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Resumo

“DETERMINAGAO DO COEFICIENTE CROMATOGRAFICO DE PARTIGAO,
log kw, DE INIBIDORES DA BOMBA H'/K*-ATPase ”

A retencéo relativa e a enantiosseletividade de uma séria homologa de
cinco benzimidazéis, inibidores da bomba K'/H*-ATPase, foram determinados em
trés fases quirais de tris-fenilcarbamatos de amilose, no modo reverso e normal de
eluicdo, utilizando etanol como modificador organico. Foram verificados perfis de
retencdo similares para a série homologa de benzimidazois, nas trés fases quirais
avaliadas no modo reverso de eluigdo. A passagem do modo reverso para o modo
polar-organico de eluicdo, mesmo sob condigcbes de modo reverso, e ainda com
porcentagem de agua, na fase mével, em torno de 15% é claramente observada e
discutida. Os perfis de retencdo da série de benzimidazois nas trés colunas quirais
também foram similares quando a eluicdo foi no modo normal. Entretanto, a
mudanga do modo normal para o modo polar-organico é lenta, indicando que os
mecanismos de retengao/separagao, que operam nos dois modos de eluigdo, sao
mais proximos. A capacidade de discriminagédo quiral destas fases estacionarias foi
diferenciada quando se utilizou etanol como modificador organico nos trés modos de
eluicdo. A fase tris (3,5 dimetilfenilcarbamato) de amilose (CSP-2) mostrou alto
poder de resolugado (0,90 < Rs < 3,46 e 1,25 < a < 2,24) para os enantidmeros do
omeprazol nos trés modos de eluigdo. A fase tris [(S)-feniletiicarbamato] de amilose
(CSP-3.1), por sua vez, apresentou capacidade de resolugdo para todos os
enantidbmeros da série homologa no modo normal de eluicdo. Neste trabalho, foi
estabelecida, pela primeira vez, uma relacdo entre o modo normal e reverso de
eluicdo através da determinagao do ponto de isoeluigdo. Numa mesma porcentagem
de etanol, no modo normal, e de agua, no modo reverso, as reten¢des sao similares,
quando se utilizam as fases de polissacarideos como seletores quirais. Foram
realizadas as separagdes enantioméricas dos enantibmeros da série em escala
multi-miligramas, e a determinagdo da ordem de eluicdo dos mesmos foi avaliada
nos trés modos de eluigdo. A separagcao dos enantidbmeros do omeprazol foi feita em
escala multi-miligrama, como modelo, usando a técnica de injecdo em fase sdlida.
Os resultados foram comprados com os obtidos da separagao utilizando o modo

classico de injecdo de amostras. Estes resultados sdo apresentados e discutidos.
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Abstract

“DETERMINATION OF CHROMATOGRAPHIC PARTITION COEFFICIENT,
log kw, OF H'/K*- ATPase PUMP INHIBITORS”

The relative retention and enantioselectivity of a homologue series constituted
by five benzimidazoles, K+/H+ - ATPase pump inhibitors, was determined for three
amylose tris-phenylcarbamate chiral stationary phases (CSP), under reverse and
normal phase modes of elution, using ethanol as a organic modifier. It was verified
similar retention profiles for the benzimidazoles homologue series on the three
evaluated chiral phases, under reversed mode of elution. The switch between
reversed to polar organic mode of elution, under same conditions of reversed mode,
and even with a percentage of water, in the mobile phase, around 15% it is clearly
observed and discussed. Also, the benzimidazoles series retention profiles on three
chiral columns were similar when in the normal elution mode. However, a switch from
normal to polar organic mode is slow, indicating that retention/separation
mechanisms, that operate in both elution modes, are very comparable. The
discrimination chiral capacity of these stationary phases was differentiated when
ethanol was used as organic modifier on three elution modes. The amylose tris (3,5
dimethylphenylcarbamate) phase (CSP-2) showed high resolution (Rs) power (0.90 <
Rs < 3.46 and 1.25 < a < 2.24) for omeprazole enantiomers on the three elution
modes. The amylose tris [(S)-phenyethyllcarbamate) phase (CSP-3), in turn, display
resolution capacity for all series of homologous enantiomers in normal mode of
elution. Herein, it was established for first time a relation between normal and
reversed elution mode through the isoelution point determination. Under the same
percentage of ethanol, in normal mode, and water in reversed mode, the retentions
are similar, when polysaccharides phases are used as chiral selectors. The
enantiomeric separations of enantiomers series were carried out in multimilligram
scale, and the determination of its elution order was evaluated in the three elution
modes. The omeprazole enantiomers separation was performed in multimilligram
scale, as a model, using the solid-phase injection technique. The results were
compared with those obtained from the separation by means of classical volume

injection of sample. These results are presented and discussed.
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1. Introducao

1.1. Farmacos e Quiralidade

A maioria dos farmacos produzidos ou em desenvolvimento sao
compostos quirais administrados clinicamente na forma de uma mistura racémica,
cuja composi¢cado tem como base as dificuldades diante dos processos de purificagéo
e obtencdo de uma sintese estereoespecifica .

Os enantiémeros apresentam propriedades termodinamicas similares 2,
interagem com a luz plano polarizada em igual extensdo, mas em diregao oposta e,
por possuirem diferengcas na estrutura tridimensional, apresentam respostas
bioldgicas diferenciadas e extremamente relevantes .

Resposta metabdlica, toxicidade e propriedades farmacocinéticas
distintas s&o apresentadas, frequentemente, pelos enantibmeros administrados
como farmacos, uma vez que sao metabolizados por macromoléculas como enzimas
e receptores, que agem estereosseletivamente no sistema bioldgico.

A estereosseletividade apresenta uma grande importancia néao
somente nos processos farmacodinamicos envolvendo interagbes de agentes
bioativos com macromoléculas no organismo alvo, mas também nos processos
farmacocinéticos, envolvendo a absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢ao do
farmaco.

A interagdo de um farmaco quiral com uma macromolécula assimétrica,
como as enzimas metabolizadoras do figado e as proteinas do plasma, resulta na
formacdo de complexos diastereocisoméricos transitérios, de modo que a
disponibilidade de cada enantidmero é resultado da discriminacdo quiral °. As
principais forgas moleculares de interagdes sado as eletrostaticas, de disperséo,
hidrofébicas, ligacdes de hidrogénio e ligagdes covalentes *. A presenca de grupos
especificos na molécula e seus arranjos espaciais determinam o tipo e a intensidade
dessas interagdes. Se o farmaco possuir todos os grupos necessarios para a
interacdo e estes se encontrarem em uma posi¢cao favoravel de acoplamento, a
interac&o sera o6tima resultando na resposta bioldgica.

O modelo de Beckett proposto para o receptor epinefrina mostra as
possiveis interagdes entre o farmaco quiral e seu receptor (Figura 1.1). O (R)-(+)-

epinefrina, um neurotransmissor adrenérgico, pode estabelecer, segundo este
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modelo, trés tipos de interagdes com o bioreceptor (interagdes 1r-11, dipolo-dipolo e
ligagdo de hidrogénio), enquanto que para o enantiobmero (S)-(-)-epinefrina, a
interagdo por ligacdo de hidrogénio com o bioreceptor ndo ocorre. Como
consequéncia, o isdmero (R) apresenta maior afinidade com o receptor, mostrando-

se mais ativo do que o isdmero (S)°.

Sitio aniénico — Receptor de area planar Sitio aniénico - Receptor de area planar

Recept?r de Ijg_agéo Receptor de ligagio
de hidrogénio de hidrogénio
R-(+)-epinefrina S-(-)-epinefrina

mai< ativn menne< ativn

FIGURA 1.1. Modelo de Beckett proposto para o receptor da epinefrina °.

A estreita relagao existente entre atividade farmacoldgica e quiralidade,
como resultado da agao de enzimas e receptores estereoespecificos faz com que
sejam considerados alguns dos possiveis comportamentos biologicos apresentados

pelos enantidmeros administrados como farmacos.

1.1.1. Ambos enantiémeros com atividade terapéutica

A mistura racémica (+)-fluoxetina, comercializada como Prozac®, foi
desenvolvida, langcada e patenteada pela Eli Lilly em 1977, como sendo o primeiro
farmaco inibidor seletivo da reabsor¢do da serotonina (SRRI), amplamente
empregado no tratamento da depressdo. Ambos enantibmeros apresentam
interacdes semelhantes com os receptores. Em 1996 a empresa Sepracor®
patenteou o uso diferenciado dos enantidmeros da fluoxetina, sendo o (R)-(-)-
fluoxetina utilizado como anti-depressivo e o (S)-(+)-fluoxetina empregado no
tratamento da enxaqueca (Figura 1.2) ®. No entanto, tentativas da utilizacdo da (R)-

(-)-fluoxetina como enantibmero puro no tratamento da depressao, por causa de sua
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cinética mais simples e menor efeito inibidor da enzima CYP2D6, ndo foram bem
sucedidas em razado dos efeitos colaterais observados (ritmo cardiaco anormal) em

estudos clinicos, que ndo sdo observados com a administracdo do racemato ’.

CF;

(R)-(-)-fluoxetina (S)-(+)-fluoxetina
anti-depressivo tratamento da enxaqueca

FIGURA 1.2. Estruturas dos enantidbmeros da fluoxetina.

O enantibmero (2S,3R)-(+)-dextropropoxifeno comercializado como
Darvon® possui atividade analgésica, enquanto que seu antipoda Norvrad®, (2R,3S)-

(-)-levopropoxifeno é um antitussigeno °.

1.1.2. Enantibmeros com atividades similares e poténcias

distintas

A nimodipina, um potente antagonista do calcio, apresenta
estereosseletividade de agao para seus enantibmeros em estudos realizados in vivo.
O enantibmero (S)-(-)-nimodipina possui atividade bioldgica duas vezes mais intensa
frente a forma racémica e esta, por sua vez, mostra-se mais ativa do que o
enantidmero (R)-(+)-nimodipina '°.

Diferengas nos perfis farmacocinético e farmacodinamico também séao
relatadas para o farmaco quiral warfarina, um anti-coagulante empregado no
tratamento da trombose (Figura 1.3). A poténcia do isbmero (S)-(-)-warfarina in vivo

é cerca de 3 a 5 vezes maior que o seu antipoda (R)-(+)-warfarina .
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OH CgHs O
O (@)
(R)-(+)-warfarina (S)-(-)-warfarina

mais potente

FIGURA 1.3. Estrutura dos enantibmeros da warfarina.

1.1.3. Um dos enantibmeros é o responsavel pelos efeitos

colaterais

Agente quelante, utilizado no tratamento de varias doengcas como
artrite-reumatoide e Doencga de Wilson, a penicilamina também apresenta atividades
distintas para os seus enantidmeros, ressaltando os efeitos colaterais (Figura 1.4) ',

A (R)-penicilamina, responsavel pela atividade terapéutica, atua no
tratamento da Doenca de Wilson a fim de retirar o cobre depositado em tecidos no
organismo, mediante complexacdo estavel com este metal, posteriormente
eliminado pela urina. Por se tratar de um agente quelante, este enantibmero,
também é empregado na desintoxicagcdo de metais pesados como mercurio, niquel,
chumbo e arsénio. O enantibmero (S)-penicilamina, por sua vez, é o responsavel
pelos efeitos colaterais associados a inibicdo da vitamina B6 (pirodoxina), essencial
para o metabolismo das proteinas, hemoglobina e na atividade do sistema nervoso

central. Sua deficiéncia pode causar dermatites, anemia e problemas neurolégicos.

CO,H HS><./C02H

HS
NH, NH;
(R)-penicilamina (S)-penicilamina
anti-artrite inibidor da vitamina B6

Doencga de Wilson

FIGURA 1.4. Estrutura dos enantidmeros da penicilamina.

O enantibmero (R)-acido metilfenilpropilbarbiturico apresenta efeito

terapéutico anestésico enquanto que o (S)-enantibmero mostra efeito convulsante 12,
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E valido ressaltar a presenca de outras atividades que podem ser

constatadas através da administragdo de uma mistura racémica sendo:

A. Um dos estereoisdmeros pode apresentar atividade farmacoldgica
e o outro ser inativo;
B. Ambos enantidmeros podem apresentar poténcia e atividades
similares;
C. Um estereoisbmero pode antagonizar o efeito secundario do outro;
D. A atividade terapéutica pode ser atribuida ao par enantiomérico
enquanto que o efeito indesejado pode ser provocado por apenas

uma forma isomérica;

A partir da constatagcdo de que diferencas enantioméricas podem dar
origem a diferengcas na atividade bioldgica, o reconhecimento e a possibilidade de
desenvolvimento de estereoisdbmeros isolados passaram a ser uma abordagem de
importancia para a industria farmacéutica """,

De acordo com as normas estabelecidas pelos o6rgaos que
regulamentam o registro de farmacos como, FDA (Food and Drug Administration —
USA), CPMP (Committee for Proprietary Medicinal Products) e o International
Conference on Harmonization (ICH), para a aprovacdo de novos farmacos quirais &
exigido que a quiralidade do farmaco em questdo seja conhecida e que o
estereoisébmero responsavel pela atividade desejada seja identificado. Deve-se ter o
conhecimento da configuragdo absoluta e a descricdo detalhada da sintese, bem
como a apresentacao de um método analitico enantiosseletivo. Justificativas devem
ser apresentadas quanto a forma estereoisomérica escolhida para a
comercializaggo ®"3* |

O uso de uma mistura racémica para novos medicamentos sO é
permitida mediante realizagcdo de ensaios clinicos e toxicolégicos de cada
enantidbmero puro seguida da comparagdo com os ensaios feitos com a mistura
racémica *12.

Com a obtengcdo dos farmacos na forma enantiomérica pura torna-se
possivel a sua prescricdo em quantidades adequadas e muitas vezes menores, a
reducdo dos efeitos colaterais e a presenca de produtos mais ativos com perfis

farmacoldgicos mais elevados >'%'°,
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O mercado de farmacos enantiomericamente puros esta em continuo
crescimento frente aos racematos e os aquirais (Figura 1.5). Esta evolugédo esta
relacionada a qualidade dos medicamentos elaborados com matérias-primas
enantiomericamente puras e, também, com a manutengao de seus mercados, pois
na medida em que as patentes dos farmacos licenciados como racematos expiram a

preparacdo destas substancias em forma opticamente pura pode ser patenteada **2.

0 /}// a3
T o=

(%) Porcentagem total de
droaas avaliadas
a
1

aquiral

" Enantiéeros puros

1983-1988 1957 _1aa0 racemato

199
19811994 19851998

19892002

FIGURA 1.5. Evolucdo do licenciamento de farmacos enantiomericamente puros .

Dos dez medicamentos mais vendidos no mercado mundial no ano de
2004 com a marca “blockbuster” (vendas anuais maiores do que US$ 1 bilhdo), seis
deles sao comercializados na forma enantiomericamente pura, dois como racematos
e apenas um é aquiral, evidenciando a grande importancia da quiralidade entre os
farmacos. Dentre estes, destacam-se o lider de mercado, Lipitor®, utilizado no
controle da taxa de lipideos com vendas superiores a 10 bilhdes de ddlares, e o
medicamento Advair®, onde um dos enantidmeros puro é utilizado como anti-

inflamatorio e a mistura racémica como broncodilatadora (Tabela 1.1).
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TABELA 1.1. Relagdo dos dez medicamentos mais vendidos no mercado global no

ano de 2004 ¢,

Medicamentos

Mercado

Global
(US$ bilhdes)

Farmaco

Forma do
Principio Ativo

Uso Terapéutico

Controle da taxa

Lipitor® 10,3 Atorvastatina Enantiébmero puro g
de lipideos
Zocor® 6,1 Simvastatina Enantiébmero puro Controlle’da taxa
de lipideos
Zyprexa® 4,8 Olanzapina Aquiral Agente
’ psicotrépico
Norvasc® 4.5 Anlodipina Racemato Bloqueado’r d_e
canal de calcio
Estimulante das
Procrit® 4,0 Epoetina Proteina células
sanguineas
Prevacid® 4,0 Lansoprazol Racemato In|b~|dor ,da .
secregao gastrica
Nexium® 3,8 Esomeprazol Enantiémero puro In|b~|dor’d a
secregao gastrica
Salmeterol Racemato Broncodilatador
Advair® 3.7
Fluticasona  Enantiémero puro Anti-infllamatério
Inibidor da
Plavix® 3,7 Clopidrogel = Enantiémero puro agregacao
plaquentaria
Inibidor seletivo
Zoloft® 3,4 Sertralina Enantiémero puro  da absorgao de
serotonina
Estes dados refletem a necessidade do desenvolvimento

e

aprimoramento dos procedimentos analiticos para a quantificacdo dos enantidbmeros

administrados como farmacos, seja em fluidos biolégicos ou em preparagdes

farmacéuticas, a fim de estabelecer os pardmetros farmacocinéticos e realizar o

controle de qualidade dos mesmos

7,13



Introducéao 9

1.2. Resolugao Enantiomérica: O Estado da Arte

Devido as exigéncias impostas pelos 6rgaos reguladores dos produtos
farmacéuticos, para que haja a aprovacao do registro de um farmaco quiral seus
enantidmeros devem ser testados separadamente '3,

A resolugéo enantiomérica apresenta-se como um grande desafio para
a Quimica Moderna, pois por apresentarem propriedades termodinamicas similares,
0os enantibmeros, na maioria das vezes, ndao podem ser resolvidos pelos métodos
convencionais. Dentro deste contexto, a obtencdo dos enantidmeros puros pode ser
realizada através da sintese assimétrica ou mediante técnicas analiticas de
separacdo 1317,

Na area da sintese assimétrica a estereoespecificidade da sintese é
influenciada por fatores de importancia para a otimizacdo dos processos tais como
condigbes de reagdo, capacidade, equipamentos, matéria-prima, seguranca e

pureza dos reagentes .

Uma das grandes dificuldades esta relacionada ao
controle dos centros estereogénicos da molécula alvo e a disponibilidade de
auxiliares, como microorganismos e catalizadores, que controlam o curso da reagéo
de modo a favorecer a formacédo de um unico enantidmero.

Embora, um numero significativo de procedimentos sintéticos
enantiosseletivos possam ser encontrados e aplicados para a produ¢gdo de um unico
enantibmero, relativamente poucos sao selecionados para preparacdo em larga
escala, particularmente, devido as inumeras etapas sintéticas, alto custo e aos
baixos rendimentos '>. Além de ser necessario recorrer a uma série de técnicas
analiticas para assegurar a qualidade dos produtos, principalmente quando ha
indicativo de que um determinado isémero é responsavel por efeitos indesejaveis.

Técnicas de enantiosseparacdo sao aplicadas para a obtencido dos
enantidbmeros puros, sendo através do uso de membranas, sensores, eletroforese
capilar, extracao liquido-liquido, biotransformacgao catalitica assimétrica, cristalizacao
e cromatografia '°.

As principais técnicas de separagao enantiomérica sao: Cromatografia
Gasosa (CG), Cromatografia por Fluido Super Critico (FSC), Eletroforese Capilar
(EC) e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ™.
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1.2.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Nas ultimas décadas métodos cromatograficos enantiosseletivos,
particularmente a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, tém sido desenvolvidos
com o objetivo de suprir as necessidades essenciais para a analise e separagcao de
enantibmeros.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia apresenta-se como uma
técnica util e pratica na determinagdo da pureza enantiomérica de preparacdes
farmacéuticas, na obtencédo de enantibmeros puros e para a validacdo de métodos
de quantificagdo de enantidmeros em fluidos biolégicos 7

Os enantibmeros podem ser separados, por CLAE, pelo método
indireto ou direto .

A maneira classica para se resolver enantidmeros por CLAE envolve a
derivacédo da mistura enantiomérica com um reagente quiral, resultando na formagéo
dos respectivos diastereocisbmeros que, por apresentarem propriedades
termodinamicas distintas, podem ser separados usando fases estacionarias

aquirais 8%,

Aminas, carbamatos e uréias sdo os produtos diastereocisomeéricos
mais comuns das reagdes de misturas racémicas com reagentes quirais '°.

Esse método apresenta a vantagem de se trabalhar com fases
convencionais, no entanto, para obter somente a formagcdo de um par de
diastereoisbmeros € necessaria uma alta pureza do reagente quiral e, em condi¢coes
de cromatografia preparativa, faz-se necessario a conversao dos diastereoisbmeros
para se obter os enantibmeros na sua forma pura, tornando o processo indireto
desvantajoso ">1819,

O método direto baseia-se na separagao direta dos enantidbmeros em
colunas quirais ou através da adicdo de aditivos quirais a fase movel, ndo sendo
necessaria derivagao prévia dos enantiomeros. O uso de aditivos quirais na fase
movel encarece o método, provoca com frequéncia problemas de deteccgao, além de
baixa resolucdo '°. J& os métodos que utilizam colunas com fases estacionarias
quirais (CSP) sdo os que possuem maior aplicabilidade, resultando num grande
impacto na industria farmacéutica, tanto no campo da sintese assimétrica quanto da
bioquimica 2%2",

22,23,24

Segundo o modelo de trés-pontos de interagao , para que haja o

reconhecimento quiral sdo necessarios no minimo trés pontos de interagdes entre o
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enantidmero e o seletor quiral. (Figura 1.6). Estas trés interagdes, no minimo, devem
ser simultdneas e devem ocorrer com trés diferentes substituintes do centro
estereogénico. Duas interagbées com o mesmo substituinte aumentam a energia de
ligacdo entre o seletor quiral e o analito, mas ndo aumentam a eficiéncia da
discriminagdo quiral. As interagcdes analito-fase quiral podem ser atratoras ou
repulsoras formadas por interagbes do tipo ligagdo de hidrogénio, - 11, dipolo-
dipolo, sendo que pelo menos uma precisa ser dependente da estereoquimica.

O mecanismo basico de interacdo entre o enantibmero e a fase
estacionaria quiral é estabelecido pelo equilibrio adsorcdo-dessorcdo %°. Na primeira
fase do processo os analitos encontram-se solvatados e a fase quiral adsorvida
pelas moléculas do solvente. Com o processo de eluigcdo, a adsor¢do do analito
ocorre mediante deslocamento das moléculas do solvente. Dependendo do numero
de interacdes existentes, entre o seletor quiral e o enantidbmero, ha formacao de dois
complexos diastereoisoméricos intermediarios com energias de Gibbs distintas. Esta
diferenca de energia determina o tempo de existéncia de cada complexo

diastereoisomérico e a ordem de eluigao de cada enantibmero.
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FIGURA 1.6. Principio da resolugéo quiral. (a) Fase estacionaria quiral e mistura
racémica (b) Interagdo baseada na regra de trés pontos (c) Formagdo do complexo

diastereoisomérico intermediario e determinagao da ordem de eluigéo.
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1.3. Fases Estacionarias Quirais

Eficiéncia, praticidade e versatilidade na resolugcdo enantiomérica, tanto
em escala analitica quanto em preparativa %°, fizeram com que, nos ultimos anos, o
numero de fases estacionarias quirais desenvolvidas aumentasse significativamente.
Sua aplicabilidade no desenvolvimento de métodos analiticos para a quantificacédo
de enantibmeros em fluidos biolégicos e em formulagdes farmacéuticas, como é o
caso do farmaco quiral propranolol ?”, também impulsionou este crescimento.

As fases estacionarias quirais sao preparadas a partir de pequenas
moléculas ou polimeros quirais adsorvidos ou quimicamente ligados a um suporte,
geralmente silica %.

Devido a grande diversidade de seletores quirais disponiveis, como

31826 astes foram

polissacarideos, ciclodextrinas, antibibticos, proteinas, polimeros
classificados por Wainer de acordo com o tipo de interagao possivel entre o seletor e

o analito %°.

1.3.1. Fases Estacionarias Quirais Tipo |

As primeiras fases comerciais, preparadas a partir de moléculas quirais
sdo conhecidas como fases estacionarias do tipo “Pirkle” (derivadas de
aminoacidos), cujo mecanismo de reconhecimento quiral baseia-se na formacéo de
um complexo diastereoisomérico entre o seletor quiral e as moléculas do soluto por
intermédio de interagbes atrativas como ligagdo de hidrogénio, interagbes -1 €
dipolo-dipolo. De acordo com o tipo de interagcdo tr-1, as fases tipo Pirkle séo
denominadas como doadoras, aceptoras ou ainda doadoras-aceptoras de elétrons.

Uma das mais utilizadas entre as fases aceptoras é a 3,5-
dinitrobenzoilfenilglicina (DNBFG), muito eficiente na separagao de acidos, aminas,
alcoois e de enantibmeros aromaticos doadores de elétrons. Além de grupos
aceptores de elétrons, o grupo DNBFG contém dois hidrogénios acidos e dois
grupos carbonila basicos que favorecem a formagéo de ligagdes de hidrogénio com
amidas, aminas e hidroxilas *°.

No grupo das fases doadoras de elétrons, encontram-se varias fases
com o anel naftaleno, sendo este tipo de fase comumente empregada na resolugéo

de aminoacidos, aminoalcoois, aminas, didis e tiodis.
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A principal representante do grupo doador-aceptor € a coluna Whelk-O
1 (Figura 1.7), preparada mediante ligacdo do grupo N-(3,5-dinitrobenzoil)-4-
amino-1,2,3,4-tetraidrofenantreno a silica, utilizada na resolugcdo de inumeras
classes de compostos e, como exemplo, na analise de farmacos anti-inflamatorios

nio esteroidais 263031,

NH

Silica o NO,

NO,

FIGURA 1.7. Representacao da fase estacionaria usada na coluna Whelk-O 1.

Originalmente desenvolvida para a resolugdo dos enantibmeros do
naproxifeno, essa fase possui sistemas aromaticos Tr-acidos (dinitrobenzoil) e -
basicos (naftil), podendo ser utilizada no modo normal e reverso de eluigdo >'.

No modo normal sao utilizadas fases mdveis constituidas de hexano
e seus modificadores organicos como etanol, isopropanol, t-butanol, e no
modo reverso a fase modvel mais comumente usada € uma mistura de
acetonitrila/agua, sendo a acetronitrila, quando necessario, substituida por metanol

ou tetrahidrofurano 8.
1.3.2. Fases Estacionarias Quirais Tipo Il: Polissacarideos

Nas fases estacionarias quirais Tipo I, o principal mecanismo para a
formagdo do complexo diastereoisomérico € através de interagbes por ligacdo de
hidrogénio, interagcdo -1, dipolo-dipolo e formacdo de complexos de incluséao,
sendo este grupo formado pelas fases estacionarias baseadas em derivados de
polissacarideos (Tabela 1.2) .

Os polissacarideos de maior aplicabilidade como fases estacionarias
sao a amilose e a celulose. A celulose € um polimero linear formado de anéis de D-

glicose conectados por ligacdes B-1,4, enquanto que a amilose é formada pelas
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mesmas unidades de acgucar, conectadas por ligagdes a-1,4, conferindo uma

estrutura helicoidal.

TABELA 1.2. Algumas colunas quirais baseadas em polissacarideos disponiveis

comercialmente.

Colunas recomendadas
Substituinte para alguns tipos de

Polimero Adsorvente (R) Nome Comercial compostos

A B CDEF

)
7 Chiralcel OA X X

\CH3
Chiralcel OB
-
(o)
H Chiralcel OC
—Cc—

CHy

OR
H
Q o _cl_mQ Chiralcel OD X X X X
RO °
RO
"

_ﬁ_“‘Q*C' Chiralcel OF X
o

H Chiralcel OG X
—C—N CHs
—; < > o Chiralcel OJ X
(o]

Chiralcel OK

X X

Celulose

Adsorvida em silica

s X X X X
Amilose H Chiralcel AD
OR —ﬁ—
o (o)
O

RO RO
- Chiralcel AS
Adsorvida em silica _T_“_TO X X X X
[e] Cl

A= alifaticos; B= cicloalifaticos; C= cicloalifaticos, cicloalcanonas ou lactonas; D=aromaticos

sem outros grupos funcionais; E= aromaticos e um éster; F=aromaticos com outros gupos

funcionais '°.
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Nas ultimas décadas, milhares de compostos tém sido
enantiorresolvidos em colunas de polissacarideos nos diversos modos de eluigao,
devido a sua estabilidade, eficiéncia e alta capacidade de discriminacéo quiral.
Alteragdes nas enantiosseparagdes e enantiorresolugcdes sao conseguidas mediante
variagdes na composicao e no tipo das fases méveis utilizadas 32333,

As primeiras fases estacionarias quirais obtidas a partir de
polissacarideos foram desenvolvidas por HESSE e HAGEL em 1973 *. Uma das
fases desenvolvidas foi a triacetato de celulose, obtida através da acetilacdo da
celulose microcristalina, que apresentava discriminagdo quiral para varios
compostos aromaticos e apolares, provavelmente, por preservar a estrutura
cristalina da celulose e permitir a inclusao nas cavidades quirais. No entanto, quando
o triacetato de celulose era dissolvido em um solvente e re-precipitado verificava-se
auséncia de discriminagao quiral.

OKAMOTO et al *® realizaram a solubilizagdo do triacetato de celulose
e o0 adsorveram em silica gel macroporosa (1000-4000 A), de modo que a nova fase
estacionaria adsorvida mostrou-se mais eficiente e mais resistente quando
comparada a fase ndo adsorvida.

A partir de 1984, OKAMOTO et al * descreveram a preparacdo de
fases estacionarias quirais com tris-benzoatos, ftris-fenilcarbamatos e tris-
arilcarbamatos de polissacarideos adsorvidos em silica gel macroporosa. Os
derivados de polissacarideos sdo preparados por derivagdo dos grupos hidroxilas
livres dos polissacarideos, resultando em derivados como ésteres organicos,
nitratos, carbamatos e éteres, sendo os carbamatos e ésteres os derivados
que apresentam maior poder de discriminagdo quiral e sao disponiveis
comercialmente ¥,

A capacidade de separacdo quiral destas fases, derivadas de
polissacarideos, esta relacionada com as diferencas estruturais dos polimeros de
celulose e amilose que afetam a geometria e o tamanho das cavidades quirais e,
principalmente, com os seus diferentes grupos substituintes, que séo responsaveis
por mudangas na habilidade da fase quiral em formar ligagdes de hidrogénio e
outras interacdes necessarias para a separagao >°.

Triacetato de celulose microcristalina € o éster mais difundido e
utilizado na separacdo de uma ampla variedade de enantibmeros pertencentes a

diferentes classes de compostos organicos como hidrocarbonetos, oxiranos,



Introducao 17

barbituricos, compostos sulfurados, flavonas e lactonas, além ser aplicado em
cromatografia preparativa A resolugdo com derivados de ésteres de benzoato
envolve interagdes dipolo-dipolo com os grupos carbonila e ligagdes de hidrogénio
com compostos que possuem grupos hidroxila ou amino 2

Apesar de a celulose formar a base da maioria das fases estacionarias
de polissacarideos, colunas derivadas de amilose, em especial as fenilcarbamatos,
apresentam, com frequéncia, maior capacidade enantiosseletiva.

A unidade estrutural do carbamato tem sido considerada o sitio de
adsorcdo mais importante dos derivados de fenilcarbamatos 40 Racematos com
grupos polares capazes de formar ligacbes de hidrogénio podem interagir com a
por¢cdo carbonila e amina dos grupos carbamatos da fase estacionaria. Em
racematos apolares, a separagao € promovida principalmente por interacbes -1
entre o grupo fenilcarbamato da fase quiral e um grupo aromatico capaz de

contribuir para o reconhecimento quiral (Figura 1.8)"°.

Complexo de inclusédo

Ligacdo de hidrogénio -
— o 9 o

)
/ ------ .._(N—H' O=C\ Ligacao de hidrogénio

Impedimento
estérico

Interagéo -1

FIGURA 1.8. Representacdo das possiveis interacbes do carbamato com os compostos
quirais. Como exemplo, temos a fase estacionaria quiral de polissacarideo tris-[1-(S)-fenil

etilcarbamato] de amilose.

Apesar de terem sido originalmente desenvolvidas para operar no
modo normal, as fases estacionarias derivadas de amilose e celulose também
possuem alto poder de separagdo no modo reverso de elui¢do. Entretanto, algumas
separacdes nao sao eficazes em meio aquoso estando presente, como uma
alternativa, o modo polar-organico, onde se faz o uso de solventes como acetonitrila,

metanol, etanol, isopropanol e suas misturas 2.
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Devido a parcial solubilidade dos carbamatos em solventes como
tetrahidrofurano, dioxano, tolueno, acetato de etila e solventes clorados *, o uso
solventes orgéanicos aproticos fica limitado, em alguns casos, a pequenas
quantidades (tetrahidrofurano 30%, diclorometano 10%, acetato de etila 10%) a fim
de reduzir a competicdo entre a fase mével e o analito pelos sitios de ligacao de
hidrogénio da fase estacionaria, aumentando dessa forma a seletividade quiral +*.

CASS et al * realizaram um estudo onde uma mesma coluna quiral, tris
(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose, foi avaliada em eluicdo multimodal, ou seja,
nos trés modos de eluicdo (normal, reverso e polar organico), constatando que uma
mesma coluna de polissacarideo pode ser usada nos diferentes modos de eluigao
sem que a mesma perca a sua performance de separagao.

Devido a sua grande versatilidade e aplicabilidade as fases
estacionarias de tris-carbamatos de polissacarideos continuam sendo estudadas por
inumeros grupos de pesquisas desde a sua introducao pelo grupo de OKAMOTO,
uma vez que essas fases apresentam alto poder de discriminacao
quiral, reprodutibilidade e resisténcia tanto no modo analitico quanto
preparativo 26 34424548

Estas fases estdo sendo empregadas no desenvolvimento de métodos
analiticos para a determinagdo da pureza enantiomérica em formulagdes
farmacéuticas, como no caso do antidepressivo citalopram *°. Na quantificagdo de
farmacos quirais em fluidos biolégicos, como exemplo, para a fluoxetina
e norfluoxetina *°, bem como no desenvolvimento de métodos de quantificagdo
enantiomérica por cromatografia multidimensional, neste exemplo, para o

omeprazol °'.

1.3.3. Fases Estacionarias Quirais Tipo Il

As ciclodextrinas e os polimeros sintéticos constituem esta classe de
fase estacionaria quiral, cujo mecanismo de separacgao esta baseado na inclusao do
soluto na cavidade quiral.

O grupo dos polimeros sintéticos é representado pela familia do
polivinil de estrutura helicoidal, sendo a separacgao realizada pelo um processo de
inclusdo nas cavidades da hélice e a uma variedade de mecanismos de interagao,

entre eles, ligagdes de hidrogénio 2.
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As ciclodextrinas sdo moléculas macrociclicas que podem ser obtidas
contendo de seis a doze unidades de glicose, mas somente as que contém seis (a),
sete (B) ou oito (y) unidades sdo comercialmente disponiveis >*. As ligacdes a (1,4)-
glicosidicas entre as subunidades de agucar conferem uma estrutura cilindrica a
molécula com uma cavidade hidrofobica e uma superficie externa hidrofilica. As B e
y-ciclodextrinas possuem estruturas mais rigidas e estaveis em diferentes solventes
podendo acomodar compostos com varios anéis aromaticos. Ja a a-ciclodextrina
possui a estrutura menos rigida, que possibilita 0 aumento de seu didmetro interno
na presenga de alguns solventes, mas normalmente ndo acomoda compostos com
mais de um anel.

Inicialmente, a ciclodextrina foi utilizada como fase estacionaria sem
nenhuma derivacdo, no entanto, derivados como ésteres, éteres e carbamatos
ligados em silica estdo sendo empregados na resolugdo de uma variedade de
compostos e na determinacdo de excesso enantiomérico de produtos obtidos em
sintese assimétrica %°.

Estas fases estacionarias podem ser utilizadas nos trés modos de
eluicdo, modo normal, modo reverso e polar-organico, visto que, o termo modo
polar-organico foi introduzido por ARMSTRONG ao empregar misturas de solventes
polares n&do aquosos na resolugdo enantiomérica utilizando estas fases de
ciclodextrinas **.

Uma grande variedade de compostos solluveis e insoluveis em agua
podem se encaixar na cavidade quiral hidrofébica, formando complexos com
diferentes estabilidades, levando a separagcdo enantiomérica. Estas colunas sao
geralmente utilizadas no modo reverso de eluicdo, na qual a utilizagdo de tampao
fosfato ou acetato melhora a eficiéncia das fases e diminui o tempo de retencido dos
solutos anidnicos e catibnicos. Assim, o ajuste do pH da fase mével torna-se um
importante parametro utilizado para controlar a retengao e seletividade °.

O tamanho e a forma molecular do soluto, além de sua capacidade de
formar ligagdes de hidrogénio, sao elementos determinantes no processo de
separagdo. A presengca de um anel aromatico ou cicloalquil e de substituintes
capazes de interagir com grupos hidroxila do centro quiral e proximo deste,

aumentam o poder de resolugao das ciclodextrinas.
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1.3.4. Fases Estacionarias Quirais Tipo IV

Também conhecidas como fases estacionarias por troca de ligante,
estas sdo constituidas por materiais contendo um aminoacido especifico, mais
comumente prolina, hidroxiprolina ou valina, ligados a silica ou a um suporte
polimérico. A presenga de um ion metalico, geralmente cobre, na fase movel
favorece a formacdo de um complexo diastereocisomérico reversivel entre o
aminoacido da fase estacionaria e o analito. A resolugdo enantiomérica é
influenciada pelo pH, temperatura e pela composicdo e concentragdao do ion
metalico na fase mével *°.

Essas colunas sao conhecidas desde 1970, mas possuem aplicacéo
limitada, uma vez que separaram somente aminoacidos e compostos capazes de

coordenarem com ions metalicos 2>°.

1.3.5. Fases Estacionarias Quirais Tipo V

Proteinas, biopolimeros de alta massa molecular com estruturas
tridimensionais complexas constituidas de L-enantidmeros de diversos aminoacidos,
sao as constituintes das fases estacionarias Tipo V.

As proteinas soro albumina bovina e humana, as glicoproteinas, a 1-
glicoprotéina acida, ovomucoide e as enzimas celobiohidrolase | e pepsina s&o as
proteinas mais aplicadas na preparacdo de fases estacionarias quirais . A
presenca de alta concentragdo de carboidratos na estrutura de algumas proteinas
pode ser responsavel pela alta enantiosseletividade exibida por esses materiais 13,

A formacao do complexo diastereoisomérico intermediario ocorre pela
combinagao de interagbes eletrostaticas e hidrofobicas, de sitios de ligagdo muito
especificos, com ligagdes de hidrogénio e de transferéncia de carga. As interagdes
hidrofébicas sdo afetadas principalmente pela porcentagem do solvente orgénico na
fase movel, enquanto que as forcas eletrostaticas estao relacionadas com o pH da
fase mével que controla as cargas da proteina e do analito °. Os valores de pH sao
ajustados de acordo com o ponto isoelétrico da proteina e o pK, do analito, a fim de
que estes apresentem cargas opostas aumentando a seletividade quiral !

Albumina sérica bovina (BSA), proteina globular de carater acido e com

diversos sitios de ligacdo hidrofobica, foi a primeira proteina empregada na
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fabricacdo de colunas quirais para cromatografia liquida de alta eficiéncia. As fases
estacionarias de BSA permitem a enantiosseparacdo de uma variedade de misturas
racémicas incluindo aminoacidos aromaticos, sulféxidos aromaticos, acidos
arilpropidnicos, benzodiazepinas, cumarinas, entre outras. A presenga de grupos
aromaticos e/ou polares nos enantibmeros, aparentemente, pode ser um pré-
requisito para a discriminagéo .

A proteina albumina sérica humana (HSA) é estruturalmente bastante
semelhante a BSA, ndo apresentando também, carboidratos em sua estrutura. A sua
fixagdo covalente a grupos didis da silica modificada confere uma seletividade
diferenciada, para muitos analitos, frente a proteina sérica bovina. Estas fases
estacionarias sao conhecidas pela habilidade de resolverem farmacos quirais como
a warfarina, benzodiazepinas e derivados do acido 2-arilpropiénico "*’.

Ovomucédide (OVM) é uma glicoproteina obtida da clara de ovo de
galinha. Solutos aromaticos hidrofébicos apresentam fortes interacbes com a fase
estacionaria, a qual se mostra eficiente na resolugdo de enantibmeros acidos,
basicos e neutros em formulagdes farmacéuticas e fluidos bioldgicos °’.

Celobiodrolase (CBH), uma enzima produzida pelo fungo Trichoderma
reesei, € covalentemente ligada a grupos didis de silica modificada apresentado
aplicabilidade na resolugdo de compostos acidos e neutros, destacando-se na
separagao agentes B-bloqueadores, como o propanolol 1387

Geralmente, as fases de proteinas sao usadas no modo reverso de
eluicdo utilizando tampéo fosfato com a adicao de modificador organico, tornando-as
muito uteis em cromatografia analitica, mas n&o em preparativa, devido ao seu
pequeno limite de carga e ao alto custo da coluna !

As fases quirais derivadas de antibidético macrociclicos, desenvolvidas
por ARMSTRONG et al *®, apresentam muitas propriedades favoraveis a
enantiosseletividade, como as apresentadas pelas proteinas e outros seletores
quirais poliméricos, sem seus inerentes problemas de instabilidade e baixa
capacidade de carga. Compreendem uma variedade de tipos estruturais, incluindo
glicopeptideos macrociclicos, peptideos heterociclicos conjugados, entre outros.

Em geral estes compostos apresentam massa molar entre 600 e 2200
g/mol e sdo do tipo acidos, basicos ou neutros. Os antibiéticos mais empregados
como seletores quirais sdo: vancomicina, teicoplanina, tiostreptona, rifamicina B,

avoparcina, canamicina, estreptomicina, fradiomicina e ristocetina A %9
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O mecanismo de reconhecimento quiral das fases de antibidticos
macrociclicos envolve interagbes do tipo -1, ligacdo de hidrogénio, complexagao
por inclusdo, dipolo-dipolo, interacbes estéricas e ligagbes anidnicas-catidnicas.
Uma vez que estas fases possuem peptideos, carboidratos e outros grupos
ionizaveis em sua estrutura, ndo é surpresa que a seletividade seja diferente em
cada um dos trés modos de eluicdo, possibilitando a separagdo de uma grande

variedade de compostos °¢°.

1.4. Resolugao Enantiomérica por Cromatografia Quiral:

Tentativas e Erros

Dentro deste universo formado por inumeras fases estacionarias
quirais disponiveis e em desenvolvimento, modos de eluicdo, composicoes de fases
moveis para avaliagao e otimizagao e, principalmente, pela presenca de uma ampla
variedade de compostos a serem resolvidos e quantificados, nas mais diversas
matrizes e condigdes, a resolugdo enantiomérica apresenta-se como um grande

mistério a desvendar (Figura 1.9).

Mistura polissacarideos

ciclodextrinas

Seletor Quiral proteinas

Enantiomérica
ST antibiéticos

hexano / alcool 7
isopropanol

etanol Fase Movel

agua/?
metanol

acetonitrila

normal reverso

polar-organico

FIGURA 1.9. Representagdo da problematica envolvida na cromatografia quiral diante da

presenca de varios seletores quirais, modos de eluicdo e composi¢cédo de fases méveis.
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Embora os métodos de planejamentos desenvolvidos sejam utilizados
com o intuito de minimizar o numero de experimentos e com a vantagem de incluir
sistematizacao, as 6timas condi¢des de eluicdo ndo sdo determinadas trivialmente.
Verifica-se uma continua mudanga de fase estacionaria, modos de eluicido e
composicao do eluente, até se obter a separacao desejada. Tal fato faz com que o
tempo gasto seja elevado e que o desenvolvimento de métodos experimentais para
a separagao enantiomérica seja realizado, em geral, através de tentativas e
erros 1290,

O desenvolvimento de um modelo preditivo que possibilitaria tornar o
processo de resolugdo mais direto, no ambito das condi¢cbes de separacao, esta
ancorado & descricdo qualitativa e quantitativa do experimento. Segundo TAKUR ©',
um modelo preditivo deve ser consistente com o comportamento observado
experimentalmente, a fim de ser usado para predi¢des futuras do comportamento do
sistema. Desta forma, a associacdo de analises sistematizadas experimentais e
tedricas contribui de forma positiva para a formagédo de um modelo preditivo.

62-64

Os processos de reconhecimento quirais sdo multiplos tornando-se

necessario recorrer ao conhecimento da interagao flexivel entre o seletor quiral e o

6566 Nzo obstante, duas

analito quiral, mediados pelo efeito da fase movel
condigbes precisam ser estabelecidas para que os enantidmeros sejam resolvidos: i.
cada enantibmero deve formar um complexo diastereoisomérico analito-FEQ (fase
estacionaria quiral) temporario e ii. cada diastereocisdmero deve ser diferente do
outro em termos de estabilidade termodindmica. Os modelos idealizados néao
contemplam uma formulagao precisa da formacdo do complexo diasterecisomérico,
ressaltando a complexidade do processo de reconhecimento quiral.

Considerando que os principios fisico-quimicos que conduzem a
separagao cromatografica quiral (ligagdo de hidrogénio, interacdo t- 1, dipolo-
dipolo, estereoquimica) condizem com o0s que regem o processo de interacdo do
farmaco no organismo, podemos assim, inferir o desenvolvimento de um modelo

preditivo de resolugéo para a cromatografia quiral.
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1.5. Farmacos no Organismo

A administracdo de um farmaco compreende as fases farmacéutica,
farmacocinética e farmacodindmica. A fase farmacéutica refere-se a forma de
administracdo do farmaco (comprimidos revestidos, xarope, injetavel), a fase
farmacocinética aos processos de absorgao, transporte, metabolismo, excrecéo, ou
seja, todo caminho percorrido pelo farmaco no organismo, e a fase farmacodinémica
a resposta bioldgica .

O processo de absor¢cdo do farmaco corresponde a sua passagem,
através das membranas biolégicas, do local que foi administrado para a circulagéo
sistémica. Através de caminhos aleatérios hidrofilicos e hidrofébicos a substancia
bioativa é transportada até o sitio de acdo, onde se obtém a atividade bioldgica °"®.

Este processo pode ser descrito através da equacao:

Resposta Biologica (RB) = f(transporte + interagao ligante-receptor)

O transporte a distribuicdo do farmaco em sistemas bioldgicos estao
vinculados aos processos de dissociagao/ionizagdo e a lipofilia dos ligantes. As
propriedades moleculares lipofilicas indicam possiveis interagdes hidrofobicas que
podem ser descritas através do coeficiente de particéo, log P, que é a medida da
propensao de um composto em transportar-se de um sistema aquoso para um né&o-
aquoso °.

A obtencdo de valores de log P traduz-se como método importante
para a inferéncia de processos biolégicos de permeacgdo, uma vez que a lipofilia
representa um parametro fundamental para o transporte através das membranas.

O processo de permeacéao é influenciado pelas propriedades fisico-
quimicas, pelo tamanho e volume da molécula, pela sua solubilidade, capacidade de
ionizacdo, estereoquimica e pela via pela qual o farmaco foi administrado ®°. Tais
fatores sdo também muito relevantes no ambito da separagédo cromatografica quiral,

onde se tem a coluna quiral como sistema de interesse.
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1.6. Coeficiente de Particao

O coeficiente de particdo de uma determinada espécie quimica é
definido como sendo a raz&do entre as concentragdes que se estabelecem nas
condicbes de equilibrio de uma substancia quimica, quando dissolvida em sistema
constituido por uma fase organica e uma fase aquosa podendo ser expressa pela

equacdo °7%%:

b [ fase orgénica]

[ fase aquosa]

Considerando que o coeficiente de particdo € um dos parametros
fisico-quimicos mais utilizados em estudos de QSAR (Quantitative Struture-Activity
Relationships)58 e que sua determinacgao é frequentemente necessaria, especialistas
optaram por definir o sistema de solventes 1-octanol/tampéao fosfato pH 7,4 como
sendo o preferencial para a sua determinacéo °'.

As principais vantagens do uso do 1-octanol como fase organica sao:
possui ampla capacidade de dissolugao frente a diferentes compostos quimicos, seu
grupo hidroxila pode formar ligagdes de hidrogénio e, embora imiscivel em agua tem
capacidade para dissolver até 2,3 M de agua sob condi¢cbes de equilibrio. Nao é
volatil em temperatura ambiente, € adequado para a medigdo direta na regido do
ultra-violeta e esta disponivel comercialmente ©’.

Um método muito empregado para a determinagédo de coeficientes de
particio € o método de “shake-flask” que, em principio, fundamenta-se na
dissolucdo de um composto quimico em sistema bifasico formado por um solvente
polar e um solvente apolar.

A cromatografia a liquido em fase reversa esta sendo empregada como
uma ferramenta na determinagao do coeficiente de particao, a fim de viabilizar a sua
medida e possibilitar certos graus de impurezas no soluto. Neste caso, a fase
estacionaria, geralmente colunas do tipo Cg, C1g € de membranas imobilizadas, atua
como fase organica e a fase mével como o meio aquoso """,

A particao cromatografica pode ser definida como a razdo do analito
entre a fase movel e a fase estacionaria e o seu coeficiente descrito como log K., .

A retengéo cromatografica em 100% de agua (Ky) € considerada como

o melhor fator de retengao quando usado para estimar a lipofilia no modo reverso de
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eluicdo, uma vez que nao apresenta os efeitos do agente modificador e estabelece a
melhor relacdo de particdo polar/ndo-polar que € modelada no modo reverso de
eluigao.

Os elevados tempos de retencdo para a maioria dos analitos, quando
se utiliza 100% de agua como fase moével, inviabilizam as medidas. Por esta razéo
faz-se o uso de co-solventes, como metanol. O uso de metanol como agente
modificador é devido a capacidade de suas moléculas mimetizarem as moléculas de
agua 7273

A medida do fator de retencao resulta no coeficiente cromatografico de
particao log ky que € obtido pela extrapolagdo dos valores isocraticos de log k para
100% de agua (Figura 1.10). Os valores de log k, sdo obtidos através do modelo
linear de forgca do solvente (LSS) de Snyder, log kK = -S¢ + log ky, onde S é o
coeficiente angular que é dependente do analito e do sistema 478 O fator de
retencao k é calculado através da equacéao k = t; — ty/to, onde t; e to sdo os tempos de

retencdo do analito e do solvente.

P ATTPPTYTY TTYTY]
0% agua

LogK,,

Log K

Log K,,

¢ Metanol

FIGURA 1.10. Representacdo do processo de extrapolacdo a 100% de agua para a
obtencgdo do coeficiente cromatografico de particdo. Variagdo do modificador organico 0,2<
9<0,8"°

A concentracdo do agente modificador em composigcdes extremas
resulta na falta de linearidade da equacao de Snyder 76 portanto a composigdo da

fase mével é limitada a 20-80% do agente modificador (0,2-0,80).
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1.7. Inibidores da Bomba de Prétons (PPls)

Os farmacos mais efetivos na supressdo da secregao acido-gastrica
sdo os que compdem a classe dos inibidores da bomba H*,K*-ATPase (Proton-
Pump Inhibitors - PPIs), amplamente utilizados na terapéutica das desordens gastro-
esofagicas que incluem, entre outras, o refluxo gastro-esofagico (Gastroesophageal
Reflux Disease — GERD) (Figura 1.11) ”".

OCH2CF3 OCH3 OCHj3
H3C / CHs; - | OCH3
|
NS NS
N N N
Sy S Sy
NH NH NH
Lansoprazol Omeprazol Pantoprazol
/
o
CHz)OCH3 _ CH
|
N
N N S

=~ \\O
Nﬁ/s 0 jr\;

NH

Rabeprazol Ro 18-5364

FIGURA 1.11. Representacao estrutural de inibidores da bomba H*/K*-ATPase.

O omeprazol, lancado em 1988 na Europa sob o nome de Losec®
(AstraZeneca) e em 1990 como Prilosec® nos Estados Unidos, foi o primeiro inibidor

de bomba protdnica gastrica utilizado na terapéutica destas desordens ®. Desde
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entdo, outros PPIs foram desenvolvidos e langcados no mercado: lansoprazol
(Privacid®, TAP Pharm, 1995), pantoprazol (Protonix®, Wyeth-Ayerst, 1997),
rabeprazol (Aciphex®, Elsai/Janssen, 1999) e esomeprazol (Nexium®, AstraZeneca,
2001) ”". Um outro inibidor sintetizado e testado pela F. Hoffman-La Roche & Co.
LTd. em 1987 foi o Ro 18-5364 ™.

Um aspecto muito importante com relagdo aos inibidores da bomba
H*/K*-ATPase é que, a exemplo de outros farmacos, eles sdo misturas racémicas,
com excecdo do esomeprazol que € o enantibmero (S) do omeprazol e, como
consequéncia, a metabolizagcdo estereosseletiva destes farmacos deve ser
considerada °'.

A quiralidade nestes farmacos esta relacionada ao atomo de enxofre
na forma de sulféxidos, com a presenca de um par de elétrons livres, apresentando
geometria molecular piramide trigonal. Segundo o Modelo de Repulsdo dos Pares
Eletronicos da Camada de Valéncia (RPEV) a estrutura eletrbnica esta baseada em
angulos tetraédricos.

Inimeros trabalhos podem ser encontrados relacionados aos inibidores
da bomba de prétons, os quais estdo vinculados a estudos de enantiosseparagao, a
validacdo de métodos para quantificagcdo dos enantibmeros em fluidos bioldgicos e,
em formulagdes farmacéuticas.

CASS et al. ** estudaram a enantiosseparacdo do lansoprazol,
omeprazol e pantoprazol, em quatro diferentes colunas quirais de polissacarideos
(amilose e celulose) valendo-se da eluicdo multimodal. Mudangas no modo de
eluicdo, na composi¢cdo da fase moével e no tipo de seletor quiral alteraram
dramaticamente a enantiosseletividade e/ou a enantiorresolugéo destes compostos.

Recentemente foi realizado um estudo comparativo entre a
enantiorresolugédo dos enantibmeros do omeprazol, lansoprazol, rabeprazol e
pantoprazol por cromatografia liquida de alta eficiéncia e por fluido supercritico
utilizando uma coluna quiral de polissacarideo (tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose) 8 A determinacéo dos produtos de degradacgao destes farmacos também
foi realizada valendo-se da cromatografia liquida em fase reversa 8'.

Os enantidmeros e os metabdlitos do lansoprazol ® e do rabeprazol &
foram determinados em plasma humano, por cromatografia liquida, utilizando a
extracdo em fase sdélida como método de pré-tratamento da amostra. Para os

|51

enantidbmeros do omeprazo e pantoprazol * foi empregada a cromatografia
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multidimensional, ou seja, a inje¢ao direta da amostra no sistema cromatografico. A
injecao direta também foi utilizada para a determinagdo dos enantibmeros do
rabeprazol e de seus metabdlitos, em plasma humano, e sua aplicacdo em estudos
farmacocinéticos ®.

Trabalhos sobre a determinacdo dos enantibmeros em formulagbes
farmacéuticas também sao relatados, como é o caso do omeprazol por eletroforese
capilar .

Uma série de 23 sulfoxidos quirais, dentre eles o omeprazol,
lansoprazol e pantoprazol, foi avaliada em trés fases estacionarias quirais de
polissacarideos, sendo os processos de enantiosseparag¢ao analisados por campos
moleculares de interagdo (Molecular Interaction Fields - MIF), a fim de identificar as
razoes da interagcao analito-fase estacionaria quiral e possibilitar a escolha do seletor

quiral adequado para a enantiorresolugdo %7,



“Um problema s6 surge quando estdo presentes

todas as condigoes para soluciond-lo”.

Karl Marx



“Enfrente seu problema como se fosse oportunidade.

A solugdo dele pode ser a chave do seu sucesso”.

J. F. De Lucca

Obijetivos
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivos:

1. A determinacdo do coeficiente cromatografico de particdo, log k., de
inibidores da bomba H'/K*-ATPase, em trés fases estacionarias quirais de
polissacarideos, tendo etanol como modificador organico, a fim de elaborar

um modelo preditivo para separagao quiral;

2. Realizar uma analise sistematica do perfil de retencdo e da separacao
enantiosseletiva dos benzimidazois, no modo reverso e normal de eluicdo, em
trés fases estacionarias de polissacarideos, mediante variacdo da

concentracéo de etanol na fase mével,

3. Separar os enantibmeros dos benzimidazéis em escala multi-miligrama e

determinar a ordem de elui¢gdo nos trés modos de eluigéo.



* Quando nada parece dar certo, vou ver o cortador de pedras
martelando sua rocha talvez cem vezes, sem que uma uinica
rachadura apareca. Mas, na centésima primeira martelada a

pedra se abre em duas, e eu sei que ndo foi aquela que conseguiu

este feito, mas todas as outras que vieram antes .

Jacob Riis

Resultados e Discussoes
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3. Resultados e Discussoes

3.1. Fases estacionarias quirais

A partir da comprovacdo que diferengas enantioméricas resultam em
diferentes respostas bioldgicas, para a aprovagao do registro de novos farmacos
quirais, os enantibmeros devem ser testados separadamente.

Estudos de farmacocinética, farmacodinamica e toxicologia, de ambos
enantidmeros, sao etapas indispensaveis a serem realizadas antes que o farmaco
quiral passe a ser comercializado. Neste contexto, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, em especial a cromatografia quiral, se tornou uma ferramenta essencial
para a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos quirais.

Inumeros compostos quirais estdo sendo eficientemente resolvidos em
colunas de polissacarideos, de modo que a escolha da fase estacionaria e da fase
movel apropriadas, para a separacdo de enantibmeros, envolve uma triagem de
erros e acertos até se alcangar o objetivo almejado.

A construcdo de um modelo matematico preditivo de separacao quiral,
baseado em dados experimentais, se tornou fundamental, a fim de viabilizar a
obtencgao das condi¢des otimas de enantiorresolugao.

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram selecionadas colunas
quirais de polissacarideo, em especial de amilose, devido a sua grande versatilidade
e excelente poder de discriminagdo quiral para uma vasta classe de compostos,

8 hidrocarbonetos, cetonas, aminas, alcoois,

32,34,38

entre eles: aminas axiais quirais
organo-fosforos e compostos de enxofre Trabalhos envolvendo a
enantiorresolugdo de sulfoxidos quirais, incluindo alguns inibidores da bomba de
proétons 32 e seu estudo através de relacbes quantitativas entre estrutura e retengao
enantiosseletivas 89, também contribuiram para a escolha destas fases
estacionarias.

As fases estacionarias foram preparadas, em nosso grupo de pesquisa,
segundo a literatura *°.

Das quatro colunas analiticas avaliadas (Tabela 3.1), trés ja estavam
disponiveis no grupo, exceto a coluna tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose

em APS-Nucleosil (500 A, 7um) (20% g/g) (CSP-1), que foi entéo preparada.
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TABELA 3.1. Dados referentes as colunas analiticas empregadas neste trabalho.

Estruturas Fase Estacionaria Especificagoes Céddigo

© APS-Nucleosil
)S'ﬁ Tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato) (500 A, 7 um)

HN
CSP-1
de amilose (20 % g/g)
~ o~ (15x 0,46 cm)

O APS-Nucleosil
HN)S" Tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) (500 A, 7 um) CSP.2
de amilose (20 % g/g)

(15x 0,46 cm)

N\H}Z‘ APS-Nucleosil

3 Tris [(S)-1-feniletilcarbamato] (500 A, 7 um) CSP-3

de amilose (20 % g/g) CSP-3.1
(15x 0,46 cm)




Resultados e Discussodes 36

3.1.1. Sintese, caracterizagcdo e avaliacao da fase tris (3,5-

dimetoxifenilcarbamato) de amilose em APS-Nucleosil

A sintese do carbamato tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose foi
realizada através da reagdo da amilose com o 3,5-dimetoxifenilisocianato, como
mostra o Esquema 3.1.

Na reacdo do isocianato com o polissacarideo, ocorre um ataque
nucleofilico do par de elétrons livres do oxigénio da hidroxila da amilose a carbonila

do isocianato, resultando na formagéo do carbamato desejado %,

/ OH @ OCONHR \

0 1 Q
"~ RHNOC
HO HO 2. R-N=C=0
On RHNOCO On
amilose tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato)
de amilose
OCH,
1.) Piridina, 24h, 98°C R= i
2.) R-N=C=0, 72h, 98°C '

\ OCH, /

ESQUEMA 3.1. Sintese do tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose.

As reacgdes sao realizadas sob um rigido controle da temperatura, pois
temperaturas superiores as indicadas podem provocar a caramelizagao do produto,
o tornando inadequado para o uso.

E importante trabalhar em condicdes anidras, devido a alta reatividade
do isocianato, que em presenga de agua, reage resultando na formagao do acido
carbamico. Este, por sua vez, perde espontdneamente CO, levando a formacéao de
uma amina primaria que reage com o isocianato, formando em um derivado de uréia

(Esquema 3.2).
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4 _co, N

R-N=C=0 + H,0 — > RNHCOOH —— > RNH;

isocianato
R-N=C=0

@)

|
R-NH-C-NH-R

\_

ESQUEMA 3.2. Reacgédo do isocianato com a agua.

Com a formagao de grandes quantidades dos derivados de uréia, a
sintese do carbamato é realizada em baixo rendimento. Co-precipitacdo destes
derivados com o carbamato e solubilizagdo durante a etapa de condicionamento,
deixam a coluna inadequada para o uso. Aumento da pressdo da coluna e
diminui¢ao brusca do poder de enantiorresolucédo de compostos padroes séo outros
inconvenientes relatados em trabalhos descritos no nosso grupo °'. Desta forma, o
procedimento de secagem do polissacarideo antes da sua derivagao, assim como o
tratamento dos solventes utilizados na reacao, sdo etapas importantes a serem
realizadas. O carbamato sintetizado foi caracterizado por infravermelho (IV)

(Figura 3.1) e analise elementar (Tabela 3.2).
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FIGURA 3.1. Espectro no IV da fase tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose.
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O espectro no infravermelho apresenta uma absorcdo intensa

e caracteristica em 1748 cm™ referente & deformagéo axial da ligagdo C=0 e em

3340 cm™' correspondente & deformacao axial do grupo N-H.

TABELA 3.2. Analise elementar da fase tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato ) de amilose.

Elementos Valores teodricos (%) Valores experimentais(%)
C 56,65 54,82
H 5,29 5,49
N 6,00 5,95

A sintese do carbamato apresentou 83% de rendimento e, através da

analise elementar, foi constatado um excelente percentual de derivagcdo do

polissacarideo de 97%. A estrutura do hexdmero formado esta representada na

Figura 3.2.

FIGURA 3.2. Representacdo da estrutura de um hexamero tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato)

de amilose.
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A 3-aminopropilsilica (APS) é considerada o suporte ideal para os
derivados de polissacarideos em decorréncia de seus grupos amino serem de
natureza similar aos grupos polares do carbamato, por apresentar menor polaridade
em relacdo a silica ndo derivada e por aumentar a estabilidade da fase mediante
interacdes de ligagcdes de hidrogénio com o carbamato usado na cobertura do
suporte %.

O suporte APS-Nucleosil (500 A, 7 ym), preparado em nosso
grupo de pesquisa a partir de silica Nucleosil, foi recoberto a 20% g/g com o
carbamato sintetizado. A fase estacionaria obtida foi empacotada e, posteriormente,
condicionada por 24 horas em hexano:isopropanol (95:05 v/v), numa vazao de
0,5 mL.min™.

Na avaliagdo, a coluna apresentou bandas simétricas e
excelentes valores de enantiosseparagao (a=1,62) e enantiorresolugdo (Rs=3,52)
para o composto padrao racémico, 6xido de trans-estilbeno, sendo incluida no grupo

de colunas quirais usadas neste projeto.
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3.2. Analise sistematica no modo reverso de eluigao

E bem conhecido que o coeficiente cromatografico de particdo
assemelha-se ao coeficiente de particao obtido do sistema octanol-agua somente no
intervalo de 20-80% da fracdo de agente modificador na fase mével " 7" 8793,

Neste trabalho, inicialmente, as determinacdes de log k, foram
realizadas no intervalo 35-80% etanol-agua (com medidas em 35, 50, 65 e 80%). Os
valores de log k,, foram entdo extrapolados a partir das relagées entre log k e fragcao
de etanol (peion) usando dois sistemas distintos de analise dos dados. No primeiro
sistema, foi considerada uma dependéncia linear da equagdao de Snyder que
resultou em um coeficiente de ajuste médio de r* = 0,947. Entretanto, uma analise
grafica suscitou a possibilidade de ser o modelo descrito de forma nao-linear.
Também é notério que o coeficiente de particao tem uma dependéncia nao-linear da
equagao de Snyder e que isso é dependente, dentre outras caracteristicas, da
composicdo do agente modificador na fase mével % 8% Os coeficientes de ajuste
para a equacgado de Snyder, operando em condi¢gdes nao-lineares, resultaram na
média de r* = 0,992. Isto sugere, claramente, que nesse intervalo o modo de
retencao em fase reversa superestima os valores de log k.

Com o objetivo de melhor compreender esses resultados, foi realizada
uma analise sistematizada dos fatores de retencao desta série de compostos, com
as colunas quirais selecionadas, frente a variacdo da concentracao de modificador
organico no modo reverso de eluigao.

A composi¢ao da fase movel variou de 0%, 0,5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70% e 75% de agua em
etanol. O tempo maximo estabelecido para as analises foi de 200 minutos. Desta
forma, nao foi possivel determinar os parametros cromatograficos em concentragdes
elevadas de agua (70% e 75%) para alguns compostos devido aos altos fatores de
retencao.

O principio da retengdo cromatografica, no modo reverso de eluigéo,
€ a hidrofobia. As interagcdes repulsivas entre a parte apolar do analito e as
moléculas de agua resultam numa interacdo mais efetiva entre o analito e a fase
estacionaria ®.

Durante uma analise, no modo reverso, 0 comportamento esperado é

que em paralelo ao aumento da concentracdo do modificador organico ocorra a
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diminuicao dos fatores de retencédo dos solutos de uma amostra. Em contrapartida,
quanto maior a concentragdo de agua maior os fatores de retengao.

O perfil de retengao das colunas quirais CSP-1, CSP-2 e CSP-3 para
série de compostos avaliados sao apresentados nos Graficos 3.1 a, b e ¢, onde sao

relacionados os valores de log k7 versus a concentragao de etanol.

1,5 1,5
. CSP-1 . CSP-2
1,2 1 ‘e 1,2 1 Lo
‘ * ‘ *
0,9 7 ’ . 0,9 1 ' *
;0’6 $. ;0,6 $.
o ! ‘ A o ! ‘ A
0,3 1 ot“AA‘A 0,3 .“‘AA‘A
N ¢ ' N ' ’
0 T T T T T T T g i % i : 0 T T T T T T T ! i % E :
03 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 170 03 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
% Etanol % Etanol
¢ lanso = ome 4 panto ¢ rabe ®ro + lanso = ome 4 panto ¢ rabe *ro
(a) (b)
1,8
15 .. CSP-3
1,2 4 .e
g 09 - i,
_g 0,6 _ LI “ A -
e 2 L - A A A A
03 - =2
L3 3
[ 14 PR
0 SN A
03 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
% Etanol
* lanso = ome 4 panto e rabe * ro
(c)

GRAFICOS 3.1. Relagzo entre o log k7 dos benzimidazéis avaliados versus porcentagem
de etanol nas trés colunas quirais avaliadas sob condigdes de modo reverso de eluicdo: (a)
CSP-1; (b) CSP-2 e (c) CSP-3.

A medida que a concentragdo de etanol aumenta a diminuicdo dos
fatores de retencéo, expresso em logaritmo, € observada. Apos certa concentragéo
de etanol, entretanto, os fatores de retengdo aumentam, e esse comportamento se
mantém até atingir o modo polar-organico, em 100% de etanol.

Os Gréficos 3.2 a e b mostram as mudancgas nos fatores de retengao,

para o composto rabeprazol, mediante variagdo da concentracdo de etanol. E valido



Resultados e Discussodes 42

salientar, que este aumento de retencdo foi observado na analise dos cinco

compostos da série, com as trés colunas quirais selecionadas.
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GRAFICOS 3.2. Perfis de retencéo do rabeprazol na CSP-1. (a) log k versus concentragéo
de etanol, (b) log k versus concentragao de agua.
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Os perfis dos fatores de retengao obtidos podem ser interpretados de
duas formas distintas. Os Graficos 3.2 a e b exemplificam essas analises.

Considerando-se inicialmente elevada concentragdo de agua, a medida
que a concentracdo de etanol aumenta, os fatores de retencdo dos analitos
diminuem. Deve-se isso, a diminuicao das interacdes hidrofébicas que predominam
no processo de retencdo, no modo reverso de eluigdo, e as colunas quirais por
apresentarem comportamento tipico de fases estacionarias reversas. Todavia, apds
certa concentragao de etanol (préximo a 90% v/v, no caso do rabeprazol), comegam
a predominar as interagcbées de ligacdo de hidrogénio, atribuidas, como interagdes
predominantes no modo polar organico 33494,

Nao obstante, avaliando os resultados apresentados no Grafico 3.2 b,
quando a elui¢do é iniciada no modo polar-organico, com 100% de etanol, a medida
que ha adicdo de baixos percentuais de agua, na fase mével, as colunas quirais
continuam se comportando como se estivessem no modo polar-organico de eluigao.
Em baixas concentragdes de agua, as intera¢des hidrofdbicas ndo prevalecem sobre
as interagdes de ligagbes de hidrogénio e o aumento do fator de retengao, tipico da
eluicdo no modo reverso, ndo ocorre. Pelo contrario, em baixas concentracbes de
agua, as associagdes das moléculas de agua com as moléculas de etanol
favorecem a maior afinidade dos analitos pela fase movel, quando comparada com a
fase movel constituida somente por etanol.

Tal fato pode estar relacionado ao equilibrio adsor¢cao-dessor¢ao que
€ estabelecido no processo de interagcdo entre o enantibmero e a fase

25 |nicialmente os analitos encontram-se solvatados e a fase

estacionaria
estacionaria adsorvida pelas moléculas do eluente, de modo que a interagcao analito-
CSP s6 ocorre mediante o deslocamento das moléculas de solvatagao/adsorcéao.
Assim, dependendo da composicdo da fase moével o processo de
solvatagdo/adsor¢cdo € mais ou menos efetivo, ocasionando mudangas na retengéo
dos analitos.

A diminuigao dos fatores de retengcéo, com a adigao de agua ocorre até
certa concentracdo deste solvente, pois apos esta, as interacbes decorrentes da
hidrofobia comegam a vigorar e, consequentemente, ocorre o aumento do fator de
retencdo. As fases quirais de polissacarideos, ndo apresentam o comportamento de

modo reverso, regido pela hidrofobia, em pequenas concentragdes de agua.
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Para um melhor entendimento do modo de eluicdo, nessas fases
quirais, em presencga de baixas concentracdes de agua (ou altas de etanol) na fase
movel, talvez necessario recorrer a um tratamento matematico dos dados obtidos,
valendo-se possivelmente de programas de modelagem molecular.

No entanto, a mudanga do perfil dos fatores de retencdo, a certa
concentragdo de modificador organico, esta claramente evidenciada. Esta alteragcéo
foi observada nas trés fases quirais, para ambos enantibmeros, dos compostos da
série, nos casos onde houve resolucdo enantiomérica.

A concentragao de modificador organico necessaria para interceptar a
mudanca entre os dois tipos de retengao, modo reverso e modo polar-organico, foi
determinada para todos os compostos em todas as fases quirais.

Foram obtidas as equagdes de segundo grau, considerando as duas
formas de analise: iniciando a analise pelo modo polar-orgénico (100% de etanol) e
através do modo reverso de eluigdo com elevada concentragdo de agua (baixas
concentragdes de etanol). As equagdes foram obtidas considerando o log k versus a
porcentagem do solvente em estudo (agua ou etanol).

Os parametros avaliados foram: n nimero de variaveis, r* coeficiente
de ajuste da reta, s desvio padrdo, F teste de Fisher, Q? capacidade de predicdo do
modelo quando um composto é excluido do modelo original e log ky, .

A porcentagem do solvente de interesse na fase movel, etanol ou agua,
responsavel pela interceptacdo dos dois tipos de retengao, considerando o intervalo

de variacgao, foi expressa pelo ponto minimo da reta.
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TABELA 3.3. Equacbes pertinentes ao estudo do perfil de retencdo na CSP-1, para os cinco compostos quirais, tendo como ponto inicial de

estudo o modo reverso de eluigao.

Ponto Ponto.
Composto Equacao n F s r? Q? log k., minimo min.exp.
QEtOH QEtOH
log k =6,41x10™ (+ 6,3 x10™*)@eton > —1,11 x10™ 86,8
lansoprazol (582 X10'3)(PEt0H + 4,35 (+ 0,25) 15 1539 0,046 0,996 0,993 4,35 (84.7/89,4) a0
log k = 5,64 x10™ (+ 6,8 x10°)peion2— 9,79 x1072 86,7
omeprazol (£ 9.2 X10%)peon + 4.21 (£ 0,29) 14 942 0,042 0,994 0,989 4,21 (84,4/89.,6) 85
log k = 6,75 x10™ (£ 5,5 x10°%)gton 2— 1,09 x10™ 80,9
(£7.2 x10%)0m0n +4.25 (£ 0,22) 15 1329 0,041 0,996 0,993 425 (79,5/82,5) 85
pantoprazol 813
_ -4 -5 2 -1 )
log k -(6-5635”?0 3()’—’ 6.1 X1O4);P:I3£t(OHO;g2,?7 X107 10 1109 0035 0997 0994 433 (76,2/855) 75
£ 6,5 x107)¢peton +4,33 (£ 0,
log k =6,45x10™* (+ 5,5 x10° 2_1,04 x10™
¢ 731 Og)(PEtOH N 3?35“(’: 0.22) 15 1198 0,041 00996 0992 3,89 (79?&392,6) 85
rabeprazol
log k =6,37 x10* (+ 1,6 x10°)peton*— 1,04 X107 45 980 0039 0996 0993  3.98 81,6 75
(£ 1,7 x10%)0gion + 3,98 (+ 0,42) ’ ’ ’ ’ (75,6/91,5)
_ -4 -4 2 -1
Ro 18-5364 09K =736 x107 (£87x1070eon”—1.23x107 44 748 0054 0096 0988 475 83,4 85
(£ 1,2 x10?)gon + 4,75 (+ 0,38) (81,5/85,9)
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TABELA 3.4. Equacbes pertinentes ao estudo do perfil de retencdo na CSP-2, para os cinco compostos quirais, tendo como ponto inicial de

estudo o modo reverso de eluigao.

Ponto minimo Pt. min. exp

Composto Equacao n F s r? Q*> log ky
PEtOH QEtOH
log k = 4,8x10™ (£ 4,3 x10™)peton * — 8,93 x1072 93,9
| | 13 2885 0,031 0,998 0,996 4,12 95
ansoprazo (£ 6.0 X10'3)(pEt0H +4,12 ( 0,20) (91,8/96,3)
log k =4,5x10™ (£ 5,1 x10°)@gion*— 7,90 x10% 13 87.3
(£ 7.2 10 ) omon + 346 (£ 0,24) 1047 0026 099 0989 346 gy g 85
omeprazol
_ -4 5 2 2
log k= 4,8 X107 (£ 4,4 x10%)geon 860 X107 2057 0222 0998 0995 404 G OC 95
(£ 6,2 x10®)pgton + 4,04 (£ 0,21) (88,4/92,4)
_ -4 5 2 2
pantoprazol 09K =48x107 (6,7 x107)gewon"~ 7,76 X107 1 364 0041 0986 0977 3,37 79,5 85
(9,1 x10°)pgton + 3,37 (£ 0,29) (77,7/81,8)
—_ -4 -5 2 -2
rabeprazol 09 K =425 X107(x 4,3 x10")pe0on"~7.65 X107 413 4650 0020 0996 0994 346 90,0 95
(£ 6,1 x10°)pgion + 3,46 (£ 0,20) (88,0/92,4)
— -4 -4 2 _ -2
Ro 18-5364 09 K= 9,08 X107 (£ 1,0x107)0eion"-9.03x10% 43 3913 0050 0,088 0,969 3,90 88,8 95
(1,4 x10°)pgton + 3,90 (£ 0,47) (85,4/93,8)
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TABELA 3.5. Equacgdes pertinentes ao estudo perfil de retengcdo na CSP-3, para os cinco compostos quirais, tendo como ponto inicial de

estudo o modo reverso de eluigao.

Ponto minimo Pt. min. exp

Composto Equacao n F s r? Q*> log ky,
QEtOH QEtOH

log k = 4,55x10™ (£ 8,5 X10™)pgion > — 7,74 x1072 85,1
lansoprazol (11 x102)0m0n, +3.30 (£ 0.31) 16 386 0,075 0,984 0,971 3,30 (81.1/90.7) 85
omeprazol 09k =388x10% (£8,0x10%)0e0n° = 6,44 X10% o 550 (059 0976 0953 2,67 (79832/’898 0) 85

P (£ 1,1 x10)pgon + 2,67 (0,32) ’ ’ ’ ' e

log k = 4,22 x10™ (+ 1,5 x10™*)pgon = 5,81 x107 68,9
(£ 1,9 x10%)pon + 2,39 (£ 0,58) 15 231 0,107 0,793 0,570 2,39 (65,6/73,3) 55

pantoprazol . - 462 x10% (£ 1,5 x10*)geion 2~ 6,40 X107 69,3
(£1,9 X10'2)<pEt0H + 2,64 (£ 0,58) 15 283 0,108 0,826 0,643 2,64 (66,2/73,3) 55

log k = 3,76 x10™ (8.1 x10°)pgion >~ 6,17 x107 620
(£ 1,1 x10%)peon + 2,56 (£ 0,35) 14 191 0,050 0,972 0932 2,56 (78.9/86.5) 85

rabeprazol .5 k= 3,98 x10* ( 4,5 x10%)peion 2~ 6,46 X102 65
(i 6,05 X10_3)(PEtOH + 2,71 (i 0’19) 10 183 0,057 0,969 0,851 2,712 (76,2/,88,1) 75

. o 2 ) 103 0,086 0,948 0,871 83,1
Ro 18-5364 log k = 4,54 x10° (£ 1,4 x10*)pgion 2~ 7,55 x10° 14 : ’ ’ 3,21 (78,7/90,8) 80

(1,9 x10%)pgon + 3,21 (+ 0,61)
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TABELA 3.6. Equacgdes pertinentes ao estudo perfil de retengcdo na CSP-1, para os cinco compostos quirais, tendo como ponto inicial de

estudo o modo polar-orgéanico.

Ponto minimo Pt. min. exp.

Composto Equacio n F s r? Q?
Pagua Qagua
log k =6,41x10™ (£ 6,3 x10®°)@sgua > -1,69 x107 13,2
lansoprazol (£4.5 X10'3)(pagua —0,37(% 0,07) 15 1539 0,046 0,996 0,993 (10,6/15,3) 10
_ 4 5 2 2 13,3
omeprazol °9 (i . gffoﬁ;g (* f’g ’2‘10)( 1)5"_ng1 . 015%_’5)10 14 931 0042 00994 0989  (10.4/15.6) 15
- agua ’ = U,
log k =6,75 x10™ (£ 5,5 x10°)pagua > — 2,58 x107 19,1
(£ 4,0 X10%)0squa + 8,14 x102 (£ 6,0 x102) 10 1329 00410,996 0,993 47 559 5) 15
pantoprazol
log k =6,53 x10™ (£ 6,1 x10°)pagua > — 2,30 x107 18,7
(£ 5,9 x10°)psgua + 9,30 x107 (£ 1,3 x10™") 10 1109 0,352 0,997 0,994 (14,5/23,8) 25
log k = 6,45 x10™ (£ 5,5 x10™°)Qagua > — 2,47 x10 19,1
(£4.0 X10%)pagua - 8,62 x107 (£6,1x103) 10 1198 0041 0996 0992 417 450 6) 15
rabeprazol
log k = 6,45 x10™ (£ 6,5 X10™°)pagua - — 2,43 x10 10 982 0034 0998 0993 18,4 o5
(26,2 Xx10°)psgua - 1,62 x107 (£ 1,4 x10™") ’ ’ ’ (13,6/29,5)
log k =7,36 x10™ (£ 8,7 x10*)pagua > — 2,44 x107 16,6
Ro 18-5364 (£ 5,9 x10°)pagua — 0,176 (£ 0,082) 14 418 0,054 0992 0988 (1411185) 1
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TABELA 3.7. Equacbes pertinentes ao estudo do perfil de retencdo na CSP-2, para os cinco compostos quirais, tendo como ponto inicial de

estudo o modo polar-orgéanico.

Ponto minimo Pt. min. exp.

Composto Equacgio n F s r? Q? N 0
agua agua
log k = 4,73x10™ (£ 4,2 x10*)@sgua > -5,66 x107 5,98
lansoprazol 5 6 x10°)pagua — 502 X107 (¢ 3,4 x107?) 192958 0,021 0998 0.9% (3 50/g,06) %
log k = 4,51 x10™ (£ 5,1 x10®°)@sgua*— 1,14 x102 13 12,7
(£ 3,2 X10%)¢agan + 8,87 X107 (2 4,1 x107?) 1028 0,026 0,996 0989 (157146 15
omeprazol
log k =4,77 x10™ (£ 4,4 x10°)psgua > — 9,33 x10° 2058 0022 0998 0.995 9,78 05
(£ 2,7 x10%)psgua + 2,08 107" (£ 3,5 x10?) 13 ’ ’ ’ (7,59/11,6)
log k = 5,21 x10™ (2 1,1 x10™*)@sgua — 1,75 x107 16,8
pantoprazol "\ 6 1 x10°)psgus - 4,27 107 (£ 6,6 x107) 1+ 143 0049 0,966 0919 45749 g) 1
log k = 4,21 x10™ (¢ 4,6 x10°)(sgua >— 8,23 x107 9,79
rabeprazol (£ 2.9 X10'3)(pagua £ 5,67 x102 (£ 3,7 x10?) 13 1411 0,023 0,996 0,993 (7.10/12,0) 05
log k = 5,08 x10 (£ 1,0 x10™)(sgua >— 1,14 x107 11,2
RO18-5364 (1 6.2 x10%)0ugun — 4,35 x10% (8,1 x102)  1° 391 0050 0,988 10.969 454,14 ) 05
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TABELA 3.8. Equacdes pertinentes ao estudo do perfil de retencdo na CSP-3, para os cinco compostos quirais, tendo como ponto inicial de

estudo o modo polar-orgéanico.

Ponto minimo Pt. min. exp.

Composto Equagio n F s r? Q?
Pagua QPagua
log k =4,55x10™ (£ 8,5x10™)@sgua > — 1,36x107 14,9
lansoprazol (£ 6,650 )9a00s + 9.78x10% (& 1. 1x107) 16 387 0,075 0,984 0,971 (9.31/18,9) 15
log k =3,88x10™ (+ 8,8x10°)@sgua > — 1,33x107 250 0,059 0,976 0,953 17,1
omeprazol (£ 5,8x10))pague + 1,14x10° (£ 8,8x107) (12,0120,7) '
log k =4,22x10™ (£ 1,5x10™)@sgua > — 2,62x107 31,1
(£ 1,1%10)psgua + 7,95x10™" (£ 1,6x10™) 15 23 0,107 0,793 0,570  (26,7/34,4) 45
pantoprazol |\ 462x10" (x 1,5x10%)psqun *— 2,84x107 30,7
(£ 1,1%10%)psgua + 8,62x10™" (£ 1,6x10™) 15 28 0,108 0,826 0,643 (26,7/33,8) 45
log k =3,76x10™ (£ 8,1x10°)psgua > — 1,35x107 18.0
(£ 5,4x10%)psgua + 1,54x10™" (£ 7,6x107?) 14 191 0,050 0,972 0,932 (135/’21 1) 15
rabeprazol - 1og k = 3,98x10% (+ 4,5x10°)pygue 2~ 1,6%10° 16.2
(£3,19%107)gagua +2,3x10” (£5,5%10%) 10 183 0,057 0969 0851 44545 25
log k = 4,54x10 (£ 1,4x10™*)pagua 2 — 1,53x107 16,9
Ro 18-5364 (£ 9,4x10%)psqua + 2,01x10‘*g(¢ 1,3x10™) 14 103 0086 0948 0871 (9,16/21,3) 20
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Para uma melhor visualizagdo os dados teoricos e experimentais

referentes a concentragédo de etanol e agua, que intercepta a mudanca do modo de

retengdo nas colunas quirais, estdo dispostos nas tabelas a seguir (Tabela 3.9. e

Tabela 3.10).

TABELA 3.9. Dados tedricos e experimentais referentes a porcentagem de etanol que

intercepta a mudanga do modo de retengao, para os cinco compostos, nas trés fases quirais

sob condi¢des de modo reverso.

CSP-1 CSP-2 CSP-3
Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto
Compostos . i
min.teorico min.exp. | min.teérico  min.exp. | min.teérico  min.exp.
(PEton) (%) (peton M%) | (@ewon M%)  (@eton ) (%) | (Peton N(%)  (Peton )(%)
lansoprazol 86,8 93,9 85,1
(84,7/89,4) 90 (91,8/96,3) 95 (81,1/90,7) 85
87,3
86,7 (85,4/89,8) 85
85 82,9
omeprazol (84,4/89,6) 502 (79,3/88,0) 85
(88,4/92,4) 95
80,9
: 68,9 55
(79.5/82,5) g5 05 (65,6/73,3)
pantoprazol |  g13 (7775818
(76,21855) 0 69,3
’ ’ (66,2/73,3) 55
80,9 85 82,0
(79,4/82,6) (78,9/86,5) 85
rabeprazol 90,0 95
816 - (88,0/92,4) 838
(75,6/91,5) (76,2/88,1) 75
83,4 88,8 83,1
R0 18-5364 | (51 5/85,9) 85 | (854/938) 95 (78.7/90.8) 80
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TABELA 3.10.

Dados tedricos e experimentais referentes a porcentagem de agua que

intercepta a mudanga do modo de retengao, para os cinco compostos, nas trés fases quirais

sob condigdes de modo reverso.

CSP-1 CSP-2 CSP-3
Compostos Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto
min.teérico  MiN-eXp. | min.teérico min.exp. | min.teérico  min.exp.
(Pagua) (%) (Pagua) (%) | (sgua) (%)  (Pagua) (%) | (Psgua) (%)  (@agua) (%)
lansoprazol 13,2 5,98 14.9
P (10,6/15,3) 10 (3,52/8,06) 05 (9,31/18,9) 15
12,7
133 (10,2/14,6) 15 17,1
omeprazol (10.4/15.6) 15 (12,0/20,7) 15
9,78
(7,59/11,6) 05
19,1 31,1
(17.520.5) 45 16,8 5 | (267/34.) 45
pantoprazol 18,7 o5 (13,7/19,0) 307 45
(14,5/23,8) (26.7/33,8)
19,1
(17,4/20,6) 15 (1315%’201 " 15
9,79 ’ ’
rabeprazol | g4 (7.10112,0) 05 162
(13,6/29,5) 25 (11 9/’23 8) 25
16,9
16,6 11,2 ;
Ro 18-5364 (14,1/18.5) 15 (6,21/14.6) 05 (9,16/21,3) 20

Os resultados experimentais, considerando o intervalo de confianga,

estdo em concordancia com os obtidos pelas equacdes. A diferenca constatada foi

em relagao a concentragao do modificador organico necessaria para a mudanga no

modo de reteng&o nas diferentes fases estacionarias quirais.
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Os dois modos de retencdo sao interceptados quando a CSP-1 é
usada como coluna tendo aproximadamente 85% de etanol como modificador
organico. Abaixo deste valor a retengcdo cromatografica € regida pelo principio da
hidrofobia e acima deste percentual o sistema comeg¢a a responder como se
estivesse no modo polar-organico. Iniciando pelo modo polar-organico, a mudanga
de retengéo ocorre com aproximadamente 15% de agua.

Com a CSP-2 o modo polar-organico de eluigdo manifesta-se com
aproximadamente 95% de etanol, ou seja, o modo reverso de eluicdo mantém-se
mesmo com altas concentragdes do modificador organico. De outra forma, o sistema
acima de 5% de agua ja responde as interagcdes cabiveis ao modo reverso de
eluigdo.

Para a CSP-3 esta alteragdo acontece em aproximadamente 80% de
etanol ou em 20% de agua. A concentragado de etanol necessaria para a mudanga
de retengdo € menor, enquanto que a passagem do modo polar-organico para o
reverso requer uma concentragdo maior de agua na fase movel, quando comparado
com as demais colunas quirais.

Considerando como ponto inicial de estudo o modo reverso, com
elevada porcentagem de agua, a mudanga de modo de retengédo ocorre na seguinte
ordem das colunas usadas: CSP-3,> CSP-1 > CSP-2.

Com a obtengcdo das equagbes de segundo grau foi possivel
determinar o coeficiente cromatografico de particdo, log k,, para os inibidores da
bomba de prétons, considerando o sistema como ndo-linear (Tabelas 3.3, 3.4, 3.5).
Nas equacgdes, onde y= log k € x= @eton, considerando x=0 obtem-se os valores de
log k que corresponderam aos logaritmos dos coeficientes de particdo em 100% de

agua.
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TABELA 3.11. Valores do coeficiente cromatografico de particdo dos inibidores da bomba

de protons obtidos pelas equagdes de segundo grau e a comparagdo com os valores de

log P .

Sulféxidos log P CSP-1 CSP-2 CSP-3
log kw1 log kw1 log kw1

omeprazol 1,57-2,42 4,21 (+0,29) 3,46 (+0,24) 2,67 (+0,32)

lansoprazol 2,58-3,03 4,35 (+0,25) 4,12 (+0,20) 3,29 (+0,31)

lantoprazol 2,05 4,25 (+0,22) 3,37 (¢0,29) 2,39 (+0,58)

rabeprazol 1,18-2,33 3,89 (£0,22) 3,46 (+0,20) 2,56 (+0,35)

Ro 18-5364 1,517 4,75 (+0,38) 3,90(0,47) 3,21 (0,61)

*log Pt pH 7,4 ** obtido pelo programa XlogP

Apesar dos valores serem subestimados para todas as colunas em
estudo, pode-se observar que para a coluna CSP-3 os valores de log k,, aproximam-
se dos valores dos limites superiores de log P determinados para os benzimidazois
no sistema octanol-agua.

Esses resultados estdo em acordo com o trabalho de B. Chankvetadze
e colaboradores ** que observaram que as colunas de polissacarideos nem sempre
apresentam retencodes tipicas de modo reverso. Talvez, por influéncia de interacoes
resultantes de ligagdes de hidrogénio com os derivados de polissacarideos,

racionalizam os autores.
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3.3.1. Efeitos da fase estacionaria e da composicao da fase
movel no reconhecimento quiral sob condigcbes de modo reverso de

eluicao

A retengdo cromatografica se refere a interacdo existente entre o
analito e a fase estacionaria sem considerar a estereoquimica das moléculas, neste
caso, 0s enantibmeros podem apresentar a mesma retengdo cromatografica e
consequentemente nao apresentar a separacao quiral.

Em cromatografia quiral, no entanto, para a discriminagao
enantiomérica além das inumeras interagdes (ligacdo de hidrogénio, interagdo -,
dipolo-dipolo), entre o analito e a fase estacionaria e a fase médvel, € considerada a
estereoquimica das moléculas e o tipo de seletor quiral utilizado. Diferentes grupos
substituintes sao responsaveis por mudancgas na habilidade da fase quiral em formar
ligagdes de hidrogénio além de outras interacdes necessarias para a separagao >°.

Para a obtencdo de condicbes de enantiosseparagcbes por
cromatografia quiral é necessario, frequentemente, controlar a retengcédo dos analitos
através de alteracdes nas variaveis experimentais, como vazao, forca da fase movel,
temperatura e pH. A otimizacdo da separagdo pode ser conseguida pela
especificidade do derivado de polissacarideo e do tipo de composi¢cdo da fase
movel %2,

Durante a realizacdo da analise sistematica, no modo reverso de
eluicdo, foi observado que enquanto o comportamento de retencéo foi similar em
todas as fases quirais, o poder de discriminagao quiral foi distinto (Graficos 3.3 a, b e
C).

Para estas fases derivadas de polissacarideos, CSP-1, CSP-2 e CSP-
3, a capacidade de separagao quiral esta relacionada com a estrutura do polimero
amilose, que possibilita a formagao de complexos de inclusdo em suas cavidades e,

principalmente, com os diferentes grupos substituintes do carbamato formado 9
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GRAFICOS 3.3. Relagdo entre log k; e log k. dos enantibmeros do omeprazol versus
porcentagem de agua nas trés fases estacionarias de polissacarideos: (a) CSP-1, (b) CSP-2
e (c) CSP-3.

Foram calculados os parédmetros cromatograficos de todas as analises

e estes estdo dispostos nas tabelas a seguir (Tabela 3.12 — 3.16).
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TABELA 3.12. Paradmetros cromatograficos das analises do lansoprazol nas colunas quirais CSP-1, CSP-2 e CSP-3 no modo reverso

) CSP-1 CSP-2 CSP-3
% Agua

ki logk:; k; logk, a Rs k; logk:; k, logk; a Rs| ki Ilogk:; k; Ilogk: a Rs
0 0,48 -0,32 - - 1,00 - 091 -0,04 - - 1,00 - |1,09 0,04 1,32 0,21 1,21 1,12
5 0,35 -0,46 - - 1,00 - |080 -0,70 - - 1,00 - |1,12 0,05 - - 1,00 -
10 0,29 -0,54 - - 1,00 - |091 -0,04 - - 1,00 - |1,06 0,02 - - 1,00 -
15 0,31 -0,51 - - 1,00 - 093 -0,03 - - 1,00 - |099 -0,004 - - 1,00 -
20 0,36 -0,44 - - 1,00 - [1,06 0,02 - - 1,00 - |1,07 0,03 - - 1,00 -
25 0,45 -0,35 - - 1,00 - [128 0,11 - - 1,00 - |1,22 0,08 - - 1,00 -
30 0,52 -0,28 060 -0,22 115 RP (166 0,22 - - 1,00 - |143 0,15 - - 1,00 -
35 0,70 -0,15 0,84 -0,08 120 RP (225 0,35 - - 1,00 - |1,72 0,24 - - 1,00 -
40 1,00 0,000 1,21 0,08 121 RP |3,04 048 - - 1,00 - |191 0,28 - - 1,00 -
45 1,48 0,17 182 0,26 1,23 080|4,14 062 - - 1,00 - |222 0,35 - - 1,00 -
50 1,97 029 247 039 125 083|696 0,84 - - 1,00 - |296 047 - - 1,00 -
55 450 065 563 075 125 092|113 1,05 - - 1,00 - |437 0,64 - - 1,00 -
60 8,77 094 11,0 1,04 125 097|220 1,34 - - 1,00 - |7,19 0,86 - - 1,00 -
65 2000 1,30 250 1,40 125 105| - - - - - - 1155 1,19 - - 1,00 -
70 354 155 46,2 166 1,31 1,10| - - - - - - 1353 1,55 - - 1,00 -
75 - - - - - - - - - - - - 1369 1,57 - - 1,00 -

RP: resolugao pobre: Rs<0,80
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TABELA 3.13. Paradmetros cromatograficos das analises do omeprazol nas colunas quirais CSP-1, CSP-2 e CSP-3 no modo reverso.

] CSP-1 CSP-2 CSP-3
% Agua

ki logk:; k, Ilogk, a Rs | ki logk; k, logk: a Rs ki logk:; k: logk, a Rs
0 1,30 0,11 160 0,20 123 RP|134 0,13 168 0,22 125 091,18 0,07 141 0,149 1,19 RP
5 0,89 -0,05 - - 1,00 - |[1,02 001 142 0,15 139 1,15|1,15 0,06 - - 1,00 -
10 0,88 -0,06 - - 1,00 - {103 001 146 0,16 142 1,26|1,05 0,02 - - 1,00 -
15 0,87 -0,06 - - 1,00 - |[1,00 0,00 145 0,6 1,45 1,31/0,98 -0,01 - - 1,00 -
20 0,98 -0,01 - - 1,00 - |{1,07 003 161 021 150 1,68]|1,03 0,01 - - 1,00 -
25 1,15 0,06 - - 1,00 - (122 0,09 19 028 156 1,66/|1,16 0,06 - - 1,00 -
30 1,42 0,15 - - 1,00 - |[149 0,17 239 038 160 175|133 0,12 - - 1,00 -
35 1,84 0,26 - - 1,00 - |[1,88 0,27 310 049 165 221|154 0,19 - - 1,00 -
40 2,48 0,39 - - 1,00 - |[2,34 0,37 4,07 061 1,74 229|166 0,22 - - 1,00 -
45 3,40 0,53 - - 1,00 - |287 046 520 0,71 181 241|186 0,27 - - 1,00 -
50 4,34 0,64 - - 1,00 - |446 065 832 092 1,87 241|224 0,35 - - 1,00 -
55 8,64 0,94 - - 1,00 - |[634 080 132 1,12 2,08 284|297 0,47 - - 1,00 -
60 155 1,19 - - 1,00 - |[11,0 1,04 246 139 224 3,46|4,33 0,64 - - 1,00 -
65 32,5 1,51 - - 1,00 - - - - - - - 18,13 0,91 - - 1,00 -
70 - - - - - - - - - - - - 155 1,19 - - 1,00 -

RP: resolugao pobre: Rs<0,80
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TABELA 3.14. Paradmetros cromatograficos das analises do pantoprazol nas colunas quirais CSP-1, CSP-2 e CSP-3 no modo reverso.

] CSP-1 CSP-2 CSP-3
% Agua

k; logk: k. Ilogk, a Rs k; logk:; ko logk, a Rs| ki logk; k, logk: a«a Rs
0 1,33 0,12 - - 1,00 - 293 047 - - 1,00 - |505 0,70 588 0,77 1,16 1,70
5 0,96 -0,02 - - 1,00 - 229 036 - - 1,00 - |440 064 5,01 0,70 1,14 0,90
10 0,65 -0,19 - - 1,00 - 216 033 - - 1,00 - |378 058 423 063 1,12 0,83
15 0,65 -0,19 - - 1,00 - [199 0,30 - - 1,00 - {332 052 369 057 1,11 0,83
20 0,72 -0,14 - - 1,00 - [200 030 - - 1,00 - |322 051 355 055 1,10 0,80
25 0,72 -0,14 082 -0,09 100 RP |2,09 0,32 - - 1,00 - |33 052 371 057 1,11 0,80
30 0,85 -0,07 1,00 0,00 100 RP 207 032 - - 1,00 - |3,19 050 351 054 1,10 RP
35 1,07 0,03 1,28 0,11 1,00 RP |[259 041 - - 1,00 - |2,73 044 297 047 1,09 RP
40 1,43 0,15 1,74 024 100 RP |[282 045 - - 1,00 - |251 040 276 044 1,10 RP
45 200 030 245 039 100 RP |3,170 049 - - 1,00 - |245 0,39 275 044 112 RP
50 248 039 313 050 1,00 RP [453 066 - - 1,00 - |264 042 3,03 048 1,15 RP
55 529 0,72 666 082 1,26 09 |6,67 082 - - 1,00 - |3,00 048 348 054 1,16 RP
60 979 099 125 1,10 1,28 093|128 1,11 - - 1,00 - |431 063 531 0,72 1,23 RP
65 178 1,25 230 136 129 094|178 125 - - 1,00 - |7,73 089 986 100 1,28 RP
70 37,0 157 478 168 129 095| - - - - - - 16,7 122 214 133 1,28 RP

RP: resolucéo pobre: Rs<0,80
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TABELA 3.15. Paradmetros cromatograficos das analises do rabeprazol nas colunas quirais CSP-1, CSP-2 e CSP-3 no modo reverso.

] CSP-1 CSP-2 CSP-3
% Agua

ki logk; k, Ilogk: a Rs ki logk; k, logk: a Rs| ki logk: k. logk, a Rs
0 0,91 -0,04 - - 1,00 - 1,21 0,08 - - 1,00 - |132 0,12 165 0,21 1,25 0,90
5 0,65 -0,19 - - 1,00 - ]0,98 -0,01 - - 1,00 - |1,26 0,10 - - 1,00 -
10 0,46 -0,34 - - 1,00 - [1,09 0,04 - - 1,00 - | 1,14 0,06 - - 1,00 -
15 0,45 -0,35 - - 1,00 - [1,03 0,01 - - 1,00 - |1,07 0,03 - - 1,00 -
20 0,49 -0,31 - - 1,00 - [1,12 0,05 - - 1,00 - |1,176 0,06 - - 1,00 -
25 0,50 -0,30 0,57 -0,24 1,14 RP |[1,28 0,11 - - 1,00 - |[1,15 0,06 130 0,11 1,13 RP
30 0,59 -0,23 069 -0,16 1,17 RP |1,58 0,20 - - 1,00 - |13 0,13 155 0,99 1,14 RP
35 0,75 -0,12 0,89 -0,05 1,19 RP |2,02 0,30 - - 1,00 - |152 0,18 1,74 024 114 RP
40 0,98 -0,01 1,18 0,07 1,20 RP |255 0,41 - - 1,00 - |[164 021 187 0,27 1,14 RP
45 1,31 0,12 1,60 020 1,22 RP |3,19 0,50 - - 1,00 - |185 027 213 033 115 RP
50 1,60 020 198 030 1,24 RP |500 0,70 - - 1,00 - |225 035 263 042 117 RP
55 333 052 411 061 1,23 087|774 0,89 - - 1,00 - |3,04 048 35 05 1,17 RP
60 594 0,77 738 087 124 09 118 1,07 12,7 1,10 1,08 RP|467 067 540 0,73 1,16 RP
65 11,3 1,05 142 115 1,26 090 | - - - - - - 1920 09 10,7 1,03 1,176 RP
70 211 1,32 26,7 143 1,27 080| - - - - - - - - - - - -

RP: resolugéo pobre: Rs<0,8
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TABELA 3.16. Paradmetros cromatograficos das analises do Ro 18-5364 nas colunas quirais CSP-1, CSP-2 e CSP-3 no modo reverso.

] CSP-1 CSP-2 CSP-3
% Agua

ki logk:; k, Ilogk, a Rs ki logk; k, Ilogk: a Rs | ki logk; k, logk: a Rs
0 0,75 -0,12 - - 1,00 - |0,80 -0,10 - - 1,00 - {129 0,11 1,59 - 1,23 RP
5 0,53 -0,28 - - 1,00 - 0,79 -0,10 - - 1,00 - |[1,33 0,12 1,47 - 1,11 RP
10 0,37 -0,43 - - 1,00 - |0,86 -0,07 - - 1,00 - |1,37 0,14 - - 1,00 -
15 0,37 -0,43 - - 1,00 - |0,85 -0,07 - - 1,00 - |13 01 - - 1,00 -
20 0,43 -0,37 - - 1,00 - |0,93 -0,03 - - 1,00 - |129 0,11 140 0,5 1,09 RP
25 0,52 -0,28 - - 1,00 - [1,08 0,03 - - 1,00 - |144 0,16 160 0,20 1,11 RP
30 0,67 -0,17 - - 1,00 - 1,19 0,08 - - 1,00 - |[165 022 184 026 1,12 RP
35 0,79 -0,10 0,92 -0,04 100 - |152 0,18 1,76 025 1,16 RP|1,79 0,25 193 0,29 1,08 RP
40 1,10 0,04 134 013 122 RP |192 0,28 232 036 1,21 RP|193 0,29 - - 1,00 -
45 162 021 201 030 124 080|244 039 3,03 048 124 RP|225 0,35 - - 1,00 -
50 221 034 281 045 1,27 083|4,17 062 519 0,71 1,24 RP|295 0,47 - - 1,00 -
55 519 0,71 661 082 1,27 090|725 086 9,6 09 1,26 RP 4,23 0,63 - - 1,00 -
60 10,7 1,03 160 120 150 091|153 1,18 191 128 125 RP|7,64 0,88 - - 1,00 -
65 230 136 300 148 130 090 | - - - - - - 19,8 1,30 - - 1,00 -
70 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

RP: resolugéo pobre: Rs<0,80
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Auséncia de discriminagao quiral para os enantidbmeros do lansoprazol
foi verificada nas fases CSP-2 e CSP-3, em contrapartida, a CSP-1 apresentou
indicios de separagao com o aumento da concentragdo de agua a partir de 30% (0,8
<Rs<1,10e 1,15 < a < 1,31). Os valores para o fator de retengcdo na CSP-3 foram
superiores aos das demais fases, ressaltando a maior intensidade nas interagdes
entre o analito e a fase quiral. No entanto, acima de 75% de agua somente as fases
CSP-1 e CSP-2 apresentaram maior interacdo com o analito, uma vez que nao foi
possivel determinar os parametros cromatograficos devido ao tempo de analise ter
sido superior a 200 minutos (Tabela 3.12).

Através dos Graficos 3.3 e pela Tabela 3.13, constatou-se que a CSP-2
apresenta poder de discriminagdao quiral para os enantibmeros do omeprazol em
todas as propor¢oes de fases méveis analisadas (0,9 <Rs < 3,46 e 1,25 <a < 2,24).
A medida que a concentragdo de agua aumenta, ocorre em paralelo o aumento da
resolucdo enantiomérica e do fator de separacéao, verificados pelos valores de Rs e
a respectivamente. As fases CSP-1 e CSP-3, no entanto, apresentaram indicios de
separagao somente no modo polar-orgéanico (Rs < 0,8).

A CSP-3 mostrou indicios de discriminagcdo quiral para os
enantibmeros do pantoprazol em toda extensdo de fase movel analisada, no
entanto, ao contrario do observado para o omeprazol, o poder de discriminagao
diminuiu com o aumento da concentragcédo de agua (0,8 <Rs < 1,70 e a <1,28). Na
CSP-1, baixos valores de resolugdo tiveram inicio com 25% de agua e se
estenderam até 70% (0,8 < Rs < 0,95 e a < 1,29), enquanto que na CSP-2 nao foi
verificado nenhuma separacéo para os enantidmeros do pantoprazol (Tabela 3.14).

Baixa capacidade de resolugao para os enantidbmeros do rabeprazol foi
verificada a partir de 25% de agua nas fases CSP-1 e CSP-3 (Rs <0,90 e a £1,27) e
com 60% deste solvente na CSP-2 (0,8 < Rs). No modo polar-organico somente a
CSP-3 apresentou baixo poder de resolucéo (Rs = 0,90 e a = 1,25) (Tabela 3.15).

No intervalo de 35-60% de agua na CSP-2 e a partir de 40% na CSP-1
foram verificados apenas indicios de separagao para os enantibmeros do Ro 18-
5364 (Rs = 0,91 e a £1,48). Indicativos de discriminag&o quiral na CSP-3 (Rs < 0,8 e
a <1,23), tiveram inicio no modo polar-organico e ocorreram até a adigao de 5% de
agua, sendo verificados novamente no intervalo de 20%-35%, pois acima desta
concentracao a fase quiral perdeu o poder de resolugao desses enantibmeros, nesta

composicao de fase moével (Tabela 3.16).
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O poder de discriminacao diferenciado das fases estacionarias de

polissacarideos pode ser visualizado através dos cromatogramas para a

enantiorresolugdo do omeprazol (Cromatogramas 3.1 a, b e c) e rabeprazol

(Cromatogramas 3.2 a, b e ¢) no modo reverso de eluigao.
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CROMATOGRAMAS 3.1. Analises da mistura racémica do omeprazol: (a) Coluna tris (3,5-
dimetoxifenilcarbamato) de amilose (CSP-1); (b) Coluna tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose (CSP-2); (c) Coluna tris [(S)-1-feniletilcarbamato] de amilose (CSP-3); em APS-
Nucleosil (500 A, 7 um) (20%g/g) (15 x 0,46 cm); Fase Movel: etanol/agua (45:55
viv);Vazao: 0,5 mL.min-1; V.injegdo: 20 pL e A:302 nm.



Resultados e Discussdes 64

Como observado, a CSP-2 mostrou excelente poder de discriminagao
para os enantibmeros do omeprazol, enquanto que as fases CSP-1 e CSP-2 nao
apresentaram nenhuma capacidade de resolugdo. Banda cromatografica larga foi
observada na CSP-1 e CSP-2.
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CROMATOGRAMAS 3.2. Analises da mistura racémica do rabeprazol: (a) Coluna tris (3,5-
dimetoxifenilcarbamato) de amilose (CSP-1); (b) Coluna tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose (CSP-2); (c) Coluna tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose (CSP-3) ; em APS-
Nucleosil (500 A, 7 um) (20%g/g) (15 x 0,46 cm); Fase Movel: etanol/agua (45:55
viv);Vazao: 0,5 mL.min-1; V.injecdo: 20 pL e A:289 nm.

Ao analisar os cromatogramas da enantiorresolugdo do omeprazol e do
rabeprazol verifica-se que o poder de discriminagao quiral depende do tipo de

seletor e do composto quiral a ser resolvido. A excelente resolugéo enantiomérica do
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omeprazol na CSP-2 contrapde a auséncia de discriminagdo para os enantibmeros
do rabeprazol com a mesma composi¢ao de fase movel.

Os indicios de separacao para os enantiomeros do rabeprazol na CSP-
1 e CSP-2 e a auséncia de resolucido para os enantiomeros do omeprazol, nestas
fases, também reafirmam a importancia do tipo de seletor escolhido para a
enantiorresolugao.

Através da realizacdo do estudo sistematizado, no modo reverso de
eluicdo, mediante variagcdo da concentragdo do modificador orgéanico, etanol,
verifica-se pelos valores dos parametros cromatograficos que o tipo de seletor quiral
e a composicao da fase movel influenciam na resolugdo enantiomérica. De modo
que, alteracbes nas enantiosseparacbes e enantiorresolugdes também sao
conseguidas pelas variagcbes na composi¢ao e no tipo das fases moveis utilizadas
3234 No caso deste estudo, houve a variagdo sistematica somente da concentragdo
de etanol, ndo sendo possivel avaliar a influéncia de outros modificadores na
capacidade de resolucao destas fases quirais para estes compostos.

Enquanto a CSP-1 apresentou baixo poder de discriminacido quiral dos
enantidmeros do pantoprazol tendo etanol/agua como fase mével no intervalo de 25-
70% de etanol (0,8 Rs < 0,91 e a < 1,29), num trabalho realizado em nosso grupo,
esta mesma fase estacionaria mostrou excelente capacidade de resolucdo destes
enantibmeros com fase mével composta de metanol/agua (50:50 v/v) (Rs = 3,85 e
a = 1,58) %, Tal fato enfatiza a importancia do eluente no processo de discriminagao
quiral.

O comportamento da capacidade de discriminagdo quiral frente a
variagdo da composi¢cao da fase mével pode ser visualizado pelos Cromatogramas
3.3 a-h. Estes cromatogramas ilustram o discreto aparecimento da discriminagao
quiral dos enantidmeros do rabeprazol na CSP-1, a partir de 35% de agua. Com o
aumento da concentragdo de agua o fator de separagéo passou de 1,19 para 1,26 e
fator de resolucao de Rs < 0,8 para 0,90.

Um outro ponto a ser considerado na analise destes graficos é a
diminui¢cdo do fator de retengdo, ao ser iniciado o modo reverso de eluicdo. Esta
diminuicdo ocorre até a adicdo de 15% de agua no sistema, havendo mudancga de
retencao no intervalo de 15-25% onde as interagdes hidrofébicas comegam a reger o

processo de retencdo cromatografica.
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CROMATOGRAMAS 3.3. Andlises da mistura racémica do rabeprazol: Coluna tris (3,5-
dimetoxifenilcarbamato) de amilose (CSP-1) em APS-Nucleosil (500 A, 7 um) (20%g/g) (15 x
0,46 cm); Vazdo: 0,5 mL.min-1; V.injecdo: 20 pL ; A:289 nm; Fase Mdvel: etanol/agua: (a)
etanol, (b) 05% agua, (c) 15% agua, (d) 25% agua, (e) 35% agua, (f) 45% agua, (g) 55%

agua e (h) 65% agua.
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3.3. Analise sistematica no modo normal de eluigao

A fase movel em cromatografia quiral tem um papel crucial nos
processos de interacdo, de modo que alteragdes na sua composi¢cao afetam os
tempos de retencdo, a enantiosseletividade e enantiorresolucdo das fases quirais
tanto em escala analitica quanto em preparativa 3234,

No que diz respeito as separagbes em escala preparativa, a
composicado da fase movel afeta ndo somente os parametros cromatograficos, mas
também a solubilidade dos racematos. Enquanto que em cromatografia analitica, o
modo reverso de eluicdo € o mais explorado, uma vez que permite a separagao de
uma grande variedade de solutos e o uso de fases moveis aquosas. Em
cromatografia preparativa, o modo normal é o mais usado devido a melhor
solubilidade dos racematos nas fases moveis que compdem este modo de
eluicdo '®. O modo polar-organico também é muito empregado em separacoes
preparativas.

Em condi¢gbes de modo normal a fase mével € comumente constituida
por misturas de solventes organicos, sem adicdo de agua '®, em geral, uma mistura
de alcool e alcano. A redugao do tempo de retencdo ocorre com o0 aumento da
concentragdo do modificador organico polar, devido ao maior numero de ligagbes de
hidrogénio possiveis entre o analito e a fase mével *2. Alcoois como metanol, etanol
e isopropanol sdo os modificadores polares mais frequentemente aplicados nas
analises cromatograficas no modo normal, em especial, nas fases de
polissacarideos, enquanto que diclorometano, acetato de etila e dioxano também
sd0 empregados nas fases quirais que toleram estes solventes %°.

O grande numero de racematos enantiorresolvidos em colunas de

polissacarideos, no modo normal de eluicdo 323*89% e sua aplicagdo em

484797 enfatizam a importancia de se realizar uma anélise

cromatografia preparativa
sistematica do comportamento de retengao neste modo de eluigao.

O estudo sistematizado foi realizado pela variagdo da composi¢cao da
fase mével de 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% a 100%
v/v de etanol em hexano.

A série homodloga dos inibidores da bomba de protons (Figura 1.11)

também foi empregada neste estudo, pois através dos resultados obtidos, seria
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possivel realizar um estudo comparativo da capacidade de discriminagao quiral
destas fases de polissacarideos nos trés modos de eluigao.

Foi realizado em nosso grupo de pesquisa um trabalho envolvendo os
compostos omeprazol, lansoprazol e pantoprazol, em colunas de polissacarideos,
sob eluicdo multimodal *?. Através dos valores obtidos para o fator de retengdo na
fase mével hexano/etanol (70:30 v/v), no referido trabalho, foi selecionada a vazéo
de 1 mL.min?, a fim de tornar possivel a determinacdo dos parametros
cromatograficos em todas as proporgdes da fase movel neste estudo sistematico.

A CSP-3 empregada no estudo sistematico no modo reverso foi
substituida pela CSP-3.1, pois apresentava pressdo elevada, fato que poderia
comprometer os futuros resultados.

Os fatores de retencao para a série de compostos avaliados, nas fases
quirais CSP-1, CSP-2 e CSP-3.1, podem ser verificados pela analise dos Graficos

3.4 a, b e ¢, onde os valores de log k1 versus a concentragdo de etanol sao

apresentados.
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GRAFICOS 3.4. Relacdo entre log k; versus porcentagem de etanol nas colunas quirais sob
condigdes de modo normal de elui¢do: (a) CSP-1; (B) CSP-2 e (c) CSP-3.1.
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Pelos Graficos 3.4 a, b e c, verifica-se que o comportamento de
retencdo € similar, para a séria homodloga analisada, nas trés fases estacionarias
quirais de polissacarideos.

Com o aumento da concentragao de etanol na fase mével, verifica-se a
diminuicao do fator de retencédo expresso em logaritmo. Ao se aproximar do modo
polar-orgénico (baixas concentragdo de hexano), a certa concentragdao de etanol, o
tempo de retencédo volta a aumentar até atingir 100% de etanol.

Os Gréficos 3.5 a e b ilustram a mudancga no perfil de retengcao durante

a variagao da concentragédo de etanol para o composto Ro 18-5364.
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GRAFICOS 3.5. Perfil de retencdo para o Ro 18-5364 na CSP-2 sob condi¢gdes de modo
normal de eluigcdo: (a) log k versus concentragao de etanol, (b) log k versus concentracao de

hexano, onde ki= 1° enantiomero e ko= 2° enantiomero.
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Iniciando a analise com fase mével composta por 90% de hexano, a
medida que a concentragcao de etanol aumenta ocorre diminuicdo das interacdes
repulsivas entre a parte polar do analito e as moléculas de hexano, havendo uma
maior afinidade do analito com a fase moével e, consequente diminuicdo do fator de
retencdo. Esta diminuigdo ocorre até certa concentragao de etanol, pois apos esta, a
retencdo deixa de apresentar perfil de modo normal, aumentando a retengdo do
analito (Gréfico 3.5 a).

Estando inicialmente no modo polar-organico, com 100% de etanol,
com a adi¢cao de hexano na fase movel era de se esperar o aumento do tempo de
retencdo em decorréncia do enfraquecimento da fase movel e pela presenca de
interagbes repulsivas entre o analito e o hexano. No entanto, em baixas
concentracdes de hexano se observa somente uma diminui¢cao discreta dos fatores
de retencao. Isto acontece até determinada porcentagem de hexano a partir do qual
a retencéo adquire perfil de modo normal (Grafico 3.5 b).

Pelos Graficos 3.4 a, b e ¢ € possivel observar que a mudancga de
retencdo é mais evidente nas fases CSP-1 e CSP-2, onde mesmo sob condi¢gdes de
modo normal apresenta retengdo de modo polar-organico. Em contrapartida, na
CSP-3.1 esta mudanga ocorre mais proxima a uma composicao de fase movel polar-
organica.

A concentragao de modificador organico necessaria para interceptar a
mudanga entre os dois tipos de retengdo, modo normal e modo polar-organico, sob
condi¢cdes de modo normal de elui¢cao foi determinada para todos os compostos em
todas as fases quirais.

Foram obtidas as equagdes de segundo grau considerando a variagao
da concentragao de etanol. Os parametros avaliados foram: n numero de variaveis,
r? coeficiente de ajuste da reta, s desvio padréo, F teste de Fisher e Q? capacidade
de predi¢do do modelo quando um composto € excluido do modelo original.

A porcentagem de etanol na fase mobvel responsavel pela
interceptacao dos dois tipos de comportamentos de retengdo, considerando o

intervalo de variagao, foi expressa pelo ponto minimo da reta.
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TABELA 3.17. Equagdes pertinentes ao estudo do perfil de retengdo na CSP-1, para os cinco compostos quirais, sob condicbes de modo

normal de eluicdo.

Ponto minimo Pt. min. exp

Composto Equacio n F s r? Q?
(QEtOH QEtOH
log k = 1,52x10™* (+ 5,0 x10™*)pgon > — 3,26 x107 107
lansoprazol (55 x10 %0000 + 1,42 (£ 0.12) 12 514 0,053 0,992 0,984 (93,7/134) 90
log k= 2,0 x10™ (3,6 x10™)pgon > — 3,58 X107 89,6
| (£ 3,9 x10%)0e0n + 1,81 (£ 8,6 x10?) 12816 0,038 0,994 0989 538975 100
omeprazo
log k = 1,52 x10™* (+ 4,7 x10°)pgon > 3,07 X107 101
(5.2 x10%)pgon + 1,78 (£ 0,11) 12452 0,050 0,990 0978 (g9 3/493) 100
_ -4 -5 2_ -2
o9 k= 1(’-‘:47)211 21 O'gJ_;@i’tZHX1+Oz)§;K(): 0 1%)55 0 12 a2 0071 0,990 0,979 (1011%1 86) 100
pantoprazol ) ] , ,
log k =1,54 x10™ (+ 9,6 x10®)pgion > — 3,66 x10° 119
(£ 9.6 X10%)00n, + 212 (£ 0.19) 11 306 0,076 0,988 0,957 (91,4/135) 90
log k=1,71 x10* (4,7 x10° 23,28 x10°
> (x 5.2 X10'(3)(pEtOHX ¥ 1,)25((); 0,11) ¥ 12 468 0050 0990 0,981 (86?56/,11 13) %
rabeprazol , ; , ,
log k=1,77 x10™ (£ 6,7 x107)@gion ~— 3,34 x10° 94,6 90
(£67 x10%0my, + 156 (& 0.13) 11 369 0,053 0,990 0,974 (81.6/123)
log k= 1,81 x10™ (5,2 x10™*)pgon 2 — 3,48 X107 96.2
-3 )
(5,7 x10™)peon + 1,52 (£ 0,13) 12 431 0,055 0,990 0,978 (86.2/114) 100
Ro 18-5364 log k = 2,22 x10™* (+ 6,4 x10™*)pgon>— 4,03 X107 908
(*x7,3 X10'3)<pEt0H +2,25 (£ 0,17) 11 335 0,058 0,988 0,978 ' 90

(82,5/105)
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TABELA 3.18. Equacbes pertinentes ao estudo do perfil de retencdo na CSP-2, para os cinco compostos quirais, sob condi¢des de modo

normal de elui¢do.

Ponto minimo Pt. min. exp

Composto Equacgio n F s r? Q?
PEtOH PEtOH
log k = 2,47x10™ (+ 4,2x10™)QEton % — 4,19x107 84.9
lansoprazol (+ 4,6x10°°)pEtoH + 1,65 (+ 0,10) 12 706 0,045 0,994 0,986 (80,0/:91 7 90
log k = 2,10x10™ (% 3,3x10®)@gton 2 — 3,60x1072 858
omeprazol ( 3.6x10%)pmon + 1,62 (£ 0,08) 12 869 0,035 0,994 0,990 (81.1/92.2) 90
— -4 -5 2 2
(+ 3,9x10%)pgion + 1,81 (2 0,08) (83,8/97.8)
— -4 -5 2 2
pantoprazol log k = 2,22x10 .3(i 6,4x10°)0eon = 4,03x10% 1 435 (058 0088 0978 90,8 %
(£ 7,3x10°)pEroH + 2,25 (+ 0,21) (82,5/105)
— -4 5 2 2
rabeprazol 09 K=237X107 (£ 4,1x107)0gi0n "~ 3.94107 15 g40 0044 0,992 0,987 83,0 90
(£ 4,5x10°)EtoH + 1,63 (£ 0,10) (78,3/89,6)
log k = 2,34x10™ ( 3,1x10™)@gton 2— 3,93x10% 12 84.0
(£ 3,4x10%)pgon + 1,52 ( 0,07) 1127 0,033 0996 0992 g5 /88,9) 90
Ro 18-5364
IOg k= 3,20X10_4 (i 5,3X10-4)(PEtOH 2_ 4,60X10_2 1867 0.021 0998 0.993 72,0 70
(£ 4,2x10%)pgion + 1,67 (2 0,07) 9 (67,2/78,5)
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TABELA 3.19. Equacbes pertinentes ao estudo do perfil de retencdo na CSP-3.1, para os cinco compostos quirais, sob condi¢gdes de modo

normal de eluigao.

Ponto minimo Pt. min. exp

Composto Equacéo n F s r? Q?
QEtOH QEtOH
log k =1,68x10* (+ 6,5x10° 2_3,19x107
- 7,1x10'3()<pEtoH + 1?:)[)6&?; 0,16) 12228 0069 0980 0949 (grgiy 100
lansoprazol
Iog k= 1,92X10_4 (i 7,1X10-4)(PEtOH 2 3,60x1 0_2 12 234 0.075 0982 0.950 93,6 100
(* 7,8x10)pgion + 1,51 (+ 0,17) ’ ’ ’ (82,2/118)
log k= 63x10° (2 4,810°)peon - 280x10° 12 289 0051 0,084 0,963 (808%17 o4) 100
omeprazol (* 5,3x10™)@gion + 1,09 (+ 0,12)
88,6
|Og k =1 ,69X10-4 (i 4,6X10-5)(PEtOH 2_ 2199X10-2 12 336 0!049 01986 05969 (80 6/1 02) 100
(£ 5,1x10°)pgion + 1,25 (+ 0,11)
log k=1,96x10" (+ 6,0x10° 2_3,67x107
g G 6,6)(10.3() oo+ 1,);[’5&“0,1 5 12 340 0064 0986 0,966 (83?5/’181 2 100
pantoprazol
log k=189 (£ 5,7x10°)geion *~ 3.63x10° 15 396 0,060 0,988 0973 o 0] 100
(* 6,2x10°)@gion + 1,89 (+ 0,14) ’ ’ ’ (85,8/115)
log k =1,59x10™* (+ 6,0x107° v?—2,85x107
S Ceoxi 0‘(3)cpEt0H ) 3%;0& 0.15) 12 183 0064 0976 0940 il 100
rabeprazol
_ -4 -5 2 -2
log k=1,78x10 3(1 5,6x107)Peton “— 3,13x10° 15 249 0059 0,982 0,954 79827/,1904 100
(+ 6,1x10%)pgion + 1,37 (£ 0,13) (79, )
log k =1,85x10™ (+ 6,0x10™ )@gion 2— 3,19x107 86.3
ocies (£ 6,6x10°)pgon + 1,03 (£ 0,14) 12213 0063 0980 0946 (77 7/403) 100
o -
_ -4 -4 2 -2
|Og k=1 ,93X10 (i 5,4X10 )(PEtOH - 3,32X10 12 277 0,057 0,992 0,960 8519 100

(+ 5,9x10)pgion + 1,25 (+ 0,13) (78,2/99,0)
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Os resultados tedricos e experimentais referentes a concentragao de
etanol necessaria para interceptar a mudanga de reteng¢do nas colunas quirais sob

condicdes de modo normal, estdo dispostos na Tabela 3.20.

TABELA 3.20.

intercepta a mudanca do modo de retencdo, para os cinco compostos, nas trés fases

Dados tedricos e experimentais referentes a porcentagem de etanol que

estacionarias sob condicbes de modo normal.

CSP-1 CSP-2 CSP-3.1
Compostos
Ponto Ponto Ponto
minimo min.exp. n’:',?,';,ﬁ)o min.exp. ,:',717::0 m';r?’;?p
% % % ’ ;
(¢eon (%) (¢eon (%) (Peton )(%) (Gecon )(%) (Peton )(%) (Peton )(%)
95,1
; 100
lansoprazol (9317%34) 90 84,9 9 (62.91122)
' (80,0/91,7) 93,6 100
(82,2/118)
85,8 88,7
(8388%67 ) 100 (81,1/92,2) 90 (80,1/104) 100
omeprazol ’ ’
89,6 88,6
(8913%23) 100 (83,8/97,8) 90 (80,6/102) 100
100 93,8 100
124 )
83,8/112
pantoprazol | (101/186) 00,8 %0 ( )
119 a0 (82,5/105) 96,1 100
(91,4/135) (85,8/115)
96,1 89,7
(86,5/113) 90 83.0 (79,0/113) 100
rabeprazol :
946 (78,3/89,6) 90 879
(81,6/123) 90 (79,2/104) 100
96,2
' 84,0 86,3
(86,2/114) 100 (80,2/88,9) 90 (77.7/103) 100
o (82950/’18 05) 90 72,0 70 85,9 100
’ (67,2/78,5) (78,2/99,0)

Os resultados experimentais, considerando o intervalo de confianga,

estdo em concordancia com os obtidos pelas equacdes. As diferencas observadas,
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entre as concentragdes de etanol, foram aquelas decorrentes, da alteragdo de
retencdo dos analitos nas diferentes fases quirais.

No intervalo experimental entre 90-100% de etanol na CSP-1 os dois
modos de retengao sao interceptados. Abaixo deste valor a retengcéo cromatografica
é regida pelo modo normal e acima a retencdo apresenta perfil de polar-organico. E
possivel observar que o intervalo de confianga considerado para a maioria dos
enantidmeros ou mistura racémica € amplo, ressaltando as elevadas concentragcoes
de etanol necessarias para alterar o modo de eluicdo, e inferindo, talvez, na
incapacidade da CSP-1 em discriminar as pequenas mudancas na composicao da
fase movel.

Com a CSP-2 retengbes de modo polar-organico ocorrem com
aproximadamente 90% de etanol, para os cinco compostos, segundo analise dos
dados tedricos e experimentais. Das trés fases avaliadas a CSP-2 foi a que melhor
ilustrou a alteragédo deste comportamento de retencéao.

Segundo os dados tedricos, com a CSP-3.1 as alteragbes de
comportamento ocorrem no intervalo entre 90-95% de etanol. O intervalo de
confianca também se mostra amplo, mas os valores extremos de etanol necessarios
para a mudanga de modos de retencdo sdo menores quando comparados aos
obtidos na CSP-1. Considerando os resultados experimentais, entretanto, com essa
fase quiral ndo ha mudanca de perfil de retencéo até 100% de etanol.

Os Graficos 3.6 a, b e ¢ exemplificam a mudanga no comportamento de

retencao da série de analitos, sob condi¢des de modo normal, nas trés fases quirais.
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GRAFICOS 3.6. Mudanga no modo de retencdo sob condi¢cdes de modo normal de eluigdo:
(@) CSP-1 para o lansoprazol, (b) CSP-2 para o Ro 18-5364 e (c) CSP-3.1 para o

rabeprazol, onde ki= 1° enantidmero e k,= 2° enantibmero.

Considerando os resultados tedricos e intervalo de confianca, a
mudang¢a no modo de retencéo € mais definida na seguinte ordem CSP-2, >CSP-3.1
>CSP-1 (Tabela 3.21).

No entanto, ao serem considerados os resultados experimentais estas
alteragdes de modo de retengédo se tornam mais evidentes com a CSP-2, ocorrendo
em aproximadamente 90% de etanol como modificador para os cinco compostos. Na
CSP-1, a mudanca de modo de eluicdo ocorre no intervalo de 90-100% de etanol,
enquanto que na CSP-3.1 o modo de retengdo nao apresenta mudancas

significativas até atingir 100% de etanol (Tabela 3.21 e Graficos 3.6 a, b e c).

Esses efeitos causados pela adicdo (baixas concentragdes) de hexano

a alcoois (e vice-versa) tém sido relatados por outros autores *? e indicam que os
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mecanismos de retencao/separagao, que operam nos modos normal e polar
organico, nado diferem. Em ambos os modos de elui¢cdo, as interagdes decorrentes
de ligagdes de hidrogénio sdo as predominantes. A capacidade da fase estacionaria
de polissacarideo em formar ligagbes de hidrogénio com o analito e/ou fase moével

racionaliza as diferencas de retencéo das fases quirais avaliadas *.
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3.4.1. Efeitos da fase estacionaria e da composicao da fase movel

no reconhecimento quiral sob condi¢coes de modo normal de eluigao

eluicdo, da mesma forma que foi observado para o modo reverso, o poder de
discriminacao quiral se mostrou distinto com estes seletores quirais. Os Graficos 3.7
a, b e c, ilustram as diferentes capacidades de discriminacédo quiral destes seletores

para a mistura racémica do lansoprazol.

Durante a realizagdo da analise sistematica no modo normal de
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GRAFICOS 3.7. Relagéo entre log k; e log k, dos enantidmeros do lansoprazol versus

porcentagem de agua nas trés fases estacionarias de polissacarideos: (a) CSP-1, (b) CSP-2

e (c) CSP-3.1.

Foram calculados os parédmetros cromatograficos de todas as analises

e estes estdo dispostos nas tabelas a seguir (Tabela 3.21 — 3.25).



Resultados e Discussoes 79

TABELA 3.21. Paradmetros cromatograficos das analises do lansoprazol nas colunas quirais CSP-1, CSP-2 e CSP-3.1 no modo normal de

eluigcéo.
CSP-1 CSP-2 CSP-3.1
% Etanol

ki logk:; k, Ilogk: a Rs | ki logk; k, logk; a Rs| k; logk:; k. Ilogk, a Rs
10 155 1,19 169 123 1,09 RP|212 133 - - 1,00 - |757 088 197 129 260 7,06
15 936 097 10,0 1,00 1,07 RP|114 106 - - 1,00 - |411 061 99 099 241 3,35
20 6,18 0,79 664 082 107 RP|7,72 089 - - 1,00 - |267 043 6,66 082 249 3,26
25 426 063 457 066 1,07 RP|537 0,73 - - 1,00 - |2,04 0,31 497 0,70 244 289
30 338 053 361 056 1,07 RP|4,06 061 - - 1,00 - |169 0,23 3,38 053 200 284
40 2,22 0,35 - - 1,00 - |[221 0,34 - - 1,00 - |1,04 0,02 237 037 228 244
50 1,54 0,19 - - 1,00 - [1,58 0,20 - - 1,00 - |069 -0,16 16 020 2,32 2,08
60 1,14 0,06 - - 1,00 - |[1,20 0,08 - - 1,00 - |064 -0,19 0,97 -0,001 1,52 1,91
70 0,89 -0,05 - - 1,00 - |094 -0,03 - - 1,00 - |051 -0,29 1,05 0,02 206 1,59
80 0,57 -0,24 - - 1,00 - |0,72 -0,14 - - 1,00 - |045 -0,35 0,89 -0,05 1,98 1,49
90 0,47 -0,33 - - 1,00 - |066 -0,18 - - 1,00 - |0,36 -044 0,71 -0,15 1,97 1,35
100 0,48 -0,32 - - 1,00 - |092 -0,04 - - 1,00 - |03 -0,52 0,56 -0,25 1,87 1,12

RP: resolugéo pobre: Rs<0,80
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TABELA 3.22. Parametros cromatograficos das analises do omeprazol nas colunas quirais CSP-1, CSP-2 e CSP-3.1 no modo normal de

eluigao.

CSP-1 CSP-2 CSP-3.1
% Etanol

ki logk:; k, Ilogk, a Rs | ki logk; k, logk: a Rs k; logk:; k, logk, a Rs

10 345 154 384 158 111 RP|[218 134 349 154 160 239|818 091 116 1,06 1,42 2,00
15 205 1,31 221 134 108 RP|130 1,11 202 130 155 177|484 068 68 083 140 1,99
20 13,8 1,14 157 1,20 1,14 RP|9,06 096 139 1,14 153 168|327 051 459 066 1,40 1,74
25 992 100 11,1 104 112 RP|662 082 101 1,00 153 170(258 041 359 055 1,39 1,61
30 810 091 900 095 111 RP|568 075 840 092 148 151|229 0,36 312 049 1,36 1,57
40 528 0,72 595 0,77 113 RP|[3,00 048 455 066 152 151148 0,17 202 0,30 1,36 1,14
50 402 060 435 064 1,08 RP|226 035 340 053 150 132|1,07 0,03 146 0,16 1,36 1,08
60 298 047 337 053 113 RP|180 025 265 042 147 126|098 -001 13 0,11 1,33 0,97
70 247 039 273 044 111 RP|146 0,16 211 10,32 145 122|078 -0,11 1,03 0,01 132 0,9
80 165 022 19 029 1,19 RP|120 0,08 169 023 141 097|071 -0,15 093 -0,03 1,31 0,83
90 1,47 0,17 1,77 025 120 RP|112 0,05 153 0,48 1,37 095|064 -0,19 0,83 -0,08 1,30 0,8
100 1,30 0,11 160 0,20 123 RP|134 0,13 168 0,22 1,25 090|061 -021 082 -0,09 134 RP
RP: resolug&o pobre: Rs<0,80
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TABELA 3.23. Paradmetros cromatograficos das analises do pantoprazol nas colunas quirais CSP-1, CSP-2 e CSP-3.1 no modo normal de

eluigao.
CSP-1 CSP-2 CSP-3.1
% Etanol
ki logk:; k, Ilogk, a Rs | ki logk; k, logk: a Rs k; logk:; k, logk, a Rs
10 67,3 1,83 76,7 1,88 1,14 RP - - - - - - 21,7 1,34 459 166 2,12 3,82
15 356 155 400 160 1,12 RP|51,8 1,71 - - 1,00 - 11,1 1,04 247 1,39 223 3,85

20 225 135 252 140 112 RP|369 157 399 160 108 RP [69 084 148 1,17 2,13 3,3
25 152 118 169 123 1,11 RP|250 140 269 143 108 RP |512 0,71 10,7 1,03 209 298
30 109 1,04 122 109 112 RP|147 117 158 1,20 1,07 081|395 060 904 09 229 229

40 6,67 082 74 087 1,11 RP|8,60 0,93 - - 1,00 - |236 037 525 0,72 222 2,73
50 443 065 491 069 1,11 RP|6,01 0,78 - - 1,00 - 157 020 344 054 219 248
60 309 049 342 053 1,11 RP|500 0,70 - - 1,00 - 130 011 274 044 211 210
70 217 034 237 037 1,09 RP|386 0,59 - - 1,00 - |1,01 0,004 210 0,32 2,08 2,04
80 1,55 0,19 169 023 1,09 RP|264 042 - - 1,00 - 084 -0,08 1,72 024 205 1,85
90 0,87 -0,06 095 -0,02 1,09 RP|223 0,35 - - 100 - |071 -0,15 143 0,15 2,01 1,75
100 1,33 0,12 0 - 1,00 - {293 047 - - 100 - |061 -021 126 0,10 2,07 1,68

RP: resolugéo pobre: Rs<0,80
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TABELA 3.24. Parametros cromatograficos das analises do rabeprazol nas colunas quirais CSP-1 CSP-2 e CSP-3.1 no modo normal de
eluigao.
CSP-1 CSP-2 CSP-3.1
% Etanol
k; logk:; k, logk: a Rs | ki logk; k, logk, a Rs| ki logk: k. Ilogk, a Rs
10 209 132 234 137 1,12 RP|204 131 - - 1,00 - |828 092 155 1,19 1,87 3,52
15 12,1 1,08 134 1,13 111 RP|125 1,10 - - 1,00 - |382 058 850 093 223 2,86
20 815 091 903 09 1,11 RP|876 094 - - 1,00 - |315 050 575 0,76 1,83 2,83
25 582 0,76 647 081 111 RP|561 0,75 - - 1,00 - |246 0,39 447 065 1,82 281
30 465 067 515 0,71 1,11 RP|434 064 - - 1,00 - {223 035 359 055 1,61 2,03
40 305 048 338 053 1,11 RP|248 0,39 - - 1,00 - |139 0,14 237 037 1,71 191
50 222 035 245 039 1,10 RP|186 0,27 - - 1,00 - |098 -0,01 1,70 0,23 1,73 1,89
60 1,70 0,23 188 0,27 1,11 RP|149 0,17 - - 1,00 - {091 -0,04 153 0,18 1,68 1,60
70 1,37 014 150 0,48 1,09 RP|126 0,10 - - 1,00 - |075 -0,12 126 0,10 1,68 1,48
80 0,99 -0,004 1,08 0,03 1,09 RP |09 -0,02 - - 1,00 - |066 -0,18 1,11 0,04 1,68 1,45
90 0,87 -0,06 0,97 -0,01 111 RP|090 -0,05 - - 1,00 - {059 -0,23 1,01 0,004 1,71 1,28
100 0,91 -0,04 - - 1,00 1,21 0,08 - - 1,00 - |056 -0,25 092 -0,04 1,64 1,32

RP: resolugéo pobre: Rs<0,80
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TABELA 3.25. Parametros cromatograficos das analises do Ro 18-5364 nas colunas quirais CSP-1 CSP-2 e CSP-3.1 no modo normal de

eluigao.

CSP-1 CSP-2 CSP-3.1
% Etanol

ki logk; k, Ilogk: a Rs| ki logk: k., logk, a Rs| k; logk; k, logk: a Rs

10 196 129 229 13 117 RP|156 1,19 183 126 1,17 RP|7,02 085 11,1 1,04 1,58 2,08
15 106 1,02 123 109 1,16 RP|965 098 109 104 113 RP|385 058 6,04 0,78 1,57 1,98
20 700 084 812 091 116 RP|6,75 083 757 088 1,12 RP|250 0,40 395 060 1,58 1,71
25 491 069 567 075 115 RP|440 064 500 0,70 114 RP|193 0,29 3,00 048 1,55 1,60
30 386 0959 443 065 1,175 RP|338 053 381 058 113 RP|165 022 259 041 157 1,57
40 247 039 283 045 115 RP|187 027 211 032 113 RP|104 002 160 0,20 154 1,18
50 1,77 025 201 030 1,14 RP|139 0,14 155 0,19 112 RP|0,73 -0,14 1,12 0,05 1,53 1,07
60 1,34 013 152 0,18 1,13 RP|108 0,03 120 008 111 RP|068 -0,177 1,00 0,00 1,47 0,90
70 1,06 002 1,18 0,07 1,11 RP|089 -0,05 099 -0,004 1,11 RP |05 -0,25 0,82 -0,09 1,46 0,83

80 0,74 -0,13 085 -0,07 1,15 RP|0,78 -0,11 ) ) 1,00 - [051 -0,29 0,74 -0,13 145 RP
90 0,68 -0,17 0,76 -0,12 1,12 RP|0,74 -0,13 ) ) 1,00 - |046 -0,34 067 -0,17 1,46 RP
100 0,75 -0,12 - - 1,00 - {080 -0,10 - ) 1,00 - |042 -0,38 065 -0,19 155 RP

RP: resolugéo pobre: Rs<0,80
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Através dos Graficos 3.7 a, b e ¢ e pela Tabela 3.21 observa-se
auséncia de discriminacdo quiral na CSP-2 para os enantibmeros do lansoprazol,
enquanto que a CSP-1 apresentou indicios de separacdo, com o aumento da
concentracédo de etanol no intervalo 10-30% (Rs < 0,8 e a < 1,09). Excelente
capacidade de resolucdo foi apresentada pela CSP-3.1 em toda extensdo da
analise, havendo diminuicdo do fator de separacéo (1,87 < a < 2,60) e resolugéo
(1,12 = Rs £7,06) com o aumento da porcentagem de etanol.

Os enantibmeros do omeprazol foram resolvidos ou parcialmente
resolvidos nas trés fases estacionarias avaliadas (Tabela 3.22). Baixo poder de
discriminagao quiral destes enantibmeros foi apresentado pela CSP-1 em todas as
composic¢des de fase mével (Rs < 0,8), verificando um pequeno aumento no fator de
separagao ao se aproximar do modo polar-organico, com 80% de etanol (1,08 < a <
1,23). A CSP-2 mostrou elevado poder de discriminagdo quiral, em baixas
concentracbes de etanol, pois com o aumento da concentracdo deste houve
diminuigéo do fator de separagao (1,25 < a < 1,60) e resolugao (0,90 < Rs < 2,39)
até atingir 100% do modificador. Tal comportamento também foi verificado com a
CSP-3.1, que apresentou considerado poder de resolugao para os enantibmeros do
omeprazol (0,80 <Rs<2,00e 1,30 <a<1,42).

Pela Tabela 3.23, constatou-se que a CSP-1 apresenta baixo poder de
discriminagao quiral para os enantidmeros do pantoprazol no intervalo de 10-90% de
etanol e, auséncia no modo polar-organico (Rs < 0,8 e a < 1,14). Na CSP-2 nao foi
possivel determinar os parédmetros cromatograficos com fase mével composta por
90% de hexano, pois o tempo da analise foi superior a 200 minutos. Indicios de
separagao foram verificados para esta fase no intervalo de 20-30% de etanol
(Rs < 0,81 e a < 1,08). Em contrapartida, A CSP-3.1 mostrou excelente poder de
enantiosseparacdo (2,01 < a < 2,23) e enantiorresolugédo (1,68 < Rs < 3,85) para
estes enantibmeros em toda extensao de analise.

Indicativos de discriminacéo quiral na CSP-1 (Rs < 0,8 e a < 1,12) para
os enantidmeros do rabeprazol foram verificados até 90% de etanol, enquanto que
para a CSP-2 a auséncia de capacidade de resolugcdo permaneceu durante todas as
variagbes da porcentagem do modificador. Assim como observado para as demais
misturas racémicas, a CSP-3.1 mostrou 6tima capacidade de resolugdo para os
enantidbmeros do rabeprazol em toda faixa de modificador analisada (1,28 < Rs <
3,52 e 1,61 <a<2,23) (Tabela 3.24).
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Nos intervalos de 10-90% de etanol na CSP-1 e de 10-70% na CSP-2
foram verificados apenas indicios de separacdo para os enantibmeros do Ro 18-
5364 (Rs < 0,8 e a < 1,17). A CSP-3.1, por sua vez, mostrou poder de resolu¢ao
para estes enantibmeros, no intervalo de 10-70% de etanol (1,46 <a<1,58 € 0,83 <
Rs < 2,08). Apos esta concentracao, apenas indicios de resolugao foram verificados
(Tabela 3.25).

O poder de discriminagao quiral diferenciado dos trés diferentes tris-
carbamatos de amilose pode ser visualizado através dos cromatogramas para a
enantiorresolugdo do Ro 18-5364 (Cromatogramas 3.4 a, b e c) e rabeprazol

(Cromatogramas 3.5 a, b e ¢) no modo normal de eluigao.
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CROMATOGRAMAS 3.4. Analises da mistura racémica do Ro 18-6354: (a) Coluna tris (3,5-
dimetoxifenilcarbamato) de amilose (CSP-1); (b) Coluna tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose (CSP-2); (c) Coluna tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose (CSP-3.1); em APS-
Nucleosil (500 A, 7 pym) (20%g/g) (15 x 0,46 cm); Fase Mével: hexano/etanol (80:20
viv);Vazéao: 1,0 mL.min-1; V.injecao: 20 pL e A:289 nm.
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Como observado, a CSP-3.1 mostrou excelente poder de discriminagao
para os enantibmeros do Ro 18-5364, enquanto que as fases CSP-1 e CSP-2
apresentaram apenas indicios de resolugdo. Baixas resolu¢des, com bandas largas,

foram observadas na CSP-1 e na CSP-2, nesta composicao de fase movel.

"1 csP-1 k=222 100] CSP-2 k=158
120
100 80+
8 g0 @ 60
E 60 E 40
40
20-
201
0 0+
0 3 6 9 12 15 18 21 24 o 3 6 9 1'2_ 15 18
tempo (min) tempo (min)
(a) (b)
04 k =0,98
,] CSP-3.1 o =173
4] R
6

mAbs

0 3 6 9 12 15
tempo (min)

(c)

CROMATOGRAMAS 3.5. Analises da mistura racémica do rabeprazol: (a) Coluna tris (3,5-
dimetoxifenilcarbamato) de amilose (CSP-1); (b) Coluna tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose (CSP-2); (c) Coluna tris [(S)-1-feniletilcarbamato] de amilose (CSP-3); em APS-
Nucleosil (500 A, 7 um) (20%g/g) (15 x 0,46 cm); Fase Mével: hexano/etanol (50:50
viv);Vazao: 1,0 mL.min-1; V.injecdo: 20 pL e A:289 nm.

Pelos Cromatogramas 3.5 a, b e ¢, da enantiorresolugéo do rabeprazol,
verifica-se que o poder de discriminagao quiral depende do tris-carbamato de

amilose e da composicdo da fase mével. Enquanto a CSP-1 mostra pequenos
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indicios de separagao a CSP-3.1 apresenta elevada capacidade de resolucao destes
enantibmeros.

A auséncia de discriminacdo quiral apresentada pela CSP-2 para os
enantidmeros do rabeprazol, e o elevado poder de resolucdo desta mesma fase para
os enantidbmeros do omeprazol, em toda extensao de fase movel avaliada (Tabela
3.29), confirmam a ampla influéncia do seletor quiral.

Para uma melhor ilustrar o efeito da fase mével no poder de resolugao
das fases estacionarias quirais, os Cromatogramas 3.6 a-f mostram a diminuigdo do
poder de enantiorresolugdo e enantiosseparagdo, com o aumento da concentragao

de etanol, na CSP-3.1 para os enantidmeros do lansoprazol.
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CROMATOGRAMAS 3.6. Anédlises da mistura racémica do lansoprazol: Coluna tris [(S)-1-
feniletilcarbamato] de amilose (CSP-3.1) em APS-Nucleosil (500 A, 7 uym) (20%g/g) (15 x
0,46 cm); Vazao: 1,0 mL.min-1; V.injecdo: 20 uL ; A:289 nm; Fase Médvel: hexano/etanol: (a)
10% etanol, (b) 30% etanol, (c) 50% etanol, (d) 70% etanol, (e) 90% etanol e (f) 100%

etanol.
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Com a realizacao deste estudo nao foi possivel avaliar a influéncia de
forma sistematica de outros modificadores organicos na capacidade de resolugéo
destas fases quirais, uma vez que, foi avaliado somente o uso etanol. Entretanto, a
comparacao dos resultados deste trabalho com outros desenvolvidos no grupo
reafirmam a importancia do tipo de modificador organico, tanto na eluicdo no modo
normal quanto no modo polar-organico 3434,

A CSP-3.1 mostrou excelente poder de discriminacado quiral para todos
os enantibmeros dos benzimidazéis analisados no modo normal tendo
hexano/etanol como fase mével. Quando se utiliza isopropanol como modificador
organico (60:40 v/v) o poder de resolucado desta fase diminuiu, uma vez que s&o
verificados apenas indicios de separagao para os enantibmeros do omeprazol,
pantoprazol e lansoprazol, como mostra o trabalho desenvolvido no grupo. Em
contrapartida, a CSP-1 mostra baixo poder de resolugdo para os enantidmeros do
omeprazol no modo polar-orgéanico com etanol como eluente (Rs < 0,80), enquanto
que com o uso de metanol a capacidade de enantiorresolugdo aumenta

consideravelmente (Rs = 2,35) %2,
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3.4. Estudo comparativo entre o modo reverso e normal

de eluicao

3.4.1. Comportamento de retengao

Com o estudo sistematizado no modo reverso e normal de eluicao,
variando a concentracao de etanol, foi possivel verificar, como esperado, diminuicéo
da retengdo com o aumento da concentragdo do modificador organico. Entretanto,
em altas concentragdes de etanol, tanto no modo normal como no modo reverso, ou
seja, na interface com o modo polar-organico, o processo de retencéo ¢é alterado e o
sistema, nao responde mais as interagdes pertinentes ao modo de eluigdo em vigor

(normal ou reverso) (Graficos 3.8 a, b e c).
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GRAFICOS 3.8. Estudo comparativo da retencdo no modo normal e reverso de eluicdo nas

colunas quirais de polissacarideos: (a) CSP-1 para o pantoprazol, (b) CSP-2 para o
rabeprazol e (c) CSP-3 e 3.1 para o Ro 18-5364, onde ks_rev = 1° enantidmero no modo
reverso, ko _rev = 2° enantibmero no modo reverso, ki;_nor = 1° enantibmero no modo

normal, ky_nor = 2° enantibmero no modo normal.
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Pelos graficos mostrados na pagina 89, é possivel verificar que ha
diminui¢cdo do fator de retengcdo a medida que aumenta a concentracido de etanol
nos dois modos de eluigao.

A comparagao entre os valores da porcentagem de etanol, necessaria
para interceptar a mudanca de retencdo para o modo polar organico, a partir dos
modos normal e reverso de eluicdo, estdo dispostos nas tabelas a seguir (Tabela
3.26, 3.27, 3.28).

TABELA 3.26. Comparagao entre as porcentagens de etanol, com a CSP-1, necessarias

para interceptar as mudangas de retencdo do modo reverso e do normal para o polar

orgéanico.
CSP-1 CSP-1
Modo Reverso Modo Normal
Compostos
Ponto Ponto Ponto Ponto
minimo min.exp. minimo min.exp.
(peton )(%)  (@eton )(%) | (@eton (%)  (Peton ) (%)
86,8 107 90
lansoprazol | 4, 7/a9 4) 90 (93,7/134)
89,6 100
omeprazol 86,7 85 (83,8/97.8)
(84,4/89,6) 101 100
(89,3/123)
124 100
80,9
(79,5/82.5) 85 (101/186)
pantoprazol
813 119
(76.2/85.5) 75 (91,4/135) 90
80,9
: 85 96,1 90
(79,4/82,6) (86,5/113)
rabeprazol (75861@61 . - 046 %0
P (81,6/123)
96,2 100
(86,2/114)
834
Ro 18-5364 | 54 /85 9) 85 90,8 90
(82,5/105)
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Com a CSP-1, a mudanga de retengdo do modo reverso para o polar
organico ocorre com aproximadamente 85% de etanol na fase mével, enquanto do
modo normal para o polar organico a porcentagem de modificador compreende o
intervalo de 90-100%, segundo os dados experimentais (Tabela 3.26). Ou seja,
nesta fase quiral a porcentagem de etanol necessaria para a mudanca de modos de

retencao, sob condicbes de modo reverso, € menor.

TABELA 3.27. Comparagao entre as porcentagens de etanol, com a CSP-2, necessarias
para interceptar as mudangas de retencdo do modo reverso e do normal para o polar

organico.

CSP-2 CSP-2
Modo Reverso Modo Normal
Compostos
Ponto Ponto Ponto Ponto
minimo min.exp. minimo min.exp.
(Peton ) (%) (Peton ) (%) (Peton ) (%) (Peton ) (%)
93,9 84,9
lansoprazol (91,8/96,3) 95 (80,0/01,7) 920
87,3 85,8
(85,4/89,8) 85 (81,1/92,2) 90
omeprazol
90,2 89,6
(88,4/92,4) 95 (83,8/97,8) 90
79,5 85 90,8 90
pantoprazol (77,7/81,8) (82,5/105)
90,0 83,0
rabeprazol | 44609 4) 95 (78,3/89,6) 90
84,0
668 (80,2/88,9) 90
Ro 18-5364 (85.4/93.8) 95
72,0 70
(67,2/78,5)
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A porcentagem de etanol necessaria para alterar o perfil de retengao,

quando a CSP-2 é utilizada como coluna, é de aproximadamente 95% no modo

reverso e de 90% no modo normal de eluigdo (Tabela 3.27). Estes valores de

porcentagens de etanol sdo mais proximos do que quando é empregada a CSP -1.

TABELA 3.28.

Comparacao entre as porcentagens de etanol, com a CSP-3 e 3.1,

necessarias para interceptar as mudangas de retengdo do modo reverso e do normal para o

polar organico.

CSP-3 CSP-3.1
Modo Reverso Modo Normal
Compostos
Ponto Ponto Ponto Ponto
minimo min.exp. minimo min.exp.
(Peton ) (%) (eton ) (%) (Peton ) (%) (PEton ) (%)
95,1
65 1 (82,9/122) 100
lansoprazol (81,1/90,7) 85
93,6 100
(82,2/118)
88,7
82,9 (80,1/104) 100
omeprazol (79,3/88,0) 85
88,6
(80,6/102) 100
68,9 93,8
(65,6/73,3) 55 (83.8/112) 100
pantoprazol 69.3 o5 96,1 100
(66,2/73,3) (85,8/115)
82,0 89,7 100
(78,9/86,5) 85 (79,0/113)
rabeprazol
83,8 75 87,9 100
(76,2/88,1) (79,2/104)
86,3
83,1 (77.7/103) 100
Ro 18-5364 (78,7/90,8) 80
85,9 100
(78,2/99,0)

Mesmo com a utilizagdo de colunas preparadas com fases

estacionarias de sinteses diferentes pode-se verificar, pelos dados tedricos e
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experimentais, que com a CSP-3 as mudancas de retengdo para o modo polar
organico ocorrem em uma menor porcentagem de etanol, no modo reverso, do que
com o uso da CSP-3.1, no modo normal. Tal fato também é observado quando a
CSP-1 é utilizada (Tabela 3.28).

Os perfis de retengdo dos enantibmeros do omeprazol, nas fases
estacionarias estudadas, estédo ilustrados nos Gréaficos 3.9. a, b e ¢, onde é possivel
visualizar a maior proximidade do modo normal ao polar-orgénico de eluicdo e a

mais efetiva mudanca de retencao sob condi¢gdes de modo reverso de eluicao.
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GRAFICOS 3.9. Perfis de retencdo para o composto omeprazol nas fases estacionarias de
polissacarideos: (a) CSP-1, (b) CSP-2 e (c) CSP-3 e CSP-3.1, onde k4= 1° enantiébmero, k; =

2° enantidbmero.
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Estando inicialmente no modo normal a medida que a concentragao de
etanol aumenta ha diminuic&do do fator de retencéo até certa concentragao de etanol.
Acima desta concentragdo o fator de retencdo comega a aumentar até atingir o
modo polar-organico com 100% de etanol. Com a adi¢cdo de agua na fase moével, o
fator de retengao volta a diminuir até certa porcentagem do solvente aquoso. Apos
esta porcentagem o perfil de modo reverso de eluicdo comega a prevalecer e,
consequentemente, os fatores de retencao se elevam. Tal perfil esta muito bem
definido na CSP-1 (Gréaficos 3.9 a) e também sao observados na CSP-3 e 3.1
(Graficos 3. 9 c).

Com a CSP-2 a mudanca de perfil de retencdo ocorre nas
proximidades do modo polar-organico nos dois modos de elui¢do, sendo verificada
uma menor diminuicdo dos fatores de retengdo com adicdo de pequenas
concentracdes de agua (Graficos 3.9 b).

Através dos resultados obtidos foi possivel observar que, quando séo
utilizadas as colunas quirais avaliadas, as retengdes caracteristicas do modo polar
organico de eluigdo se manifestam ainda em condi¢gbes de modo reverso ou normal
de eluicdo. No entanto, sob condicbes de modo normal de eluigdo, a porcentagem
necessaria de etanol, para que as retengdes de modo polar-organico comecem a
prevalecer, € muito maior. Estes resultados demonstram que as interacbées no modo
normal sdo muito proximas ao do modo polar-organico, ndo sendo possivel verificar
grandes mudancas nos perfis de retencdo. Os valores experimentais e tedricos
obtidos demonstram que a mudanga de modo de eluicdo do normal para o polar-
organico é lenta.

Em contrapartida, a mudanca de modo de eluicdo, sob condi¢des de
modo reverso, € mais efetiva, e uma porcentagem menor de etanol é necessaria,
quando comparado ao modo normal. Ao se aproximar do modo polar-organico, ha
diminui¢ao das intera¢des hidrofébicas que prevalecem no modo reverso de eluigao
e, ainda com uma considerada porcentagem de agua na fase mével, as interagdes
de ligagdes de hidrogénio, consideradas as interagdes predominantes no modo
polar-orgéanico % comecam a vigorar e o fator de retengdo aumenta. A passagem do

modo reverso para o modo polar-organico de elui¢cao é rapida.
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3.4.2. Discriminagao quiral

A analise dos Graficos 3.9 a, b e ¢, demonstra que o perfil de retencao
do omeprazol € similar nas trés fases estacionarias avaliadas, mas estas mostram
diferenciada capacidade de discriminagao quiral para estes enantidmeros.

Enquanto as CSP-1 e CSP-3.1 apresentam poder de discriminacéo
quiral no modo normal e polar-organico de eluicao, para o omeprazol, a CSP-2 exibe
excelente poder de resolucio, para estes enantidmeros, nos trés modos de eluigao.

A influéncia do modo de eluigdo e da composicado da fase mével para a
enantiosseparacgao, do pantoprazol e Ro 18-5364, nas colunas quirais avaliadas pode

ser visualizada nos Graficos 3.10 a, b e c.
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(c)
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GRAFICOS 3.10. Perfil de enantiosseparacdo, de dois dos cinco PPl’s, nas fases
estacionarias de polissacarideos (a) pantoprazol na CSP-1 (b) Ro 18-5364 na CSP-2 e (c)
Ro 18-5364 nas CSP-3 e CSP-3.1. para o, onde k1= 1° enantidmero, k2 = 2° enantibmero.

Numa analise geral dos parametros cromatograficos obtidos neste
trabalho (Tabelas 3.12 a 3.16 e 3.21 a 3.25), verifica-se que a CSP-1 mostrou baixa
capacidade de resolugao dos enantidmeros do lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol
e Ro 18-5364 no modo reverso de eluicdo (0,8 < Rs < 1,10 e 1,14 < a < 1,31). No
modo polar-organico, houve discriminagdo quiral somente para os enantibmeros do
omeprazol (Rs < 0,8 e a = 1,23). No modo normal, baixo poder de resolugao foi
verificado em todas as proporcoes de fase mével para todos os enantibmeros da
série homodloga (Rs < 0,8).

A CSP-2 apresentou elevado poder de enantiorresolugédo somente para
os enantibmeros do omeprazol no modo reverso e polar-organico de elui¢do (0,90 <
Rs < 3,46 e 1,25 < a < 2,24). No modo normal, esta fase néo foi capaz de resolver
os enantidmeros do lansoprazol e rabeprazol, mostrou baixo poder de resolugcédo dos
enantidbmeros do pantoprazol e Ro 18-5364 (Rs < 0,81 e 1,07 < a < 1,17), mas
apresentou 6tima capacidade de resolugao dos enantidbmeros do omeprazol (0,90 <
Rs<2,39e 1,25 <0<1,60).

A CSP 3.1, por sua vez, mostrou excelente capacidade de
discriminagao quiral para os enantidmeros da série homologa no modo normal (0,80
<Rs=<7,06 e 1,30 < a < 2,60) e no modo polar-organico (0,80 <Rs<1,68¢e 1,34 <a

< 2,07). Em contrapartida, no modo reverso, esta fase nao foi capaz de resolver os
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enantidmeros do lansoprazol e omeprazol e mostrou baixo poder de resolugao para
os demais enantidmeros da série (Rs < 0,90 e a < 1,28).

Com os resultados obtidos, fica evidente a importancia do tipo do tris-
fenilcarbamato no processo de discriminacdo quiral, visto que, as fases
estacionarias quirais avaliadas neste trabalho s&o constituidas com o mesmo
polissacarideo, a amilose, e, no entanto, apresentam capacidade de resolucao
enantiomérica diferenciada. Do mesmo modo, que o tipo de polissacarideo utilizado
afeta o processo de resolucdo enantiomérica quando se utiliza o mesmo tris-
fenilcarbamato, o tipo de tris-fenilcarbamato utilizado também afeta a discriminacéo

quiral quando as fases estacionarias sao constituidas do mesmo polissacarideo.
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3.5. Ponto de isoeluigao

O estudo sistematizado no modo normal e reverso de eluigao revelou
gque numa mesma porcentagem de etanol, no modo normal, e agua, no modo
reverso, as retencdes sao similares, resultando nos mesmo valores para os fatores
de retencao. Tal fato, € aqui denominado de ponto de isoeluigéo.

Os Graficos 3.11 a, b e ¢ mostram o ponto onde os fatores de retengao

dos dois modos de eluicdo, normal e reverso, coincidem.
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GRAFICOS 3.11. Ponto de isoeluigdo nas colunas quirais de polissacarideos: (a) CSP-1
para o rabepazol, (b) CSP-2 para o Ro 18-5364 e (¢) CSP-3 e CSP-3.1 para o omeprazol ,
onde ki_rev= 1° enantidmero no modo reverso, ko rev= 2° enantidbmero no modo reverso,

k1_nor= 1° enantibmero no modo normal, k,_nor= 2° enantidbmero no modo normal.
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O calculo do ponto de isoeluigcéo, a partir dos resultados experimentais,
para os cinco compostos estudados nas colunas quirais foi realizado valendo-se do

Esquema 3.3.

Eauacio do Modo Reverso Equacédo do Modo Normal

log k = 4,73x10* (PAgua)’ log k = 2,47x10* (@eton)’

- 5,66 x10° (@Agua) — 5,02 X102 4,19 x102 (@gron) + 1,65

................

log k = log k

mesmo fator

ll > de retencao

ISOELUICAO

[ QAqua = OEtOH } <

ESQUEMA 3.3. Calculo do ponto de isoeluicdo valendo-se das equacgdes obtidas através do

estudo sistematizado do modo normal e reverso de eluigéo.

Ao igualar as equagdes logaritmicas obtidas do modo normal e reverso,
de um mesmo composto, determina-se a concentracdo equivalente de etanol e de
agua que resulta no logaritmo do fator de retencao do ponto de isoelui¢éo.

Ressalta-se, que este ponto de isoeluicdo corresponde as interacoes
retensivas similares, de um mesmo composto, numa mesma coluna nos dois modos
de eluicdo. Este comportamento nao € similar em relacéo a discriminagao quiral.

Na Tabela 3.29 encontram-se os valores percentuais do ponto de
isoeluicdo, e a média ponderada, para os enantidmeros dos inibidores da bomba de
protons, e na Tabela 3.30 estao os valores dos fatores de retengdo correspondentes

ao ponto de isoleluicdo determinados através das equacgdes obtidas.
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TABELA 3.29. Ponto de isoeluigdo (P.l) dos inibidores da bomba de prétons nas fases

estacionarias de polissacarideos.

CSP-1 CSP-2 CSP-3 e 3.1

P.1 (%) P.1(%) P.1(%) P.1(%) P.1(%) P.1(%)
1°enant. 2°nant. | 1°enant. 2%nant. | 1°enant. 2°enant.

lansoprazol | 46,5 46,5 38,4 38,4 34,1 38,8
omeprazol 46,6 48,2 43,7 42 1 39,7 43,5
pantoprazol | 524 51,5 63,9 63,9 39,4 48,7
rabeprazol 50,6 49,7 40,0 40,0 38,4 43,9
Ro 18-5364 | 45,0 53,5 40,0 40,5 32,6 37,6

Média P.1 48,2 50,0 45,2 44,9 36,8 42,8

Compostos

P.I = %agua=%etanol

TABELA 3.30. Valores dos fatores de retencao no ponto de isoeluicao para os inibidores da

bomba de prétons nas fases estacionarias de polissacarideos.

CSP-1 CSP-2 CSP-3 e 3.1
k1 kz k1 kz k1 k2
lansoprazol | 1,69 169|269 269 | 1,45 1,80
omeprazol | 3,76 450 |2,83 4,57 | 1,57 1,86
pantoprazol | 3,85 4,37 | 3,82 3,82 | 2,62 3,75
rabeprazol | 2,10 2,34 251 251|155 2,18
Ro 18-5364 | 2,10 5,04 |2,05 2,14 | 153 1,85

Compostos

Na CSP-1 a retengdo mostra-se similar nos dois modos de eluicdo em
aproximadamente 50% de agua no modo reverso e 50% de etanol no modo normal,
enquanto que na CSP-2 o ponto de isoeluigdo estd em aproximadamente 45% , ou
seja, estando com 45% de agua no modo reverso e 45% de etanol no modo normal
as interagdes sao semelhantes para os enantidbmeros avaliados. Com a composigao
aproximada da fase movel hexano/etanol (60:40 v/v) e etanol/agua (60:40 v/v) com
a CSP-3 e CSP-3.1, a retencéo é similar para os enantidbmeros da série homéloga.

Através deste estudo foi possivel estabelecer uma relagdo entre a
retencdo nos dois modos de eluicdo. E pode-se assim, verificar, pela primeira vez,
quando do uso das fases de polissacarideos como seletores quirais, que mesmo sob
condicbes de modos de eluicdo diferentes, os mesmos fatores de retencdo foram

obtidos para a série de PPlIs.
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3.6. Separacdes dos enantibmeros em escala multi-

miligramas

A realizagdo de qualquer separagao preparativa requer o
desenvolvimento e a otimizagcdo da separacdo em escala analitica. Nesta etapa,
estdo incluidas a escolha da fase estacionaria e da composigcao da fase moével.

A otimizagdo do fator de retencdo (k) pequeno possibilita que a
separagao seja obtida em um menor tempo e com menor consumo de solventes. Em
contrapartida, valores maximos para o fator de separagdo (a) e resolugdo (Rs)
permitem que maiores quantidades do composto seja injetado na coluna
cromatografica sem que haja prejuizo na separagao.

A capacidade de carga das fases estacionarias quirais € um importante
parametro a ser analisado frente ao desenvolvimento das separacdes preparativas.
Por esta razdo, sé um numero limitado de fases estacionarias sdo empregadas para
este fim, destacando-se as fases estacionarias de polissacarideos. As fases quirais
de proteinas, ciclodextrinas, antibidticos também estdo disponiveis, mas devido a
baixa capacidade de carga e o elevado custo envolvido fazem com que estas sejam
menos atrativas %°.

As fases estacionarias de polissacarideos tém sido empregadas
eficientemente em eluicdo multimodal, de modo que as condigdes de modo polar-
organico apresentam-se como uma alternativa para o tradicional modo normal de
eluicdo, onde muitos compostos farmacéuticos apresentam baixa solubilidade .

Para o desenvolvimento deste trabalho, as colunas quirais semi-
preparativas de polissacarideos foram preparadas, em nosso grupo, segundo a

literatura *° e estdo dispostas na Tabela 3.37.
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TABELA 3.31. Dados referentes as colunas semi-preparativas empregadas neste trabalho.

Estruturas Fase Estacionaria Especificagoes Caédigo
\H/EE o APS-Hypersil
Tris [(S)-1-feniletilcarbamato]
© . (120 A, 5 um) CSP-4
de amilose
(15% g/g) (25 x 0,8 cm)
o, HW/% o APS-Nucleosil
Tris [(S)-1-feniletilcarbamato]
o . (500 A, 7 um) CSP-5
de amilose

(20 % g/g) (20 x 0,7 cm)

0]

)S" APS-Nucleosil
HN Tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) CSP-6
(500 A, 7 um)

(20 % g/g) (20 x 0,7 cm)

de amilose

As condigdes cromatograficas de separagao para os benzimidazois, em
escala semi-preparativa, foram selecionadas dos resultados obtidos nas analises
sistematicas realizadas neste trabalho.

As atribui¢cdes das configuracdes R e S para os enantidbmeros isolados

°1.98-101 considerando-se as atividades 6pticas

foram realizadas através da literatura
dos enantidmeros isolados que foram obtidas através da determinacio polarimétrica
dO ap etanol, 25°c , Neste trabalho.

Contrapondo a conversao, o sinal do detector de dicroismo circular
estava com polaridade negativa, de modo que o (-)-enantibmero é representado pelo
sinal positivo (para cima) e o (+)-enantibmeros pelo sinal negativo (para baixo).

E vélido ressaltar que esta parte do trabalho foi desenvolvida em
conjunto com a aluna de mestrado do nosso grupo de pesquisa, Katia Roberta

Anacleto Belaz.
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3.6.1. Separagao dos enantiomeros do lansoprazol

A condigcao analitica,selecionada para a enantiorresolugdo da mistura
racémica do lansoprazol foi obtida na coluna analitica tris [(S)-1-feniletilcarbamato]
de amilose em APS-Nucleosil (500 A, 7 ym) (20% g/g)(CSP 3.1) valendo-se do
modo normal de elui¢do (Cromatograma 3.7).

Embora a acidez do suporte usado para os seletores quirais de
polissacarideos influenciem a enantiorresolugdo %2, o elevado valor para o fator de
resolucdo, obtido na condi¢cao analitica, permitiu a troca do suporte de silica APS-
Nucleosil (500 A, 7 um) (20% g/g) para APS-Hypersil (120 A, 50 um)(15% g/g), uma
vez que nao havia uma coluna semi-preparativa com suporte APS-Nucleosil

disponivel naquela circunstancia.

k1 = 1,69

mAbs

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
tempo (min)

CROMATOGRAMA 3.7. Separacao do enantibmeros do lansoprazol em escala analitica.
Coluna analitica: tris [(S)-1-feniletilcarbamato] de amilose em APS-Nucleosil (500 A, 7 ym)
(20% g/g) (CSP 3.1); Fase mével: hexano/etanol (70:30 v/v); Vaz&o: 0,5 mL.min™"; V.injecdo:
20 pL e A:289 nm.

Os reciclos em separagbes semi-preparativas permitem que maiores
quantidades de amostras sejam injetadas, uma vez que se realizam coletas entre os
ciclos, levando a uma maior produtividade *’. O uso de reciclo foi, portanto, utilizado
para a separagao dos enantidmeros do lansoprazol através de 10 inje¢des (200 pL)

de concentracgéo 7,5 mg.mL™" , totalizando 15 mg de mistura racémica .
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tempo (min)

CROMATOGRAMA 3.8. Reciclos realizados na separagdo dos enantibmeros do
lansoprazol. Coluna semi-preparativa: tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose em APS-
Hypersil (120 A, 5 ym) (20% g/g) (25 x 0,8 cm)(CSP-4); Fase movel: hexano/etanol
(70:30 v/v); Vazdo: 2,5 mL.min™; V.injecdo: 200 pL e A:289 nm.

A pureza enantiomérica foi determinada na coluna semi-preparativa
(CSP-4) (Cromatogramas 3.9 a e b).

70+ (R)-(+)-lansoprazol 80- (S)-(-)-lansoprazol
604 70
50 60
40 7
(2] 4
g 304 8 40
<
E e 30
20+
204
10
10
0+ 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 -
t . -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
empo (min) tempo (min)
(a) (b)

CROMATOGRAMAS 3.9. Determinacido da pureza enantiomérica do lansoprazol. Coluna
semi-preparativa: tris [(S)-1-feniletilcarbamato] de amilose em APS-Hypersil (120 A, 5 um)
(20% g/g) (25 x 0,8 cm)(CSP-4); Fase movel: hexano/etanol (70:30 v/v); Vazao:
2,5 mL.min™"; V.injegdo: 200 pL e A:289 nm. (a) 1° enantidmero: (R)-(+)-lansoprazol

(b) 2° enantiémero: (S)-(-)-lansoprazol %%
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As atividades Opticas dos enantibmeros isolados foram determinadas
através da determinagao polarimétrica do Op etanol, 25°c €, também com o uso do
detector de dicroismo circular nas condigdes cromatograficas descritas na Figuras
3.3aeb.

501 (R)~(+)-lansoprazol 25] (S)-(-)-lansoprazol
0 20
-50 4
15
- 4 [%2]
é 100 g 104
£ -150 1S
54
-200
04
-250
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 6 7
tempo (min) tempo (min)
(a) (b)

FIGURAS 3.3. Atividade 6ptica dos enantidmeros do lansoprazol através do uso do detector
de dicroismo circular. Coluna analitica: tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose em APS-
Nucleosil (500 A, 7 pym) (20% g/g) (CSP 3.1); Fase mdvel: etanol; Vazdo: 0,8 mL.min™;
V.injecao: 20 pL, A:289 nm e polaridade negativa. (a) 1° enantibmero: (R)-(+)-lansoprazol,

(b) 2° enantiémero: (S)-(-)-lansoprazol.

Na Tabela 3.32 encontram-se os dados referentes a separacdo dos

enantidbmeros do lansoprazol.

TABELA 3.32. Dados referentes a separacdo semi-preparativa dos enantidbmeros do

lansoprazol.

1° enantiomero

(R)-(+)-lansoprazol

2° enantiomero

(S)-(-)-lansoprazol

Massa obtida (mg)

Pureza enantiomérica (%)
Rendimento (%)

Excesso enantiomérico (%)

QD etanol, 25°C
Produtividade (mg.h'1)

6,3
99,9
84,0
99,8

+142,4°

0,54

5,2
95,3
69,3
90,6

-124,4°
0,44
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Mesmo com os baixos rendimentos e a baixa produtividade
relatada, o primeiro enantidmero ((R)-(+)-lansoprazol) foi obtido com elevada pureza

enantiomérica (99,9%).

3.6.2. Separagdo dos enantibmeros do rabeprazol e
Ro 18-5364

Para a realizagdo da separacdo dos enantibmeros do rabeprazol e do
Ro 18-5364 foi necessario realizar a otimizagcao das condicbes semi-preparativas,
uma vez que as bandas cromatograficas estavam assimétricas, o que dificultaria a
obtencao dos enantidmeros com alto grau de pureza. Neste caso, foi adicionado a
fase movel, constituida inicialmente de hexano:etanol, acido acético (HAc) (0,02%) e
trietilamina (0,02%) (TEA). O uso de aditivos acidos e basicos na fase movel afeta a
resolucdo de modo a favorecer a simetria das bandas cromatograficas e contribuir
para uma separacdo enantiomérica mais efetiva '°.

Neste trabalho foi utilizada a coluna semi-preparativa tris [(S)-1-
feniletilcarbamato] de amilose (CSP-5), cujo suporte APS-Nucleosil (500 A, 7 um)
(20% g/g) correspondia ao suporte da coluna analitica (CSP-3.1). Desta forma, a
separacao semi-preparativa foi favorecida, uma vez que ndo foi necessaria a
realizacdo de reciclos devido a o6tima resolucdo destes enantibmeros nestas
condigdes cromatograficas.

A pureza enantiomérica foi determinada na coluna analitica tris [(S)-1-
feniletilcarbamato] de amilose em APS-Nucleosil (500 A, 7 um) (20% g/g) (CSP 3.1),
utilizando a mesma composicado de fase moével empregada na separagao em escala
multi-miligrama.

As medidas de atividade o6ptica e a obtencdo do dicroismo circular

foram realizadas utilizando etanol como solvente.
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3.6.2.1. Separacgao dos enantiomeros do rabeprazol

O Cromatograma 3.10 ilustra a separagcdo semi-preparativa dos
enantibmeros do rabeprazol, para a qual foram realizadas 10 inje¢cées (200 yL) de
17,6 mg.mL'1, totalizando 32,5 mg de racemato injetado.

As purezas enantioméricas estdo exemplificadas nos Cromatogramas
3.11 a e b. As Figuras 3.4 a e b também exemplificam a pureza dos enantibmeros do
rabeprazol com os cromatogramas obtidos usando o dicroismo circular como
detector. A Tabela 3.33 apresenta os dados referentes a separacdo em escala multi-

miligrama.

T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
tempo (min)

CROMATOGRAMAS 3.10. Separagcao em escala semi-preparativa do enantibmeros do
rabeprazol. Coluna semi-preparativa: tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose em APS-
Nucleosill (500 A, 7 um) (20% g/g) (20 x 0,7 cm) (CSP-5); Fase movel: hexano/etanol (80:20
viv) + 0,02% HAc + 0,02% TEA,; Vazao: 2,0 mL.min™"; V.injecao: 200 yL e A:289 nm.
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CROMATOGRAMAS 3.11. Determinagao da pureza enantiomérica do rabeprazol. Coluna
analitica: tris [(S)-1-feniletilcarbamato] de amilose em APS-Nucleosill (500 A, 7 uym) (20%
g/g) (20 x 0,7 cm) (CSP-3.1), Fase mével: hexano/etanol (80:20 v/v) + 0,02% HAc + 0,02%
TEA; Vazdo: 0,8 mL.min”; V.injegdo: 20 pL e A:289 nm. (a) 1° enantiémero: (R)-(+)-

rabeprazol, (b) 2° enantidmero: (S)-(-)-rabeprazol .
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FIGURAS 3.4. Atividade 6ptica dos enantidomeros do rabeprazol através do uso do detector

de dicroismo circular. Coluna analitica: tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose em APS-
Nucleosill (500 A, 7 um) (20% g/g) (20 x 0,7 cm) (CSP-3.1), Fase mével: etanol; Vazéo: 0,8
mL.min”"; V.injecdo: 20 uL, A:289 nm e polaridade negativa. (a) 1° enantiémero: (R)-(+)-

rabeprazol, (b) 2° enantidbmero: (S)-(-)-rabeprazol.
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TABELA 3.33. Dados da separagao semi-preparativa dos enantidmeros do rabeprazol.

1° enantidmero | 2° enantiémero

(R)-(+)-rabeprazol | (S)-(-)-rabeprazol
Massa obtida (mg) 16,1 15,7
Pureza enantiomérica (%) 99,9 99,6
Rendimento (%) 91,5 99,2
Excesso enantiomérico (%) 99,8 99,4
D etanol, 25°C +74,7° -73,4°
Produtividade (mg.h™") 3,86 3,77

3.6.2.2. Separagao dos enantiomeros do Ro 18-5364

Para a separagdo em escala multi-miligrama dos enantibmeros do Ro
18-5364 foram realizadas 8 injecdes (200 pL) de concentracdo 9,8 mg.mL™,
correspondendo a 15 mg do racemato (Cromatograma 3.12).

Os Cromatogramas 3.13 a e b se referem a determinagdo da pureza
enantiomérica, as Figuras 3.5 a e b aos cromatogramas obtido através do uso do
dicroismo circular como detector. A Tabela 3.34 apresenta os resultados referentes

a separagao multi-miligrama dos enantiomeros do Ro 18-5364.
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o 5 10 15 20
tempo (min)

CROMATOGRAMA 3.12. Separacao em escala semi-preparativa do enantibmeros do Ro
18-5364. Coluna semi-preparativa: tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose em APS-
Nucleosill (500 A, 7 ym) (20% g/g) (20 x 0,7 cm) (CSP-5); Fase modvel: hexano/etanol
(80:20 v/v) + 0,02% HAc + 0,02% TEA; Vaz&o: 2,0 mL.min™; V.injegao: 200 L e A:289 nm.
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CROMATOGRAMAS 3.13. Atividade éptica dos enantidmeros do Ro 18-5364 através do
uso do detector de dicroismo circular. Coluna analitica: tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de
amilose em APS-Nucleosill (500 A, 7 um) (20% g/g) (20 x 0,7 cm) (CSP-3.1), Fase mével:
hexano/etanol (80:20 v/v) + 0,02% HAc + 0,02% TEA; Vazao: 0,8 mL.min™"; V.injecdo: 20 pL
e A:289 nm. (a) 1° enantidmero: (+)-Ro 18-5364, (b) 2° enantiémero: (-)-Ro 18-5364.
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FIGURA 3.5. Atividade 6ptica dos enantidmeros do Ro 18-5364 através do uso do detector
de dicroismo circular. Coluna analitica: tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose em APS-
Nucleosill (500 A, 7 um) (20% g/g) (20 x 0,7 cm) (CSP-3.1), Fase modvel: etanol; Vaz&o: 0,8
mL.min™"; V.injecdo: 20 pL, A\:289 nm e polaridade negativa .(a) 1° enantidmero: (+)-Ro 18-

5364, (b) 2° enantiémero: (-)-Ro 18-5364.

TABELA 3.34. Dados da separagao semi-preparativa dos enantiomeros do Ro 18-5364.

1° enantiomero | 2° enantiomero
(+)-Ro 18-5364 | (-)-Ro 18-5364

Massa obtida (mg) 6,8 6,5
Pureza enantiomérica (%) 99,5 99,1
Rendimento (%) 90,7 86,7
Excesso enantiomérico (%) 99,0 98,2
D etanol, 25°C +76,4° -74,6°

Produtividade (mg.h™") 2,55 2,44
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3.6.3. Separacao dos enantiomeros do omeprazol em escala
multi-miligrama empregando-se injegcao em fase sélida de amostra: uma

comparacao com o método convencional

Uma separagdo quiral analitica bem desenvolvida nem sempre é
sinbnimo de uma boa separagdo quiral em escala multi-miligrama. Enquanto a
solubilidade da amostra nem sempre € um sério problema em cromatografia
analitica, em preparativa € muitas vezes o fator que determina o limite a ser injetado,
prejudicando, portanto, a produtividade.

Considerando-se que a separacao analitica foi desenvolvida nas
melhores condi¢gbes possiveis de analise visando a separagao preparativa, a
insolubilidade da amostra, no volume de solvente a ser injetado, exige alternativas a
serem examinadas '°.

Apesar do omeprazol ndo apresentar problemas de solubilizacido, a
comparagao entre dois métodos de injecdo de amostra foi realizada. O método
convencional, no qual a amostra esta em solugdo e o método que utiliza a injecéo
em fase sélida de amostra.

A técnica de injecdo em fase sélida de amostra consiste em misturar o
racemato com silica e colocar em uma pré-coluna (Figura 3.6), a qual € acoplada a
uma coluna cromatografica. A medida que o eluente passa pela pré-coluna o analito
é solubilizado e encaminhado a coluna cromatografica para a analise em questao.

Esta técnica foi empregada, com sucesso, na resolugdo em escala
multi-miligrama de quatro racematos de kielcorinas, que apresentam baixa
solubilidade, utilizando uma coluna tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose e o
modo polar-organico como fase mével ¥7.

Neste trabalho, houve o interesse de explorar o modo polar-orgénico
de eluicdo como uma alternativa ao modo normal, assim, com base em trabalho
realizado anteriormente no grupo por Cassiano e colaboradores, foi selecionado

metanol como fase mével 2.
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FIGURA 3.6. Pré-coluna utilizada na inje¢gdo de amostra em fase sélida.

3.6.3.1. Método convencional

O método convencional para a enantiorresolugdo, em escala semi-
preparativa, consiste em preparar uma solugdo de concentracdo conhecida do
racemato e, com o auxilio de uma seringa, realizar o numero necessario de injegcoes
para que todo racemato seja resolvido. Para este estudo foram realizadas 10
injecdes (200 pL) de concentragdo 8 mg.mL”, totalizando 16 mg de racemato

(Cromatograma 3.14, Cromatogramas 3.15 a e b e Tabela 3.35).

o 5 10 15 20

tempo (min)

CROMATOGRAMA 3.14. Separagcdao em escala semi-preparativa dos enantibmeros do
omeprazol pelo meétodo convencinal. Coluna  semi-preparativa: tris  (3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-Nucleosil (500 A, 7 ym) (20% g/g) (CSP-6); Fase

movel: metanol; Vaz&o0:3,0 mL.min™"; V.injegdo: 200 uL e A:302 nm.
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CROMATOGRAMAS 3.15. Determinagcdo da pureza enantiomérica do omeprazol. Coluna
analitica: tris (3,5 dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-Nucleosil (500 A, 7 ym) (20%

g/g) (CSP-2); Fase mével: metanol; Vazao: 1,0 mL.min™, V.injegdo: 20 uL e A:302 nm.

(a) 1° enantidmero: (S)-(-)-omeprazol ', (b) 2° enantiémero: (R)-(+)-omeprazo

|51

TABELA 3.35. Dados da separagcao semi-preparativa dos enantidmeros do omeprazol

utilizando o método convencional.

1° enantiomero

(S)-(-)-omeprazol

2° enantiomero

(R)-(+)-omeprazol

Massa obtida (mg)

Pureza enantiomérica (%)
Rendimento (%)

Excesso enantiomérico (%)

QD etanol, 25°C
Produtividade (mg.h™")

7,7
96,1
96,2
92,2

-83,7°

3,08

7,9
99,2
98,7
98,4

+98,0°

3,16
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3.6.3.2. Método de inje¢cao em fase sélida

Para cada analise, a mistura racémica do omeprazol (4 mg) foi
misturada com silica gel (500 mg), umedecida com metanol e introduzida na pré-
coluna, totalizando 4 analises. A pré-coluna foi acoplada a coluna semi-preparativa
(CSP-6) para a enantiosseparagdo no modo polar organico de eluigdo

(Cromatograma 3.16, Cromatogramas 3.17 a e b e Tabela 3.36).

o 5 10 15 20

tempo (min)

CROMATOGRAMA 3.16. Separagdao em escala semi-preparativa dos enantibmeros do
omeprazol por injegdo em fase sodlida. Coluna semi-preparativa tris (3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-Nucleosil (500 A, 7 ym) (20% g/g) (CSP-6); Fase

movel: metanol ; Vaz3o:3,0 mL.min™; V.injecao: 200 pL e A:302 nm.
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CROMATOGRAMAS 3.17. Determinagcdo da pureza enantiomérica do omeprazol. Coluna

analitica tris (3,5 dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-Nucleosil (500 A, 7 ym) (20%

g/g) (CSP-2), Fase mével: metanol; Vazdo: 1,0 mL.min™", V.injecdo: 20 L e A:302 nm.

(a) 1° enantidmero: (S)-(-)-omeprazol, (b) 2° enantiémero: (R)-(+)-omeprazol °'.

TABELA 3.36. Dados da separagcdao semi-preparativa dos enantibmeros do omeprazol

utilizando o método de injecdo em fase sélida.

1° enantidmero

(S)-(-)-omeprazol

2° enantiomero

(R)-(+)-omeprazol

Massa obtida (mg)

Pureza enantiomérica (%)
Rendimento (%)

Excesso enantiomérico (%)

QD etanol, 25°C
Produtividade (mg.h™)

7,1
99,7
88,7
99,4

-101,0°

7,1

7,3
97,5
91,2
95,0

+81,8°

7,3

No método de injecdo em fase sdélida de amostra, o numero de injecdes

realizadas e o tempo gasto para as analises sdo 2,5 vezes menores quando

comparado com o método convencional (Tabela 3.37).
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TABELA 3.37. Comparagdo entre os dois modos de injecdo na separagdo dos

enantibmeros do omeprazol em escala semi-preparativa.

Injecao em Fase , .
Jec Método Convencional

Sélida

Massa total injetada (mg) 16 16
Massa recuperada (mg) 14,4 15,6
Massa 1° enantidmero (mg) 71 7,7
Massa 2° enantidmero (mg) 7,3 7,9
Pureza do 1° enantiébmero (%) 99,7 96,1
Pureza do 2° enantiébmero (%) 97,5 99,2
Produtivida(c,;eg? ;_cf)nantiémero 7.1 3,08
Produtivida(c,;eg? ;_cf)nantiémero 7.3 3,06
Tempo total de analise (min) 80 200
Numero de inje¢ées 4 10

Com relagdo a massa recuperada e pureza enantiomérica nenhuma
diferenca significativa foi observada entre os métodos. Deste modo, os resultados
obtidos nesse trabalho indicaram que a utilizagdo de uma pré-coluna para a injegcéo
da amostra torna o processo de separagao, em escala multi-miligrama, muito mais
produtivo considerando o menor numero de injegdes e, consequentemente, a
reducdo no tempo total da separacéo e no volume de solvente utilizado.

Para a determinacdo da atividade Optica dos enantibmeros do
omeprazol através do uso do detector de dicroismo circular, foram consideradas as
maiores purezas enantioméricas obtidas. Neste caso, utilizou-se o 1° enantibmero
obtido pelo método de injecdo em fase sdélida e o 2° enantibmero do método

convencional. As analises foram feitas em etanol (Figuras 3.7 a e b).
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FIGURAS 3.7. Atividade optica dos enantibmeros do Ro 18-5364 através do uso do detector
de dicroismo circular. Coluna analitica tris (3,5 dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-
Nucleosil (500 A, 7 ym) (20% g/g) (CSP-2), Fase mével: etanol; Vazdo: 0,8 mL.min™,
V.injecao: 20 uL, A:302 nm e polaridade negativa. (a) 1° enantiébmero: (S)-(-)-omeprazol, (b)

2° enantiémero: (R)-(+)-omeprazol.

Nao foi possivel realizar a separagdo em escala multi-miligrama dos
enantibmeros do pantoprazol, pois a coluna cromatografica disponivel naquela
circunstancia apresentava pressdao muito elevada (CSP-4), o que comprometeu a
resolucao desses enantibmeros. Mesmo assim, pequenas fragbes do 1° enantibmero
foram obtidas com pureza enantiomérica de 91,7 %, o que permitiu a realizagdo da
medida da atividade Optica deste enantibmero e a determinacdo da ordem de
eluicdo dos enantidbmeros nas fases moéveis utilizadas (0p etanol, 250c = +52,5° / (R)-(+)-
pantoprazol) '°'.

A odem de eluicdo dos enantibmeros do lansoprazol, omeprazol,
rabeprazol Ro 18-5364 e pantoprazol permaneceram inalteradas quando se avaliou
o modo normal constituido de hexano/etanol, o modo reverso em etanol/agua e
modo polar-organico com 100% de etanol. No caso do omeprazol, a ordem de
eluicdo também nao foi alterada quando se utilizou metanol como eluente.

Através de uma anadlise geral, verifica-se que somente no caso do
omeprazol o primeiro enantibmero a eluir € o (-)-enantibmero, pois para os demais o

(+)-enantidmero é o que apresenta o menor tempo de retencao.



“Nada melhor que um sonho para criar o futuro”.

Victor Hugo



“Uma coisa s6 é impossivel até que alguém duvida

e acaba provando o contrdrio’.

Albert Einstein

Conclusoes
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4. Conclusoes

A construcdo de um modelo matematico preditivo para a separacao
quiral nao foi possivel. Os valores dos coeficientes cromatograficos de particdo dos
benzimidazois, determinados nas trés colunas quirais de polissacarideos tendo
etanol como modificador orgéanico, foram subestimados, ndo permitindo a
elaboracao do modelo.

Com a realizagao das analises sistematicas, no modo reverso e normal
de eluicdo, pela variacdo da concentragdo de etanol nas fases estacionarias de
polissacarideos, foi possivel observar pelos resultados obtidos, que as
caracteristicas do modo polar-organico de eluicdo se manifestam mesmo sob
condigdes de modo normal ou reverso de eluigao. Tal fato é verificado pelos perfis
dos fatores de retencio descritos neste trabalho.

Em condi¢cées de modo reverso de eluigdo, a porcentagem de etanol
necessaria, para que as retengées de modo polar-organico comecem a vigorar, é
menor. As caracteristicas do modo polar-organico prevalecem mesmo havendo uma
porcentagem de agua na fase movel em torno de 15%.

Em condigdes de modo normal de eluicdo, a mudanca de modo de
eluicdo, &€ menos efetiva quando comparada ao modo reverso, pois uma
porcentagem maior de etanol € necessaria para que as retengdes de modo polar-
organico comecem a prevalecer. Os resultados indicam que as interagdes no modo
normal sdo muito proximas ao do modo polar-organico, ndo sendo possivel verificar
grandes mudancgas nos perfis de retengao.

Os valores experimentais e tedricos obtidos demonstram que a
mudang¢a de modo de eluicdo do normal para o polar-organico é lenta, enquanto que
a passagem do modo reverso para o polar-organico € rapida.

Considerando os resultados tedricos e os intervalos de confianca, a
mudang¢a de modo de retencéo do reverso para o polar organico, ocorre na seguinte
ordem das colunas usadas: CSP-3 > CSP-1 > CSP-2. Ja a mudan¢a do modo de
normal para o polar organico de eluigdo € mais definida na seguinte ordem CSP -2 >
CSP -3.1 > CSP -1,

O perfil de retencdo nas fases estacionarias quirais foi similar na

analise da série homodloga considerando o modo de eluicdo empregado, modo
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normal e reverso. Em contrapartida, o poder de discriminacdo quiral destas fases foi
distinto quando avaliada a variagcdo da concentragcdo de etanol na fase movel.
Dentre as colunas quirais, a tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose (CSP-3.1) foi a
que apresentou maior capacidade de discriminagdo quiral dos enantibmeros desta
série no modo normal de eluicdo. No modo reverso, as trés colunas avaliadas
apresentaram baixo poder de resolucdo para os enantibmeros do lansoprazol,
pantoprazol, rabeprazol e Ro 18-5364. No entanto, a coluna tris (3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose (CSP-2) mostrou 6tima capacidade de resolugéo
dos enantidmeros do omeprazol no modo normal, reverso e polar-organico.

Com este trabalho, estabeleceu-se, pela primeira vez, uma relagao
entre o0 modo normal e reverso de eluigdo ao se determinar o ponto de isoeluigao,
utilizando-se as fases de polissacarideos como seletores quirais. Mesmo sob
condigdes de modo de eluigado distintos, foram obtidos os mesmos valores de fatores
de retencgao para cada composto da série homéloga.

As fases estacionarias de polissacarideos demonstraram, mais uma
vez, excelente capacidade de resolugdo enantiomérica em escala multi-miligrama.
Os enantibmeros foram obtidos com alta pureza enantiomérica e estes néao
apresentaram mudanca na ordem de eluicdo quando foi analisado o modo reverso
(etanol/agua), polar-organico (etanol) e normal (hexano/etanol).

O método de injecdo em fase solida mostrou-se produtivo e eficiente
para a resolugdo de amostras em escala multi-miligramas.

Para um melhor entendimento da existéncia do ponto de isoeluicdo e
sobre as mudancas de modos de retencdo, talvez seja necessario recorrer a um
tratamento matematico dos dados aqui obtidos, valendo-se possivelmente de

programas de modelagem molecular.
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5. Parte Experimental

5.1. Generalidades:

5.1.1. Farmacos

As misturas racémicas utilizadas neste trabalho foram fornecidas pelas
seguintes empresas:

Omeprazol : Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), lote 1030;

Lansoprazol : Boehringer Ingelhein, lote H505;

Rabeprazol :Elisai Co.,Ltd.,Clinical Research Center, lote 14040204;

Pantoprazol : Eurofarma, ordem de producao 12100028;

Ro 18-5364 : F.Hoffmann—La Roche Ltd1040358.

5.1.2. Sistemas cromatograficos
As analises cromatograficas foram realizadas nos seguintes sistemas

cromatograficos:

Sistema 1: Cromatografo analitico liquido de alta eficiéncia da marca
SHIMADZU composto de uma bomba LC-20AT, com valvula solendide de quatro
linhas, degaseificador DGU-20As, auto-injetor SIL-10A, forno CTO-10Asvp, detector
espectrofotométrico de absorgdo no UV visivel SPD-20A ligado a uma interface
CBM 20A. Os cromatogramas foram registrados pelo software LC SOLUTION.

Sistema 2: Cromatografo preparativo liquido de alta eficiéncia da
marca SHIMADZU, composto de uma bomba modelo LC-6AD acoplada a um
detector espectrofotométrico de absor¢édo no UV visivel, de comprimento de onda
variavel, modelo SPD-10AV,,, injetor manual RHEODYNE 7725 com alga dosadora
de 200 pyL. O equipamento esta ligado a uma interface CBM SCL-10Av,, e os

cromatogramas sé&o registrados pelo software CLASS-VP.

Sistema 3: Cromatdgrafo analitico liquido de alta eficiéncia da marca
SHIMADZU composto de duas bombas LC-10AD,,, com valvula solendide de quatro

linhas, auto-injetor SIL-10AD,,, detector espectrofotométrico de absorgédo no UV
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visivel SPD-10AV,, , detector quiral da marca JASCO CD 2095 Plus. O
equipamento esta ligado a uma interface SCL-10Av,, e os cromatogramas foram
registrados pelo software LC SOLUTION.

5.1.3. Equipamentos e materiais

As fases estacionarias quirais foram empacotadas numa empacotadora
SHANDON, utilizando tubos de ago inox (15,0 X 0,46 cm D.l.) sob pressao de 7000 psi.

A analise elementar do carbamato sintetizado foi realizada no DQ-
UFSCar, utilizando-se um equipamento FISONS EA 1108.

O espectro vibracional do carbamato na regido do infravermelho foi
realizado no DQ-UFSCar, em um espectrofotdbmetro BOMEM-MICHELSON FT-IR,
modelo Power Male 1-Ultrasync.

Para a uniformizagdo do tamanho de particula e homogeneizagao da
fase estacionaria quiral sintetizada, foi utilizada uma peneira com orificio de 38 um,
ENDECOTT-SBS 410/1986 (995308).

As fases méveis foram preparadas sempre na relacdo volume/volume e
filtradas a vacuo no sistema MILLIPORE, com o auxilio de uma membrana de nylon
PHENOMENEX de 0,45 um, sendo posteriormente degaseificadas em um ultra-som
COLE-PALMER 8852.

A agua utilizada na composigdo das fases moveis foi obtida em um
sistema MILLI-Q (Millipore, S&o Paulo, SP, Brasil).

A silica utilizada para a separagao dos enantidmeros por injecao em
fase solida foi a silica gel Merk 60 (0,50-0,20 mm)

Para a pesagem dos reagentes foi utilizada uma balanga analitica
marca AND, modelo HR200, com precisao de 0,0001 g e uma balanga semi-analitica
MARTE, com precisédo de 0,001 g.

Para a evaporacdo de solventes, foram utilizados rotaevaporadores
BUCHI modelo Rotavapor R-200 e Rotavapor R-114.

Os solventes utilizados nas analises cromatograficas foram de pureza
analitica ou grau HPLC .

Na preparacdo da fase estacionaria quiral tris (3,5-
dimetoxifenilcarbamato) de amilose, foram utilizados os seguintes reagentes:
amilose tipo Ill de batata (SIGMA), 3,5 dimetoxifenilisocianato 98% (ALDRICH) e 3-

aminopropilsilica Nucleosil (Machery-Nagel) (500 A, 7 ym) derivada no grupo de
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pesquisa. Também foram utilizados: N,N-dimetilacetamida, metanol (TEDIA) e
piridina (MERCK).

Para a avaliagdo das colunas quirais empregadas neste trabalho foram
utilizados os padrdes racémicos base de Troger e 6xido de trans estilbeno.

Os tempos mortos das colunas (to) foram determinados com 1,3,5-tri-
tert-butilbbenzeno quando a eluicdo foi no modo normal e acetonitrila no modo
reverso de eluigao.

A atividade o6ptica dos enantidbmeros isolados foi determinada no DQ-
UFSCar através do equipamento Polarimeter 241 Perkin-Elmer, com lampada de
sodio 589 nm e célula de 1 decimetro.

A pureza enantiomérica dos enantibmeros isolados foi determinada
através dos softwares LC SOLUTION e CLASS-VP.

5.1.4. Parametros cromatograficos
Os parametros cromatograficos utilizados foram 2:

Fator de retengcéo (k): € a razao do numero de moléculas do soluto na fase
estacionaria pelo numero de moléculas na fase moével sendo calculado pela férmula,
k=t-1,/1, onde, t= tempo de retengdo do composto a ser analisado; to= tempo
morto da coluna, ou seja, é o tempo de eluigdo de um soluto ndo retido desde sua

injecao até a chegada no detector.

Fator de separagéo («): € o parametro que mede a seletividade da separagao para
duas bandas adjacentes, a = k» / ky, onde k; e ky sdo os fatores de retencédo do
primeiro e segundo composto a eluir, neste caso, do 1° e do 2° enantibmero

respectivamente.

Resolugdo (Rs): mostra a qualidade da separacdo baseando-se nas larguras das
bandas além de suas distancias, sendo calculado através da seguinte formula: Rs =
1,18 (t —t;) / wy +wy, onde t; e t; sdo os tempos de retencdo de duas bandas
adjacentes, w1 e w, sdo as larguras das bandas medidas na meia altura em unidade

de tempo.
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5.2. Sintese da fase estacionaria quiral de amilose
5.2.1. Sintese do tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose

Inicialmente secou-se o isocianato na bomba a vacuo por um periodo
de 5 horas e a amilose em estufa a vacuo na temperatura de 60 °C por 24 horas.

Em um sistema de refluxo, adicionou-se piridina (25,7 mL) a amilose
(0,506 g; 3,12x10° mol) mantendo-se a mistura sob agitagdo por 24 horas, a
temperatura de aproximadamente 98 °C. Apds este periodo, o sistema foi resfriado a
temperatura ambiente, onde se adicionou o reagente 3,5 dimetoxifenilisocianato
(1,95 g; 10,9x10™ mol) solubilizado em piridina (5 mL). A reagdo permaneceu sob
aquecimento e agitagao por mais 72 horas.

Apods o resfriamento da reacdo a temperatura ambiente, o produto foi
precipitado, sob agitagcdo em metanol (300 mL). A mistura foi mantida em agitagcao
durante 1 hora e, entdo, o produto branco foi filtrado a vacuo em funil de placa
sinterizada e lavado com metanol, repetidas vezes, até que ndo se observasse mais
residuos de piridina.

O carbamato foi seco em dessecador com vacuo por 24 horas e
caracterizado por analise elementar e infravermelho.

Analise elementar :

Valores tedricos: %C=56,65; %H=5,29; %N=6,96

Valores Experimentais: %C=54,82; %H=5,49; %N=5,95
Espectro no infravermelho (Vsx, cm"): 3340, 1748, 1552.

5.2.2. Cobertura do carbamato ao suporte APS-Nucleosil
(500 A, 7 ym)

O produto tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose (0,500 g) foi
dissolvido em uma mistura contendo cloroformio:THF:N,N-dimetilacetamida (6:3:1
v/v)(20,0 mL).

Esta solucdo foi adicionada, em pequenas porgdoes, a 3-
aminopropilsilica Nucleosil (2,500 g), previamente deixada em refluxo por meia hora
em THF (50,0 mL) e resfriada a temperatura ambiente. Os solventes foram

lentamente evaporados em rotaevaporador num banho de gelo.
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A fase estacionaria foi totalmente seca em bomba a vacuo e,
posteriormente, peneirada.
O resultado final foi uma cobertura de 20% (g/g) de carbamato em

relagdo a APS-Nucleosil.

5.3. Empacotamento da fase tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato) de

amilose em APS-Nucleosil

A fase estacionaria quiral (1,8 g) foi suspensa em 50,0 mL de
hexano:isopropanol (50:50 v/v) e agitada por 3 minutos no ultrassom.
Posteriormente, foi empacotada em uma coluna de ago inoxidavel (15,0 x 0,46 cm
D.lI) sob pressdao de 7500 psi utilizando-se hexano:isopropanol (90:10 v/v) como
eluente.

A coluna foi condicionada durante 24 horas em hexano:isopropanol
(95:05 v/v), numa vazao de 0,5 mL.min™", e avaliada com o padrdo racémico 6xido

de trans-estilbeno, com deteccdo em 254 nm.

5.4. Fases estacionarias quirais de polissacarideos utilizadas

CSP-1: Coluna analitica tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose em APS-
Nucleosil (500 A, 7 um) (20% g/g) (15 x 0,46 cm);

CSP-2: Coluna analitica tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-
Nucleosil (500 A, 7 um) (20% g/g) (15 x 0,46 cm);

CSP-3: Coluna analitica tris [(S)-1-feniletilcarbamato] de amilose em APS-
Nucleosil (500 A, 7 um) (20% g/g) (15 x 0,46 cm);

CSP-3.1: Coluna analitica tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose em APS-
Nucleosil (500 A, 7 um) (20% g/g) (15 x 0,46 cm);

CSP-4: Coluna semi-preparativa tris [(S)-1-feniletilcarbamato] de amilose em
APS-Hypersil (120 A, 5 ym) (15% g/g) (25 x 0,8 cm).
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CSP-5: Coluna semi-preparativa tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose em
APS-Nucleosill (500 A, 7 um) (20% g/g) (20 x 0,7 cm);

CSP-6: Coluna semi-preparativa tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose
em APS-Nucleosil (500 A, 7 um) (20% g/g) ( 20 x 0,7 cm);

5.5. Estudo sistematizado no modo reverso de eluigao

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas as colunas analiticas
preparadas com as fases tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose (CSP-1), tris
(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (CSP-2) e tris [(S)-1-feniletilcarbamato] de
amilose (CSP-3), adsorvidas em APS-Nucleosil.

Foram preparadas solugdes de concentracdo 50 pg.mL” de cada
farmaco (lansoprazol, omeprazol, rabeprazol, pantoprazol, Ro 18-5364) e aliquotas
de 20pl foram injetadas no sistema cromatografico 1.

Inicialmente, para a determinagdo do coeficiente cromatografico de
particao log k, , foram realizadas medidas em 35%, 50%, 65% e 80% de etanol em
agua. Os valores de log k, foram obtidos pela extrapolagdo a partir das relagdes
entre log k e fragdo de etanol, considerando-se dois tipos de dependéncias da
equacao de Snyder: linear e nao-linear.

Para o estudo sistematizado, no modo reverso, a composi¢ao da fase
maovel variou de 0%, 0,5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70% e 75% de agua em etanol. O tempo maximo estabelecido de analise
foi de 200 minutos, desta forma para alguns compostos néo foi possivel determinar
os parametros cromatograficos em concentragdes elevadas de agua (70 e 75%).

As andlises foram feitas na vazdo de 0,5 mL.min” e temperatura
constante de 25 °C. A detecgdo para o omeprazol foi em 302 nm e para o
lansoprazol, rabeprazol, pantoprazol e Ro 18-5364 foi em 289 nm.

Todas as equagdes de regressao linear foram obtidas a partir do
programa de regressao linear multipla Hansch Analysis and Bilinear Modeal — Hugo
Kubinyi, BASF AG, august 1998.
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5.6. Estudo sistematizado no modo normal de eluigao

As colunas analiticas tris (3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose em
APS-Nucleosil (CSP-1), tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-Nucleosil
(CSP-2) e tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose em APS-Nucleosil (CSP-3.1),
foram avaliadas no modo normal de eluigao.

Para este estudo foi necessario substituir a coluna analitica quiral CSP-
3, que apresentava pressao elevada, pela CSP-3.1.

As solugdes de concentracdo 50 ug.mL™ de cada farmaco (lansoprazol,
omeprazol, rabeprazol, pantoprazol, Ro 18-5364), foram preparadas e injetadas no
sistema cromatografico 1 sob aliquotas de 20ul.

Para o estudo sistematizado no modo normal de eluicdo a composigao
da fase moével variou de 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 100% de etanol em hexano.

As andlises foram feitas na vazdo de 1,0 mL.min" e temperatura
constante de 25 °C. A detecgcdo para o omeprazol foi em 302 nm e para o
lansoprazol, rabeprazol, pantoprazol e Ro 18-5364 foi em 289 nm.

Todas as equagdes de regressdo linear foram obtidas a partir do
programa de regressao linear multipla Hansch Analysis and Bilinear Modeal — Hugo
Kubinyi, BASF AG, august 1998.

5.7. Separacao dos enantidmeros do rabeprazol, lansoprazol, e Ro

18-5364 em escala multi-miligrama

Para a separacdo dos enantibmeros do lansoprazol foi utilizada a
coluna quiral semi-preparativa tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose em APS-
Hypersil (120 A, 5 um) (15% g/g) (25 x 0,8 cm) (CSP-4). Hexano:etanol (70:30 v/v)
foi usado como fase mével numa vazéo de 2,5 mL.min™ e A=289 nm. Foi realizado
um reciclo em cada analise.

Os enantibmeros do rabeprazol e Ro 18-5364 foram separados
utilizando a coluna quiral semi-preparativa tris [(S)-1-feniletiicarbamato] de amilose
em APS-Nucleosil (500 A, 7 um) (20% g/g) (20 x 0,7 cm) (CSP-5). Hexano:etanol
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(80:20 v/v) + 0,02% &acido acético + 0,02% trietilamina, foi usado como fase movel
numa vaz3do de 2,0 mL.min™ e A=289 nm .

Todas as misturas racémicas foram solubilizadas em etanol e foram
injetadas no sistema cromatografico sob aliquotas de 200 pL.

As fracdes dos enantibmeros foram coletadas separadamente, sendo
reunidas e evaporadas no rotaevaporador a temperatura ambiente.

A pureza enantiomérica do lansoprazol foi determinada nas mesmas
condigdes cromatograficas da separagao semi-preparativa.

A pureza enantiomérica do rabeprazol e Ro 18-5364 foram
determinadas na coluna analitica tris [(S)-1-feniletilcarbamato] de amilose em APS-
Nucleosil (500 A, 7 um) (20% g/g) (20 x 0,7 cm) (CSP-3.1), tendo hexano:etanol
(80:20 v/v) + 0,02% acido acético + 0,02% trietilamina como fase movel numa vazéo
de 0,8 mL.min™".

As medidas das atividades Opticas dos enantibmeros através do
polarimetro foram realizadas em etanol a temperatura ambiente de 25°C. Enquanto
que as medidas das atividades o6pticas com o uso do dicroismo circular foram
obtidas na coluna analitica CSP-3.1, numa vazdo de 0,8 mL.min™ e etanol como
eluente.

O excesso enantiomérico (e.e) foi calculado valendo-se da formula:

e.e (%) = ( pureza enantiomeérica ) — ( 100 - pureza enantiomérica)

Separagao dos enantiémeros do lansoprazol

Massa injetada: 15,0 mg

Numero de injecdes: 10

1° enantibmero: 6,3 mg / pureza enant: 99,9% / e.e: 99,8% / Ap etanol, 25°c:+ 142,4°

2° enantibmero: 5,2 mg / pureza enant: 95,3% / e.e: 90,6% / Ap etanol, 25°c: - 124,4°

Separacao dos enantiomeros do rabeprazol

Massa injetada: 35,2 mg

Numero de injegdes: 10

1° enantibmero: 16,1 mg / pureza enant: 99,9% / e.e: 99,8% / Qp etanol, 25°c: + 74,7°

2° enantibmero: 15,7 mg / pureza enant: 99,6% / e.e: 99,4% / Qp etanol, 25°c: - 73,4°
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Separagao dos enantiomeros do Ro 18-5364

Massa injetada: 15,0 mg

Numero de injecdes: 8

1° enantibmero: 6,8 mg / pureza enant: 99,5% / e.e: 99,0% / Qp etanol, 25°c: + 76,4°

2° enantibmero: 6,5 mg / pureza enant: 99,1% / e.e: 98,2% / ap etanol, 25°c: - 74,6°

5.8. Separagao dos enantiomeros do omeprazol em escala multi-

miligrama

Para a separagdo dos enantibmeros do omeprazol e realizacdo do
estudo comparativo entre dois métodos de injegao utilizou-se a coluna quiral semi-
preparativa tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS Nucleosil (500 A,
7um) (20 x 0,7 cm) (CSP-6), metanol como eluente, vazdo de 3,0 mL.min™' e
A=302 nm.

As fragbes referentes a cada enantibmero foram coletadas
separadamente, reunidas e evaporadas no rotaevaporador a temperatura ambiente.

A pureza enantiomérica foi determinada por inje¢cdes das fragdes
coletadas na coluna analitica tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose em APS-
Nucleosil (500 A, 7 uym) (20% g/g) (15 x 0,46 cm) (CSP-2), tendo metanol com
eluente e vaz&o de 1,0 mL.min™".

As medidas das atividades opticas pelo uso do polarimetro foram
realizadas para os todos os enantibmeros isolados pelos dois métodos de injecao.
Enquanto que para a determinagdo das atividades Opticas pelo uso do dicroismo
circular foram consideradas as maiores purezas enantioméricas obtidas entre os
dois métodos de injecdo. Neste caso, utilizou-se o 1° enantidmero obtido pelo
método de injecdo em fase sodlida e o 2° enantibmero obtido pelo método
convencional. A vaz&o utilizada na obtencéo do dicroismo circular foi de 0,8 mL.min™

na CSP-2. As analises foram feitas em etanol
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5.8.1. Separagao pelo método convencional

Dissolveu-se o racemato (16 mg) em metanol (2 mL) resultando num
solucdo de concentracdo 8 mg.mL™", que foi injetada no sistema cromatografico sob

aliquotas de 200 L.

Separacao dos enantiémeros do omeprazol

Massa injetada: 16,0 mg

Numero de injecdes: 10

1° enantibmero: 7,7 mg / pureza enant: 96,1% / e.e: 92,2% / Qp etanol, 25°c: -83,7°

2° enantibmero: 7,9 mg / pureza enant: 99,2% / e.e: 98,4% / ap etanol, 25°c: + 98,0°
5.8.2. Separacao pelo método em fase sélida

Omeprazol (4 mg) foi misturado a silica gel (500 mg) e, em seguida a
mistura foi umedecida com metanol e empacotada, com o auxilio de uma espatula,
na pré-coluna de inox (15 x 8,0 mm DI) fabricada pela oficina mecanica do
Departamento de Quimica da UFSCar.

A pré-coluna foi acoplada a coluna semi-preparativa quiral (CSP-6) e a

separacao realizada como descrito anteriormente (/tem 5.7).

Separagao dos enantibmeros do omeprazol

Massa injetada: 16,0 mg

Numero de injecdes: 4

1° enantibmero: 7,1 mg / pureza enant: 99,7% / e.e: 99,4% / dp etanol, 25°c: - 101,0°

2° enantibmero: 7,3 mg / pureza enant: 97,5% / e.e: 95,0% / Ap etanol, 25°c: +81,8°



A imaginagdo é a maior pipa que se pode empinar”.

Lauren Bacall



“Quem decide pode errar.

Quem ndo decide jd errou”.

Herbert von Karajan
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