar de

adsorgdo para ambos os enantidbmeros do omeprazol.
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Figura 4.32 — Dependéncia do fator de retengo £ com a temperatura para os enantiomeros

do omeprazol.

Observou-se uma dependéncia linear entre nk e [/T para faixa de temperatura
estudada, os dados obtidos de AH,us e de AS,4; estdo apresentados na Tabela 4.24. Valores
negativos de AH 4, sdo indicativos que é mais favoravel energeticamente ao soluto estar na
fase estacionaria. O valor mais negativo para o R-omeprazol favorece uma major interagdo
com a fase estacionaria e consequentemente maior tempo de retengdo. Valores negativos de
ASzqs indicam um aumento na ordem do sistema cromatografico para o soluto ser

transferido da fase movel para a fase estacionaria (Gossens et al., 2004).
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Tabela 4.24 — Valores de AH .4 € de AS,q: para os enantidmeros do omeprazol.

AHzas (kI/mol) AS g5 (J/mol)
S-omeprazol -15,42 -37,24
R-omeprazol -13,38 -32,44

Observou-se uma dependéncia linear entre /n a e 1/7, conforme a Equagdo 2.28, para
faixa de temperatura estudada (Figura 4.33), os valores encontrados de A4H 4 € de AAS,4

foram de -2,05 KJ/mol e de -4,75 J/mol respectivamente.
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Figura 4.33 — Dependéncia do fator de separagio (o) com a temperatura para os

enantidomeros do omeprazol.

Os valores negativos de AAH 4 e de 445,z Indicam que a transferéncia do soluto da
fase moével para a fase estacionaria e a separagdo s@io respectivamente entalpicamente

dirigidas (Gossens et al., 2004).

Para ambos os enantidmeros a linearidade de In &k e /n « vs 1/T mostra que a fase

estacionaria nfo altera em conformag3o e que interagles enantiosseletivas envolvidas
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durante a separa¢do permanecem inalteradas. Quando ndo ocorre a dependéncia linear entre
In k e 1I/T, pode-se dizer que a ndo linearidade desse grafico é atribuida a presenca de
multiplos mecanismos de retencio (Wainer e Booth, 1996) e que a superficie da fase
estacionaria ¢ heterogénea ocorrendo variagdes conformacionais na fase estacionaria com a

temperatura (Lehotay et al., 2004).

A temperatura de enantiosseletividade determinada foi de 158 °C. Esse valor obtido é
superior & faixa de temperatura empregada neste estudo e € indicativo que abaixo dessa
temperatura o enantidmero S-omeprazol elui primeiro que o enantidmero R-omeprazol.
Acima dessa temperatura, caso fosse possivel realizar a separagio ela seria controlada

através da entropia.

No presente estudo foi mostrado que o R-omeprazol elui apés o S-omeprazol em
todas as condigBes avaliadas. A partir dos dados apresentados pode-se dizer que a
separagdo dos enantidmeros do omeprazol na FEQ Kromasil CHI-TBB e controlada por

fendmenos entalpicos.

Experimentos com solucdes concentradas

4.7. Determinacao das isotermas de adsorc¢io competitivas

Devido as melhores condi¢Oes de separagdo, optou-se por trabalhar na temperatura de

25 °C e vazdo de 2,0 mL/min nos experimentos realizados com solugdes concentradas.

Um exemplo de curva de ruptura € apresenta na Figura 4.34. As etapas de adsor¢io e
eluigdo foram realizadas seqiiencialmente. Os experimentos de adsor¢do com a injecdo da
mistura racémica de omeprazol foram seguidos da completa elui¢io com o eluente, até que
o equilibrio fosse alcangado. Os volumes de eluigdo resultantes dos passos de eluigdo de
cada curva de ruptura foram coletados e analisados para a obtengdo das isotermas

competitivas.
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Figura 4.34 — Curvas de ruptura e elui¢io para o composto omeprazol racémico.
Vazio 2,0 mL/min e temperatura de 25 °C.

A Figura 4.35 apresenta a curva de equilibrio de adsorgdio para ambos os
enantidmeros do omeprazol na fase estacionaria Kromasil CHI-TBB a 25 °C. A quantidade
de soluto adsorvida na fase estacionaria {¢) em equilibrio com a quantidade de soluto na

fase movel (¢), para cada enantidmero do omeprazol, foi obtida através da Equacdo 2.25.

Apesar da concentragio relativamente alta dos enantidbmeros do omeprazol, as
1sotermas possuem um formato linear para a faixa de concentragio de injecdo estudada. A
linearidade das curvas pode ser avaliada (lei de Henry) pelos valores de r* obtido para os
enantidmeros do omeprazol, 0,9984. Nota-se um diferente comportamento de adsor¢io
entre os enantiOmeros, apesar da proximidade das equacGes obtidas, conforme a Figura
435,

O método estatico da adsorgio-dessorgio foi utilizado por Pais et al. (1998) para a
obtengio das isotermas de adsorgio de um epoxido quiral em triacetato de celulose
microcristalina (MCTA) na qual foi obtido um comportamento similar entre os
enantidmeros, entretanto ndo linear. O formato linear da isoterma obtido no presente
trabalho, provavelmente deva-se a faixa de concentragdo estudada. Para se conseguir uma
faixa ndo linear a concentracio da solugdo deveria ser bem maior do que a estudada,
entretanto ndo for possivel devido a solubilidade do omeprazol na fase moével ndo ser

elevada.
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A retenciio ¢ seletividade dos enantidmeros do omeprazol na FEQ avaliada podem ser
devido a multiplas ligagbes de hidrogénio, mas interacles estéricas ¢ m-% também sio
consideradas presentes. Skogsberg (2001) atribuiu as mesmas interagdes na separaciio de

dos enantibmeros do 2-propranclol na FEQ CHI-TBB.
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Figura 4,35 — Curva de adsorgdo para determinagfo das isotermas de adsor¢io competitiva

para os enantidmeros do omeprazol a 25 °C.

Os resultados obtidos para o valor de ¢, para ambos os enantidmeros do omeprazol,
foram altos quando comparados aos de outras fases estacionarias quirais, indicando uma
alta capacitdade de adsor¢fio do omeprazol na FEQ estudada.

Em estudos realizados, segundo o método proposto por Pais et al, 1988 para
determinacio d¢ isoterma competitiva, foram determinados por Silva Junior et al., 2004a
valores de ¢ da ordem de 5 g/L para uma concentracio de alimentaciio do enantibmero de 3
g/L. Apesar de cada composto possuir uma interagdo diferente com a fase estaciondria, o
resultado obtido nesse trabalho € um indicativo da alta capacidade de adsorgdo da coluna
cromatografica quiral Kromasil CHI-TBB, pois para uma concentragfio de alimentagdo de

3:@ g/l a colung apresentou valor de g na ordem de 30,0 g/L.
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4.8. Estudo da sobrecarga da coluna

O método utilizado de avaliagdo de sobrecarga, com variagio do volume de injecdo a
partir de uma dnica solugdo concentrada, foi indicado devido 4 solubilidade intermediaria
do omeprazol na fase movel.

A Figura 4.36 apresenta os cromatogramas, com diferentes volumes de injecdo (1, 5,
10, 15, 20, 25, 30 pL) de uma solugdo de omeprazol racémico na concentragdo de 5 g/L,

com vazdo da fase movel de 2,0 mL/min e temperatura de 25 °C.

120 1200

1000

i
mal

Figura 4.36 — Cromatograma do omeprazol racémico em condigdes de sobrecarga. A
solugdo concentrada de injecdo de 5 g/L foi injetada com volumes de 1; 5; 10. 15; 20; 25;

30 pL a uma vazdo de 2,0 mL/min e temperatura de 25 °C, S-omeprazo] elui primeiro.
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A Figura 4.37 apresenta os cromatogramas nas mesmas condigdes para injegdes de
volumes de 35, 40, 45, 50, 55 ¢ 60 ul.. Nas figuras os picos estdo em ordem crescente de

volume de inje¢do.

180

k]
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Figura 4.37 — Cromatograma da omeprazol racémico em condigdes de sobrecarga. A

solu¢8o concentrada de alimentagio de 5 g/L foi injetada com volumes de 35; 40; 45, 50;

55 € 60 pl. a uma vazio de 2,0 mL/min e temperatura de 25 °C, S-omeprazol elui primeiro.

Nota-se que para volumes crescentes de injecdo ocorre uma reducio dos tempos de
retencdio para ambos os enantidmeros. O valor do fator de separaco reduziu com o
aumento do volume de injegdo. Entretanto, mesmo para o volume de injego de 60 ul o
valor do fator de separacdo ficou acima de 1,20.

Nos experimentos, foram realizadas inje¢des da solugio de omeprazol no sistema de
CLAE com volumes maiores, porém a absorgdo ultrapassou a escala de monitoramento do
detector do sistema de CLAE. Os volumes maiores de injecdo ocasionaram um maior
alargamento da banda cromatografica ¢ melhor definicdo dos perfis de eluigdo.

O enantidmero mais retido R-omeprazol apresentou maior variagdo nos tempos de
retengdo e aumento do pico cromatografico para volumes de injegdo de 55 e 60 ul. Para os
demais experimentos com variagdo do volume de inje¢do a variagdo no tempo de retengio

foi proporcional.



LAY T T IVCIUALAUUD © AFENLUNNAU 1417

Com relagdo a largura dos picos cromatograficos, nota-se que o isdmero R do
omeprazol perde em altura, entretanto aumenta a largura do pico. Ja o isémero S ndo
acontece 0 mesmo, 0 aumento de intensidade é constante com menor alargamento da base
do pico.

No experimento de sobrecarga e nos experimentos realizados com solugdes diluidas
na sec3o anterior a porcentagem de area entre os enantidmeros manteve-se constante. Os
valores minimos foram de 49,3% para o isdmero S e 50,7% para o isdmero R.

A Tabela 4.25 apresenta os tempos de retengio, os fatores de retengio e de separagéo

para cada condigao do teste.

Tabela 4.25 - Valores de tempo de retengdo, fatores de retencio (k) e separagio (@) para
injegbes de uma solugio concentrada (5,0g/L) de omeprazol racémico a 25 °C ; vazdo de
2,0 mL/min: tg; - S-omeprazol; tg; - R-omeprazol. Volumes de injegdo: 1, 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55 € 60 uL.,

1;22;;%‘15 tr (min) | tgs (min) i k, ks .
1 3088 3834 452 585 130
5 3055 3788 4.46 576 1.29
10 3046 37.64 4.44 572 129
15 3034 37.45 4.42 5.60 129
25 3024 3726 4.40 5.65 1.28
30 3023 37.24 4.40 565 1.28
35 3022 3720 4.40 5.64 1.28
40 3016 37.10 439 5.62 1.28
45 3009 36.99 437 561 1.28
50 3006 3693 437 5.60 128
55 2984 3630 433 548 1.27
60 2967 3607 430 544 127

O volume de 60 ul. foi o volume maximo possivel de ser injetado para a escala de
absorcao do detector. Outros estudos de sobrecarga tém sido realizados na coluna Kromasil
CHI-TBB utilizando um procedimento de sobrecarga de concentragio e de volume,
conforme Kim e Yoon, (2004), obtendo separagdes significativas mesmo em condig¢tes de

injegdo de altas concentragdes.
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Os resultados obtidos com o estudo da isoterma competitiva e sobrecarga da coluna
mostram que ¢ possivel trabalhar em condigbes de concentragio e volumes de injegdo
elevados, obtendo ainda uma separagio satisfatoria entre os enantidmeros. Esses dados
possibilitam uma separag¢fio em escala preparativa com o intuito de obter os enantidmeros
do omeprazol, isolados, com a utilizagio de uma FEQ alternativa como a Kromasil CHI-
TBB.
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Capitulo 5

Conclusoes

O presente trabalho oferece uma alternativa para a separagdo dos enantidmeros do
omeprazol em uma nova FEQ conhecida como Kromasi] CHI-TBB e também uma rota
alternativa 4 sintese assimétrica para a obtengdo do S-omeprazol. Foi realizado um
desenvolvimento do wmétodo de separagio e foram determinados pardmetros
cromatograficos e cinéticos que servirio para a simulagio e separagdo em escala
preparativa. A separacio dos enantidmeros do omeprazol na FEQ Kromasi! CHI-TBB

apresenta algumas vantagens que sfo descritas abaixo.

A coluna apresentou boa uniformidade das particulas avaliada através das
porosidades total, do leito e das particulas e baixa queda de pressio quando comparada a
outras colunas com FEQ baseadas em polissacarideos. O tamanho da particula da FEQ
Kromasil CHI-TBB possibilita separagbes com vazdes elevadas minimizando o tempo de
analise, com aumento de produtividade, considerando uma separagdo preparativa, sem

comprometer a resolugdo entre 0s enantidmeros.

A separacio realizada, mesmo em condigbes extremas de vazdo de 4 ml/min e
temperatura de 40 °C, permite a obtengfo nimeros de pratos, fator de separacio e resolucio
superiores a 1200, 1,24 e 1,74, respectivamente. Os valores dos parametros cromatograficos
obtidos para uma coluna preparativa foram maiores daqueles exigidos nos compéndios
oficiais para a separa¢io do omeprazol e melhores do que os citados na literatura utilizando
as FEQ Chiracel OD, Chiral_AGP e Ultrom ES-OVM.
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A partir do estudo da isoterma competitiva e da sobrecarga da coluna, foi possivel
verificar que, quantidades elevadas dos enantidmeros podem ser separados em uma extensa
faixa linear de concentragdo com pureza elevada. Isto mostra o potencial da separacio do
omeprazol em sistemas cromatograficos preparativos em que a obtencfio de quantidades

significativas das substdncias, a serem separadas, ¢ de fundamental importancia.

A separagdo ocorre com uma cinética alta de transferéncia de massa exibindo maior
interag@o para o enantidmero R. Essa maior interagio para o R-omeprazol pode ser vista
também através da termodindmica da separagdo que exibe valores negativos de entalpia e

entropia.
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Capitulo 6

Sugesties para futuros trabalhos

Nesse trabalho foram obtidas informacgSes dos pardmetros cromatograficos, de
transferéncia de massa e de equilibrio que envolvem a separagdo cromatografica do
farmaco omeprazol na fase estacionaria Kromasil CHI-TBB. Como nfo foi possivel realizar
todos os experimentos que poderiam ser feitos devido ao espago de tempo que envolve o
mestrado, proponho algumas sugestSes que poderfio servir para uma futura separagdo em

escala preparativa.

= Determinacdo das isotermas de adsor¢do competitivas por outros métodos citados na
literatura para comparag¢o dos valores da quantidade adsorvida do farmaco omeprazol.

= Realizar a separacfo do omeprazol racémico em outras fases estaciondrias quirais com a
avaliago de outros solventes para a fase movel.

= A implantagio dos dados obtidos na analise da separa¢io do omeprazol utilizando a
fase estacionaria quiral Kromasil CHI-TBB em um sistema preparativo do tipo leito
movel simulado.

= Analise do custo para a separagdo preparativa.
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