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RESUMO —O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento termodindmico
da adsorcao dos enantidmeros do omeprazol na fase estacionaria quiral tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose, sintetizada em larga escala a partir de uma
metodologia definida em escala analitica. Para avaliar as constantes de Henry e os
parametros termodindmicos foram realizados experimentos de pulsos
cromatograficos com solugdes do tragador e da mistura racémica em diferentes
temperaturas e vazdes da fase movel. As isotermas de adsor¢ao foram determinadas
das curvas de ruptura obtidas com solugdes da mistura racémica em diferentes
concentragdes. As constantes de Henry diminuiram com a elevacdo da temperatura
devido a uma aproximagdo dos picos cromatograficos. Valores negativos das
variagdes de entalpia e entropia indicaram que ¢ energeticamente mais favoravel o
soluto estar na adsorvido na fase estacionaria do que em solucdo e que os
enantidmeros encontram-se mais ordenados no estado adsorvido, respectivamente.
No intervalo de concentragdo analisado, o modelo de isoterma de Langmuir foi bem
correlacionado aos dados experimentais de equilibrio. A capacidade de saturagao da
fase estaciondria sintetizada ¢ relativamente inferior a capacidade da mesma fase
disponivel comercialmente. A diferenca estd provavelmente relacionada a
derivacao dos grupos hidroxila da amilose e a obtengdo de um derivado de uréia,
durante a reagao de sintese do carbamato, e ao processo de recobrimento.

1. INTRODUCAO

Devido a incontestavel influéncia do estereoisomerismo sobre as propriedades fisico-
quimicas, cinéticas e dinamicas de farmacos quirais (Noél et al., 2004), autoridades
governamentais que regularizam a produgdo, o registro e a distribuicdo de medicamentos,
como o Food and Drug Administration nos Estados Unidos e 6rgao similar no Canada, t€ém
destacado a importancia do planejamento e sintese de novos produtos farmacéuticos na forma
de enantiomeros puros.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ¢ a técnica mais utilizada na
determinagdo do excesso ou pureza enantiomérica da matéria-prima e de formulagdes
farmacéuticas comercializadas como enantiomeros puros (Bonato ez al., 2005).
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Neste caso, a retengdo do soluto esta relacionada a razdo dos tempos que as moléculas
ficam na fase estaciondria, g, € na fase movel, #,, (Collins, 2006).

k:(tR_tM) (1)

Iy

O fator de separacao, «, ¢ dado por (Cabusas, 1998):

_ K
a )

onde krx e ks sdo os fatores de retencdo dos enantiomeros mais € menos retido,
respectivamente.

Uma vez que o fator de retencdo estd diretamente relacionado a constante de equilibrio
(K), tem-se pela relagio da energia livre de Gibbs (4G”):

AG = —RTInK = —RTln(ﬁJ 3)
@

onde R ¢ a constante universal dos gases, 7 ¢ a temperatura absoluta e ¢ ¢ a razdo de fases
(er(1-&r), er=porosidade total).

Os valores de AH’ (variagdo de entalpia) e A8’ (variacdo de entropia), de ambos
enantidmeros, sdo determinados utilizando-se a equacao de van’t Hoff (Weng ef al., 2005).

AS
—+1
+ 2 +Ing (4)

Considerando A(AG") a diferenca entre a variacio da energia livre de Gibbs da intera¢io
dos dois enantidmeros com a fase estacionaria quiral, tem-se que:

o = p{ﬂ@} 5)

RT

Aplicando Gibbs-Helmholtz (AG’=AH-TAS") na Equacio 5 (Cabusas, 1998):

Rlnarg =A?H—O)+A(ASO) (6)

sendo A(4AH") e A(AS°) as diferencas de entalpia e entropia das interacdes dos enantidmeros R
e S com a fase estacionaria, respectivamente.

A temperatura na qual nfo ha resolu¢do enantiomérica (Ags(AG°)=0) é denominada
temperatura isoenantioseletiva (7).
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A (AH")

s0 = m (7)
RS

As condi¢des 6timas de operagdo e desenvolvimento de uma separacdo em CLAE
podem ser determinadas a partir de céalculos computacionais. No entanto, estes calculos
requerem um conhecimento prévio sobre a cinética e a termodindmica dos processos
cromatograficos. A cinética ¢ caracterizada pela transferéncia de massa na coluna e a
termodinamica pelas isotermas dos componentes da alimentacao (Gritti ¢ Guiochon, 2003).

O modelo de isoterma de Langmuir (Equacdo 8) ¢ o mais comumente utilizado para
analisar isotermas de equilibrio ndo-lineares (Fornstedt et al., 1999).

_ a4 :biqsci
1+b,¢c; 1+b; c

q; 3)

onde, b, ¢ a constante de equilibrio de adsor¢do, relacionada a energia de adsor¢do, g,
(=a,/b,) é a capacidade de saturagdo do adsorvente € @, (=g¢,b;) é o coeficiente de

distribuicao, também chamado de constante de Henry em baixas concentragdes de soluto
(a,=H, =dg [dc]_,).

A andlise frontal é o método dindmico mais utilizado para determinar as isotermas de
adsor¢ao devido a sua precisdo e simplicidade (Felinger ef al., 2003). O método refere-se a
determinagdo de isotermas a partir das curvas de ruptura (Seidel-Morgenstern, 2004). Pode
ser realizado pelo método do pulso ou pelo método de degraus consecutivos (Sun et al.,
2001).

No primeiro método, a curva de ruptura para uma mistura binaria exibe um plato
intermediario na etapa de adsor¢do e dessorc¢do, cuja largura diminui com o aumento da
concentracdo dos dois componentes na fase movel (Sun et al., 2001). Os dados experimentais
para a determinagdo das isotermas podem ser obtidos da etapa de adsor¢do ou dessor¢do da
curva de ruptura, segundo as Equagdes 9 e 10. A concentragdao de cada componente adsorvido
na superficie do adsorvente ¢ determinada do volume de retencdo das duas frentes da curva e
da composicao de cada componente nos platos intermediarios (Cherrak et al., 2000).

g, = (Vz -V )(ci,h —Cia )_ (Vz Vi as Xci,pi - ci,a) )
Vll
g, = (Vz -V )(ci,b “Cia ) _V(Vz Vs Xci,pi “Cia ) (10)

a

onde V, ¢ o volume de reten¢do da segunda frente da curva de ruptura nas etapas de adsorc¢ao
e dessorcao; V), o volume morto da coluna; V; .4, 0 volume de retengdo da primeira frente da
curva de ruptura na etapa de adsor¢do; V,, € o volume de adsorvente; V; .4, 0 volume de
retencao da primeira frente da curva de ruptura na etapa de dessor¢do; ¢;5 a concentracao do
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componente i na segunda frente da curva de ruptura, ¢;, a concentracdo do componente i na
alimentacdo em t(0 e c;,;, a concentragdo do componente i no platd intermediario.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento
termodindmico da adsor¢ao dos enantiomeros do omeprazol na fase estacionaria quiral
tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose, sintetizada em larga escala a partir de uma
metodologia definida em escala analitica.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

A mistura racémica da farmaco omeprazol (OMP) foi doada pela Cristalia Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda (Itapira, Sao Paulo).

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo liquido de alta
eficiéncia (Waters, modelo 2487), composto por duas bombas (modelo 1525) e detector de
absorvancia no ultravioleta-visivel (UV-vis). Os perfis de elui¢do foram registrados pelo
software Breeze. Os materiais e solventes utilizados nas analises foram: metanol (J.T. Baker,
EUA), 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno (TTBB) (Aldrich, EUA) e nove colunas cromatograficas
semipreparativas (SP) (25 x 1,0 cm D.I.) contendo a fase estacionaria quiral (FEQ) tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose.

2.2. Procedimento Experimental

A colunas cromatograficas, contendo a FEQ tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose,
adsorvida fisicamente em particulas de silica Luna NH,, foram confeccionadas por Freitas
(2009), de acordo com a metodologia descrita em Matlin et al. (1994).

Constantes de Henry (H): As constantes de Henry foram determinadas utilizando-se a
Equagdo 11 (Kostova e Bart, 2007).

H:(’R‘fMj & _k (11)
ty l-& o

A porosidade total ((tempo de retencdo do componente ndo retido x vazdo da fase
movel)/volume da coluna) foi determinada por experimentos de pulsos cromatograficos com
o 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno (TTBB). Foram realizadas inje¢des de 20 uL (3,0 mg/mL) e as
respostas dos pulsos monitoradas no comprimento de onda de 254 nm.

Influéncia da temperatura: A resolugao (Rs) e os fatores de separacao (@) e retengao (k)
foram avaliados em func¢do da temperatura e vazdo da FM e calculados pelo software do
equipamento.

Os pardmetros termodinamicos AH’ ¢ AS” foram determinados através da Equagdo 4.
A(AH') e A(AS°) foram obtidos da Equacio 6.



AN COBEQ2012

» ¥I¥ CONGRESS0 BRASILEIRO DE 09 a 12 de Se*embm’de 2012
EMGEMHARTA QUIMICA Buzios, RJ

Influéncia da concentracao de soluto: As isotermas de adsor¢ao foram determinadas das
curvas de ruptura obtidas com solugdes da mistura racémica de concentragdes (C) iguais a
1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mg/mL na coluna SP6.

As condi¢des cromatograficas, comprimento de onda (A1), temperatura (7) e vazao (Q)
de fase movel, utilizadas no experimento foram 350 nm, 25 °C e 2,0 mL/min,
respectivamente. Como fase movel utilizou-se metanol (100%). Devido a extrapolacdo do
limite de deteccdo do sistema cromatografico, o comprimento de onda foi alterado de 302 nm
para 350 nm.

Os dados experimentais de equilibrio foram obtidos da frente de adsor¢ao de cada curva
de ruptura e correlacionados ao modelo de Langmuir. A concentragdo do enantidomero menos
retido no platd intermediario foi determinada da curva de calibragdo do detector UV-vis e os
volumes de reteng¢ao dos pontos de inflexao da curva de ruptura.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 mostra as constantes de Henry determinadas a partir da porosidade total e
dos tempos de retengdo dos enantiomeros ¢ do TTBB.

Tabela 1 - Constantes de Henry
Coluna H (S-(-)-OMP) H (R-(+)-OMP) Coluna H (S-(-)-OMP) H (R-(+)-OMP)

SP1 7.8+03 10,27 £0,07  SP6 6,8+0,1 8,9+ 0,09
SP2  421+0,04 593+004  SP7 48+0,1 6,1 +0,1

SP3 6,3+0.5 8,7+ 0,6 SP8 8,1+03 10,1 0,4
SP4 73+0,1 92 +0,2 SP9 7,1+02 93+0,2

SP5 6,9+0,2 8,940,

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

Os valores mais elevados para o enantiomero mais retido, R-(+)-omeprazol, indicam
uma maior afinidade da fase estaciondria por esse enantidmero do que pelo enantiomero S-(-)-
omeprazol. As varia¢des das constantes de Henry, cujos valores variaram aproximadamente
100% entre algumas colunas, se deve a pequenas varia¢des nas porosidades devido ao método
de empacotamento (Freitas, 2009).

As Figuras 3 e 4 mostram a influéncia da temperatura sobre os fatores de retencdo e
separacao dos enantiomeros do omeprazol na coluna SP1, reportados pelo grafico de van’t
Hoff. Os graficos apresentaram um comportamento linear o que demonstra que a FEQ nao
sofre mudancas de conformagdao no intervalo de temperatura considerado. Neste caso, o
mecanismo de reconhecimento quiral ndo ¢ afetado pelo aumento da temperatura e os
pardmetros termodindmicos AH’ e A(AH’) sdo independentes da mesma (Gossens et al., 2004;
Rojkovicova et al., 2004). Além disso, os fatores de retencdo e separagdo dos enantiomeros
decresceram com o aumento da temperatura. Tal comportamento pode ser atribuido ao fato de
que os enantidmeros, em nivel molecular, ttm uma menor interacdo com a FEQ com a
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elevagdo da temperatura e por isso migram mais rapido através da coluna (Zabka e Rodrigues,
2007). Resultados similares foram obtidos com as colunas SP5 e SP7 (Freitas, 2009).
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Figura 3 - Gréfico semi-logaritmico do fator de retencao em fun¢@o da temperatura.
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Figura 4 - Gréfico semi-logaritmico do fator de separacdo em fun¢do da temperatura.
Os valores de AH’, AS’, A(AH") eA(AS”) sdo apresentados na Tabela 2. Os valores
negativos de AH’ indicam que ¢é energeticamente mais favoravel o soluto estar na adsorvido
na FEQ do que em solugdo. Além disso, o valor deste pardmetro foi maior para o enantidmero

R-(+) devido a sua maior interacdo com a FEQ. O mesmo comportamento para o enantiomero
mais retido foi observado por outros autores (Péter et al., 2002).

Tabela 2 - Parametros termodindmicos

Enantiémero S-(-)-OMP  R-(+)-OMP

AS (J.mol'K™) 36+4 4043
AH (kJ.mol ™) -16+ 1 -17,8 £ 0,9
R’ 0,83 0,92
AAS (J.mol'K™") 4+1
AAH (kJ.mol ™) -1,9+04

R’ 0,57
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Os valores negativos de AS” indicam que os enantidmeros do omeprazol encontram-se
mais ordenados no estado adsorvido do que em solugao.

A temperatura isoenantioseletiva foi 187 °C. Nesta temperatura ndo ocorre separacao
enantiomérica, os termos entalpicos e entropicos sdo balanceados (a = 1 ¢ A(AG”) = 0) e ha
inversao na ordem de eluicdo dos enantidmeros. No entanto, como todos os experimentos
foram realizados em temperaturas inferiores a temperatura isoenantiosseletiva, ndo houve
inversdao na ordem de elui¢do e o processo de separacdo ¢ controlado por efeitos entalpicos, o
que corrobora os valores de A(AHO ') encontrados.

A Figura 5 mostra a curva da derivada do perfil de elui¢ao e a curva de ruptura da frente
de adsor¢do obtida para a mistura racémica com concentracao igual a 2,0 mg/mL.

0,5
—— Curva de ruptura

0,4 - Curva da derivada

0,3
]
<

0,2

0,1

0,0

8 9 10 11 12 13 14 15 16

Tempo (min)

Figura 5 - Curva da derivada do perfil de eluigdo e curva de ruptura da frente de adsorgao.
Coluna SP6 (25 x 1,0 cm D.I.). Condig¢des experimentais: C = 2,0 mg/mL; T =25 °C; FM =
metanol (100%); Q = 2,0 mL/min; A =350 nm.

O primeiro ¢ o segundo ponto de maximo da curva da derivada correspondem,
respectivamente, aos volumes de retencao da primeira e segunda frente da curva de ruptura. O
ponto de minimo da curva da derivada corresponde a concentracdo do enantidmero menos
retido no platd intermedidrio.

Concentragdes superiores a 4,0 mg/mL ndo foram injetadas na coluna cromatografica
devido a falta de detec¢do do platd intermedidrio decorrente do efeito de sobrecarga.
Comportamento semelhante foi observado por Kostova e Bart (2008).

As isotermas de adsor¢do dos enantiomeros do omeprazol a 25 °C, apresentadas na
Figura 6, foram analisadas e validadas de acordo com a metodologia proposta por Gritti e
Guiochon (2005). O mesmo procedimento foi utilizado por Cherrak et al. (2000) e
Samuelsson et al. (2008).

Os parametros do modelo de Langmuir, constantes de equilibrio (a e b) e capacidade
de saturacdo da fase estacionaria ( g, ), estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Pardmetros do modelo de Langmuir

S-(-)-OMP  R-(+)-OMP

a 2,33 +£0,08 2,9+0,2

b (mL/mg)  0368+0,007 0,45+ 0,02

q, (mg/mL) 6,33 +0,08 6,4+0,2
R? 1,00 1,00

4,0

3,0 4

4 S-(-)-omeprazol

W R-(+)-omeprazol

—— S-(-)-omeprazol (modelo)
—— R-(+)-omeprazol (modelo)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Cr=Cyg (mg/mL)

Figura 6 - Isotermas de adsor¢ao.

A capacidade de saturacao da FEQ sintetizada e utilizada neste trabalho ¢ relativamente
inferior a capacidade de saturagdo da mesma FEQ comercial Chiralpak AD encontrada na
literatura (23,60-177,90 g/L) (Mihlbachler et al., 2002, 2006; Ribeiro et al., 2008; Zabka e

Rodrigues, 2008). A diferenca entre os valores de ¢, obtidos nesse estudo e os encontrados

na literatura, esta provavelmente relacionada a derivacdo dos grupos hidroxila da amilose e a
obtenc¢do de um derivado de uréia, durante a reacao de sintese do carbamato, e ao processo de
recobrimento (particulas agregadas).

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados observou-se que os valores da constante de
Henry diminuiram com a elevagdo da temperatura devido a uma aproximagdo dos picos
cromatograficos. O aumento da temperatura diminui a viscosidade da fase modvel e
consequentemente os tempos de retengdo dos enantidmeros e a sua interagdo com a FEQ.
Valores mais elevados para o R-(+)-omeprazol indicam uma maior afinidade da fase
estacionaria por esse enantidmero do que pelo enantidmero S-(-)-.

Os valores negativos de AH indicam que é energeticamente mais favoravel o soluto
estar na adsorvido na FEQ do que em solugdo. Além disso, o valor deste pardmetro foi maior
para o enantiomero R-(+) devido a sua maior interagdo com a FEQ. Os valores negativos de
AS° indicam que os enantiémeros do omeprazol encontram-se mais ordenados no estado
adsorvido do que em solugdo.

No intervalo de concentracao 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
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disponivel comercialmente. A diferenca estd provavelmente relacionada a derivagdo dos
grupos hidroxila da amilose e a obten¢ao de um derivado de uréia, durante a reagao de sintese
do carbamato, e ao processo de recobrimento.
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