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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi a sintese, em larga escala, da fase estaciondria quiral
tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose e posterior investigacdo desta na separacdo
preparativa dos enantidmeros do omeprazol por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O
carbamato de amilose, caracterizado por andlise elementar e espectroscopia na regido do
infravermelho, apresentou valores experimentais de CHN préximos aos valores tedricos e
absor¢des no infravermelho préximas a 1720 cm’!, referente ao grupo C=0, a 1220 cm'l,
referente 2 ligacdo C-N e em 3294 cm™, referente a ligagio N-H. Experimentos de pulsos
com solugdes do tragador e da mistura racémica, em diferentes temperaturas e vazdes da
fase movel, foram realizados para avaliar a homogeneidade das colunas e sua influéncia no
processo de separagdo, os coeficientes de dispersdo axial e de tranferéncia de massa € o
comportamento termodindmico da adsorcdo. Uma andlise estatistica dos dados de
porosidade foi realizada através dos testes t ¢ F mostrando que, com um nivel de confianca
de 95%, apenas algumas colunas apresentam porosidades equivalentes embora os erros
cometidos na determinacdo da porosidade total e no processo de empacotamento sejam 0s
mesmos. A recuperacdo do enantidmero de interesse, S-(-)-omeprazol, variou de 10-100%
quando a porosidade total sofreu varia¢des da ordem de 3%. Os gréficos de van Deemter
mostraram uma relacdo linear entre a altura equivalente a um prato e a velocidade
superficial da fase moével. O enantidbmero S-(-)- apresentou maiores coeficientes de
transferéncia de massa e o enantidomero R-(+)- maiores constantes de Henry. O fator de
separacdo e a resolucdo apresentaram valores iguais a 1,30 e 1,96, respectivamente, a 40 °C

e 1,0 mL/min. Observou-se um decréscimo nos valores desses parametros apds um

determinado tempo de uso da coluna. Os valores negativos de AS° e AH® indicam um
aumento na ordem do sistema cromatogrifico e que a adsor¢cdo dos enantiomeros da fase
movel na fase estaciondria € entalpicamente favordvel. O modelo de isoterma de Langmuir
foi bem correlacionado aos dados experimentais de equilibrio no intervalo de concentragao

analisado.

Palavras-chave: fase estaciondria quiral, omeprazol, cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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ABSTRACT

The aim of this work was the synthesis, in large scale, of the amylose tris(3,5-
dimethylphenylcarbamate) chiral stationary phase and further evaluate in the omeprazole
enantiomer preparative separation by high performance liquid chromatography. The
amylose carbamate, characterized by elemental analysis and infrared spectroscopy, showed
CHN experimental values close to theoretical values and infrared absorptions at 1720 cm’'
which is assigned to C=0 group, at 1220 cm™ which is assigned to C-N bond and at 3294
cm” which is assigned to N-H bond. Pulse experiments with solutions of the inert and
racemic mixture at different flow rates and temperature were carried out to evaluate column
homogeneity and its influence on separation process, axial dispersion and mass transfer
coefficients and adsorption thermodynamic behavior. A statistical analysis of the porosity
data was performed through of the t and F tests showing that with 95% confidence level
only some columns presented equivalent porosities although the errors made in the total
porosity determination and packing process are equal. The recovery of the interest
enantiomer, S-(-)-omeprazole, varied of 10 until 100% when total porosity varied in the
order of 3%. The van Deemter plots showed a linear dependence between height equivalent
to a theoretical plate and mobile phase superficial velocity. S-(-)- enantiomer presented
higher values of mass transfer coefficients and the enantiomer R-(+)-omeprazole presented
higher values of Henry constants. The separation factor and resolution values were 1.30 and

1.96 at 40 °C and 1.0 mL/min, respectively. It was observed a decrease of these parameter

values after a use time of the column. The negative values of AS® and AH® indicates an
increase in the order of chromatographic system and that the enantiomer adsorption from
the mobile phase to stationary phase is enthalpically favorable. The Langmuir isotherm
model was well correlated to equilibrium experimental data in the range of investigated

concentration.

Key-words: chiral stationary phase, omeprazole, high performance liquid chromatography.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A atividade bioldgica ou quimica de uma substancia depende, muitas vezes, da sua

estereoquimica (PIRKLE; POCHAPSKY, 1989).

Estudos metabdlicos e farmacoldgicos sdo procedimentos padrdes no
desenvolvimento e testes de novos farmacos quirais, em ambas as formulagdes, mistura

racémica ou unico enantiomero (WAINER et al., 1995).

No que diz respeito a farmacodinamica, ¢ comum haver diferenca de afinidade
entre 0s enantidmeros com o receptor, o que leva a uma diferenca de atividade
farmacoldgica. Essas diferencas de atividade também sdo observadas com relacdo aos
efeitos adversos, que podem estar relacionados tanto com o eutdmero, que é o enantiomero
ativo, quanto com o distdmero, enantiomero que nio apresenta atividade terapéutica.
Praticamente em todas as etapas da biotransformagdo de um farmaco quiral pode-se
observar diferencas nas propriedades farmacoldgicas entre os enantidmeros, exceto na
absor¢do por difusdo passiva, ji& que estes possuem caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes. Porém, se a absor¢do for por difusdo facilitada ou ativa, essa pode ser
preferencial para um dos enantiomeros, em virtude das diferentes afinidades pelos
carreadores da membrana. Ainda na etapa de Dbiotransformagdo, devido a
estereoseletividade das enzimas, em vdrios graus, a velocidade de metabolizacdo ¢é

geralmente diferente para cada isomero (NOEL et al., 2004).

Atualmente, a maioria dos farmacos quirais € comercializada na forma de mistura
racémica. No entanto, devido a incontestavel influéncia do estereoisomerismo sobre as
propriedades fisico-quimicas, cinéticas e dinamicas de farmacos quirais (NOEL et al.,

2004), autoridades governamentais que regularizam a producdo, o registro e a distribui¢dao
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de medicamentos, como o Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos
(UNITED STATES FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1992) e 6rgdo similar no
Canada (THERAPEUTIC PRODUCTS PROGRAMME, 2000), tém destacado a
importancia do planejamento e sintese de novos produtos farmac€uticos na forma de
enantidmeros puros. No Brasil as unicas legislacdes que fazem referéncia sobre o assunto
sdo o regulamento técnico para medicamentos genéricos (RESOLUCAO-RDC, n° 135,
2003) e o regulamento técnico para medicamentos novos ou inovadores com principios

ativos sintéticos ou semi-sintéticos (RESOLUCAO-RDC, n° 136, 2003).
1.2 JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

A administracdo de farmacos preparados a partir de enantidomeros puros apresenta
uma maior eficiéncia e ocasionam menos efeitos colaterais do que os farmacos
comercializados como mistura racémica, geralmente misturas equimolares de ambos os
enantidmeros (GRAFF, 2002). Por outro lado, farmacos jd comercializados como
racematos estdo sendo exaustivamente estudados, com a finalidade de se avaliar qual a
influéncia do estereoisomerismo sobre as suas propriedades farmacoldgicas e verificar
quais as vantagens existentes na produc¢do do enantiomero puro (TUCKER, 2000). Por

esses motivos, muitos métodos de enantioseparacdo tém sido amplamente estudados

(GASPARRINI; MISITT; VILLANI, 2001).

O omeprazol, originalmente desenvolvido e administrado durante muitos anos
como mistura racémica, agora é comercializado como enantidmero puro pela AstraZeneca
AB (Sodertilje, Suécia) (ORLANDO; BONATO, 2003). O S-(-)-omeprazol (esomeprazol
magnésio), registrado como Nexium®, tem sido alvo de estudos comparativos em relagdo a
mistura racémica por apresentar menor variabilidade do pH intragistrico € uma maior
biodisponibilidade permitindo um melhor controle da secre¢do 4cida estomacal

(KAHRILAS et al., 2000; LIND et al., 2000).

Nesse sentido, vdrios autores estudaram a separacdo dos enantidmeros do
omeprazol em diferentes fases estaciondrias quirais. Colunas comerciais baseadas em
proteinas, sendo estas, Chiral-AGP, Ultron-ES-OVM e BSA-DSC, foram utilizadas por
BALMER; PERSSON; LARGERSTROM, 1994 ¢ BONATO et al., 2002. As colunas



Capitulo 1 - Introdugdo 3

comerciais baseadas em polissacarideos, Chiracel OD-H, Chiracel OB-H, Chiracel OJ,
Chiracel OD-R, Chiracel OJ-R, Chiralpak AD, Chiralpak AD-RH, Chiralpak AS foram
avaliadas por BALMER; PERSSON; LARGERSTROM, 1994; BONATO et al., 2002;
KANAZAWA et al., 2003; ORLANDO; BONATO, 2003 e STENHOFF; BLOMQVIST;
LAGERSTROM, 1999. ERLANDSSON et al. (1990) utilizaram uma coluna quiral
preparada em laboratério contendo a fase estaciondria trisfenilcarbamoilcelulose e CASS;
DEGANI; CASSIANO (2000) a fase tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose. DEL
NOZAL et al. (2004) e TORIBIO et al. (2006) investigaram a separacdo enantiomérica do
omeprazol em Chiralpak AD por cromatografia supercritica. WEI; SHEN; CHEN (2006)
estudaram a separagdo cromatografica dos enantiomeros do omeprazol em leito mdvel
simulado, utilizando a fase estaciondria quiral trisfenilcarbamato de celulose.
ANDERSSON; JUZA (2003) patentearam o processo de separacdo enantiomérica dos
compostos benzimidazdicos substituidos (omeprazol, pantoprazol, lansoprazol ou
rabeprazol) em leito moével simulado usando tris(S)-metil-benzilcarbamato de amilose
como fase estaciondria quiral. Com excecdo de ROSA (2005), que avaliou a separagdo
cromatogrifica dos enantidmeros em uma coluna semipreparativa contendo a fase
estaciondria quiral O,0O’-bis[terc-butilbenzoil IN,N’-dialil-L-tartardiamida, conhecida
comercialmente como Kromasil CHI-TBB, todos os trabalhos mencionados acima

utilizaram colunas analiticas.

1.3 OBJETIVO

Devido a influéncia da quiralidade sobre as propriedades fisicas e bioldgicas das
moléculas, a crescente demanda por isdmeros opticamente puros e o elevado custo para a
aquisicdo de fases estaciondrias quirais comerciais, este trabalho teve como objetivo
principal sintetizar a fase estaciondria quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose,
visando o aumento da escala sintética a partir de uma metodologia definida em escala
analitica, e a separacdo enantiomérica do omeprazol em escala preparativa por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Os objetivos especificos envolveram a avaliacdo da homogeneidade das colunas e
sua influéncia no processo de separacdo, a avaliacdo dos coeficientes de dispersao axial e

de transferéncia de massa e a avaliacdo do comportamento termodindmico da adsor¢do.
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A homogeneidade das colunas foi analisada pela porosidade total e a avaliagdo do
comportamento termodinamico compreendeu a determinacdo das constantes de Henry,

variacOes de entalpia e entropia e isotermas de adsorcao.

1.4 ESTRUTURA DO TRABALHO

Nos proximos capitulos sdo abordados: a revisdo bibliografica pertinente ao
objetivo do trabalho, os materiais e a metodologia utilizada nos experimentos, os resultados

obtidos e a discussdo dos mesmos, as conclusodes e as sugestdes para trabalhos futuros.

A revisdo bibliogrifica é realizada no Capitulo 2. Sdo apresentados os aspectos
tedricos mais relevantes para a compreensdo do processo de separacdo de misturas

racémicas por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

No Capitulo 3 segue os materiais utilizados e a metodologia empregada na

realizacao dos experimentos.
No Capitulo 4 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos.

No Capitulo 5 sdo apresentadas as conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros.



CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

2.1 ENANTIOMEROS E MOLECULAS QUIRAIS

Os enantidmeros sdo estereoisdmeros cujas moléculas sdo imagens especulares
umas das outras, que ndo se superpdem. A enantiomeria s6 ocorre em compostos cujas
moléculas sdo quirais. A palavra quiral provém do grego cheir, que significa mao. Uma
molécula quiral se define como uma molécula que ndo € idéntica a sua imagem especular
(Figura 2.1). E possivel reconhecer a existéncia de um par de enantidmeros quando a
molécula contém um dtomo tetraédrico central a qual se ligam quatro substituintes
diferentes e a auséncia de um plano de simetria ou plano especular (plano imaginério que
corta a molécula de tal forma que as duas metades sejam uma a imagem especular da outra)

(SOLOMONS; FRYHLE, 2000).

e 9

5
Q o
o O 0

———————————————

<-
AN

espelho

Figura 2.1: Ilustracdo da quiralidade de uma molécula geral, com um estereocentro

tetraédrico (SOLOMONS; FRYHLE, 2000).
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Uma importante propriedade dos enantiomeros € que a permuta de quaisquer dois
grupos ligados ao atomo central converte um enantidmero no outro, ou seja, a um
estereoisomero. Em virtude dessa propriedade, o 4&tomo no qual estdo ligados os grupos de
natureza diferentes ¢ denominado estereocentro ou centro estereogénico. No entanto,
muitas moléculas quirais podem possuir mais de um estereocentro e nao ter um 4atomo
tetraédrico com quatro grupos diferentes. Os enantidmeros, isoladamente, provocam a
rotacio do plano da luz plano-polarizada e sdo opticamente ativos. Tém rotacdes
especificas de mesmo valor, porém de sinais opostos. As moléculas dos enantidmeros
apresentam propriedades fisicas iguais tais como: ponto de fusdo, ponto de ebuli¢ao,
indices de refracdo, espectros de infravermelho, solubilidade em solventes comuns. Os
enantidmeros s6 exibem comportamento diferente quando interagem com outras

substancias quirais (SOLOMONS; FRYHLE, 2000).

2.2 FARMACOS UTILIZADOS PARA INIBIR OU NEUTRALIZAR A SECRECAO
DE ACIDO GASTRICO

A dispepsia, em suas muitas formas, tem sido companheira da espécie humana
desde o aparecimento das mas comidas, dos excessos alimentares e da ansiedade. Durante
séculos, a neutralizacdo do 4cido géstrico com antidcidos foi o unico alivio para a dor das
ulceras. Ensaios clinicos de antagonistas que atuam nos receptores H,-histaminérgicos
forneceram uma classe mais especifica de inibidores da secre¢do de acido géstrico. Os
inibidores benzimidazdicos substituidos da H'/K* ATPase (omeprazol, lansoprazol,
pantoprazol e rabeprazol), mostrados na Tabela 2.1 (ANDERSSON; JUZA, 2003),
oferecem um meio muito eficaz de bloquear seletivamente a bomba de prétons responsavel

pela secrecdo de 4cido pela célula parietal (BRUNTON, 1996).

O omeprazol atua através da inibi¢do irreversivel da H/K* ATPase (a bomba de
prétons), que constitui a etapa terminal na via da secrecdo 4cida. Inibe acentuadamente a
secre¢io de dcido géstrico tanto basal quanto estimulada. E inativo em pH neutro, mas, por
ser uma base fraca, acumula-se no meio 4cido dos canaliculos das células parietais
estimuladas, onde € ativado. Esse acimulo preferencial em areas de pH muito baixo, como

a que ocorre singularmente nos canaliculos secretorios das células parietais gastricas,
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significa que esse farmaco exerce um efeito especifico sobre essas células (RANG et al.,

2001).

Tabela 2.1: Estrutura dos compostos benzimidazdicos substituidos.

Nome farmacolégico Estrutura
OCHs
H3C \ CH3
N OCH
Omeprazol . ?
N/ CH;—S /
I
O N
|
H
OCH,CF;
X CHs
L. 1 x
ansoprazo .
N/ CH2_34</
I
O N
I
H
OCHs
HsC X OCHs
OCFH

N
Pantoprazol .
P N/ CHz—ﬁ4</
°© N

OCH,CH,CH,OCHj

X CHs
N
Rabeprazol
p N/ CH2_ﬁ;</
° 0

H

Fonte: DEL NOZAL et al., 2004.
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2.3 OBTENCAO DOS ISOMEROS OPTICAMENTE ATIVOS

Os compostos enantiomericamente puros podem ser obtidos por sintese
estereoseletiva (producdo de um tnico enantidmero) ou a partir de uma mistura racémica

(producao de ambos enantidmeros) ((Figura 2.2) (FRANCOTTE, 1994).

Na sintese estereoseletiva, para que haja a formagao preponderante de um dos
enantiomeros € necessario que substratos quirais € pro-quirais influenciem o
desenvolvimento da reacdo. Neste caso, auxiliares, reagentes e catalisadores quirais sao
utilizados. A dificuldade deste método estd relacionada a pureza Optica desejada dos
produtos (BAIRD; TAYLOR, 1995; FRANCOTTE, 1994; PINHEIRO; FERREIRA, 1998;
VERSTEEG et al., 1995).

ROTA RACEMICA ROTA QUIRAL
A SINTESE
— 9 ENANTIOMERO <
+) < ESTEREOSELETIVA
S
E
P CRISTALIZACAO
A CROMATOGRAFIA
RACEMATO = R {MEMBRANA
+ A ELETROFORE§E .
* g EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO
A
O e
L » ENANTIOMERO < SINTESE

(=) <4 ESTEREOSELETIVA

Figura 2.2: Obtencdo de compostos opticamente ativos (FRANCOTTE, 2001).

No método racémico, o racemato é obtido por uma seqiiéncia de reagdes com
menor grau de dificuldade comparado as correspondentes formas opticamente ativas. Em
seguida, a separagdao dos enantidomeros € obtida por recristalizacdo, cromatografia ou
membrana (FRANCOTTE, 1994, 2001). A enantioseparacdo por cromatografia pode ser

realizada utilizando-se uma fase estaciondria aquiral e um solvente ou aditivo quiral



Capitulo 2 — Revisdo da Literatura 9

adicionado a fase moével ou uma fase estaciondria quiral (FEQ) (FRANCOTTE;
BUCHHEIT, 1992).

As principais vantagens do emprego da cromatografia, quiral ou aquiral, sdo:
aplicagdo a uma variedade de misturas racémicas; obtencdo de ambos enantiomeros;
técnica rapida e relativamente facil; alto grau de pureza 6ptica dos enantiomeros isolados e
separacdo dos enantiomeros de misturas racémicas, cujos compostos racemizam facilmente
ou apresentam quiralidade tipo hélice ou helicoidal. Porém, o elevado custo das fases
estaciondrias e as dificuldades associadas ao reciclo da fase mével sdo alguns empecilhos

do scale-up (FRANCOTTE, 1994).

Durante a fase de testes preliminares do enantidmero biologicamente ativo, a
sintese enantiosseletiva, a qual requer um tempo demasiadamente longo na obtencdo do
enantidmero, pode ser substituida pelo método cromatogrifico. Além disso, ambos
enantidmeros sao obtidos em quantidades suficientes para a realizacdo de testes bioldgicos

comparativos (FRANCOTTE; BUCHHEIT, 1992).

A Figura 2.3 mostra os requisitos necessarios em cada etapa do processo de

obtencdo de enantidmeros puros a partir de misturas quirais (FRANCOTTE, 2001, 2005).

ESENVOLVIMENTO DESENVOLVIMENTO _
DESCOBERTA PRODUCAO
INICIAL FINAL

QUANTIDADE mg-50 g 100 g-10 kg 5-100 kg toneladas
ISOMEBO ambos ambos enantidmero (s) | enantidmero (s)
NECESSARIO | enantidmeros enantidmeros ativo (s) ativo (s)
TEMPO dias semanas meses -
CUSTO baixo baixo médio alto
Ii\)/lg 22;5; E;A pequena média grande pré-requisito

Figura 2.3: Requisitos necessdrios em cada etapa do processo de obteng¢do dos

enantidmeros (FRANCOTTE, 2001).
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24 METODOS DE OBTENCAO DOS ENANTIOMEROS PUROS POR
RESOLUCAO CROMATOGRAFICA DE MISTURAS RACEMICAS

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € a técnica mais utilizada na
determinacdo do excesso ou pureza enantiomérica da matéria-prima e de formulacdes
farmacéuticas comercializadas como enantidmeros puros. Nesse caso, 0s enantidmeros
podem ser resolvidos tanto pelo método indireto quanto pelo método direto de separacdo

(BONATO; JABOR; GAITANI, 2005).

2.4.1 Método indireto

No procedimento indireto, a derivacdo dos enantidomeros com um reagente quiral e
enantiomericamente puro conduz a formacdo de um par de diastereoisdmeros que, por
apresentarem propriedades fisico-quimicas diferentes, podem ser separados empregando-se
fases estaciondrias aquirais (CASS et al., 1991). As vantagens desse procedimento sido a
disponibilidade comercial de reagentes para a derivagdo de varios grupos funcionais e a alta
flexibilidade com relagdo as condi¢des cromatograficas. No entanto, o tempo
demasiadamente longo atribuido a reacdo de derivacdo, o requerimento de reagentes
opticamente puros, a possibilidade de racemizacdo do reagente durante a formagdo dos
diastereoisOmeros ou seu armazenamento, a variacdo no rendimento da formacdo dos
diastereoisomeros e a necessidade de um tratamento quimico posterior para a recuperagao
dos enantidmeros sdo as desvantagens apresentadas pelo método (JARDIM; COLLINS;
GUIMARAES, 2006).

2.4.2 Método direto

O procedimento direto fundamenta-se na diferenca de estabilidade dos complexos
diastereoisoméricos formados entre os enantidmeros e a fase estaciondria quiral, devido as
diferentes forcas (atracdo ou repulsdo) de interacdo simultanea. As vantagens desse
procedimento sdo: andlises cromatograficas rdpidas, recuperagdo dos enantidomeros com
relativa facilidade, existéncia de vdérias colunas quirais disponiveis comercialmente e

dispensédvel derivacdo preliminar do soluto, sendo para melhorar as caracteristicas de
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detecciio quando presentes em matrizes complexas (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES,
2006).

Porém, os métodos que empregam essa técnica requerem um alto investimento de
capital devido ao elevado custo da fase estaciondria quiral e elevados volumes de solventes
organicos que compdem a fase mével para a elui¢do do farmaco, os quais sdo caros e
podem levar a contaminacao ambiental se ndo forem descartados corretamente (BONATO;
JABOR; GAITANI, 2005). Além disso, como o produto encontra-se diluido na fase moével,
um elevado consumo de energia € inevitdvel para recuperar o composto desejado
(REKOSKE, 2001).

Duas estratégias sdo fundamentalmente aplicadas na separacdo direta dos
enantiomeros por cromatografia com FEQs. A primeira consiste em selecionar ou adaptar a
FEQ ao composto racémico de interesse. Isso é feito por meio de uma avaliacdo aleatdria
das FEQs disponiveis, escolha baseada em experiéncia pessoal ou banco de dados ou pela
sintese de uma FEQ especifica. A segunda estratégia consiste em adaptar o soluto a uma
FEQ particular por meio da derivagdo do racemato ou mudanca para um precursor do

composto desejado (FRANCOTTE, 2001).

2.5 FORMACAO DO COMPLEXO DIASTEREOISOMERICO-TRANSITORIO

Em um meio quiral dois enantidomeros sdo considerados compostos fisicamente
distintos. Devido a conformacdo espacial dos 4tomos, os enantiOmeros interagem

diferentemente com a fase estacionaria (FRANCOTTE; BUCHHEIT, 1992).

A resolucdo de uma mistura racémica em colunas quirais ocorre devido a
formagdo de um complexo diastereoisomérico-transitério (CANCELLIERE et al., 2006),
com diferentes energias de interacdo, entre os enantidomeros e o seletor quiral da fase
estaciondria, por meio de forgas de ligacdo intermoleculares como ligacdes de hidrogénio,
interacdes T-T, dipolo-dipolo, complexos de inclusdo e impedimento estérico. O seletor

quiral € adsorvido fisicamente ou ligado quimicamente ao suporte de silica (JARDIM;

COLLINS; GUIMARAES, 2006; SVEC; WULFF; FRECHET, 2001).

Embora o processo de difusdo nas cavidades da matriz quiral ndo envolva nenhum
tipo de ligacdo, os enantidmeros estdo em um meio quiral e o reconhecimento € totalmente

estérico. Fases estaciondrias com cavidades quirais, como a ciclodextrina, apresentam
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equivalente mecanismo de discrimina¢do. Além disso, FEQs protéicas e poliméricas
formam complexos diastereoisoméricos envolvendo interacdes atrativas ou repulsivas e

cavidades quirais (PIRKLE; POCHAPSKY, 1989).

2.6 FASES ESTACIONARIAS QUIRAIS BASEADAS EM DERIVADOS DE
POLISSACARIDEOS

Nas tltimas duas décadas, intimeros seletores quirais tém sido avaliados em
relacdo a sua capacidade de resoluc¢do quiral e emprego em centenas de fases estaciondrias
quirais. Dentre essas fases, aquelas que se mostraram mais promissoras, quanto a
enantioseparacao de uma ampla classe de compostos quirais, estdo disponiveis
comercialmente para separagdes em escala preparativa e sdo empregadas em aplicacdes
diversas. Para a andlise de farmacos quirais e seus metabélitos, a literatura destaca o
sucesso das fases estaciondrias quirais baseadas em derivados de polissacarideos

(BONATO; JABOR; GAITANI, 2005; CASS et al., 1997b).

Celulose e amilose sdo polimeros com atividade dptica encontrados em maior
abundancia na natureza (YASHIMA, 2001). A amilose € um polissacarideo formado por
longas cadeias ndo ramificadas de unidades D-glicose conectadas por ligaces (ol —4),
enquanto a celulose é um polissacarideo ndo ramificado, de 10 a 15 mil unidades de D-
glicose, unidas por ligacdes glicosidicas do tipo (B1—4). Devido a diferenca entre as
configuracdes dos residuos de glicose, a amilose e celulose apresentam estruturas
tridimensionais e propriedades fisicas muito diferentes entre si (NELSON; COX, 2005;
STRYER, 1988). In natura, apresentam propriedades mecanicas fracas e limitada

capacidade de resolucao quiral (YASHIMA, 2001).

Entretanto, a derivacdo desses polissacarideos em acetatos, benzoatos, triésteres e
fenilcarbamatos conduz a formacdo de novos sitios de reconhecimento quiral para a
separacdo dos enantiomeros de uma variedade de compostos racémicos, melhorando assim,
as propriedades cromatogréficas e enantiosseletivas (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES,
2006; OKAMOTO; KAIDA, 1994; PIRKLE; POCHAPSKY, 1989; YASHIMA;
OKAMOTO, 1995).
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As Tabelas 2.2 e 2.3 mostram, respectivamente, a estrutura quimica de algumas

FEQs baseadas em derivados de amilose e celulose e as FEQs produzidas pela Daicel

Chemical Industries Ltd (Téquio, Japao).

Tabela 2.2: Estrutura quimica de FEQs baseadas em derivados de amilose e celulose.

Estrutura quimica R Seletor quiral

Triacetato de celulose

Tribenzoato de celulose

CH;
O H@O Tris(4-metilbenzoato) de celulose

Tris(4-metilfenilcarbamato) de

° T
ol s H3CO“|‘ Tul
celulose
>,

A~ 0 HiC
e PR | Tris3,5-dimetilfenilcarbamato)
o~ 'R N
| de celulose
HyC
'I' Tris(4-clorofenilcarbamato) de
cl —< >— N
I celulose
H4C
E Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato)
| de amilose
HyC

H,CHj

C
@—QS) Tris[(S)-fenilcarbamato] de

N— amilose

/

Fonte: FRANCOTTE, 2005.
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Tabela 2.3: Principais FEQs baseadas em derivados de amilose e celulose disponiveis

comercialmente.
Polissacarideo Derivado Nome comercial
Chiracel OB
Benzoato
Chiralcel OB-H
Chiralpak IB-H
Chiralcel OD
3,5-dimetilfenil carbamato Chiralcel OD-H
Chiralcel OD-R
Celulose Chiralcel OD-RH
Chiralcel OJ
4-metilbenzoato Chiralcel OJ-H
Chiralcel OJ-RH
4-metilfenil carbamato Chiralcel OG
4-clorofenil carbamato Chiralcel OF
Cinimato Chiralcel OK
Fenil carbamato Chiralcel OC
Chiralpak IA-H
Chiralpak AD
3,5-dimetilfenil carbamato Chiralpak AD-H
Amilose Chiralpak AD-RH
Chiralpak AS
(S)-o-metilbenzil carbamato Chiralpak AS-H

Chiralpak AS-RH

A denominag@o “H” significa fase estaciondria preparada com silica de 5 um e ao uso da coluna no modo
normal de eluicdo. A denominacdo “R” é referente ao uso da coluna no modo fase reversa (BONATO;

JABOR; GAITANI, 2005; ZHANG; FRANCO, 2007).
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A Figura 2.4 mostra a formacdo do derivado tris(3,5-dimetilfenilcarbamato),

proveniente da reacdo da amilose com o 3,5-dimetilfenil isocianato, utilizado neste

trabalho.
(0]
|
C
OH || OCONHR
¢ Q N Q
+ piridina
H s 100°C/72 h RHNOCO
OH n RHNOCO n
H;C CH;
| X
NS
H,C CHj

Figura 2.4: Esquema reacional de derivacdo da amilose e formagdo do derivado tris(3,5-

dimetilfenilcarbamato).

A reagdo de derivag@o do polissacarideo deve ser realizada em condigdes anidras
para se evitar a ocorréncia de reacdes secunddrias, uma vez que o isocianato em presenca
de dgua (Figura 2.5) produz 4cido carbamico que pela eliminagao de gas carbdnico conduz
a formacdo de uma amina primdria, a qual reage com o isocianato formando um derivado

de uréia (Figura 2.6) (DEGANI, 2001).

Pll H
|

-CO
R—N=C=0 + H,0 — RNHCOOH —> RNH, T>R— N—C—N—R

R—N=—C=—7/=o0 O

Figura 2.5: Representacdo esquemadtica da reacdo do isocianato com a dgua, levando a

formacao do derivado de uréia.

A temperatura da reagdo também deve ser rigorosamente controlada, dado que em
temperaturas inferiores a 100 °C a reacdo entre o polissacarideo e o isocianato ndo é
completa e, temperaturas mais elevadas que esta podem levar a caramelizacdo do

carboidrato (COIMBRA, 2007).
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N—C—N
|
H O H

H,C CH,

Figura 2.6: Estrutura molecular do derivado de uréia (1,3-di(3’5’-dimetil)fenil uréia).

O mecanismo de reconhecimento quiral tem sido extensivamente investigado e
refere-se a capacidade da fase estaciondria quiral em interagir de maneira diferente e
preferencial com os dois enantidmeros, conduzindo a sua separagdo (PIRKLE;

POCHAPSKY, 1989; JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006).

Derivados de amilose apresentam cavidades helicoidais formadas entre as
unidades de D-glicose com os grupos carbamatos localizados no interior € os grupos
aromaticos hidrofébicos localizados mais externamente. A resolucdo quiral estd vinculada
ao ajuste dos enantidmeros nas cavidades do polissacarideo e as interacdes com 0s grupos

carbamatos (YASHIMA, 2001; YASHIMA; OKAMOTO, 1995).

Nos derivados tris(fenilcarbamato)s, os principais sitios de adsor¢ao sdo os grupos
carbamatos polares. Estes grupos interagem com os enantidmeros via ligagdes de
hidrogénio com os grupos NH e C=0 e intera¢des dipolo-dipolo com os grupos C=O0.
Ainda que menos expressivas que as interagdes polares, as interagdes m-m entre 0 grupo
fenila da fase estaciondria e os grupos aromaticos do soluto devem ser consideradas. A
discriminacdo quiral destes derivados € significativamente influenciada pela natureza,
posicdo e numero de substituintes do grupo fenila (CHANKVETADZE; YASHIMA;
OKAMOTO, 1995; OKAMOTO; KAIDA, 1990, 1994; OKAMOTO; KAWASHIMA;
HATADA, 1986; YASHIMA, 2001; YASHIMA; OKAMOTO, 1995; ZDZISLAW et al.,
1999; ZHAO; PRITTS, 2007).

Derivados com substituintes doadores ou aceptores de elétrons nas posi¢des 3-
e/ou 4- apresentam melhor resolucio Optica em relagdo aos derivados ndo substituidos e aos
substituidos na posi¢ao 2-. A densidade eletronica do oxigénio da carbonila e a acidez do
préton NH aumentam, respectivamente, com a capacidade dos substituintes em doar e
retirar elétrons. Porém, quando estes substituintes sdo grupos metoxi ou nitro hd um
decréscimo no poder de discriminagdo, devido a alta polaridade, interacdo desses grupos

com o soluto ou desarranjo da estrutura dos derivados (OGUNI; ODA; ICHIDA, 1995;
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OKAMOTO; KAWASHIMA; HATADA, 1986; OKAMOTO; KAIDA, 1990, 1994;
YASHIMA, 2001; YASHIMA; OKAMOTO, 1995).

CHANKVETADZE; YASHIMA; OKAMOTO (1993, 1994, 1995) prepararam
uma série de dimetil- dicloro- e clorometilfenilcarbamatos de celulose e amilose. Os
derivados substituidos com cloro e metil apresentaram capacidade de discriminagdo quiral
superior aos derivados dicloro ou dimetil. Substituintes doadores ou aceptores de elétrons
nas posigdes meta- ou para- do grupo fenila aumentou a capacidade de resolugdo 6ptica dos
fenilcarbamatos. No entanto, os carbamatos de celulose orto-substituidos exibiram menor
poder de resolu¢do quando comparados aos carbamatos de amilose substituidos na mesma

posicao.

A capacidade de discriminacdo quiral dos derivados de amilose € totalmente
distinta dos correspondentes derivados de celulose (CASS et al.,, 1997a; OKAMOTO;
KAWASHIMA; HATADA, 1984) e em alguns casos, observa-se a inversao da ordem de
eluicdo dos enantiomeros, provavelmente devido a configuracdo do residuo de glicose e
diferente estrutura regular do polissacarideo (BARGMANN-LEYDER; TAMBUTE;
CAUDE, 1995; CHANKVETADZE et al., 2002; KAIDA; OKAMOTO, 1992;
OKAMOTO et al., 1990; OKAMOTO; KAIDA, 1990, 1994). A conformacdo depende do
polissacarideo, do substituinte do grupo fenila e do solvente utilizado na etapa de

recobrimento (OGUNI; ODA; ICHIDA, 1995).

As FEQs baseadas em derivados de polissacarideos, principalmente amilose e
celulose, imobilizadas em silica por meio de adsorc¢do fisica, sdo soliveis em muitos
solventes organicos como tetrahidrofurano, dioxano, tolueno, acetato de etila, entre outros.
Esta propriedade restringe consideravelmente a escolha da fase mdvel a solventes
compativeis, nos quais os derivados ndo sdo soliveis (FRANCO et al., 2001;

FRANCOTTE, 2001).

A restricdo do uso de colunas baseadas em derivados de polissacarideos em um
unico modo de elui¢do torna o processo de separacdo muitas vezes dispendioso. Alguns
autores relatam a aplicacdo de colunas baseadas em derivados de polissacarideos nos trés
modos de elui¢cdo, normal, reverso e polar organico (CASS; DEGANI; CASSIANO, 2000;
CIRILLI et al., 2006).
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Alguns pesquisadores desenvolveram fases estaciondrias mais estaveis, através da
imobilizacdo quimica do seletor quiral no suporte cromatografico, na tentativa de
solucionar o problema relacionado a solubilidade da fase estaciondria em determinados
solventes organicos (FELIX, 2001; FRANCO et al., 1998, FRANCO et al.,, 2001;
FRANCOTTE, 2001; GRIEB et al., 1995; OKAMOTO et al., 1987; OLIVEROS et al.,
1995, OLIVEROS; SENSO; MINGUILLON., 1997, OLIVEROS et al., 1998; STALCUP;
WILLIAMS, 1995; YASHIMA; FUKAYA; OKAMOTO, 1994). ANDERSSON;
NELANDER; OHLEN (2007) ¢ THUNBERG; HASHEMI; ANDERSSON (2008)
estudaram a separacdo de diversos compostos nas fases estaciondrias baseadas em
polissacarideos imobilizadas (Chiralpak IA e Chiralpak IB) e adsorvidas fisicamente
(Chiralpak AD, Chiralpak AD-H e Chiracel OD-H) no suporte cromatografico. Nestes
trabalhos foi observado que as fases adsorvidas fisicamente apresentaram maior fator de
separacdo e resolucdo para a maioria dos compostos e os autores atribuiram tal

comportamento ao maior nimero de interacdes aquirais envolvidas nas fases imobilizadas.

2.7 TERMODINAMICA DA ENANTIOSEPARACAO

Em cromatografia, a retencdo do soluto é expressa pelo fator de retencdo, k,

determinado pela razdo entre a quantidade de moléculas retidas na fase estaciondria, n,, €
as que percorrem a coluna na fase mével, n,, . O fator de retencdo também esta relacionado
a razdo dos tempos que as moléculas ficam na fase estaciondria, ¢, € na fase movel, t,,
(COLLINS, 2006).

k=l (te—ty) 2.1

Ny In

O fator de separacdo, a, o qual descreve a interacdo de equilibrio entre os
enantidmeros do soluto e a fase estaciondria, a uma temperatura constante, ¢ dado por

(CABUSAS, 1998):
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o= ke (2.2)

onde kR e k, sdo os fatores de retengdo dos enantidmeros mais e menos retido,

respectivamente.

No entanto, & também pode ser calculado pela razao entre as constantes de Henry

dos enantidbmeros mais retido (7,,) € menos retido (t,,) (SCHMIDT-TRAUB, 2005),

substituindo-se a equacdo do fator de retencdo (Equacdo 2.1), na equagdo do fator de
separacdo (Equacdo 2.2). O numerador e o denominador da equagdo resultante devem ser

multiplicados pelo termo &,/ (1 - ST), onde &, € a porosidade total da coluna (Equagao

Irr Iy &r
Trs —tm ér Hg 2-3)

Uma vez que o fator de retencdo estd diretamente relacionado a constante de

2.3).

equilibrio ( K ), tem-se pela relagdo da energia livre de Gibbs (AG"):

k

AG’ =—RTInK = —RTln(—J (2.4)
@

onde R ¢é a constante universal dos gases, T ¢é a temperatura absoluta e ¢ ¢é a razdo de

fases (&, /(1-¢€,).

Os valores de AH" (variagdo de entalpia de adsorcdo) e AS® (variacio de entropia

de adsor¢do), de ambos enantidmeros, sdo determinados através do grafico Ink versus 1/T,

utilizando-se a Equacdo 2.5 de van’t Hoff (WENG et al., 2005).
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A0 0
Ik =—20" A5 o 2.5)
R
_AHO *
Ink = +AS° (2.6)

Considerando A(AGO) a diferenca entre a variacdo da energia livre de Gibbs da

interagdo dos dois enantidmeros com a fase estaciondria quiral,

Ogg = exp{%ﬁo)} 2.7

A diferenca A(AGO) € responsdvel somente pela enantioseletividade. Dado que os
enantidmeros tém a mesma energia interna, suas entalpias de solvatagdo sdo iguais em uma
dada fase modvel e, quanto maior o valor de A(AGO) melhor a separacdo enantiomérica.
Altos valores de AGy e AG{ conduzem a um maior tempo de reten¢io e alargamento das
bandas cromatograficas (PIRKLE; POCHAPSKY, 1989).

Aplicando Gibbs-Helmholtz (AG’ = AH® —TAS") na Equacdo 2.7 (CABUSAS,
1998):

RIn crpg :#AHOLA(ASO) (2.8)

sendo A(AH 0) e A(AS 0) as diferencas de entalpia e entropia das interagdes dos

enantidmeros R e S com a fase estaciondria, respectivamente.

Os valores de A(AH 0) e A(AS 0) podem ser obtidos através da inclinagdo e
interse¢do do grafico Rlnagg versus 1/T , medindo-se a enantioseletividade, ¢, do par

enantiomérico em diferentes temperaturas (CABUSAS, 1998).
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7z

A temperatura na qual ndo hd resolu¢do enantiomérica (A, (AGO):O) é

denominada temperatura isoenantioseletiva (7, ).

_Aglan’)

= 2.9
iso m (2.9)

Em temperaturas acima da 7, a ordem de elui¢do do enantidmero € invertida e a

enantioseletividade € controlada por A (AS 0). Em temperaturas abaixo da T,

iso

a

enantioseletividade € controlada por A (AH 0 ) Neste caso, um decréscimo na temperatura

aumenta a enantioseletividade e, conseqiientemente, a enantioseparacdo. Quando a

7z

enantioseparacdo € controlada pela entropia, a enantioseletividade decresce com a

diminui¢do da temperatura (SCHURIG, 1994).

2.8 RESOLUCAO

Uma outra medida de separagdo de dois componentes consecutivos € a resolugcao
(Ry). Este parametro € calculado a partir da razdo entre a distancia que separa os pontos
mdximos das bandas cromatograficas e a média das larguras de suas respectivas bases, w,,

ou das larguras na meia altura, w, (COLLINS, 2006).

Ry =2l =has) 17 e = tas). (2.10)
Wys T Wig (Whs + Wig)

Quando R =1, as duas bandas estdo razoavelmente separadas com somente 2% de

superposicdo das mesmas. Maiores valores de resolucdo indicam melhor separac¢do; onde

R¢=1,25 ¢é suficiente para fins quantitativos e R;>1,5 indica separacdo completa

(COLLINS, 2006; SCHMIDT-TRAUB, 2005).
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A Equacao 2.10 pode ser transformada nas Equagdes 2.11 e 2.12 se a largura das
bandas cromatograficas forem equivalentes para ambos enantiomeros (SCHMIDT-

TRAUB, 2005).

RSS:(a'—l)[ ks J@ @.11)

RSR=(0”_1)( x J‘/ﬁ (2.12)

onde N € o nimero de pratos.

A otimizagdo da resolu¢do de um sistema de separacdo depende de trés parametros
importantes, sendo estes: fator de separacdo, fator de reten¢do e nimero de pratos.
Alteragdes nesses trés parametros geram mudangas na resolugdo e, conseqiientemente, na

separacdo dos compostos de interesse (COLLINS, 2006).
2.9 METODO DOS MOMENTOS

A andlise dos momentos € utilizada para determinar as constantes de equilibrio de
adsor¢do e os coeficientes de dispersdo axial e de transferéncia de massa a partir de

experimentos de pulsos cromatograficos (ARNOLD; BLANCH; WILKE, 1985a).

Por definicdo, o n-ésimo momento do perfil do pico cromatogréfico, na saida do
leito (comprimento L) € dado pela Equacdo 2.13. O n-ésimo momento absoluto ou

normalizado e o n-ésimo momento central sdo dados pelas Equacdes 2.14 e 2.15
(GUIOCHON, 2006; GUIOCHON; SHIRAZI; KATTI, 1994; ZUYIL; CHANGYIN; QING,
1996).

M = TC(t, Ly"dr (2.13)
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]iC(t, Ly"dr
i = 1‘}; _ 0 (2.14)
0 jC(t,L)dt
fetLe-u)ar
i (2.15)

onde C(r,L) é o perfil de eluicdo do pico.

O momento zero do perfil de concentracdo corresponde simplesmente a drea da
banda cromatogréfica. O primeiro momento estd relacionado com o tempo de retencio e
conseqiientemente a for¢a de adsor¢do. Coincide com o mdximo da banda cromatografica

apenas quando este exibir um formato Gaussiano. O segundo momento corresponde a

varidncia (o”) e estd relacionado ao alargamento da banda cromatogrifica (WANG;

CHING, 2002).

O primeiro (4, ) e o segundo momento (ﬁz) sdo dados pelas Equacdes 2.16 e 2.17
(ARNOLD; BLANCH; WILKE, 1985b; RUTHVEN, 1984), onde L é o comprimento da

coluna, u a velocidade superficial da fase movel, € a porosidade do leito, £, a porosidade

da particula, H a constante de Henry, u. a velocidade intersticial (u. = u/ €), D, e k,os

coeficientes de dispersdo axial e de transferéncia de massa, respectivamente e K ¢é dado

pela Equagdo 2.18 (RUTHVEN, 1984).

f=t, = £{1+(1_—8ng) +(1_—8j(1—gp )H} = 5{1{1_—8)4 (2.16)
u, £ & u, £

g J2LID[ (e YT (e ) 1

#r=0 _u,{uf {P{l—st} +(1—€ijm} 17
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K=¢,+(l-¢,)H (2.18)

2.10 ALTURA EQUIVALENTE A UM PRATO

A eficiéncia das condi¢des cromatograficas ¢ medida em termos do nimero de
pratos, a partir dos tempos de retengao obtidos e da largura da base ou largura da banda
cromatografica na meia altura. Um prato corresponde a uma etapa de equilibrio do soluto
entre a fase movel e a fase estacionaria (CASS; DEGANI, 2001). Quanto maior o nimero
de pratos, maior o numero de equilibrios, maior a eficiéncia da coluna e,
conseqiientemente, melhor a separacdo (COLLINS, 2006). No entanto, efeitos de dispersao

axial podem reduzir tal eficiéncia (WANG; CHING, 2002).

O coeficiente de dispersdo axial (D, ) e o coeficiente de transferéncia de massa
(k, ) podem ser calculados a partir da equagdo da altura equivalente a um prato ( HETP )

(RUTHVEN, 1984).

2 -2
HETP:£="—2L=2DL+2M( £ j ! 1+( £ ji (2.19)
N u u 1-¢€)k,K l-€)K
16d> d. )
N =2k =5,54(—R] (2.20)
Wy wy

Na Equagdo 2.20, w, € a largura da base, w, € a largura na menor alturae d, € a

distancia do ponto maximo da banda cromatogréafica (COLLINS, 2006).

A diferenga entre as equacdes encontradas na literatura, da altura equivalente a um
prato tedrico em funcdo da velocidade superficial da fase mével, é devido ao uso de
diferentes expressdes para os coeficientes de dispersdo axial e de transferéncia de massa

(DUAN; CHING; SWARUP; 1998).

Os dois principais mecanismos que contribuem para a dispersao axial sdo a difusao
molecular e a difusdo turbilhonar. Em uma primeira aproximagao, estes efeitos sdo aditivos

e o coeficiente de dispersdo € representado pela Equacdo 2.21 (MIYABE; GUICHON,
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2000), onde D, € a difusividade molecular, y, e y, sdo parametros numéricos € d, € o

diametro da particula.
D, =yD,, +7,d ,u (2.21)

Pequenos valores de HETP indicam elevados valores de N e maior eficiéncia da
coluna. Neste caso, uma maior eficiéncia pode ser alcancada em colunas empacotadas com
particulas de pequeno diametro e reduzida velocidade de fase modvel, altas temperaturas e
fase moével com baixa viscosidade e moléculas de soluto pequenas (SNYDER;

KIRKLAND, 1979).

Estudos detalhados dos processos de transferéncia de massa que ocorrem em uma
coluna cromatogréfica, tais como dispersdao axial, transferéncia de massa do fluido para a
particula, difusdo no interior das particulas e cinética de adsorcdo/dessorcdo, fornecem
informacdes relevantes sobre os mecanismos de separagdio (MIYABE; GUIOCHON,
2000).

Em separacdes cromatogréficas, a relacio entre a altura equivalente a um prato e a
velocidade superficial da fase moével € dada pela equacdo de van Deemter (ARNOLD;

BLANCH; WILKE, 1985b; GUIOCHON, 2002):

HETP = A+ 2 4 cu (2.22)
u

onde A, B e C sdo constantes cinéticas determinadas experimentalmente. A e
B representam, respectivamente, os efeitos de dispersdo axial e difusdo molecular na
direcdo axial e C representa as contribuicdes de transferéncia de massa no filme

estagnado que circunda o adsorvente, difusdo dentro da particula e baixa cinética de sorcao.

Em sistemas liquidos, a contribui¢do da difusdao molecular, para a dispersao axial,

¢ relativamente pequena e, muitas vezes, perceptivel apenas em baixas vazdes de fase
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movel. Neste caso, obtém-se uma equacdo de van Deemter modificada (Equacdo 2.23)

(DUAN; CHING; SWARUP, 1998; MIYABE; GUICHON, 1999, 2000).

HETP = A+ Cu (2.23)
A=2y,d, (2.24)
£ 1 e Y1]°
c=2 1+ — (2.25)
1-¢€)Kk, I-¢)K

A Figura 2.7 mostra a altura equivalente a um prato em funcido da velocidade

superficial da fase mével de acordo com a equacgao de van Deemter.

HETP (cm)

< b-Y-4--

otimo

u (cm/min)

Figura 2.7: Variacdo da altura equivalente a um prato em funcio da velocidade superficial

da fase mével de acordo com a equacdo de van Deemter (KRIJGSMAN, 1992).

A primeira curva € constante e independente da velocidade superficial, a segunda é
inversamente proporcional e a terceira € uma fun¢do linear. A curva D representa o perfil
resultante da altura equivalente a um prato em funcdo da velocidade superficial da fase
moével e exibe um valor minimo ( HETF,;,) em uma velocidade superficial 6tima (u,,,, )
(KRIJGSMAN, 1992). Em velocidades inferiores e superiores a u,,,,, HETP € dependente

da difusdo (termo B) e da transferéncia de massa (termo C ) (SEWELL; CLARKE, 1987).
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2.11 ISOTERMAS DE ADSORCAO

Nos processos de separagc@o por cromatografia, o comportamento no equilibrio das
espécies adsorvidas na fase estaciondria € avaliado pela sua isoterma de adsor¢do que
representa todas as forcas de interacdes possiveis, atracdo ou repulsao, entre as moléculas

do soluto e a fase estaciondria (CAVAZZINI et al., 2001).

O problema direto da cromatografia consiste no calculo dos perfis de elui¢ao dos
componentes através de suas isotermas de adsorcdo. O problema inverso consiste na
derivacdo da isoterma a partir dos perfis de elui¢do. Neste ultimo caso, os dados de
equilibrio sdo obtidos de uma série de medidas cromatograficas nas quais as concentragoes
dos componentes sdo sistematicamente ajustadas (FELINGER; CAVAZZINI;
GUIOCHON, 2003).

As condigdes 6timas de operagdo e desenvolvimento de uma separacdo em CLAE
podem ser determinadas a partir de cdlculos computacionais. No entanto, estes calculos
requerem um conhecimento prévio sobre a cinética e a termodinamica dos processos
cromatogrificos. A cinética é caracterizada pela transferéncia de massa na coluna e a
termodindmica pelas isotermas dos componentes da alimentagao (GRITTI; GUIOCHON,

2003).

A otimizac¢do computacional e o scale-up do processo de separacdo, de misturas
bindrias ou multicomponentes, em adsorventes quirais, € uma tarefa complexa que requer,
em escala preparativa, a selecdo das condi¢des de operagdo. Por isso, a determinagdo das
isotermas de adsor¢do dos componentes da alimentacdo € extremamente relevante no
estudo de um processo de separacdo cromatogrifico. O conhecimento das isotermas
contribui para explicar o mecanismo de retencdo e predizer a taxa de produgdo e os custos
de separagio (ARAUJO; RODRIGUES; MOTA, 2008; ARNELL; FORSSEN;
FORNSTEDT, 2005; FELINGER; ZHOU; GUIOCHON, 2003; RIBEIRO et al., 2008;
ZHOU; KACZMARSKI; GUIOCHON, 2003).

De acordo com GRITTI; GUIOCHON (2005), alguns testes devem ser
sucessivamente aplicados para encontrar o modelo de isoterma que melhor representa os
dados experimentais. O processo de sele¢dao reduz, por eliminacdo, a quantidade de

modelos que descrevem determinado sistema.
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O primeiro teste consiste em plotar o grafico de Scatchard (g/c versus q), onde

os modelos de isotermas podem ser classificados de acordo com a forma do gréifico obtido.
Por exemplo, graficos de Scatchard convexos para baixo representam os modelos de bi-
Langmuir, Langmuir-Freundlich e To6th e graficos convexos para cima representam 0s
modelos de Jovanovic e Fowler. Apenas o modelo de Langmuir apresenta um grafico de
Scatchard linear. Modelos de isotermas com um ponto de inflexdo (MIHLBACHLER et al.,

2002b, 2006) apresentam ponto de minimo e/ou méximo no gréafico.

O segundo teste envolve a correlacdo dos modelos de isotermas selecionados aos
dados de equilibrio, através da andlise de regressao utilizando o algoritmo Marquardt, o
qual minimiza a soma dos quadrados dos residuos da diferenca entre os dados
experimentais e os dados calculados com o modelo. Em seguida, o pardmetro Fischer é
calculado para selecionar os melhores modelos e o teste F utilizado para avaliar

estatisticamente qual modelo melhor representa os dados experimentais.

O terceiro teste compara os modelos de isotermas remanescentes com OS
resultados do célculo da distribui¢do da energia de adsor¢do, a qual mostra se a distribui¢do

€ unimodal (Langmuir e T6th) ou multimodal (bi-Langmuir).

Se apds a terceira etapa ainda existir mais de um modelo que represente os dados
experimentais, deve ser feita uma comparacdo entre os perfis de eluicdo, calculados e
experimentais, em baixas e altas concentracdes. No entanto, se nenhuma diferenca
significativa for encontrada entre estes modelos, a escolha final deverd ser baseada no

significado fisico dos parametros das isotermas.

2.11.1 Modelo de Langmuir

E 0 modelo mais comumente utilizado para analisar isotermas de equilibrio ndo-
lineares (FORNSTEDT et al., 1999; JAMES et al., 1999). As vantagens do modelo,
expresso pela Equacdo 2.26 (CAVAZZINI; FELINGER; GUICHON, 2003; FELINGER;
GRITTIL;, GUICHON, 2004; LAI; LIN, 1999; SAMUELSSON et al., 2008, SUN et al.,
2001), sao a simplicidade de dedugdo e o reduzido nimero de parametros para descrever a

adsor¢do competitiva: capacidade de saturagdo e duas constantes de equilibrio

(CAVAZZINTI et al., 2002).
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g = a; ¢ :biqsci
" l+bc; 1+bc

(2.26)
onde, b, é a constante de equilibrio de adsorcdo, relacionada a energia de adsor¢do, g

(=aq, /bl.) ¢ a capacidade de saturacdo do adsorvente e a, (=gq.b;) é o coeficiente de

distribui¢do, também chamado de constante de Henry em baixas concentracdes de soluto

(a.=H,, = dql/dcl

=0

2.11.2 Determinacao das isotermas de adsorcao

2.11.2.1 Métodos estaticos

Os métodos estdticos, batelada e adsorcao-dessorcdo, ndo analisam as curvas de
concentracdo em fun¢do do tempo e utilizam apenas informacdes do estado de equilibrio.
Apresentam como desvantagens demasiado tempo de andlise e grandes quantidades de

soluto e adsorvente (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).

2.11.2.2 Métodos dinamicos

Os métodos dindmicos fundamentam-se na andlise matemdtica da curva de
resposta referente as variagdes de concentragdo na entrada da coluna (SEIDEL-
MORGENSTERN, 2004). Andlise Frontal (AF) ou método do balan¢o de massa, Anélise
Frontal por Pontos Caracteristicos (AFPC), Eluicao por Pontos Caracteristicos (EPC),
Método da Perturbacdo (MP) e Método Inverso (MI) sdao métodos dindmicos utilizados na
determinacdo de isotermas (JAMES et al., 1999; ZHOU; KACZMARSKI; GUIOCHON,
2003).

Anaélise frontal

E o método mais comumente utilizado devido a sua precisdo e simplicidade

(FELINGER; ZHOU; GUIOCHON, 2003; MIHLBACHLER et al., 2002b). No entanto,
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apresenta como desvantagens o demasiado tempo de andlise e o elevado consumo de
soluto e solvente (ARNELL; FORSSEN; FORNSTEDT; 2005; BURGER et al., 2000;
KACZMARSKI, 2007; SUN et al., 2001). O método refere-se a determinacao de isotermas
a partir das curvas de ruptura (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004). Pode ser realizado pelo
método do pulso ou pelo método de degraus consecutivos (BURGER et al., 2000; SUN et
al., 2001).

No primeiro método, a coluna inicialmente em equilibrio com a fase mével, é
alimentada com uma solu¢do de concentracdo conhecida contendo o soluto, até a sua
saturacdo. Em seguida, a coluna é alimentada apenas com a fase mdvel, o soluto é
removido e o equilibrio novamente atingido. A massa adsorvida em cada curva de ruptura é
calculada independentemente das outras curvas, o que elimina o acimulo de erros. O
processo € repetido inumeras vezes dando origem a novas curvas de ruptura. Cada curva
gera um ponto na isoterma de adsorcdao (BURGER et al., 2000; GRITTI; GUIOCHON,
2003; GUIOCHON; SHIRAZI; KATTI, 1994; JACOBSON; FRENZ; HORVATH, 1987;

SUN et al., 2001).

O segundo modo de injecdo consiste no aumento da concentracdo da solucao
contendo o soluto, em intervalos de tempo apropriados, até a saturagdo da coluna. A
composi¢ao do soluto em cada platd é determinada da andlise do eluente em um segundo
sistema cromatografico. Neste método, ndo hd regeneracdo da coluna entre duas etapas
consecutivas e os erros sao propagados de etapa para etapa, uma vez que, a massa
adsorvida na etapa i+1, depende do valor da massa adsorvida na etapa anterior, i

(BURGER et al., 2000; GRITTI; GUIOCHON, 2005; SUN et al., 2001).

Os perfis de concentracdo, de um tUnico componente € de uma mistura bindria,
obtidos pelo método da andlise frontal em um unico degrau sdo apresentados nas Figuras

2.8e2.09.

Na Figura 2.8, as dreas A e A, representam a massa de soluto na fase mével fora e
dentro da coluna cromatografica, respectivamente. O volume referente a drea A; ¢é

denominado volume morto do sistema, V,,, € o volume referente a drea A, volume morto
da coluna, V, (V,=V_€.). A drea Az representa a massa de soluto adsorvida na fase

estaciondria e a drea A4 corresponde a massa de soluto que sai da coluna durante o tempo
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do experimento (GRITTI; GUIOCHON, 2003, 2005; LAI; LIN, 1999; SAMUELSSON et
al., 2008).

@
o

Concentracio na fase movel

Al Ay A3 Ay
v ica v
v, Volume de elui¢do
VM Vﬁnal

Figura 2.8: Perfil de eluicio de um tnico componente obtido pelo método da andlise

frontal (Adaptado de GRITTI; GUIOCHON, 2005).

Consequentemente, a concentragdo de soluto adsorvido na fase estaciondria (g;)
em equilibrio com uma dada concentracdo de soluto na fase mével (¢;) é dada pela

Equacao 2.27 (CAVAZZINI; FELINGER; GUIOCHON, 2003; CHERRAK; KHATTABI;
GUIOCHON, 2000; GRITTI; GUIOCHON, 2003, 2005; PIATKOWSKI et al., 2003):

A V=V
g =—23 _ai=vr) (2.27)

onde, V. é o volume da coluna, V| é o volume de retengdo do ponto de inflexdo da curva de

ruptura, V, € o volume morto total, volume morto do sistema mais o volume morto da

coluna, e V, € o volume de adsorvente.

Segundo SAMUELSSON et al. (2008), todos os métodos de determinacdo do
volume morto da coluna contém fontes de erros e por isso o valor obtido serd diferente

dependendo do método utilizado. GRITTI; GUICHON (2005) encontraram uma diferenca
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de 14%, entre o composto ndo retido (tiouréia) e o método de picnometria, na
determinacdo do volume. SAJONZ (2004) mostrou que um erro no cdlculo do volume
morto resulta em sérios erros nos coeficientes das isotermas de adsor¢do, as quais sdo mais

sensiveis ao erro quando em altas concentracoes.

SAMUELSSON; SAJONZ; FORNSTEDT (2008) avaliaram o impacto do erro no
célculo do volume morto da coluna na determinacdo de isotermas de adsorc¢do. Os
resultados mostraram que quando se utilizou o volume morto correto, os modelos de
Langmuir e bi-Langmuir foram correlacionados aos dados de equilibrio. Quando o volume
morto utilizado foi super e subestimado, o modelo de T6th (heterogéneo) e o modelo de
Moreau (adsor¢do multicamadas ou interagdes soluto-soluto) foram melhores

correlacionados aos dados de equilibrio.

A curva de ruptura para uma mistura bindria exibe um platd intermedidrio na etapa
de adsorcdo e dessor¢do, cuja largura diminui com o aumento da concentragdo dos dois

componentes na fase movel (SUN et al., 2001; BURGER et al., 2000).

Na Figura 2.9, considerando apenas a etapa de adsorcdo, em ¢ (0, a coluna &
inicialmente condicionada com uma solucdo na qual a concentragdo dos componentes 1 e 2
sdo ¢, € ¢,,, respectivamente. Em 7 =0 essas concentragdes sdo alteradas para ¢,, € c,,
promovendo a elevagdo de duas frentes com volumes de retengdo iguais a V, . e V,, 0s
quais sdo determinados do ponto de inflexdo da curva de ruptura. As concentracdes dos
componentes no platd intermedidrio, formado entre as duas frentes na etapa de adsorcao,
sd0 ¢, ,; € ¢, ,. Apenas o enantidomero menos retido € eluido nesse platd na etapa de
adsor¢cdo. Na etapa de dessor¢cdo, o platd intermedidrio € referente ao enantidomero mais
retido (MIHLBACHLER et al.,, 2002b). O segundo platd € composto pelos dois

enantidmeros e suas concentragdes sao iguais a da amostra injetada (JACOBSON; FRENZ;

HORVATH, 1987).
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Cib C2p

Concentracdo na fase movel

CraC2a

Tempo

Figura 2.9: Perfil de elui¢cdo de uma mistura binéria obtido pelo método da andlise frontal

(Adaptado de LAI; LIN, 1999).

Os dados experimentais para a determinagdo das isotermas de adsor¢do podem ser
obtidos da etapa de adsor¢cdo ou dessor¢do da curva de ruptura, segundo as Equacdes 2.28 e
2.29. A concentragdo de cada componente adsorvido na superficie do adsorvente €
determinada do volume de retencdo das duas frentes da curva e da composicdo de cada
componente nos platds intermedidrios (CHERRAK; KHATTABI; GUIOCHON, 2000;
JACOBSON; FRENZ; HORVATH, 1987; MIHLBACHLER et al., 2002b).

g = (Vz Vs )(Ci,b “Cig ) _V(VZ ~ Viaas )(Ci,pi - Civa) (2.28)

a

g = (Vz Vs )(Ci,b “Cig ) _V(VZ ~Vides )(Ci,pi — Civa) (2.29)

a

onde V,,. € o volume de retengdo da primeira frente da curva de ruptura na etapa de

dessorc¢ao.
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Todos os métodos (AF, AFPC, EPC, MP e MI) sdo utilizados na obtencdo de
isotermas de um tunico componente. No entanto, apenas AF, MP e MI determinam

isotermas competitivas (JAMES et al., 1999).
2.12 MODELAGEM MATEMATICA DO PROCESSO CROMATOGRAFICO

Os fendmenos fisico-quimicos envolvidos nos processos cromatogrificos sdo a
termodindmica de adsor¢do, a resisténcia a transferéncia de massa e a hidrodinamica da
coluna (GUIOCHON; LIN, 2003). Estes fendmenos podem ser descritos por modelos
matemadticos desenvolvidos a partir de equacdes de balanco de massa (KACZAMARSKI,
2007; SCHMIDT-TRAUB, 2005).

A complexidade destes modelos aumenta com o numero de parametros
(fendmenos abordados). No entanto, os mais complexos nem sempre sao 0s que
proporcionam a melhor correlacdo entre o perfil calculado e o perfil experimental (ZHOU

et al., 2003).

O modelo ideal, o mais simples dos modelos, assume equilibrio instantaneo entre
as fases liquida e sélida e eficiéncia infinita da coluna, negligenciando assim os efeitos de
dispersdo axial e de resisténcia a transferéncia de massa. O balanco de massa do

componente ¢ é dado por MIHLBACHLER et al., 2001; MIHLBACHLER et al., 2002a):

oc; oc; [l—¢&p )\dg;
_’+ _l+ I S _l:()
o o ( & Jat (2.30)

Em sistemas nao-ideais, sistemas onde os efeitos hidrodindmicos e de
transferéncia de massa sdo considerados, os modelos mais comumente utilizados sdo: o
modelo geral (MG), o modelo do transporte-dispersivo (MTD) e o modelo do equilibrio-
dispersivo (MED). Entre eles, o mais simples € o modelo do equilibrio-dispersivo (ZHOU

et al., 2003).

O modelo do equilibrio-dispersivo também assume um equilibrio instantaneo entre
a fase liquida e sdlida, mas considera os efeitos de eficiéncia finita da coluna. Os

fendOmenos que favorecem o alargamento dos picos, dispersdo axial e resisténcia a
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transferéncia de massa, sdo descritos por um coeficiente de dispersdo aparente
(CHERRAK; KHATTABI; GUIOCHON, 2000; FELINGER; CAVAZZINI; GUIOCHON,
2003; FELINGER; GRITTI; GUIOCHON, 2004; MIHLBACHLER et al., 2002a;
MIHLBACHLER et al., 2002b). Este modelo ¢ comumente utilizado quando o nimero de
pratos tedricos da coluna € superior a 1000. Neste caso, 0 comportamento ndo linear da
isoterma de equilibrio exerce uma maior influéncia sobre o perfil de eluicdo do que a

cinética de transferéncia de massa (CHERRAK; KHATTABI; GUIOCHON, 2000).

A Equacdo 2.31 representa a equacdo do balan¢o de massa para cada componente

da amostra.

ac,.+(1 gTJ%Wai 9°C,

——i i—p
ot g ) or 0z ¢ 972 (231

. - . ~ ulL
onde D, € o coeficiente de dispersdo aparente (Da = —j

2N

t=0 C;=0eq =0
aC,; u
=0 — =—\G|._,~C;®
Z aZ ZZO a( |_0 f )
ac,
z=L — =0
aZ z=L

2.13 INFLUENCIA DA POROSIDADE TOTAL DO LEITO NA
CROMATOGRAFIA PREPARATIVA EM BATELADA

A cromatografia preparativa em batelada € o método comumente utilizado quando
pequenas quantidades de enantidomeros puros sdo requeridas para a realizacdo de testes

farmacoldgicos (NICOUD et al., 1993).



36 Capitulo 2 — Revisdo da Literatura

A otimizacdo do processo estd relacionada ao método de fracionamento ou

estratégia de corte das bandas cromatogréficas (Figura 2.10) (SCHMIDT-TRAUB, 2005).

Frago A (a) Fragio A Fracao (b)
Fragio B 1" intermedidria

Fracao B

Concentragio
Concentragio

y J

Tempo Tempo

Figura 2.10: Métodos de fracionamento para uma mistura bindria (Adaptado de

SCHMIDT-TRAUB, 2005).

No primeiro método (a) os enantidmeros sdo coletados consecutivamente € uma
elevada pureza s6 € obtida reduzindo-se a concentracdo ou o volume da alimenta¢do. No
segundo método (b) trés fracdes sdo coletadas na saida da coluna: a primeira corresponde
ao enantidomero menos retido, a segunda corresponde a regido intermedidria dos
enantidmeros e a terceira corresponde ao enantiomero mais retido (GRILL, MILLER,
YAN, 2004). A segunda fracdo pode ser descartada, reciclada ou submetida a um outro
método de purificacdo, e sua presenga nao aumenta a complexidade da otimizacdo uma vez
que os tempos de coleta (inicio e término) podem ser definidos fixando-se a pureza
desejada. Neste caso, pode-se alcangar uma elevada pureza reduzindo-se a concentracdo ou
o volume da alimentacdo ou aumentando-se o tempo de coleta da segunda fragcdo

(SCHMIDT-TRAUB, 2005).

No entanto, embora a pureza sirva como uma restricdo para o problema associado
ao tempo de coleta, nos dois métodos de fracionamento, a recuperacdo do processo &
influenciada pelas variacdes de porosidade, uma vez que esta é calculada a partir do perfil
de concentracdo e este é obtido da resolucdo numérica da Equacdo 2.31, que tem como

dados de entrada a porosidade total, as constantes de Henry e os parametros das isotermas.
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De acordo com a revisdo da literatura, a sintese de substancias opticamente puras e
a separagdo de enantidmeros com elevado grau de pureza enantiomérica é uma importante
tarefa das indudstrias quimicas e farmac€uticas modernas, as quais t€ém intensificado o
desenvolvimento de novas tecnologias devido a disponibilidade de eficientes técnicas de
separacdo, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia com emprego de fases

estaciondrias quirais.

O crescente interesse nesse processo estd relacionado a sintese e oferta de novos
adsorventes quirais comerciais. Os fatores levados em consideracdo no desenvolvimento ou
utilizacdo de uma determinada fase quiral em separagdes preparativas sdo: grande
disponibilidade, custos relativamente baixos, ampla aplicac¢do, durabilidade (estabilidade

mecanica e quimica), elevada capacidade de adsor¢do e enantioseletividade.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo s@o descritos os materiais e a metodologia utilizada nos

experimentos.
3.1 MATERIAIS

A mistura racémica do firmaco omeprazol foi doada pela Cristdlia Produtos

Quimicos Farmacéuticos Ltda (Itapira, Sao Paulo).

Os materiais e solventes utilizados na preparacdo das colunas e nas andlises

cromatograficas foram:

. Amilose de batata tipo III (Sigma-Aldrich, EUA);
. Bisulfito de sédio (Synth, Brasil);

. Cloreto de célcio anidro (Synth, Brasil);

. Colunas de ago inoxidavel (Phenomenex, EUA);
. 3,5-dimetilfenil isocianato (Acros, EUA);

. Hexano (J.T. Baker, EUA);

. Hidreto de calcio (Aldrich, EUA);

. Hidréxido de potassio (Qhemis, BRASIL);

. Isopropanol (J.T. Baker, EUA);

. Metanol (J.T. Baker, EUA);

. N,N-dimetilacetamida (Aldrich, EUA);

. Pentoxido de fosforo (Vetec, BRASIL);

. Piridina (J.T. Baker, EUA);

. Silica Luna NH, (100 Ae9 pm) (Phenomenex, EUA)
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. Tetrahidrofurano (THF) (Synth, Brasil);
. 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno (TTBB) (Aldrich, EUA).

3.2 METODOS

3.2.1 Preparacio das colunas cromatograficas

A colunas cromatograficas, contendo a FEQ tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose, adsorvida fisicamente em particulas de silica Luna NH,, foram confeccionadas de

acordo com a metodologia descrita por MATLIN et al., 1994.

As principais etapas envolvidas no processo sdo: derivacdo da amilose,

recobrimento do suporte de silica pelo carbamato e empacotamento.

A sintese e a caracterizacdo do derivado de polissacarideo, por anélise elementar e
espectroscopia na regido do infravermelho, e o recobrimento do suporte cromatografico
foram realizados no Laboratério de Sintese Orginica e CLAE, do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, sob a orientagdo da Profa. Dra. Quezia

Bezerra Cass.

O empacotamento das colunas e os experimentos foram realizados no Laboratério
de Biosseparacdo, da Faculdade de Engenharia Quimica, da Universidade Estadual de

Campinas.

3.2.1.1 Sintese do derivado de polissacarideo

Partiu-se de 1,572 (+ 0,001) g de carboidrato (amilose) previamente seco em
estufa a vacuo a 60 (£ 1,0) °C/24 h. Adicionou-se 60 mL de piridina anidra, previamente
tratada com hidréxido de potassio (KOH), destilada e armazenada em frasco ambar
contendo peneira molecular. A mistura reacional foi aquecida a 100 (£ 1,0) °C/24 h sob
agitacdo magnética. Apds resfriamento a temperatura ambiente, 5,0 g do reagente 3,5-
dimetilfenil isocianato foi adicionado a mistura, a qual permaneceu em refluxo a 100 (£
1,0) °C/72 h. Decorrido o tempo, a mistura foi novamente resfriada a temperatura ambiente,

o produto precipitado em 300 mL de metanol sob agitacio magnética por 1 h, filtrado a
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vacuo em funil de placa sinterizada e lavado repetidas vezes com metanol, para total

eliminacdo da piridina.

Em seguida o derivado de polissacarideo foi seco em dessecador com pentéxido de
fosforo (P,0s) e caracterizado por espectroscopia na regido do infravermelho (IV) e anélise

elementar (CHN) (CASS; BASSI; MATLIN, 1999).

Os espectros na regiao do infravermelho foram registrados em um
espectrofotometro Bomem-Hartmann & Braun, modelo MB-102 e a andlise elementar

utilizou um equipamento Fisons EA 1108.

3.2.1.2 Recobrimento do suporte de silica pelo carbamato

Uma suspensdo de THF (30 mL) e silica Luna NH; (3,334 £ 0,001 g) foi mantida sob
refluxo durante 30 minutos. Apds resfriamento a temperatura ambiente, adicionou-se em
pequenas proporcdes 0,834 (£ 0,001) g do carbamato de amilose previamente solubilizado
em THF e N,N-dimetilacetamida (DMA) (9:1 v/v). Em seguida os solventes foram
evaporados em banho de gelo com o auxilio de rotaevaporadores Buchi, modelos R-114 e

R-200. O resultado final foi uma cobertura de 20% g/g de carbamato em relacao a silica.

Em seguida, a fase estaciondria foi totalmente seca em bomba a vacuo e o tamanho
de suas particulas uniformizadas e homogeneizadas em peneira de orificio 38 um, adquirida

da Bertel Industria Metaltrgica Ltda.

As particulas de silica e a FEQ foram analisadas por técnicas de espalhamento de
laser e microscopia eletronica de varredura (MEV), no Laboratério de Recursos Analiticos
e de Calibracdo, da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de

Campinas.

As andlises por espalhamento de laser foram realizadas em equipamento
Mastersizer S, marca Malvern, modelo S-MAM 5005 e faixa de operagao 0,05-900 pum. O
recobrimento do carbamato sobre a superficie das particulas de silica e a esfericidade e
uniformidade das mesmas foram analisadas por um microscépio eletronico de varredura,

marca Leo e modelo Leo 440i.
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3.2.1.3 Empacotamento das colunas cromatogrdficas

Foram confeccionadas duas colunas analiticas, A15 (15 x 0,46 cm D.1.) e A25 (25
x 0,46 cm D.L.), e nove colunas semipreparativas, SP (25 x 1,0 cm D.1.), contendo a FEQ

tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose.

Para o empacotamento das colunas cromatogréficas, foi preparada uma suspensao
contendo aproximadamente 3,5 (£ 0,0001) g da fase estaciondria quiral e 50 mL de
hexano:isopropanol (50:50 v/v). A suspensdo foi colocada em banho ultra-som por trés
minutos e adicionada a coluna A25 sob pressdo de 7500 psi (bomba Haskel), utilizando-se

como fase movel a mesma mistura de solventes acima, porém em proporcdes diferentes

(90:10 v/v) (CASS; BASSI; MATLIN, 1999).

As mesmas condigdes experimentais foram utilizadas no empacotamento das
colunas Al5 e SP. No entanto, as quantidades em massa de FEQ e em volume de
hexano:isopropanol (50:50 v/v) foram aproximadamente 2,1 e 17,0 (£ 0,0001) g e 50 e 100

mL, respectivamente.

Ap6s o empacotamento, as colunas A15, A25 e SP foram condicionadas por 12 e
24 horas, respectivamente, em hexano:isopropanol (95:05 v/v), a uma vazao de 0,5

mL/min.

A coluna A25 foi preparada com o propdsito de testar o comportamento da silica
Luna NH; como suporte cromatografico na resolu¢do dos enantiomeros do omeprazol. As
demais colunas foram empacotadas com material proveniente da mistura dos carbamatos e
da FEQ, obtidos ao fim das etapas de sintese e recobrimento do suporte. Estas etapas foram
realizadas em batelada, devido ao elevado custo dos reagentes e a necessidade de se obter

aproximadamente 160 g da FEQ dado o nimero de colunas.

3.2.2 Experimentos preliminares

Todas as andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia (Waters, modelo 2487), composto por duas bombas (modelo 1525) e
detector de absorbancia no ultravioleta-visivel (UV-vis). Os perfis de eluicdo foram

registrados pelo software Breeze.
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3.2.2.1 Defini¢cdo do modo de elui¢cdo

As fases moveis foram preparadas na relagdao volume/volume e degaseificadas em

ultra-som (Cole-Parmer, modelo 8892R-MT) e bomba de vacuo (Primar, modelo 141).

A coluna e as condi¢des cromatograficas utilizadas na definicio da FM foram:
A25; T =25 °C; FM = hexano:etanol (70:30 v/v) e metanol (100%); Vigjecao = 20 UL; Q =
1,0 mL/min; A = 302 nm.

3.2.2.2 Avaliagdo da ordem de eluicdo do par enantiomérico e do sentido da rotacdo da luz

circularmente polarizada

A ordem de eluicdo dos enantidmeros do omeprazol foi determinada utilizando-se
o sistema de CLAE citado acima, a coluna cromatografica SP1 e as seguintes condic¢des
experimentais: Crisra racemica = 0,1 mg/mL; Cs_()-omeprazol = 0,2 mg/mL; T = 25 °C; FM =
metanol (100%); Vinjecio = 20 uL; Q = 3,0 mL/min e A = 302 nm.

O sentido de rotacdo da luz circularmente polarizada, pelos enantidomeros do
omeprazol, foi analisado por um detector baseado em dicroismo circular (modelo CD-2095
Plus, Jasco) e os dados registrados pelo software CLASS-VP. A coluna cromatogréfica e as
condicdes experimentais utilizadas foram: SP9; C = 0,1 mg/mL; T = 25 °C; FM = metanol

(100%); Vinjegio = 20 uL; Q = 3,0 mL/min e A = 302 nm.

3.2.3 Avaliacao das porosidades

A homogeneidade do empacotamento das colunas cromatograficas foi avaliada
pela porosidade total, a qual foi determinada por experimentos de pulsos cromatogréficos

com um composto ndo retido pela fase estaciondria, o 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno.

Inje¢des de 20 uL do composto, concentracdo 3,0 mg/mL, foram realizadas nas
colunas SP1, SP5 e SP7, em diferentes temperaturas (25, 30, 40 e 50 °C (SP1); 25, 35,40 ¢
50 °C (SP5) e 25, 35 e 45°C (SP7)) e vazdes da FM (1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mL/min). Nas
colunas SP1 e SP5 os experimentos foram realizados em duplicata e nas demais colunas em

triplicata. As respostas dos pulsos cromatograficos foram monitoradas no comprimento de
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onda igual a 254 nm. O mesmo procedimento foi utilizado na determinacao da porosidade

total das demais colunas. No entanto, apenas a temperatura de 25 °C foi analisada.
Os valores de &, foram obtidos de acordo com a Equagdo 3.1.

O tempo que um pulso leva para percorrer a coluna é diretamente proporcional a

sua porosidade (KOSTOVA; BART, 2007; PEDEFERRI et al., 1999).

<

LM 3.1
AT 3.1

onde &, € a porosidade total da coluna, a fracdo de vazios referente aos poros do
adsorvente e aos espagos entre as particulas; 7,,, o tempo de reten¢do do componente nao-

retido; Q, a vazdo da fase mével; V,, o volume de liquido e V., o volume da coluna.

No entanto, t,, na Equagdo 3.1 corresponde ao tempo gasto pelo componente ndo-

retido para percorrer somente a coluna cromatografica. Neste caso, o tempo de retengao na
auséncia da coluna foi subtraido do tempo total de retencdo de acordo com a Equacgao 3.2.

ty =tow —1ty

0

(3.2)

total

onde ¢, € o tempo total de retengdo e 7, € o tempo de retengdo no volume morto que

considera as tubulagdes e conexdes do sistema de andlise na auséncia da coluna.

A porosidade da particula foi calculada a partir dos valores de densidade do s6lido
e do volume total de poros. A densidade foi determinada pelo método de picnometria a gés

e o volume total de poros pela técnica de adsorcao de nitrogénio a 77 K.

A primeira andlise foi realizada no Laboratério de Calibragcdo e Planta Piloto do
DTF/FEQ/Unicamp e utilizou um picndmetro Accupy (Micromeritics, modelo 1330,
EUA). A segunda andlise foi realizada no Laboratério de Recursos Analiticos e de
Calibracao/FEQ/Unicamp e utilizou o equipamento ASAP (Micromeritics, modelo 2010,
EUA).
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A porosidade do leito foi obtida utilizando-se a Equagao 3.3.
er=e+(l-¢)k, (3.3)

3.2.4 Avaliagao dos coeficientes de dispersdo axial e de transferéncia de massa

Injecdes de 20 pl. da mistura racémica, concentracdo de 0,1 mg/mL, foram
realizadas na coluna SP1, em diferentes temperaturas (25, 30, 40 e 50 °C) e vazdes da FM
(1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mL/min). O comprimento de onda utilizado foi 302 nm. O mesmo
procedimento foi adotado nas colunas SP5 e SP7. No entanto, as temperaturas avaliadas na
coluna SP5 foram 25, 35, 40 e 50 °C e na coluna SP7 25, 35 e 45°C. Nas demais colunas

apenas a temperatura de 25 °C foi avaliada.

O ntimero de pratos (N ) foi calculado pelo software Breeze e a altura equivalente

a um prato ( HETP ) foi obtida da Equacgdo 2.19. Os coeficientes de dispersao axial (D, ) e
de transferéncia de massa global (k, ) foram determinados do grafico HETP versus u de

acordo com a Equacao 2.23.
3.2.5 Avaliacdo do comportamento termodinamico da adsorc¢ao
3.2.5.1 Constantes de Henry

As constantes de Henry foram determinadas utilizando-se a Equacio 3.4

(KOSTOVA; BART, 2007; PEDEFERRI et al., 1999).

H:(Mjlg_rzg (3.4)



46 Capitulo 3 — Materiais e Métodos

3.2.5.2 Influéncia da temperatura

A resolugdo (R, ), assim como os fatores de separagdo (& ) e retencdo (k ), foram

avaliados em funcdo da temperatura e vazdo da FM e calculados pelo software do

equipamento.

Os pardmetros termodinidmicos, AH° (variacdo de entalpia) e AS° (variacio de
entropia), foram determinados através da inclinacdo e intersecdo do grafico Ink versus
1/T (Equacdo 2.5). A(AH 0) e A(AS 0) foram obtidos do grafico Ina versus 1/T (Equacgio
2.8).

3.2.5.3 Influéncia da concentracdo de soluto

As isotermas de adsorcdo dos enantiomeros do omeprazol foram determinadas a
partir das curvas de ruptura obtidas com solugdes da mistura racémica de concentragdes

iguais a 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg/mL na coluna SP6.

As condicdes cromatogréficas utilizadas nos experimentos, como 0 comprimento
de onda, temperatura e vazao da fase moével, foram 350 nm, 25 °C e 2,0 mL/min,
respectivamente. Devido a extrapolacdo do limite de detec¢do do sistema cromatogréfico, o

comprimento de onda foi alterado de 302 nm para 350 nm.

Primeiramente a coluna foi condicionada apenas com a fase mével, a uma vazao
constante, até a estabilizacdo da linha de base. Em seguida, a solu¢do de concentragao
conhecida contendo a mistura racémica foi injetada continuamente no sistema
cromatografico até a saturacdo da coluna (etapa de adsorcdo). Apds o equilibrio ser

atingido, a mistura foi removida da coluna pela injecao de fase mével (etapa de dessorcao).

Os dados experimentais de equilibrio foram obtidos da frente de adsor¢ao de cada
curva de ruptura de acordo com a Equacdo 2.28 e correlacionados ao modelo de Langmuir
pela Equagdo 2.26. A concentragdo do enantidomero menos retido no platd intermedidrio foi
determinada da curva de calibragdo do detector UV-vis e os volumes de retencdo dos

pontos de inflexao da curva de ruptura.
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3.2.6 Avaliacao da capacidade de discriminaciao quiral da fase estacionaria em funcao

do tempo de utilizacao da coluna

A capacidade de discriminacdo quiral da coluna SP5 foi avaliada apods

consecutivas inje¢cdes do TTBB e da mistura racémica.

O numero de injecdes realizadas antes de cada perfil analisado (P1, P2, P3 e P4) e

as condi¢Oes experimentais utilizadas foram:

Perfil 1 (P1)

4 inje¢des do TTBB (composto ndo retido) em duplicata. C = 3,0 mg/mL; T
= 25 °C; FM = metanol (100%); Vinjecio = 20 uL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0
mL/min; A = 254 nm.

4 injecOes da mistura racémica do omeprazol em triplicata. C = 0,1 mg/mL;
T =25 °C; FM = metanol (100%); Vipjecao = 20 uL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 € 4,0
mL/min; A = 302 nm.

Perfil 2 (P2)

8 injecdes do TTBB (composto ndo retido) em duplicata. C = 3,0 mg/mL; T
=25 e 35 °C; FM = metanol (100%); Vinjecao = 20 uL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 € 4,0
mL/min; A = 254 nm.

8 injecdes da mistura racémica do omeprazol em triplicata. C = 0,1 mg/mL;
T =25 e 35 °C; FM = metanol (100%); Vinjecao = 20 uL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 e
4,0 mL/min; A = 302 nm.

Perfil 3 (P3)

12 inje¢des do TTBB (composto ndo retido) em duplicata. C = 3,0 mg/mL; T
=25, 35 e 40 °C; FM = metanol (100%); Vipjecio = 20 uL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 e
4,0 mL/min; A = 254 nm.
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. 12 inje¢des da mistura racémica do omeprazol em triplicata. C = 0,1 mg/mL;
T =25, 35 e 40 °C; FM = metanol (100%); Vinjecio = 20 uL; Q = 1,0, 2,0, 3,0
e 4,0 mL/min; A = 302 nm.

Perfil 4 (P4)

- 16 inje¢des do TTBB (composto ndo retido) em duplicata, C = 3,0 mg/mL; T
= 25, 35, 40 e 50 °C; FM = metanol (100%); Vinjecio = 20 uL; Q = 1,0, 2,0,
3,0 e 4,0 mL/min; A = 254 nm.

- 16 inje¢Oes da mistura racémica do omeprazol em triplicata. C = 0,1 mg/mL;
T =25, 35,40 ¢ 50 °C; FM = metanol (100%); Vinjeczo = 20 uL; Q = 1,0, 2,0,
3,0 e 4,0 mL/min; A = 302 nm.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados da andlise elementar e
espectroscopia na regido do infravermelho, necessdrios a caracterizacdo do derivado de
polissacarideo, e a caracterizacdo das particulas de silica e da FEQ por técnicas de
espalhamento de laser e microscopia eletronica de varredura. Também sao mostrados e
discutidos os resultados pertinentes as porosidades, aos coeficientes de dispersao axial e de

transferéncia de massa e ao comportamento termodinamico da adsor¢ao.

4.1 PREPARACAO DAS COLUNAS CROMATOGRAFICAS

4.1.1 Sintese do derivado de polissacarideo

4.1.1.1 Caracterizacdo do derivado de polissacarideo por andlise elementar

O método de andlise elementar ou andlise centesimal determina os elementos mais
comumente encontrados em compostos organicos, incluindo carbono, hidrogénio e

nitrogénio.

A Tabela 4.1 mostra os valores tedricos e experimentais do carbamato utilizado
nas colunas A15, A25 e SP (1-9). Vale lembrar que os valores apresentados para as colunas
A15 e SP sdo provenientes da andlise realizada apés a homogeneizacdo de todos os

derivados obtidos em diferentes sinteses (nimero de sinteses = nove).

Os resultados mostram derivacdes quase completas dos grupos hidroxila, com
percentuais similares aos encontrados na literatura (COIMBRA, 2007; DEGANI, 2001;
TIRITAN, 1996).
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Tabela 4.1: Andlise elementar: valores tedricos e experimentais para o

tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose.

Coluna A25

% C % H % N

Valores tedricos 65,66 6,18 6,96
Valores experimentais 64,54 6,09 7,62

Colunas A15 e SP

% C % H % N

Valores tedricos 65,66 6,18 6,96
Valores experimentais 63,42 6,67 7,50

4.1.1.2 Caracteriza¢do do derivado de polissacarideo por espectroscopia na regido do

infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho estd relacionada com estiramentos,
vibragdes e rotagdes moleculares, fornecendo um espectro bastante complexo que é
utilizado na identificacdo e elucidacdo estrutural de substancias orgénicas (LOPES;

FASCIO, 2004).

As Figuras 4.1 e 4.2 representam, respectivamente, os espectros no infravermelho
da amilose e do derivado de polissacarideo utilizado na coluna A25. A Figura 4.3 mostra o
espectro do derivado proveniente da homogeneizacao dos produtos das diferentes sinteses e

utilizado nas colunas A15 e SP.

O espectro do infravermelho da amilose, representado na Figura 4.1, mostra a
presenca dos grupos hidroxila representados por uma larga e intensa absor¢dao em 3417 cm’
. Ap6s a derivacdo da amilose, os espectros no infravermelho (Figuras 4.2 e 4.3)
apresentaram absorcdes préximas a 1720 cm™, de forte intensidade, sendo estas, absorcdes
caracteristicas para a presenca de de grupamentos carbonilicos (C=0). E possivel também
observar a presenca de absor¢oes em 1220 cm’, referente ao estiramento da ligacdo C-N e
em 3294 cm™' referente a deformacdo axial da ligagio N-H. As bandas préximas a 1643 e
1562 c¢cm’' foram atribuidas, respectivamente, a carbonila do derivado de uréia e a

deformacdo angular da ligacdo N-H.
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Figura 4.1: Espectro no infravermelho da amilose.
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Figura 4.2: Espectro no infravermelho do carbamato utilizado no preparo da coluna A2S.
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Figura 4.3: Espectro no infravermelho do carbamato utilizado no preparo das colunas A15

e SP.

4.1.2 Recobrimento do suporte de silica pelo carbamato

O recobrimento das particulas de silica foi realizado em um baldo com formacgdes
concavas, com o objetivo de aumentar a superficie interna do mesmo, melhorar a

homogeneizagao e obter uma cobertura mais uniforme.

O suporte de silica fornece a resisténcia mecanica para a obtencdo de colunas mais
eficientes e estdveis frente a modificacbes na composicdo da fase moével (BONATO;
JABOR; GAITANI, 2005; OKAMOTO; KAWASHIMA; HATADA, 1984). A derivacio
da silica diminui as interagdes ndo estereoseletivas por meio da desativagao dos grupos
silandis 4cidos e aumenta a estabilidade da cobertura por permitir a formagao de ligacdes de

hidrogénio com o carbamato usado na cobertura do suporte (CASS et al., 1997b).

4.1.2.1 Caracterizacdo das particulas de silica e da FEQ por espalhamento de laser

O tamanho, a faixa de variacdo de diametro e a forma das particulas dos materiais
empregados em CLAE contribuem para a uniformidade do leito cromatografico. O tamanho
e a faixa de variacdo de didmetro influenciam o processo de difusdo das moléculas da
amostra ao penetrar e sair dos poros da particula. Em relacio a forma, as colunas

empacotadas com particulas regulares (esféricas) apresentam maior resisténcia a altas
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pressdes e leitos mais uniformes e eficientes. As colunas recheadas com particulas
irregulares podem resultar em maiores pressdes no decorrer de sua utilizacdo, devido a
presenca de particulas finas oriundas da quebra dos vértices das particulas irregulares
(JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006), além de promoverem a formacao de bandas

assimétricas.

Os gréficos de distribui¢ao de tamanho de particula da silica Luna NH; e da FEQ,

obtida pelo recobrimento do carbamato ao suporte, sdo mostrados nas Figuras 4.4 e 4.5,

respectivamente.
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Figura 4.4: Distribui¢do granulométrica das particulas de silica Luna NH,.

Pode-se observar que a silica tem diametro médio de particula igual a 9 um e 10%
do volume total de particulas apresentam didmetro inferior a 3 wm e 10% apresentam
diametro superior a 15 wm. Por outro lado, o didmetro médio de particula da FEQ obtida é
17 pm e 10% do volume sdo particulas com didmetro inferior a 4 pm e 10% s@o superior a
34 wm. O processo de recobrimento da silica geralmente conduz a um aglomerado das
particulas e por isso particulas com tamanhos maiores que os da silica original sdo

freqiientemente observadas.
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Figura 4.5: Distribui¢do granulométrica das particulas da FEQ.

Valores similares do didametro médio de particula da silica Luna NH, e da fase
estaciondria quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose foram obtidos por
VEREDAS (2005). Neste trabalho, a silica e a FEQ obtida, apresentaram didmetro médio

de particula igual a 10 e 14 um, respectivamente.

4.1.2.2 Caracterizacdo das particulas de silica e da FEQ por microscopia eletréonica de

varredura

A Figura 4.6 mostra a esfericidade e a uniformidade das particulas de silica Luna
NH,. O recobrimento da superficie do suporte cromatografico pelo carbamato e a formacao

de aglomerados deste mesmo recobrimento sdo mostrados na Figura 4.7.
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Figura 4.7: MEV das particulas da FEQ obtida.

Particulas com didmetros inferiores 3 wm mostradas na Figura 4.5 sugere-se que
sejam provenientes do desprendimento e fragmentagdo do carbamato da superficie das
particulas de silica. Estas pequenas particulas diminuem a permeabilidade do leito

adsorvente e aumentam a queda de pressao.

4.1.3 Empacotamento das colunas cromatograficas

Apdés o empacotamento, as colunas cromatograficas semipreparativas foram
condicionadas por 24 horas. No entanto, observou-se que decorrido o tempo de
condicionamento, o detector de ultravioleta (4 = 254 nm e 302 nm) permanecia instavel,

provavelmente devido a uma aparente perda do derivado de uréia. Tal comportamento foi
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diferente do exibido pelas colunas A15 e A25, no entanto, foi igual ao observado por
DEGANI (2001) na preparacdao de uma coluna 20 x 0,7 cm D.I. contendo a mesma FEQ
recoberta em suporte APS-Hypersil (120 A, 5 pm).

De acordo com DEGANI (2001), a eliminacdo do excesso de fase estaciondria é
normal no condicionamento inicial de uma coluna, o que excede a escala de deteccdo do
detector, mas este processo usualmente nao ultrapassa 30 minutos iniciais do periodo de

condicionamento.

Embora a maioria dos trabalhos nesta drea nao entre em detalhes sobre a reacdo de
sintese do carbamato, podem ser encontrados na literatura alguns comentdrios sobre a
obtencdo de polissacarideo ndo reagido e de um derivado de uréia como subproduto da
reacdo (ABURATANI; OKAMOTO; HATADA, 1990). O polissacarideo ndo reagido
surge devido ao fato da reacdo ndo ter sido completa, talvez em funcdo do mesmo ser
pouco reativo. Ja o derivado de uréia aparece como subproduto devido a alta reatividade do

isocianato com a dgua (DEGANI, 2001).

O inconveniente deste evento é que a co-precipitacdo do derivado de uréia com o
carbamato e a sua consequente solubilizacdo diminui o poder de discriminacdo quiral da

coluna e a deixa, na maioria das vezes, inadequada para o uso (COIMBRA, 2007).

Com o objetivo de identificar a substancia que estava sendo eliminada, coletou-se
aproximadamente 200 mL do eluente, o qual foi evaporado e originou um residuo de

caracteristica branca. Este residuo foi submetido a espectroscopia no infravermelho.

O espectro no infravermelho do residuo branco obtido (Figura 4.8) apresenta
bandas proximas a 1643 e 1562 cm’! referentes, respectivamente, a carbonila do derivado
de uréia e a deformagdo angular da ligacdo N-H. A relacdo entre a banda atribuida a
carbonila do carbamato e as bandas atribuidas ao derivado de uréia parece ser um bom
parametro para avaliar a qualidade do carbamato, uma vez que nio € possivel, pela anélise
elementar, verificar a presenga do derivado de uréia como subproduto da reacdo (DEGANI,
2001).

Apesar do problema de condicionamento apresentado pelas colunas SP, devido a
presenca do derivado de uréia, e a inviabilidade de preparacdo de novos carbamatos, devido
ao elevado custo dos reagentes, decidiu-se condicionar as colunas utilizando metanol como

FM, com o objetivo de reduzir ou eliminar a eluicdo da uréia neste sistema de eluente. O
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modo polar organico de elui¢do foi previamente definido neste trabalho em experimentos

realizados com a coluna A25.

Aproximadamente apds 1 hora de condicionamento, o sinal do detector foi

estabilizado, provavelmente devido a insolubilidade do derivado de uréia em metanol.
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Figura 4.8: Espectro no infravermelho do derivado de uréia.
4.2 EXPERIMENTOS PRELIMINARES
4.2.1 Definicao do modo de eluicao

A FEQ tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-Nucleosil (7 um e 500
A) e APS-Hypersil (5 um e 120 A), sintetizada no Laboratério de Sintese Organica e
CLAE do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, apresentou
elevada capacidade de resolucdo dos enantidmeros do omeprazol nos trés modos de
eluicdo, normal, reverso e polar organico (COIMBRA, 2007; DEGANI, 2001; TIRITAN,
1996). No entanto, no presente trabalho apenas os modos normal e polar orginico de

eluicdo foram considerados.
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Os perfis de eluicdo da mistura racémica na coluna A25, utilizando os modos
normal e polar orgdnico de eluicdo, sdo apresentados nas Figuras 4.9 e 4.10,

respectivamente.
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Figura 4.9: Perfil de eluicdo dos enantidmeros do omeprazol na coluna tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose em silica Luna NH; (100 Aeo9 pm). Coluna A2S5.
Condigdes experimentais: T = 25 °C; FM = hexano:etanol (70:30 v/v); Vipjecio = 20 uL; Q =
1,0 mL/min; A = 302 nm.
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Figura 4.10: Perfil de eluicdo dos enantidmeros do omeprazol na coluna tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose em silica Luna NH, (100 Aeo9 pm). Coluna A2S5.
Condigdes experimentais: T = 25 °C; FM = metanol (100%); Vipjecio = 20 uL; Q = 1,0
mL/min; A = 302 nm.
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Pela andlise dos cromatogramas, observou-se uma reducao significativa no tempo
de retengdo dos enantiomeros e uma melhor resolu¢do quando o modo polar organico foi
utilizado. Deste modo, metanol (100%) foi a FM utilizada em todas as analises

cromatogréficas.

4.2.2 Avaliacao da ordem de eluicao do par enantiomérico e do sentido da rotacao da

luz circularmente polarizada

A Figura 4.11 mostra o perfil de elui¢do da mistura racémica e do enantidmero S-

(-)-omeprazol que corresponde ao enantidmero menos retido.

A Figura 4.12 mostra o perfil de eluicio da mistura racémica do omeprazol
referente ao sinal do detector por absorbancia no UV-vis e ao sinal do detector por
dicroismo circular. O enantidmero menos retido e que apresenta desvio negativo da luz
circularmente polarizada € o S-(-)-omeprazol e o enantidmero mais retido e que apresenta

desvio positivo € o R-(+)-omeprazol.
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Figura 4.11: Perfil de elui¢do da mistura racémica e do enantiomero S-(-)-omeprazol.
Coluna SP1. Condig¢des experimentais: Cuistura racémica = 0,1 mg/mL; Cs_()-omeprazol = 0,2

mg/mL; T =25 °C; FM = metanol (100%); Vinjecio = 20 uL; Q = 3,0 mL/min; A = 302 nm.
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Figura 4.12: Perfil de eluicdo da mistura racémica do omeprazol. Coluna SP9. Condicdes
experimentais: C = 25,0 mg/mL; T = 25 °C; FM = metanol (100%); Vipjecao = 20 UL; Q =
2,0 mL/min; A = 302 nm.

4.3 AVALIACAO DAS POROSIDADES

O TTBB (Figura 4.13), utilizado na determinagcdo da porosidade total, € um
composto que nao sofre interagdes com a FEQ, apresenta massa molecular relativamente
baixa (MM = 264,44 g/mol) e percorre a coluna através dos poros das particulas e dos
espacos vazios existentes entre elas. Este composto tem sido utilizado por muitos autores
para determinar a porosidade total de colunas cromatogréaficas comerciais Chiralpak AD
(ARAUJO; RODRIGUES; MOTA, 2008; MILHBACHLER et al., 2002a;
MILHBACHLER et al., 2006; MILHBACHLER; SEIDEL-MORGENSTERN;
GUIOCHON, 2004; ZABKA; RODRIGUES, 2007).
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Figura 4.13: Estrutura molecular do 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno (TTBB).

A Tabela 4.2 mostra o tempo de retencdo do TTBB no volume morto do sistema

de analise (fw, ), na auséncia da coluna cromatogréfica, em diferentes vazdes da FM.

Tabela 4.2: Tempo de retencdo do TTBB no

volume morto do sistema cromatogréafico.

Q (mL/min) ty, (min)
0,2 0,4
1,0 0,08
2,0 0,04
3,0 0,03
4,0 0,02

Condig¢des experimentais: T = 25 °C; C = 3,0 mg/mL; FM = metanol
(100%); Vinjegzo = 20 uL; A = 254 nm.

O volume total de um leito empacotado € dividido em dois sub-volumes: o volume
intersticial da FM e o volume da FEQ. A porosidade total é definida como o somatério do
volume intersticial da FM e do volume do poro dividido pelo volume da coluna. A
porosidade do leito é dada pelo quociente entre o volume intersticial da FM e o volume da
coluna. Tais parametros sdo func¢des apenas da geometria e do tamanho das particulas e da

densidade do empacotamento, ndo devendo variar com a vazdo da FM e a temperatura.

O aumento da vazdo da FM pode danificar tanto a fase estaciondria da coluna
quanto a homogeneidade do empacotamento em funcao das variacdes de pressdo e pressao

de operacdo superior a pressdo do empacotamento. Neste trabalho, a pressdo de operagao
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em diferentes temperaturas e vazdes, foi inferior a pressao utilizada no empacotamento (~

517 bar) e a pressao maxima recomendada pelo fornecedor das colunas comerciais
Chiralpak AD (~ 100 bar).

O aumento da temperatura diminui a viscosidade da FM e reduz,
consequentemente, a pressao na coluna. No entanto, o tempo de retencdo do TTBB nao

deve ser afetado pela varidvel temperatura por ser um composto nao retido pela FEQ. Logo,

a porosidade total da coluna também ndo devem ser influenciada pela elevacdo da
temperatura.

Segundo SCHMIDT-TRAUB (2005), medidas de queda de pressdo sao utilizadas

para avaliar a estabilidade de colunas como uma fun¢do da vazdo da FM. Desvios da
linearidade indicam mudangas irreversiveis no leito.

As Figuras 4.14-17 mostram a queda de pressdo (AP/L) em funcio da velocidade
superficial da FM (u ). Pode-se observar uma relagdo linear entre AP/L e u em todas as

temperaturas analisadas, indicando que as propriedades do leito ndo sofreram alteracdes

com o aumento da temperatura e da vazido da FM.
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Figura 4.14: Avaliacdo da queda de pressdo em funcdo da velocidade superficial da FM.

Coluna SP1. Condig¢des experimentais: T = 25 °C; C = 3,0 mg/mL; FM = metanol (100%);
Vinjegﬁo =20 HL, A =254 nm.
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Figura 4.15: Avaliacdo da queda de pressao em funcdo da velocidade superficial da FM.

Coluna SP1. Condig¢des experimentais: T = 30 °C; C = 3,0 mg/mL; FM = metanol (100%);
Vinjecao = 20 uL; A = 254 nm.
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Figura 4.16: Avaliacdo da queda de pressdo em funcdo da velocidade superficial da FM.

Coluna SP1. Condig¢des experimentais: T = 40 °C; C = 3,0 mg/mL; FM = metanol (100%);

Vinjegﬁo =20 HL, A =254 nm.
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Figura 4.17: Avaliacdo da queda de pressao em funcdo da velocidade superficial da FM.

Coluna SP1. Condig¢des experimentais: T = 50 °C; C = 3,0 mg/mL; FM = metanol (100%);
Vinjegﬁo =20 HL, A =254 nm.

Diante do exposto acima, a porosidade total da coluna é funcdo apenas da
geometria e do tamanho das particulas e da densidade do empacotamento. Assim, com o
objetivo de avaliar a existéncia de um intervalo comum, entre as porosidades de cada
coluna e em uma mesma coluna em diferentes temperaturas e vazdes, € consequentemente
gerar uma confiabilidade estatistica para a média, aplicou-se o teste t. A porosidade total foi

determinada utilizando-se a Equac@o 3.1. O intervalo de confianga de cada medida foi

calculado através da Equagdo 4.1.

. (4.1)

onde N, € o nimero de réplicas dos experimentos, X € a média amostral, s € o desvio

padrdo e IN -1 € o valor da distribui¢do t com N, —1 graus de liberdade.
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A Figura 4.18 mostra a variacdo da porosidade total na coluna SP1, em funcdo da
vazdo da FM. A Figura 4.19 mostra a variacdo na coluna SP7, em fun¢do da temperatura.
As barras verticais representam o intervalo de confianca do valor médio de porosidade, em

cada vazdo e temperatura.

Pode-se observar que nem todos os valores de &, podem ser considerados

estatisticamente equivalentes em um nivel de significdncia de 95%. O mesmo
comportamento foi observado nas demais colunas SP. Tal dispersdo pode ser atribuida a
erros decorrentes do método de determinacdo da porosidade total. SARTOR (2006)
verificou variacdes de até 7% na porosidade total quando realizou experimentos em
diferentes temperaturas e vazdes. A coluna utilizada pelo autor foi a Kromasil® CHI-TBB

(25 x 1,0 cm D.I.) comercializada pela EKA Chemicals (Suécia).
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Figura 4.18: Porosidade total em fun¢do da vazdo da FM e seus respectivos intervalos de
confianca. Coluna SP1. Condi¢des experimentais: T = 25 °C; C = 3,0 mg/mL; FM =
metanol (100%); Vinjecao = 20 uL; A =254 nm.
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Figura 4.19: Porosidade total em func@o da temperatura e seus respectivos intervalos de
confianca. Coluna SP7. Condi¢des experimentais: Q = 1,0 mL/min; C = 3,0 mg/mL; FM =
metanol (100%); Vinjecao = 20 uL; A =254 nm.

A porosidade total média de cada coluna e seus respectivos intervalos de confianca
sao apresentados na Figura 4.20. A porosidade foi determinada a 25 °C utilizando-se todas
as vazdes (1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mL/min) e suas respectivas réplicas. O intervalo de confianca
foi calculado considerando 8 réplicas para as colunas SP1 e SP5 e 12 réplicas para as

colunas SP2, SP3, SP4, SP6, SP7, SP8 e SP9.

De acordo com os resultados apresentados, pode-se observar que apenas algumas
colunas apresentaram valores de &€, equivalentes, em um nivel de confiangca de 95%. Os

dados obtidos também mostram a existéncia de uma fonte de erro proveniente do método
de empacotamento. As nove colunas ndo apresentaram porosidades equivalentes embora a
massa de adsorvente e as condicdes experimentais, utilizadas no empacotamento de cada
coluna, tenham sido as mesmas. Além dessa fonte de erro, vale ressaltar que muito
provavelmente exista o erro relacionado ao método de determinagdo da porosidade total,

como mostrado anteriormente nas Figuras 4.18 e 4.19.
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Figura 4.20: Porosidade total de cada coluna e seus respectivos intervalos de confiancga.
Condigdes experimentais: T = 25 °C; C = 3,0 mg/mL; FM = metanol (100%); Vigjecao = 20
pL; A =254 nm.

4.3.1 Avaliacao dos erros

Com o objetivo de avaliar se os erros cometidos ao determinar as porosidades de
uma mesma coluna em diferentes vazdes e temperaturas e se os erros do método de
empacotamento cometidos em cada coluna, sd@o equivalentes ou ndo, foram realizados
testes estatisticos baseados na analise da variincia. Estes testes visam, fundamentalmente,
verificar se existe diferenca significativa entre as amostras e se as varidveis independentes
exercem influéncia em alguma variavel dependente. Desta forma foi realizado o teste F nos

dados de porosidades obtidos, conforme mostra a Equacgdo 4.2 (SEVERO JR., 2008).
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* z ~ A . .
onde F, € o valor de F calculado e o e O'f, sdo as variancias dos grupos amostrais. Neste

trabalho, os grupos amostrais sdo a porosidade total de cada coluna e a porosidade total de

uma mesma coluna em diferentes temperaturas e vazoes da fase movel.

. . * . e
Em seguida avaliou-se o valor calculado de F,,, verificando se 0 mesmo encontra-

se dentro dos limites estabelecidos na Equacao 4.3.

1 *
S [(F (F,v,1,) 4.3)

100-p%

onde v, e v, representam o grau de liberdade dos conjuntos amostrais analisados e F,, e

Fly_, sdo valores tabelados de F para um determinado nivel de confianca.

Se o valor do F (F.alculado), considerando um nivel de significancia de 95% (p =

0,025 %), for maior que F; s ou menor que , significa que os erros nio sio

0,975
equivalentes. Vale ressaltar que todos os testes estatisticos apresentados admitem

implicitamente a distribui¢do normal dos dados experimentais.

Até o momento, duas informacdes podem ser obtidas dos dados de porosidade
baseando-se no teste F. A primeira estd relacionada aos erros cometidos durante a
determinagdo da porosidade total em cada coluna, em diferentes vazdes e temperaturas. A

segunda € referente aos erros cometidos no processo de empacotamento.

A Figura 4.21 mostra a metodologia utilizada neste trabalho, para avaliar se os
erros cometidos nos métodos de determinacdo da porosidade total e empacotamento, sdao

equivalentes ou nao.

Para avaliar os erros referentes ao método de determinagdo da porosidade total de
uma mesma coluna em diferentes vazoes, foi realizado um teste F entre as variancias das
porosidades obtidas em cada vazdo para verificar se estas sdo equivalente ou ndo, ou seja,

se os erros sio semelhantes ou nao.
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Figura 4.21: Diagrama esquemadtico ilustrando a metodologia de avaliacdo dos erros pela

andlise do teste F. R1, R2 e R3 representam as réplicas dos tempos de retengdo do TTBB

2 2 2 2 in .
na FEQ, 0g, 0y, Op3e Op4 representam as varidncias da porosidade total em cada

vazdo e O, representa a variancia da porosidade total de cada coluna.

A Figura 4.22 mostra os valores de Fiaperado, representados pelas linhas horizontais,

e os valores de Feaiculado, considerando um nivel de confianca de 95%.

Estes resultados mostram que as variancias sao equivalentes, ou seja, que 0s erros
cometidos na determinacdo das porosidades nas diferentes vazdes estudadas foram os
mesmos. Contudo, a andlise dos dados com o teste t mostrou que as porosidades obtidas em
diferentes vazdes diferem entre si, o que conduz a hipdtese da existéncia de algum erro
relacionado ao método de determinacdo da porosidade total. No entanto, essa hipétese
ainda se mantém, uma vez que os resultados obtidos com o teste F mostraram apenas que
os erros cometidos ao injetar o TTBB, duas ou trés vezes em cada vazao, sdao equivalentes
embora os valores de porosidade ndo o sejam. O mesmo comportamento mostrado na

Figura 4.22 foi observado nas demais colunas.

Os erros relacionados ao processo de empacotamento também foram avaliados
aplicando-se o teste F entre as variancias das porosidades de cada coluna. Neste caso, as
porosidades obtidas em cada vazdo foram consideradas e utilizadas nos calculos de
determinagdo das porosidades médias de cada coluna e de suas respectivas variancias. Em
seguida, as colunas foram comparadas entre si com o objetivo de avaliar se os erros
relacionados ao processo de empacotamento sdo equivalentes ou ndo. Estas andlises sdo

mostradas na Figura 4.23.
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Figura 4.22: Valores do teste F entre as varidncias da porosidade total em diferentes
vazdes de FM (¢ QI1-Q2; m Q1-Q3; A Q1-Q4; e Q2-Q3; — Q2-Q4; — Q3-Q4; Foos5 =
0,0015 (—); Fo 25 = 647,7890 (—)). Coluna SP1. Condi¢des experimentais: T =25 °C; C =
3,0 mg/mL; FM = metanol (100%); Vipjecao = 20 uL; A = 254 nm.

De acordo com os resultados apresentados (Figura 4.23), o teste F mostrou que os
erros cometidos no processo de empacotamento de cada coluna sdo 0os mesmos, exceto para
a coluna SP2, dado que os valores de Fcyjcyrado ficaram fora dos limites de Fiapelado- Mais uma
vez este teste mostrou que, embora os erros cometidos ao empacotar cada coluna sejam os
mesmos durante todo o processo, as porosidades de cada coluna nio sdo equivalentes. O
fato da coluna SP2 ter apresentado valores fora do intervalo de Fiperado, indica que os erros
experimentais praticados durante o empacotamento desta coluna sdo diferentes dos erros

das demais.

O teste F também foi aplicado entre as variancias das porosidades obtidas em cada
temperatura. O objetivo foi verificar se os erros relacionados ao método de determinacao da
porosidade total, ao variar a temperatura, sdo semelhantes ou ndo. A Figura 4.24 mostra os
valores de Fipelado, representados pelas linhas horizontais, e os valores de Fcaculados

considerando um nivel de confianga de 95%.



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes 71

4 SP1-SP2 M SP1-SP3 SP1-SP4 SP1-SP5 X SP1-SP6 @SP1-SP7 +SP1-SP8 =SP1-SP9
SP2-SP3 SP2-SP4 SP2-SP5 SP2-SP6 SP2-SP7 SP2-SP8 SP2-SP9 SP3-SP4
= SP3-SP5 SP3-SP6 SP3-SP7 SP3-SP8 SP3-SP9 X SP4-SP5 X SP4-SP6 SP4-SP7
6 1 + SP4-SP8 =SP4-SP9 ==SP5-SP6 4 SP5-SP7 M SP5-SP8 A SP5-SP9 X SP6-SP7 X SP6-SP8
° SP6-SP9 4 SP7-SP8 SP7-SP9 =SP8-SP9 =F tab == F tab
he}
= - - -
= *
5 44
S e ——— —
s ——— ——————— - ——————
ol
2 1 -
X -
X =, A
] X - - + ¢ B X +
—a X Q. e ————————— . S
0 ‘ X XA
Teste F

Figura 4.23: Valores do teste F entre as varidncias da porosidade total de cada coluna.
Condig¢oes experimentais: Q = 3,0 mL/min; T = 25 °C; C = 3,0 mg/mL; FM = metanol
(100%); Vinjecao = 20 uL; A = 254 nm.

Pode-se observar que, com 95% de confiabilidade, as variancias dos dados foram
equivalentes, ou seja, os erros cometidos na determina¢do das porosidades apresentaram a
mesma variabilidade nas diferentes temperaturas analisadas. Contudo, pela anélise do teste
t observou-se que as porosidades das colunas obtidas em diferentes temperaturas sao
diferentes entre si, considerando a suposi¢cdo da existéncia de algum erro relacionado ao
método de determinacdo da porosidade total. Essa suposicdo pode ser mantida, uma vez
que os resultados obtidos com o teste F mostraram apenas que os erros cometidos, ao
injetar o TTBB duas ou trés vezes em cada temperatura, t€ém estatisticamente a mesma
variabilidade. No entanto, isso ndo significa que a porosidade total possa ser considerada
equivalente. Todas as outras colunas apresentaram comportamento equivalente ao mostrado

na Figura 4.24.

A porosidade da particula (€, ) foi calculada a partir dos valores de densidade do

solido e do volume total de poros, sendo seu valor igual a 0,433. A Tabela 4.3 mostra os

valores médios das porosidades e seus respectivos intervalos de confianga em cada coluna.
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Figura 4.24: Valores do teste F entre as varidncias da porosidade total em diferentes
temperaturas (¢ T|-T2; w T1-T3; o T2-T4; Fp 975 = 0,0256 (—); Fo.025 = 39,0000 (—)). Coluna
SP7. Condi¢des experimentais: Q = 1,0 mL/min; C = 3,0 mg/mL; FM = metanol (100%);

Vinjegio = 20 uL; A = 254 nm.

Tabela 4.3: Porosidades médias das colunas.

Coluna & £

SP1 0,680 + 0,004 0,436 + 0,007
SP2 0,628 £ 0,002 0,344 0,003
SP3 0,693 £0,004 0,459 £0,007
SP4 0,658 + 0,006 0,40 £0,01

SP5 0,672 + 0,007 0,42 0,01

SP6 0,680 + 0,004 0,436 + 0,007
SP7 0,587 £0,005 0,272 £ 0,009
SP8 0,650 £ 0,006 0,383 + 0,001
SP9 0,673 £0,004 0,423 0,007

Condig¢des experimentais: T = 25 °C; C = 3,0 mg/mL; FM =
metanol (100%); Vigjegzo = 20 UL; A = 254 nm.
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Os valores de & encontrados na literatura para colunas comerciais Chiralpak AD

sdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Porosidade total de colunas comercias Chiralpak AD.

Literatura Dimensoes da coluna E;
ARAUJO; RODRIGUES; MOTA (2008) 10x 1,0em D.L 0,626
MILHBACHLER et al. (2006) 10x 1,0cm D.L 0,648
MILHBACHLER et al. (2002a)
Coluna 2 0,643
Coluna 4 0,648
Coluna 5 0,645
Coluna 8 10x 1,0 cm DI 0.042
Coluna 9 0,645
Coluna 11 0,651
Coluna 12 0,650
Coluna 13 0,651
Coluna 14 0,654
ZABKA; RODRIGUES (2007) 25x1,0cmD.L 0,610

4.3.2 Avaliacao da influéncia da porosidade total na cromatografia preparativa em

batelada

Diante do exposto na se¢do 2.13, avaliou-se a influéncia da porosidade total na

recuperacao do enantiomero S-(-)-omeprazol em um processo cromatografico preparativo

em batelada. Tal varidvel de desempenho foi calculada a partir do perfil de concentragdao

dos enantidbmeros e este obtido através da resolucdo numérica da Equagdo 2.31. O

programa computacional foi desenvolvido em linguagem Fortran.

A concentracdo da alimentacdo, o volume de injecdo, a vazao da FM e o excesso

enantiomérico foram mantidos constantes e iguais a 5,0 mg/mL, 200 uL, 2,0 mL/min e

99,9%, respectivamente. A base de referéncia do excesso enantiomérico foi a patente do

medicamento Nexium® (esomeprazol magnésio) (LINDBERG; VON UNGE, 2005).
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A Tabela 4.5 mostra os valores dos dados de entrada, porosidade total, constantes
de Henry (H) e constantes de associacdo das isotermas (b), e seus respectivos intervalos de
confianca. As constantes de Henry obtidas em cada coluna semipreparativa e as constantes
de associacdo das isotermas, as quais permaneceram constantes uma vez que foram

determinadas apenas na coluna SP6, serdo apresentadas posteriormente na secdo 4.5.

Foram avaliados dois conjuntos de dados e realizadas 50 simulagdes com cada um.
No primeiro conjunto avaliou-se a recuperacdo na coluna SP9. No segundo, a varidvel de
desempenho foi avaliada levando-se em considerac¢do a porosidade total média das colunas
SP1, SP3, SP4, SP5, SP6, SP8 e SP9. Cada simulacdo gerou um perfil de concentracio
diferente devido aos dados de entrada serem aleatoriamente escolhidos pelo programa,

dentro do préprio intervalo de confianga.

Tabela 4.5: Dados de entrada.

Coluna SP9 Colunas SP”

Porosidade total 0,673 + 0,004 0,67 £0,01

H (S-(-)-omeprazol) 7,1 +0,2 7,2+0,5

H (R-(+)-omeprazol) 9,3+0,2 9,3+0,6

b (S-(-)-omeprazol) 0,368 + 0,007 0,368 + 0,007
b (R-(+)-omeprazol) 0,45 +0,02 0,45 +0,02

" Colunas SP1, SP3, SP4, SP5, SP6, SPS e SP9.

A Figura 4.25 mostra os valores percentuais da recuperacdo do S-(-)-omeprazol
obtidos com o primeiro conjunto de dados. A linha horizontal representa a recuperagdo
obtida com o valor médio dos parametros de entrada. Pode-se observar que variagdes da
ordem de 1% na porosidade total (0,669-0,677) implicam em uma recuperacao na faixa de

51 a 100%. O valor médio dos dados forneceu uma recuperacao de 92 + 3%.

Os valores percentuais obtidos com o segundo conjunto de dados, sdo mostrados
na Figura 4.26. Neste caso, a recuperacdo do enantiomero de interesse variou de 10 a 100%
quando consideradas variagcdes da ordem de 3% na porosidade total (0,66-0,68). A

recuperacao média foi de 78 £ 10%.
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Diante disso, pode-se verificar que pequenas variacdes na porosidade total afetam

significativamente a recuperagdo do produto.
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Figura 4.25: Recuperagdo do enantiomero S-(-)-omeprazol considerando variagdes de 1%

na porosidade total.
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Figura 4.26: Recuperacdo do enantidmero S-(-)-omeprazol considerando variagcdes de 3%

na porosidade total.
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44 AVALIACAO DOS COEFICIENTES DE DISPERSAO AXIAL E DE
TRANSFERENCIA DE MASSA

Nas Tabelas 4.6 e 4.7 sdo apresentados os valores do nimero de pratos (N ), em
diferentes temperaturas e vazdes da FM, para o TTBB (coluna SP5) e os enantidmeros do

omeprazol (coluna SP1), respectivamente.

Tabela 4.6: Numero de pratos em diferentes temperaturas e vazdes da

FM para o TTBB.
Q (mL/min) Temperatura (°C)
25 35 50
1,0 3523 3722 4014
2,0 2798 2974 3205
3,0 2362 2397 2592
4,0 1986 2098 2160

Tabela 4.7: Nimero de pratos em diferentes temperaturas e vazdes para

os enantidmeros do omeprazol.

Q (mL/min) Temperatura (°C)
25 30 40 50
S-(-)-omeprazol
1,0 1764 1955 2961 3339
2,0 1328 1386 1898 2315
3,0 1077 1146 1505 1790
4,0 918 922 1135 1306
R-(+)-omeprazol
1,0 1060 1159 1842 2127
2,0 742 791 1075 1457
3,0 577 626 851 1117

4,0 483 513 654 806
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Pode-se observar um aumento nos valores de N com a elevagdo da temperatura a
uma vazdo da FM constante. No entanto, estes valores decrescem quando a temperatura é
mantida constante e a vazao da FM varia de 1,0 para 4,0 mL/min. Nos dois casos o tempo
de reten¢do diminuiu com o aumento da temperatura e da vazdo. No entanto, observou-se
um decréscimo mais acentuado na largura da base do pico quando a temperatura foi

mantida constante. O mesmo comportamento foi observado nas colunas SP5 e SP7.

As curvas de van Deemter para o TTBB, em diferentes temperaturas, sdo

mostradas na Figura 4.27.
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Figura 4.27: Grifico de van Deemter para o TTBB. Coluna SP5. Condi¢des experimentais:
C = 3,0 mg/mL; FM = metanol (100%); Vipjecio = 20 UL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mL/min; A
=254 nm.

Uma vez que o TTBB penetra rapidamente na FEQ, pode-se desprezar a influéncia
da transferéncia de massa. Isto significa que o coeficiente de transferéncia de massa (k,, )
apresenta uma elevada ordem de magnitude. Por outro lado, sabe-se também que o TTBB
nao € adsorvido na FEQ (H =0). Diante de tais consideragdes, os valores de HETP para o
TTBB devem ser constantes e independentes da velocidade superficial da FM. Desta forma,

o segundo termo da Equacao 2.19 € considerado igual a zero (WANG; CHING, 2002).

No entanto, as curvas de van Deemter para o TTBB apresentaram uma pequena

variagdo com o aumento da vazdo da fase moével, provavelmente ocasionada pelos efeitos
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de resisténcia a tranferéncia de massa. Neste caso, o segundo termo da Equacdo 2.19 nado

pode ser considerado igual a zero.
Na Tabela 4.8 sdo apresentados os valores do coeficiente de transferéncia de

massa para o TTBB.

Tabela 4.8: Coeficiente de transferéncia de massa para o TTBB.

25°C 35°C 40 °C 50 °C

K (min™) 336 + 11 352+ 12 343 £ 12 354 £ 10

Coluna SP5. Condigdes experimentais: C = 3,0 mg/mL; FM = metanol (100%); Vigjecso = 20 uL; Q = 1,0,
2,0, 3,0 € 4,0 mL/min; A = 254 nm.

As Figuras 4.28-31 mostram as curvas de van Deemter para os enantiomeros do

omeprazol em diferentes temperaturas.
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Figura 4.28: Gréfico de van Deemter para os enantidmeros do omeprazol. Coluna SP1.
Condigdes experimentais: C = 0,1 mg/mL; T = 25 °C; FM = metanol (100%); Vigjecao = 20
uL; Q=1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mL/min; A = 302 nm.
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Figura 4.29: Gréfico de van Deemter para os enantidmeros do omeprazol. Coluna SP1.

Condigdes experimentais: C = 0,1 mg/mL; T = 30 °C; FM = metanol (100%); Vigjecao = 20

puL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mL/min; A = 302 nm.
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Figura 4.30: Grifico de van Deemter para os enantiomeros do omeprazol. Coluna SPI.

Condigdes experimentais: C = 0,1 mg/mL; T = 40 °C; FM = metanol (100%); Vigjecao = 20

uL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mL/min; A = 302 nm.
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Figura 4.31: Grifico de van Deemter para os enantiomeros do omeprazol. Coluna SPI.
Condigdes experimentais: C = 0,1 mg/mL; T = 50 °C; FM = metanol (100%); Vigjecao = 20
uL; Q = 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mL/min; A = 302 nm.

Pode-se observar, em todas as figuras apresentadas, uma relacdo linear entre a
altura equivalente a um prato tedrico e a velocidade superficial da fase mével. O mesmo

comportamento foi observado nas colunas SP5 e SP7.

Os graficos também mostram a auséncia de um ponto de minimo nas curvas de
van Deemter, embora experimentos tenham sido realizados a vazdes inferiores a 1,0
mL/min (0,25 e 0,50 mL/min) na temperatura de 25 °C. Devido ao elevado tempo de
andlise e consumo de solvente nio foram realizadas injecdes utilizando vazdes inferiores a

0,25 mL/min.

A inexisténcia de um valor minimo no grafico HETP versus U indica que o termo
B da equacdo de van Deemter, o qual estd relacionado aos efeitos de difusdo molecular,
pode ser desprezado na faixa de vazdo analisada, e a eficiéncia da coluna € influenciada

apenas pelos efeitos de dispersdo axial e de transferéncia de massa.

Na Tabela 4.9 sao apresentados os valores dos coeficientes de dispersao axial e de

transferéncia de massa, para os enantidmeros do omeprazol, na coluna SP1.



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes 81

Tabela 4.9: Coeficientes de dispersao axial e de transferéncia de massa para os

enantidmeros do omeprazol.

25°C 30 °C 40 °C 50 °C

S-(-)-omeprazol

Di/u.10’ (cm®>min™)  5,0+0,2 4,1+0,5 2,0 +0,4 1,7+0,4
K (min™") 66 + 3 66 %5 65 %6 87 +6
R-(+)-omeprazol
Dy/u.10® (cm®*min™)  7,3+04 6,5+0,5 3,0+0,7 2,4+0,8
Kk (min™) 25+1 28 + 1 31+3 47 +3

Coluna SP1. CondigGes experimentais: C = 0,1 mg/mL; FM = metanol (100%); Vigjecso = 20 UL; Q = 1,0,
2,0, 3,0 e 4,0 mL/min; A = 302 nm.

Como substancias quirais apresentam propriedades fisico-quimicas idénticas e a
dispersdo axial em separacdes enantioméricas é determinada pela vazao e nao pela difusao
molecular, tal coeficiente de dispersdo deveria ser aproximadamente o mesmo para os dois
enantidmeros (DUAN; CHING; SWARUP, 1998; WANG; CHING, 2002). No entanto, a
Tabela 4.9 mostra uma variacdo deste coeficiente entre os enantidomeros estudados neste
trabalho. Alguns autores atribuiram esse comportamento a erros experimentais (DUAN;
CHING; SWARUP, 1998; WANG; CHING, 2002) e outros autores a distribuicdo do
tamanho de particula da FEQ e a irregularidade das mesmas (JACOBSON; SEIDEL-
MORGENSTERN; GUIOCHON, 1993).

Os valores de k,, diferem para cada enantidmero provavelmente devido a cinética

do processo de adsor¢do-dessor¢do. Os valores mais elevados foram apresentados pelo
enantidmero S-(-). Resultados similares foram encontrados por DUAN; CHING;

SWARUP, 1998 e WANG; CHING, 2002.

A Tabela 4.10 mostra, para efeitos comparativos, os valores dos coeficientes de
dispersdo axial e de transferéncia de massa global obtidos por ROSA (2005) no estudo da
separacdo cromatogrifica dos enantidmeros do omeprazol na FEQ (0O,0O’bis[4-terc-

butilbenzoil]-N,N’-dialil-L-tartardiamida) (Kromasil® CHI-TBB). Os valores de D, e ki,

sdo inferiores aos valores encontrados neste trabalho, o que indica que a coluna baseada em
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tartardiamida tem uma menor influéncia da dispersdo axial sobre o perfil de elui¢do dos

enantidmeros € uma maior resisténcia a transferéncia de massa.

Tabela 4.10: Coeficientes de dispersdo axial e de transferéncia de massa para os

enantidmeros do omeprazol (ROSA, 2005).

20°C 25°C 30 °C 40 °C

S-(-)-omeprazol

Dy.10° (cm”.min™) 0.94u 0,85u 0,80u 0,60u

ki (min™) 13,66 15.21 17,15 21,03
R-(+)-omeprazol

Di.10° (cm”.min”™) 0,96u 0,89u 0,83u 0,62u

ki (min™) 9,35 12,16 14,31 17,83

4.5 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO TERMODINAMICO DA ADSORCAO

4.5.1 Constantes de Henry

As Figuras 4.32 e 4.33 exibem as constantes de Henry dos enantidomeros em

funcdo da temperatura, obtidas na coluna SP7.

Os resultados mostraram um decréscimo nos valores de H com a elevacdo da
temperatura devido a uma aproximagdo das bandas cromatogrificas. O aumento da
temperatura diminui a viscosidade da fase mével, diminuindo assim os tempos de retencao
dos enantidmeros e a sua interacdo com a FEQ. O mesmo comportamento foi observado

nas colunas SP1 e SP5.

Nas Figuras 4.34 e 4.35 sdo apresentadas as constantes de Henry dos enantidmeros
menos (S-(-)-omeprazol) e mais retido (R-(+)-omeprazol), respectivamente, em cada
coluna. As barras verticais representam o intervalo de confianga do valor médio dessas

constantes calculadas pelo teste t.
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Figura 4.32: Constantes de Henry do S-(-)-omeprazol em fun¢do da temperatura e seus
respectivos intervalos de confianga. Coluna SP7. Condi¢des experimentais: Q = 3,0

mL/min; C = 0,1 mg/mL; FM = metanol (100%); Vinjecao = 20 uL; A = 302 nm.
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Figura 4.33: Constantes de Henry do R-(+)-omeprazol em fun¢do da temperatura e seus
respectivos intervalos de confianca. Coluna SP7. Condi¢des experimentais: Q = 3,0

mL/min; C = 0,1 mg/mL; FM = metanol (100%); Vigjecao = 20 uL; A = 302 nm.
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Figura 4.34: Constantes de Henry do S-(-)-omeprazol e seus respectivos intervalos de
confianca em cada coluna. Condicdes experimentais: T = 25 °C; Q = 3,0 mL/min; C = 0,1

mg/mL; FM = metanol (100%); Vipjecio = 20 uL; A = 302 nm.
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Figura 4.35: Constantes de Henry do R-(+)-omeprazol e seus respectivos intervalos de
confianca em cada coluna. Condicdes experimentais: T = 25 °C; Q = 3,0 mL/min; C = 0,1

mg/mL; FM = metanol (100%); Vipjecio = 20 uL; A = 302 nm.

Os resultados apresentados (Figuras 4.32 e 4.33), referentes a andlise das

constantes de Henry, seguem o mesmo raciocinio das porosidades ja discutido



Capitulo 4 — Resultados e Discussoes 85

anteriormente. As Figuras 4.34 e 4.35 mostram que apenas algumas colunas possuem

constantes de Henry estatisticamente equivalentes a 95% de confianga.

O teste F também foi realizado entre as variancias das constantes de Henry de cada
enantidmero, com o objetivo de avaliar se os erros experimentais cometidos na obtengdo
dessas constantes em cada coluna sao equivalentes ou nao. A andlise é mostrada nas

Figuras 4.36 e 4.37.
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Figura 4.36: Valores do teste F entre as variancias das constantes de Henry do enantidmero
menos retido de cada coluna. Condi¢des experimentais: T = 25 °C; Q = 3,0 mL/min; C =

3,0 mg/mL; FM = metanol (100%); Vipjecao = 20 uL; A = 302 nm.
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Figura 4.37: Valores do teste F entre as variancias das constantes de Henry do enantidmero
mais retido de cada coluna. Condi¢des experimentais: T = 25 °C; Q = 3,0 mL/min; C = 3,0

mg/mL; FM = metanol (100%); Vipjecio = 20 uL; A = 302 nm.
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Os resultados mostraram mais uma vez que erros cometidos ao determinar as
constantes de Henry sdo equivalentes entre cada uma das colunas, embora os valores das

constantes ndo sejam.

A Tabela 4.11 mostra as constantes de Henry determinadas a partir da porosidade

total e dos tempos de retenc@o dos enantidmeros e do TTBB, de acordo com a Equagao 3.4.

Tabela 4.11: Constantes de Henry.

Coluna H (S-(-)-omeprazol) H (R-(+)-omeprazol)
SP1 7,8+0,3 10,27 £ 0,07
SP2 4,21 £0,04 5,93 £ 0,04
SP3 6,3+0,5 8,7+0,6
SP4 7,3+0,1 9,2+0,2
SP5 6,9 +0,2 8,9+0,2
SP6 6,8+0,1 89+0,1
SP7 48+0,1 6,1 +£0,1
SP8 8,1+0,3 10,1 +04
SP9 7,1 £0,2 9,3+0,2

Condigdes experimentais: C = 0,1 mg/mL; T = 25 °C; FM = metanol (100%); Viyjecio
=20 uL; Q = 3,0 mL/min; A = 302 nm.

Os valores mais elevados para o R-(+)-omeprazol indicam uma maior afinidade da
fase estaciondria por esse enantidomero do que pelo enantidmero S-(-)-omeprazol. Além
disso, pequenas variacdes nas porosidades, devido ao método de empacotamento, implicam
em grandes variagdes das constantes de Henry, cujos valores variaram aproximadamente

100% entre algumas colunas.

4.5.2 Influéncia da temperatura

A Figura 4.38 mostra o perfil de eluicdo dos enantidmeros do omeprazol na coluna

SP1 em diferentes temperaturas e vazdes da fase movel.
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Figura 4.38: Perfil de eluicdo dos enantidmeros do omeprazol. Coluna SP1. Condicdes
experimentais: C = 0,1 mg/mL; FM = metanol (100%); Vinjecao = 20 uL; A = 302 nm. (a) Q
= 1,0 mL/min, (b) Q = 2,0 mL/min, (¢) Q = 3,0 mL/min e (d) Q = 4,0 mL/min.

Os parametros cromatograficos dos enantiomeros do omeprazol obtidos na coluna

SP1, em diferentes temperaturas e vazdes da FM, sao mostrados nas Tabelas 4.12-15.
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Tabela 4.12: Parametros cromatograficos a 1,0 mL/min.

T (°C) ks ke s a Ry
25 3,72 5,01 1,35 1,83 +£0,02
30 3,30 4,37 1,32 1,91 £ 0,03
40 3,27 4,25 1,30 1,96 + 0,03
50 2,71 3,22 1,19 1,59 £ 0,05

Tabela 4.13: Parametros cromatograficos a 2,0 mL/min.

T (°C) ks ke s a Ry
25 3,56 4,96 1,39 1,50 £ 0,02
30 3,26 4,28 1,31 1,63 +£ 0,05
40 2,94 3,55 1,22 1,75 £ 0,01
50 2,80 3,31 1,18 1,28 + 0,01

Tabela 4.14: Parametros cromatograficos a 3,0 mL/min.

T (°C) ks Ke(4) a R;
25 3,63 4,85 1,34 1,31 £ 0,01
30 3,32 4,31 1,30 1,33 + 0,01
40 2,67 3,46 1,30 1,55 + 0,05
50 2,65 3,15 1,19 1,17 = 0,02

Tabela 4.15: Parametros cromatograficos a 4,0 mL/min.

T (°C) ks Ke (4 a R;
25 3,67 4,80 1,31 1,16 £ 0,02
30 3,31 4,27 1,29 1,24 + 0,02
40 2,50 3,28 1,31 1,40 + 0,02
50 2,23 2,77 1,24 1,2+0,1
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O fator de separacdo diminuiu com a elevacdo da temperatura, a uma vazao
constante, devido a reducdo da viscosidade da FM e consequentemente a menor interagao
dos enantidmeros com a FEQ. De acordo com OKAMOTO; KAIDA (1994), a separagcdao
completa de enantidomeros em colunas quirais ocorre quando & = 1,20. Processos de
separacdo em leito mével simulado usualmente operam com fatores de separacdo entre 1,3

e 2,0 (SCHMIDT-TRAUB, 2005).

No entanto, o fator de separacdo nao engloba informagdes sobre a largura das
bandas. Neste caso, a resolucdo, parametro analitico calculado a partir da razdo entre a
distancia que separa os pontos maximos das bandas cromatograficas e a média das larguras
de suas respectivas bases, deve ser levada em consideracdo para avaliar a separacdo dos

enantidomeros.

De acordo com os valores apresentados nas Tabelas 4.12-15, pode-se observar que
Rg diminuiu com o aumento da vazdo de FM e apresentou valores entre 1,16 e 1,96.
Segundo COLLINS (2006), quando R¢=I, as duas bandas sdo razoavelmente separados
com somente 2% de superposi¢ao. Maiores valores de resolu¢dao indicam melhor separacao:
R =1,25 € suficiente para fins quantitativos e Rg>1,5 indica separacdo completa. Além
disso, Ry apresentou um valor méximo a 40 °C em todas as vazdes. Resultados similares

de méxima resolucdo foram encontrados por PETER; VEKES; ARMSTRONG (2002) e
ZHAOQ; PRITTS (2007). ZHAO; PRITTS (2007) atribuiram tal comportamento a diferente
influéncia da temperatura sobre os tipos de interacdes existentes entre os enantidmeros e a

FEQ.
Na Tabela 4.16 sdo apresentados os valores de & e Ry, reportados na literatura,
referentes a separacdo enantiomérica do omeprazol.

As Figuras 4.39 e 4.40 mostram a influéncia da temperatura sobre os fatores de
retencdo e separacdo dos enantidmeros do omeprazol na coluna SPI1, reportados pelo

grafico de van’t Hoff.
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Tabela 4.16: Parametros cromatograficos

enantiomérica do omeprazol.

encontrados na literatura referentes a separacdo

Literatura Coluna a R,
BALMER; PERSSON; LAGERSTROM (1994) Chiralpak AD (25 x 0,46 cm D.1.) 1,81° NF
BONATO et al. (2002) Chiralpak AD (25 x 0,46 cm D.I.) 1,59b NF
1,47° 3,18
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
CASS; DEGANI; CASSIANO (2000) amilose (APS-Hypersil 5pm, 120A) 1,46 1,38
(15x0,46 cmD.I.)
2,01° 4,18
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
COIMBRA (2007) amilose (APS-Nucleosil 7pm, 1,60 2,39
500A) (15x 0,46 cm D.1.)
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
DEGANTI (2001) amilose (APS-Hypersil 5um, 120A)  1,67¢ 3,73
(15x0,46 cm D.I.)
DEL NOZAL et al. (2004) Chiralpak AD (25 x 0,46 cm D.1.) 2,85h 11,40
Trisfenilcarbamoilcelulose (10 x i
ERLANDSSON et al. (1990) 021 cm D.I) 1,30 0,69
ROSA (2005) Kromasil CHIi;FIIB;B 25x1,0cm 131 4.49
TORIBIO et al. (2006) Chiralpak AD (25 x 0,46 cm D.I.) NF* 9,9
WEI: SHEN: CHEN (2006) Trisfenilcarbamato de celulose (20 1. 49! 1.97

x 0,46 cm D.I.)

NF = ndo fornecido. "FM = Hexano-Etanol (80:20 v/v); °FM = Hexano-Etanol (40:60 v/v); ‘FM = Hexano-

Etanol (70:30 v/v); FM = Acetonitrila-Agua (70:30 v/v); “FM = Etanol-Metanol (10:290 v/v); 'FM = Hexano-

Etanol (90:10 v/v); 8FM = Hexano-Etanol (80:20 v/v); "EM = CO, supercritico-35% Metanol; 'FM = Hexano-2-

Propanol-Dietilamina (80:20:0,1 v/v/v); FM = Hexano-2-Propanol-Trietilamina—Acido acético (92:8:1,5:0,5
vIVIVIV);, KFM = CO, supercritico-30% Metanol; 'FM = Hexano-Etanol (80:20 v/v).
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Figura 4.39: Gréfico semi-logaritmico do fator de reten¢do em funcdo da temperatura.
Coluna SP1. C = 0,1 mg/mL; T = 25, 30, 40 e 50 °C; FM = metanol (100%); Vigjecio = 20
uL; A =302 nm.
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Figura 4.40: Grifico semi-logaritmico do fator de separacdo em funcdo da temperatura.
Coluna SP1. C = 0,1 mg/mL; T = 25, 30, 40 e 50 °C; FM = metanol (100%); Vinjecio = 20
uL; A =302 nm.
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Os graficos de van’t Hoff apresentaram um comportamento linear entre o
logaritmo natural dos fatores de retencdo e separagdo e o inverso da temperatura. Tal
comportamento demonstra que a FEQ nao sofre mudangas de conformacao no intervalo de

temperatura considerado. Neste caso, 0 mecanismo de reconhecimento quiral nao é afetado

pelo aumento da temperatura e os pardmetros termodinimicos AH * e AAH® o
independentes da mesma (BOOTH; WAINER, 1996; COLE; DORSEY, 1992; GOSSENS
et al., 2004; PETER et al., 1998; ROJKOVICOVA et al., 2004; WANG et al., 2002;
ZABKA; RODRIGUES, 2007). Além disso, os fatores de retencdo e separacdo dos
enantiomeros decresceram com o aumento da temperatura da coluna. Tal comportamento
pode ser atribuido ao fato de que os enantidmeros, em nivel molecular, t€m uma menor
interacdo com a FEQ com a elevagao da temperatura e por isso migram mais rapido através
da coluna (CABUSAS, 1998; ZABKA; RODRIGUES, 2007). Resultados similares foram
obtidos com as colunas SP5 e SP7.0s valores de AH e AS° (coluna SP1), determinados

da inclinagdo e intersecdo do gréfico Ik versus 1/T , e os valores de A(AH®) e AAS®),

determinados da inclinag@o e intersecdo do grafico Ina versus 1/T , sdo apresentados na

Tabela 4.17.

Tabela 4.17: Parametros termodinamicos (Coluna SP1).

- AS AH R AAS AAH R
(J.mol'K™) (kJ.mol™) (J.mol'K™) (kJ.mol™)
S-(-) 36+4 16+ 1 0,83
4+1 -1,9+04 0,57
R-(+) 40+3 -17,8+£0,9 0,92

* A
E = enantiOmero.

Os valores negativos de AH° indicam que é energeticamente mais favordvel o
soluto estar adsorvido na FEQ do que em solugdo. (PETER et al., 1998; PETER; VEKES;
ARMSTRONG, 2002; TORIBIO et al., 2006). Além disso, o valor deste parametro foi
maior para o enantiomero R-(+) devido a sua maior interacio com a FEQ. O mesmo
comportamento para o enantidémero mais retido foi observado por outros autores (PETER et

al., 1998; PETER; VEKES; ARMSTRONG, 2002; ZABKA; RODRIGUES, 2007).
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A variagdo de entropia estd relacionada a variacdes de ordem-desordem de um

sistema. Quanto mais randomico for o sistema, maior a sua entropia. Portanto, os valores

. [ . ‘A .
negativos de AS~ indicam que os enantidmeros do omeprazol encontram-se mais

ordenados no estado adsorvido do que em solugdo.

A temperatura isoenantioseletiva foi 187 °C. Nesta temperatura nao ocorre
separacdo enantiomérica, os termos entdlpicos e entrdpicos sdo balanceados (& =1 e
A(AGO ) =0) e hd inversao na ordem de elui¢dao dos enantidmeros. No entanto, como todos

os experimentos foram realizados em temperaturas inferiores a temperatura

isoenantiosseletiva, ndo houve inversdo na ordem de eluicdo e o processo de separacdo é

controlado por efeitos entdlpicos, o que corrobora os valores de A(AH 0) encontrados.

4.5.3 Influéncia da concentracao de soluto

A Figura 4.41 mostra a curva da derivada do perfil de eluicdo e a curva de ruptura

da frente de adsor¢do obtida para a mistura racémica com concentragdo igual a 2,0 mg/mL.

0,5
— Curva de ruptura

0,4 - Curva da derivada

0,3 -
-]
<

0,2 A

0,1 A

0,0

8 9 10 11 12 13 14 15 16

Tempo (min)
Figura 4.41: Curva da derivada do perfil de eluicdo e curva de ruptura da frente de
adsor¢do. Coluna SP6. Condig¢des experimentais: C = 2,0 mg/mL; T =25 °C; FM = metanol
(100%); Q = 2,0 mL/min; A = 350 nm.
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O primeiro e o segundo ponto de maximo da curva da derivada correspondem,

respectivamente, aos volumes de reten¢ao da primeira e segunda frente da curva de ruptura.

O ponto de minimo da curva da derivada corresponde a concentragdo do
enantidmero menos retido no platd intermedidrio. Durante a formacao desse platd, apenas o
enantidmero menos retido € detectado pelo sistema de andlise. Tal fato pode ser
comprovado pela Figura 4.42 que mostra as fracdes coletadas minuto a minuto, durante a

eluicdo dos enantidmeros na etapa de adsorc¢ao da curva de ruptura.

0,25
—— S-(-)-omeprazol

0,20 -| |- - - -R-(-)-omeprazol

0,15 -
)
<

0,10 -

0,05 -

0,00 =

10 11 12 13 14 15 16 17

Tempo (min)

Figura 4.42: Fragdes coletadas. Coluna SP6. Condi¢des experimentais: T = 25 °C; FM =
metanol (100%); Vinjecio = 20 UL; Q = 2,0 mL/min; A = 302 nm.

Concentragdes superiores a 4,0 mg/mL n3ao foram injetadas na coluna
cromatogréfica devido a falta de detec¢do do platod intermedidrio decorrente do efeito de
sobrecarga. Comportamento semelhante foi observado por ARNELL; FORSSEN;
FORNSTEDT (2005) e KOSTOVA; BART (2008).

A Figura 4.43 mostra o gréafico de Scatchard (¢/c versus g ) dos enantidbmeros do

omeprazol. Dado a sua linearidade, o modelo de Langmuir foi diretamente correlacionado

aos dados experimentais.
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Figura 4.43: Grifico de Scatchard dos enantiomeros do omeprazol.

As isotermas de adsor¢@o dos enantiomeros do omeprazol a 25 °C, apresentadas na
Figura 4.44, foram analisadas e validadas de acordo com a metodologia proposta por
GRITTI; GUIOCHON (2005). O mesmo procedimento foi utilizado por CHERRAK;
KHATTABI; GUIOCHON, (2000) e SAMUELSSON; SAJONZ; FORNSTEDT (2008).
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Figura 4.44: Isotermas de adsor¢do dos enantidmeros do omeprazol obtidas pelo método
da anélise frontal. Coluna SP6; C = 1,0, 2,0 3,0 e 4,0 mg/mL; T = 25 °C; FM = metanol
(100%); Q = 2,0 mL/min; A = 350 nm.
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Os parametros do modelo de Langmuir, constantes de equilibrio (a e b) e

capacidade de saturag@o da fase estaciondria ( ¢, ), estdo apresentados na Tabela 4.18.

Tabela 4.18: Parametros do modelo de Langmuir.

a b (mL/mg) ¢ (mg/mL) R’

S-(-)-omeprazol 2,33 +0,08 0,368 +0,007 6,33 +0,08 1,00
R-(+)-omeprazol 29+0,2 0,45 +0,02 6,4+0,2 1,00

A capacidade de saturagdo da FEQ sintetizada e utilizada neste trabalho ¢é
relativamente inferior a capacidade de saturacdo da mesma FEQ comercial Chiralpak AD,
conforme dados reportados na literatura (23,60-177,90 g/L) (MIHLBACHLER et al.,
2002b, 2006; MIHLBACHLER; SEIDEL-MORGENSTERN; GUIOCHON, 2004;
RIBEIRO et al., 2008; ZABKA; RODRIGUES, 2008). A diferenca entre os valores de ¢q_,

obtidos nesse trabalho e os reportados na literatura, estd provavelmente relacionada a
derivacdo dos grupos hidroxila da amilose e a obtencdo de um derivado de uréia, durante a
reacdo de sintese do carbamato, e ao processo de recobrimento do suporte cromatografico

(particulas agregadas e obstrucdo dos poros), conforme discutido em secdes anteriores.

4.6 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DISCRIMINACAO QUIRAL DA FASE
ESTACIONARIA EM FUNCAO DO TEMPO DE UTILIZACAO DA COLUNA

Os valores dos pardmetros cromatograficos, R, € «, obtidos apds consecutivas

injecdes do TTBB e da mistura racémica na coluna SP5 sdo apresentados na Tabela 4.19.

Tabela 4.19: Parametros cromatograficos.

P1 P2 P3 P4
Rg 1,02 0,97 0,72 -
a 1,25 1,23 1,16 1,12

C=0,1 mg/mL; T = 25 °C; FM = metanol (100%); Vipjeczo = 20 UL; Q
= 4,0 mL/min; A = 302 nm.
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Pode-se observar um decréscimo na resolu¢do e no fator de separacdo apds um
determinado tempo de uso da coluna cromatografica. A diminui¢do da capacidade de
discriminacdo quiral da fase estaciondria pode ser atribuida, provavelmente, a perda de

seletor quiral, o qual estd apenas adsorvido fisicamente sobre as particulas de silica.

Os perfis de eluicio dos enantidmeros referentes a P1, P2, P3 e P4 sdo

apresentados na Figura 4.45.

0,018
—P1
—P2
—P3
0,012 - —P4
=)
<
0,006 -
0,000 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (min)

Figura 4.45: Perfis de elui¢do dos enantiomeros do omeprazol referentes a P1, P2, P3 e P4.
Coluna SP5. Condig¢des experimentais: C = 0,1 mg/mL; T = 25 °C; FM = metanol (100%);
Vinjecao = 20 uL; Q = 4,0 mL/min; A = 302 nm.

Pode-se observar um aumento no tempo de retencdo provavelmente devido a
interacdes ndo especificas entre os enantidmeros do omeprazol e o polissacarideo nao

reagido e/ou a superficie da silica ndo recoberta durante o processo de recobrimento.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

No presente estudo, alcangou-se o objetivo inicialmente proposto referente a
sintese da fase estaciondria quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose visando
avaliar o aumento de escala, a partir de uma metodologia definida em escala analitica, e a

separacdo enantiomérica do farmaco omeprazol em escala preparativa.

5.1 CONCLUSOES

De acordo com os resultados mostrados no Capitulo 4, o derivado de
polissacarideo apresentou substitui¢des quase completas dos grupos hidroxila e absorcoes
na regido do infravermelho préximas a 1720 cm™ de forte intensidade, sendo estas,
absor¢cOes caracteristicas para a presenca de de grupamentos carbonilicos (C=0). Foi
possivel também observar a presenca de absor¢cdes em 1220 cm™, referente ao estiramento
da ligacdo C-N e em 3294 cm™ referente 3 deformacfo axial da ligacdo N-H. As bandas
proximas a 1643 e 1562 cm’! foram atribuidas, respectivamente, a carbonila do derivado de
uréia e a deformacao angular da ligacdo N-H. A espectroscopia corroborou o resultado da
andlise elementar pela auséncia de absor¢cao préxima a 3417 cm” referente aos grupos

hidroxila inicialmente presentes no espectro da amilose.

A andlise das particulas de silica e da FEQ, por espalhamento de laser, forneceram
um didmetro médio de particula igual 9 e 17 wm, respectivamente. A microscopia
eletrOnica de varredura mostrou o recobrimento da superficie das particulas da silica pelo

carbamato e a esfericidade e uniformidade das mesmas.
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O teste t mostrou que para uma mesma coluna, nem todas as porosidades obtidas
em diferentes vazdes e temperaturas sdao estatisticamente equivalentes considerando um
nivel de significancia de 95%. Tal dispersdo pode ser atribuida a erros experimentais
decorrentes do método de determinacdo da porosidade total. O mesmo comportamento foi
observado entre as porosidades de cada coluna, ou seja, apenas algumas apresentaram
valores equivalentes, em um nivel de confianca de 95%. Neste caso, a variabilidade dos
dados foi atribuida ao método de empacotamento uma vez que as condi¢des experimentais

utilizadas no processo foram as mesmas para as nove colunas.

Os resultados dos testes estatisticos baseados na andlise da variancia (teste F)
mostraram que, com 95% de confiabilidade, as variancias das porosidades obtidas em cada
vazdo e temperatura foram equivalentes, ou seja, os erros cometidos na determinagdo da
porosidade, nas diferentes vazdes e temperaturas estudadas, foram os mesmos. Os erros
relacionados ao processo de empacotamento também apresentaram a mesma variabilidade,
em um nivel de significancia de 95%, o que significa que os erros cometidos ao empacotar
cada coluna sdo os mesmos durante todo o processo, embora as porosidades ndo sejam

equivalentes.

A recuperacdo do enantidmero de interesse, S-(-)-omeprazol, € significativamente
influenciada pela porosidade total. Variacdes da ordem de 1 e 3% nos valores implicam em

uma recuperacgdo de 51-100% e de 10-100%, respectivamente.

Os graficos de van Deemter mostraram uma relagdo linear entre a altura
equivalente a um prato e a velocidade superficial da fase movel. A inexisténcia de um valor
minimo no grafico demonstrou que os efeitos de difusdo molecular podem ser desprezados
e a eficiéncia da coluna € influenciada apenas pelos efeitos de dispersdo axial e de

transferéncia de massa. A diferenca nos valores de k, para cada enantidmero pode ser

atribuida a diferente cinética do processo de adsorcao-dessorcdo. Valores mais elevados

foram apresentados pelo enantidmero S-(-).

Os valores da constante de Henry diminuiram com a elevagdo da temperatura
devido a uma aproximacao dos picos cromatograficos. O aumento da temperatura diminui a
viscosidade da fase movel e consequentemente os tempos de reten¢do dos enantidmeros e a
sua interagdo com a FEQ. Valores mais elevados para o R-(+)-omeprazol indicam uma

maior afinidade da fase estaciondria por esse enantidmero do que pelo enantidmero S-(-)-.
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O teste t, aplicado entre as variancias das constantes de Henry de cada coluna, também
mostrou que apenas algumas colunas possuem constantes de Henry estatisticamente

equivalentes, considerando uma confiabilidade de 95%.

Os parametros cromatograficos, fator de separacdo e resolucdo, apresentaram
valores entre 1,18 e 1,39 e 1,16 e 1,96, respectivamente. Observou-se um decréscimo
nesses parametros apds um determinado tempo de uso da coluna cromatografica. A
diminui¢do da capacidade de discriminacdo quiral da fase estaciondria pode ser atribuida a
perda de seletor quiral, o qual estd apenas adsorvido fisicamente sobre as particulas de
silica. Também observou-se um aumento no tempo de retencdo dos enantidmeros
provavelmente devido a interagdes nao especificas com o polissacarideo ndo reagido e/ou a

superficie da silica ndo recoberta durante o processo de recobrimento.

Os valores negativos de AH° indicam que é energeticamente mais favordvel o
soluto estar na adsorvido na FEQ do que em solucdo. Além disso, o valor deste parametro

foi maior para o enantidmero R-(+) devido a sua maior interacdo com a FEQ. Os valores

negativos de AS° indicam que os enantidmeros do omeprazol encontram-se mais

ordenados no estado adsorvido do que em solucao.

No intervalo de concentra¢do analisado, o modelo de isoterma de Langmuir foi
bem correlacionado aos dados experimentais de equilibrio. A capacidade de saturacdo da
fase estaciondria sintetizada neste trabalho € relativamente inferior a capacidade da mesma
fase disponivel comercialmente. A diferenca estd provavelmente relacionada a derivagao
dos grupos hidroxila da amilose e a obtenc@o de um derivado de uréia, durante a reagao de

sintese do carbamato, e ao processo de recobrimento.

5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante das conclusdes obtidas, propdem-se algumas sugestdes para a continuidade

deste trabalho. Sdo elas:

= Avaliagdo das varidveis de operacdo durante a etapa de sintese do derivado de
polissacarideo, como controle de temperatura e utilizacio de um FT-IR em

linha;
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Avaliacdo do método de recobrimento e de outras silicas como suporte

cromatografico;

Avaliagdo de outros métodos de empacotamento, como compressdo axial e
vacuo;
Avaliacdo da varidvel de desempenho recuperagdo em um processo preparativo

em batelada com sistema de reciclo;

Estudo da separacio dos enantiomeros do omeprazol em sistemas

cromatograficos continuos.
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