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RESUMO

Os antibidticos B-lactdmicos constituem a classe de medicamentos mais prescrita na medicina
humana e veterinaria. No Brasil, destacam-se entre eles, a amoxicilina e ampicilina, como
sendo os dois antibidticos mais consumidos e importados pelo pais. A dependéncia do Brasil
por paises produtores destes farmacos é decorrente dos inconvenientes causados pela rota
quimica convencional de sintese, que utiliza grande quantidade de solventes toxicos gerando
residuos nao biodegradaveis. Diante disso, a sintese enzimética vem se destacando como uma
rota alternativa e “limpa”. Contudo, para esta rota tornar-se economicamente vidvel e
competitiva, é necessario estudar a separacdo do antibidtico do meio reacional, visto que o
mesmo depois de formado encontra-se disponivel a degradacdo hidrolitica, reduzindo o
rendimento do processo. A escolha de um agente adequado de separacdo requer o
conhecimento do comportamento dos constituintes nas fases envolvidas em diferentes
condigOes operacionais. Baseado nisso, este trabalho focou na determinacdo da solubilidade
da amoxicilina, ampicilina e seus respectivos subprodutos da sintese enzimatica em diferentes
condicgdes de temperatura (10 — 25 °C), pH (3 — 8) e concentracédo de etanol (0 — 70% m/m),
usando o método analitico com espectroscopia. Para melhor entendimento destes compostos
em solucgéo, foram determinadas as constantes de dissociagdo de cada um a partir de curvas
potenciométricas. Com isso, novos dados de equilibrio quimico e de fases foram
apresentados. Os resultados obtidos concordaram com os fundamentos que regem o equilibrio
solido-liquido entre biomoléculas no que diz respeito a influéncia do pH, temperatura e
solventes organicos, e destacam a influéncia das cargas elétricas em suas propriedades. Além
disso, os parametros termodindmicos (AH, AS e AG) das reacdes de dissociagcdo destes
compostos em solucdo foram determinados, indicando que as moléculas protonadas sdo mais
estaveis. Por fim, um modelo termodindmico considerando a idealidade da solugdo, e uma
modificacdo do mesmo aplicando a ndo idealidade foram aplicados para descrever
matematicamente as curvas de solubilidade obtidas experimentalmente. Ambos os modelos
concordaram com precisao a solubilidade dos compostos nas condicdes estudadas, exceto nas
condicbes em que a ampicilina apresentou polimorfismo, indicando que em alguns casos a
abordagem ideal pode fornecer informacdes satisfatorias de determinados sistemas, sem a

necessidade da estimacdo de parametros.

Palavras-chave: Solubilidade, antibidtico B-lactamico, constante de dissociacdo, modelagem

termodinamica.



ABSTRACT

The B-lactam antibiotics constitute the class of most prescribed drugs in human and veterinary
medicine. In Brazil, it stands out among them, amoxicillin and ampicillin, as the two most
consumed antibiotics and imported by the country. The dependence of Brazil by producing
countries of these drugs is due to the disruption caused by conventional chemical synthesis,
which uses large amounts of toxic solvents generating non-biodegradable waste. Thus, the
enzymatic synthesis has been highlighted as an alternative and "clean™ route. However, this
route to become economically viable and competitive, it is necessary to consider the
separation of the antibiotic from the reaction medium, since even after formed it is subject to
hydrolytic degradation, reducing process yield. The choice of a suitable separation agent
requires the knowledge of the constituents behavior in the phases involved at different
operating conditions. Based on this, this work has focused on determining the solubility of
amoxicillin, ampicillin and their by-products of enzymatic synthesis under different
temperature (10 — 25 °C), pH (2 — 8) and ethanol concentration conditions (0 — 70% wt) using
the spectroscopic analytical method. For a better understanding of these compounds in
solution were determined dissociation constants of each from potentiometric curves.
Therefore, new chemical and phase data were presented. The results obtained agreed with the
fundamentals governing the solid-liquid equilibrium among biomolecules regarding the
influence of pH, temperature and organic solvents, and highlight the influence of the electric
charges on their properties. Furthermore, the thermodynamic parameters (AH, AS e AG) of
dissociation reactions of these compounds in solution were determined, indicating that the
protonated molecules are more stable. Finally, a thermodynamic model considering the ideal
solution, and a modification one thereof by applying the non-ideality were. Both models
agreed with accuracy the solubility of the compounds under the conditions studied, except the
conditions in which ampicillin showed polymorphism. This means that the ideal approach can
provide satisfactory information in some systems, without the need of estimating parameters.

Keywords: Solubility, p-lactam antibiotic, dissociation constant, thermodynamic modeling.
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Variacdo da energia livre de Gibbs da reacdo de dissociacdo do grupo ionizavel i
Variacdo de entropia molar do estado solido ao estado padrdo

Variacdo de entalpia molar do estado s6lido ao estado padréo

Letras gregas

Fracdo de moléculas zwitteridnicas, ou eletricamente neutras
Fracdo de moléculas anibnicas

Fracdo de moléculas catidnicas

Fugacidade do soluto na fase solida pura

Fugacidade do soluto na fase liquida em equilibrio
Fugacidade do soluto na fase liquida padrdo (diluicdo infinita)
Coeficiente de atividade da espécie i

Coeficiente de atividade das moléculas neutras do soluto
Coeficiente de atividade das moléculas anidnicas do soluto
Coeficiente de atividade das moléculas catioénicas do soluto
Potencial quimico do soluto na fase sélida

Potencial quimico do soluto na fase liquida

Potencial quimico do soluto no estado de referéncia

Fracdo de moléculas neutras em um dado pH

Fracdo de moléculas neutras no ponto isoelétrico

Parametro de interacdo do modelo de Pitzer



€ Parametro de interacdo entre as moléculas i e j
Numero de moléculas do componente j por unidade de volume
Raio de van der Waals

Siglas
6-APA  Acido 6-aminopenicilanico

AMOX  Amoxicilina
AMP Ampicilina

DSC Differential scanning calorimetry (Calorimetria Diferencial de Varredura)
DRX Difracdo de Raio-X
FTIR Fourier Transform Infrared Spectroscopy (Espectroscopia de Infravermelho por

Transformada de Fourier)
HPG Hidroxifenilglicina
GRMSD Global Root Mean Square Deviation
MEV Microscopia Eletronica de Varredura
PG Fenilglicina
RMSD  Root Mean Square Deviation
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

A descoberta de medicamentos capazes de combater doencas infecciosas constitui uma
das maiores realizacdes da humanidade, destacando dentre eles os antibidticos. Estes quando
descobertos diminuiram drasticamente a mortalidade causada por infeccdes, melhorando a
expectativa de vida da populacdo. Atualmente, o antibiético é a classe de medicamentos mais
prescrita na medicina humana e veterinéria; dos quais os B-lactdmicos, especialmente as
penicilinas e cefalosporinas, ocupam lugar de destaque pelo fato de que juntas somam a maior
quantidade de produtos biotecnologicamente produzidos no mundo.

Segundo dados da Associacdo Brasileira da Industria Farmoquimica e de Insumos
Farmacéuticos (ABIQUIFI, 2016), em 2015 foram investidos aproximadamente US$ 5913
milhGes em medicamentos, destacando-se a amoxicilina como sendo o antibiotico mais
importado pelo pais. Juntamente com a ampicilina, no mesmo ano as importacdes destes dois
antibidticos juntos alcancaram 44,4 milhdes de ddlares FOB, com a amoxicilina
correspondendo a mais de 95% desse montante (ALICEWEB, 2016).

Apesar da maioria dos antibioticos que sdo usados hoje ter mais de 30 anos, 0s
processos que sdo utilizados na sua produgdo ainda requerem melhorias significativas, sendo
estes 0s motivos da inviabilidade de plantas de producdo no Brasil. A producdo enzimética de
antibioticos B-lactdmicos semissintéticos vem adquirindo cada vez mais relevancia a fim de
evitar 0s inconvenientes dos processos quimicos convencionais. Todavia, na reagdo
enzimatica ocorrem duas outras reacfes indesejadas, além da sintese. Devido a esse conjunto
de reac0es serie-paralelo, na sintese enzimatica da amoxicilina e ampicilina o meio reacional
resulta na mistura de varios constituintes: o substrato (éster ou amida da cadeia lateral), o
nucleo basico das penicilinas, alcool e o doador direto da cadeia lateral. O alcool é um
subproduto gerado tanto na reacdo de sintese quanto hidrolise do antibidtico depois de
formado; e seu tipo depende exclusivamente do substrato utilizado na reacdo. Ja o doador
direto da cadeia lateral é subproduto da reacdo decorrente da hidrélise do substrato.

Em consequéncia da diversidade de variaveis que podem influenciar esta rota de
producdo, € necessaria uma apreciacdo cautelosa dos inimeros fatores que estdo envolvidos,
incluindo as propriedades da enzima, dos substratos e do sistema reacional. Cada uma das
variaveis que define o meio reacional (pH, temperatura, forca i6nica do meio, efeitos
inibitorios dos substratos e produtos, presenca de solventes organicos como cossolventes,

concentracdo de reagentes, entre outros) tem efeitos diferentes sobre cada um dos parametros.
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Estudos reportam que a separacdo do antibiotico do meio reacional é fundamental para
evitar as reacOes hidroliticas, aumento o rendimento da reacdo, citando a cristalizacdo como
etapa promissora na separacdo do produto do meio reacional. Entretanto, esse parametro é
pouco conhecido, ou disponivel, na literatura para uma gama de antibidticos, principalmente
para amoxicilina e ampicilina.

Pensando nisso, o presente trabalho tem como objetivo geral avaliar simultaneamente
o efeito do pH, temperatura e presenca de alcool na cristalizacdo da amoxicilina e ampicilina,
bem como dos subprodutos correspondentes a hidrélise do substrato. Este estudo inclui desde
a especiacdo das moléculas ibnicas a partir do equilibrio quimico, até a elucidacdo do
equilibrio de fases envolvido. Sabendo que o conhecimento experimental e teérico da
solubilidade dos antibidticos é essencial para otimizar a producdo e purificacdo destes
compostos, esta tese constitui ferramenta fundamental para trabalhos futuros de projeto e
otimizacdo da sintese enzimatica da amoxicilina e ampicilina, tanto no meio cientifico quanto
na aplicacdo tecnoldgica.

Para isso, foram determinados novos dados de solubilidade destes compostos a partir
do método analitico de saturacgdo, variando o pH de 2 a 8, numa faixa de temperatura entre 10
e 25 °C em misturas agua+etanol contendo 0, 10, 30, 50 e 70% (m/m) de etanol. As faixas de
pH e temperatura adotadas neste trabalho basearam-se na informagdo de que a enzima
apresenta alta atividade catalitica em pH neutro e condicbes amenas de temperatura. A
auséncia de dados disponiveis na literatura sobre a solubilidade destes compostos em meio
aquoso contendo etanol foi responsavel pela realizacdo pioneira desse estudo, abrangendo
desde &gua pura até 70% (m/m), embora concentracBes elevadas de &lcool ndo sejam
encontradas industrialmente.

Os compostos estudados neste trabalho apresentam férmulas estruturais peculiares
responsaveis por varias de suas caracteristicas. Dentre elas, destaca-se a capacidade de se
apresentar em diferentes formas i6nicas em solucdo, apresentando efeitos significativos na
solubilidade do composto. Devido a isso, a titulagdo potenciométrica com o método da
segunda derivada foi utilizada para determinar as constantes de dissociacdo da amoxicilina,
ampicilina e seus subprodutos da reacdo de sintese enzimatica em misturas de agua + etanol
variando de 0 a 70% em massa de etanol, variando a temperatura de 10 a 25 °C. Com isso foi
possivel observar o comportamento das diferentes espécies idnicas em diferentes condigdes
operacionais.

Considerando que o comportamento de fases de solugdes aquosas contendo

aminoacidos tem sido exaustivamente estudado, os modelos termodindmicos desenvolvidos
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para a descricdo desses sistemas constituem o ponto de partida para a descricdo da
solubilidade dos compostos de interesse nesse trabalho, visto que as cadeias laterais
funcionais dos antibioticos B-lactamicos sdo comparaveis com as cadeias laterais funcionais
dos aminoacidos. Assim, os modelos termodinamicos permitirdo gerar estimativas tedricas da
solubilidade em faixas mais amplas de temperatura, pressdo e composi¢do, enquanto
utilizando uma quantidade menor de informagdes experimentais (MOTA et al., 2011). Duas
abordagens matematicas propostas na literatura para a modelagem de proteinas foram
aplicadas na correlacdo das curvas de solubilidade obtidas experimentalmente, apresentando
grande capacidade preditiva para os sistemas estudados.

Alguns dos resultados obtidos neste trabalho foram enfoco de dois trabalhos

publicados recentemente, conforme apresentado no Apéndice A.
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2.1 Penicilinas semissintéticas

2.1.1 Classificacao

A primeira defini¢do de antibidtico surgiu em 1940 como sendo produtos metabdlicos
de microrganismos que apresentam a capacidade de inibir o crescimento e até de destruir
outros microrganismos. Na busca por novos antibiticos, tornou-se evidente que essas
substancias podem ser produzidas por outros organismos, além de microbios, como: algas,
liquens, plantas verdes e até células animais (KOROLKOVAS, 1982; MENDES, 2004).
Entretanto, a obtencdo de antibidticos semissintéticos ou modificados com melhorias nas
propriedades farmacoldgicas levou a seguinte defini¢do: antibidticos sdo substancias quimicas
especificas derivadas de microrganismos vivos ou produzidas por eles, bem como seus
analogos estruturais obtidos artificialmente por sintese, capazes de inibir processos vitais de
outros microrganismos causadores de infeccdes, mesmo em concentracdes diluidas
(KOROLKOVAS, 1982; GOODMAN e GILMAN, 2003).

A penicilina representa 0 marco na era dos antibioticos, pois foi a primeira substancia
descoberta com caracteristicas antimicrobiana. Segundo Ferreira (2004), sua estrutura
corresponde a um anel tiazolidina fundido a um anel B-lactdmico, uma carboxila em 3, duas
metilas em 2 e uma cadeia lateral variavel ligada ao sistema biciclico na posicédo 6 através do
grupo acilamino, conforme mostrado na Figura 2.1. O nucleo comum a todas as penicilinas é
denominado &cido 6-aminopenicilanico (6-APA) e, apesar de ser biologicamente inativo,
constitui o principal requisito estrutural para a atividade bioldgica. Logo, a transformacdo
metabdlica ou a ocorréncia de uma alteracdo quimica nessa porcao da molécula leva a perda
de toda a atividade antibacteriana. Ja a cadeia lateral (radical R) é responséavel por dar o nome
a penicilina e determina muito de suas caracteristicas antibacterianas e farmacologicas: a
estabilidade em meio &cido, fundamental para a atividade por via oral destes farmacos; a
estabilidade frente as p-lactamases; e o espectro de agdo frente as bactérias Gram-negativas
(GOODMAN e GILMAM, 2003; GUIMARAES et al., 2010; LEITE, 2009).
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Figura 2.1 — Estrutura geral das penicilinas

plas

Anel B-lactdmico

Anel tiozolidina

COOH 6 — APA

Fonte: Adaptado de FERREIRA (2004).

Devido a algumas limitagcdes apresentadas pelas penicilinas naturais (produzidas
totalmente por microrganismos), surgiu o interesse por novas substancias que apresentassem a
mesma atividade antibacteriana, porém com tais caracteristicas melhoradas. Logo surgiram
novos derivados de penicilinas partindo do 6-APA por meio de reacOes de acilagéo,
esterificacdo, amidagdo e hidroxiamidagdo, entre outros (CREA et al., 2012). Esses
antibioticos derivados de processos quimicos sdo denominados penicilinas semissintéticas, e
apresentam vantagens farmacocinéticas quando comparados com as penicilinas naturais
(LEITE, 2009; PELCZAR JR. et al., 1996).

A amoxicilina (AMOX) e a ampicilina (AMP) sdo exemplos de antibidticos semi-
sintéticos derivados da penicilina, ambos classificados como aminopenicilinas devido a
presenca do grupo amino adjacente a carbonila do N-acil da cadeia lateral, segundo a Figura
2.2. Eles estéo estreitamente relacionados entre si do ponto de vista quimico e farmacolégico,

por apresentarem semelhanca em suas férmulas estruturais.

Figura 2.2 — Formula estrutural da amoxicilina e ampicilina

NH2
I NH\E'/S CH3 R =H — Ampicilina
R = OH — Amoxicilina
0 N
R O// CH3
COOH

Fonte: Autor.

A extensdo da atividade destes antibi6ticos € atribuida ao grupo amino, supostamente
responsavel pelo poder de penetracdo na parede celular por parte destas penicilinas. Assim,
ambos sdo antibidticos de amplo espectro, essencialmente idénticos. Por apresentar o grupo
amino ionizavel, a nucleofilicidade do oxigénio carbonilico responsavel pela hidrélise do anel
biciclico e desativacdo do farmaco € menor, aumentando dessa maneira a estabilidade em

meio acido (ZAWOROTKO et al., 2006). No entanto, a amoxicilina € geralmente o farmaco
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mais escolhido dentro da classe, por ser melhor absorvido do que outros antibidticos [3-
lactamicos (CREA et al., 2012).

2.1.2 lonizagéo

A maior atividade quimica e bioldgica dos antibi6ticos é proveniente da presenca de
inimeros grupos funcionais em uma mesma molécula, entre eles &cido carboxilico, amida,
amina, 4alcool, cetona, enol, fenol, tiazol, nitro composto, derivados halogenados,
sulfonamida, entre outros. Isso ocasiona a presenca de inimeros sitios de ionizacdo em sua
estrutura e, consequentemente, mais de um estado de ioniza¢do com diferentes cargas liquidas
(SANDLER, 2006).

A amoxicilina e ampicilina apresentam em sua estrutura 0s grupos amino e carboxila
simultaneamente, semelhante aos aminoacidos e proteinas; ou seja, coexistem espécies acidas
e basicas na mesma molécula. Isso significa que possuem dois sitios de ionizacdo passiveis de
sofrer protonacdo (adicdo de H) e desprotonacéo (retirada de H) (RUDOLPH et al., 2001;
SANTANA et al.,, 2010). Como normalmente 0s grupos quimicos possuem afinidades
diferentes por protons e, consequentemente, constantes de ionizacdo diferentes, em solucéo
estas moleculas liberam prétons da carboxila e os recebem na amina. Assim, 0s grupos amino
e carboxila sdo quase completamente ionizados, formando uma molécula eletricamente
neutra, porém com ambas as partes anionicas e cationicas simultaneamente. Esses compostos
eletricamente neutros, porém com a presenca de cargas opostas devido a ionizacao dos grupos
funcionais, sdo chamados de zwitterions.

Além desta espécie, outras formas ibnicas sdo encontradas em maior ou menor
proporcao dependendo do pH da solugdo e da natureza do composto. Na presenca de um
grupo doador de protons, isto €, em baixos valores de pH, o grupo carboxila ganha um proton
prevalecendo na solucéo a forma positivamente carregada, ou seja, totalmente protonada. No
entanto, em valores elevados de pH decorrente da presenca de agentes receptores de prétons,
0 grupo amino perde um préton prevalecendo entdo a forma negativamente carregada. A
forma zwitteridnica existe predominantemente numa condicdo de pH intermediaria a
existéncia das formas positiva e negativa da molécula, denominado ponto isoelétrico.

A Figura 2.3 ilustra, de maneira generalizada, a concentracdo das espécies quimicas
em fungdo do pH para um composto que apresenta caracteristicas aminodcidas. O
conhecimento destas caracteristicas torna-se imprescindivel para auxiliar a etapa de

purificacdo na sintese de antibioticos.
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Figura 2.3 — Perfil de concentracéo das espécies quimicas de um composto com caracteristicas

aminoéacidas em fungéo do pH NH3
R+COOH
- H
g NH3
8 R4'7COO'
g
€ H
g - NH2
8 | _
R | COO
T H

pPKy pH  pK;

Fonte: Adaptado de BEZERRA (2012).

2.2 Consumo das penicilinas semissintéticas no Brasil

Em 1949, os EUA eram os maiores produtores de antibidticos, com uma producédo
anual de aproximadamente 83 toneladas de penicilina G sddica. Em 1982, a producdo mundial
de penicilina era maior que 12.000 toneladas, sendo a Europa a maior produtora. Em 1995, a
producdo mundial era de aproximadamente 33.000 toneladas, um aumento de cinco vezes em
relacdo a década de 60 (FERREIRA, 2004).

No Brasil e na América Latina, as décadas de 80/90 corresponderam a abertura do
mercado e ao reconhecimento de patentes internacionais de farmacos, o que levou a uma
diminuicdo consideravel do parque industrial farmacéutico. Considerando a cadeia produtiva
farmacéutica brasileira, ndo existe integragdo entre os farmacos e 0s respectivos
medicamentos devido a inexisténcia de plantas de producdo dos principios ativos no pais.
Apesar do grande numero de laboratdrios, a dependéncia da importagdo de medicamentos

descreve o cenario atual do pais, representado na Figura 2.4 pela balanca comercial brasileira
dos ultimos cinco anos.
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Figura 2.4 — Balanca comercial de produtos farmacéuticos do Brasil entre 2011 e 2015
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Fonte: Adaptado de ABIQUIFI (2016).

A rota de producdo convencional das penicilinas semissintéticas foi estabelecida nos
anos 60 por via quimica em um complexo processo que exige diversas etapas de protecdo e
desprotecdo dos grupos ativos para evitar reacfes de hidrolise ndo seletiva. Para isso, €
necessario o uso de solventes organoclorados toxicos, temperaturas reacionais muito baixas (-
30 °C) e longo tempo de reacdo, gerando grande quantidade de residuos ndo biodegradaveis
(GONGALVES et al., 2000; LEITE, 2009; OSPINA et al., 1996; SIQUEIRA et al., 2005). As
regulamentacbes ambientais cada vez mais exigentes justificam possivelmente a auséncia de
plantas de producdo no Brasil, tendo que importar integralmente todos os principios ativos
dos antibidticos B-lactimicos de paises como India, China e Venezuela, onde as
regulamentacdes ambientais ainda s&o menos restritas (PADUA, 2008; RIBEIRO, 2007;
SANTANA, 2007; VIEIRA, 2003).

Segundo a ABIQUIFI (2016), nos ultimos trés anos a amoxicilina ocupou o terceiro
lugar dentre os insumos farmacéuticos mais importados, ficando atras somente da insulina e
do acetato de alfa-tocoferol (vitamina E). Esta posi¢ao correspondeu & 11, 13 e 15% do total
gasto entre os dez produtos mais importados em 2013, 2014 e 2015, respectivamente.
Juntamente com a ampicilina, na classe dos antibioticos eles sdo os dois farmacos mais
consumidos do Brasil. Na Tabela 2.1 é possivel observar a evolucdo dos indices de
importagdo destes antibidticos no pais nos ultimos cinco anos, segundo dados do Ministério
do Desenvolvimento, Industria e Comercio Exterior; e perceber sua grande importancia ndo

apenas na area da saude, mas também na economia do Brasil.
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Tabela 2.1 - ImportagGes brasileiras de ampicilina e amoxicilina entre 2011 e 2015

Amoxicilina Ampicilina
Ano US$ FOB Quant. US$ FOB Quant.
(Milhdes) (Toneladas) (Milhdes) (Toneladas)
2011 34,8 1161,6 2,3 44,7
2012 28,7 1028,3 2,9 65,0
2013 37,2 1273,9 1,7 39,5
2014 49,5 1606,5 1,5 34,1
2015 42,3 1487,3 2,1 39,3

Fonte: Sistema de Analise das Informagdes de Comércio Exterior (ALICEWEB, 2016).

A partir dos anos 90, um intenso esforgo tem sido direcionado para um bioprocesso
que esteja em conformidade com as crescentes restricdes ambientais. Surgiu entdo a sintese
enzimatica, que objetiva promover a condensacao entre o nicleo das penicilinas e uma cadeia
lateral modificada (0 doador acila) em meio preferencialmente aquoso, pH neutro e
temperatura moderada, resultando em uma rota alternativa mais limpa e atrativa quando
comparada a sintese quimica (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998; GIORDANO et al.,
2006; SCHROEN et al., 1999).

2.3 Sintese enzimética das penicilinas semissintéticas

A sintese enzimatica das penicilinas semissintéticas trata-se de utilizar uma enzima
como transferase na reacdo de sintese, permitindo dessa maneira a produgdo de antibioticos
com drastica reducdo das etapas de processamento (SCHROEN et al., 1999). Esse processo é
geralmente catalisado pela penicilina G acilase (PGA) e requer o uso de derivados ativos dos
doadores da cadeia lateral, podendo ser éster ou amida, para promover a acilagdo do ndcleo -
lactamico e liberar o antibiotico em adicdo ao alcool ou aménia. A Figura 2.5 ilustra o
processo de sintese da ampicilina ou amoxicilina através dessa estratégia, utilizando como

doador acila um éster etilico.
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Figura 2.5 — Sintese cineticamente controlada da ampicilina ou amoxicilina a partir do éster etilico do
doador da cadeia lateral (PGE ou HPGE) e acido 6-aminopenicilanico

NH, HoN ' NH,
0C,Hs S_ _CH; Sintese NH S CcH
N N — T X+ cwon
// CH3 (o] N\2<
0 o 4 CHj
R COOH R 0o COOH
PGE ou HPGE 6 - APA Antibiotico
Hidrolise 1 Hidrolise 2
H,0 H,0
NH, H,N
OH 2 S _CH,
+ 4+ C,HOH
N Vs N\2<CH3 2
o o}
R COOH
PG ou HPG 6 - APA

Fonte: Adaptado de SIQUEIRA et al. (2005).

Nesta abordagem, a enzima promove o ataque nucleofilico direto ao carbono da
carbonila nas ligagbes amida ou éster. No entanto, a PGA atua tanto como uma transferase
como uma hidrolase, e moléculas de agua atuam como um nucledéfilo concorrente ao nicleo
B-lactdmico para o ataque nucleofilico ao intermediario acil-enzima (GIORDANO et al.,
2006; YOUSHKO et al., 2000). Assim, o rendimento da reacdo depende diretamente das
propriedades cataliticas da enzima utilizada, além do balanco de trés reacdes catalisadas
simultaneamente por ela: a sintese do antibiético (AMOX ou AMP), na qual uma ligacéo acil-
amida é formada; a hidrolise da ligacdo éster do doador acila ativado (Hidrdlise 1), resultando
na formacao do subproduto correspondente (HPG ou PG); a hidrélise da ligacdo acil-amida do
antibiotico previamente sintetizado (Hidrolise 2). Consequentemente, a mistura reacional
consiste de quatro componentes (antibiotico, 0 6 — APA, o agente de acilagdo e o subproduto
correspondente). (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1996; HERNANDEZ-JUSTIZ et al.,
1999, KUROCHKINA et al., 2011).

Se todas as reacOes ocorrerem até que o equilibrio seja alcangado, é obtida baixa
concentracdo do antibidtico. No entanto, se a reacdo for interrompida antes que a hidrolise do
antibiotico predomine sobre a sua formag&o, um maior rendimento sera obtido (SCHROEN et
al., 1999). Logo, o processo recai em um problema classico de otimizacdo, onde o interesse
concentra-se no produto intermediario de um conjunto de reacdes série-paralela. Para um bom
desempenho, o projeto deve ser direcionado para favorecer o processo de sintese e reduzir 0s

hidroliticos.
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O meio académico tem concentrado esforgos para aperfeicoar a sintese enzimatica de
antibidticos  — lactdmicos através de ferramentas fundamentais que comp&em a engenharia
enzimatica, ou seja, investigacdo de diferentes condicdes reacionais (engenharia de reacéo),
projecédo de diferentes biocatalisadores (engenharia do catalisador) e avaliagdo dos tipos de
reatores enzimaticos (engenharia do reator). Isso porque qualquer modificagdo no derivado da
enzima, na fonte da enzima, no tipo de imobilizacdo ou nas condi¢bes de reacdo pode
acarretar uma variacdo nas velocidades de reacdo e, por conseguinte, uma alteracdo no
rendimento méaximo, segundo relatado por Padua (2008).

Por isso, a viabilidade econdmica desta rota € determinada pela otimizacdo das
condigdes operacionais que permitam obter simultaneamente valores elevados para um grande
nimero de parametros industriais: rendimento, atividade e estabilidade da enzima,
concentracio e estabilidade do substrato e produto, e assim por diante (FERNANDEZ-
LAFUENTE et al., 1991). Na literatura estdo disponiveis inimeros trabalhos que avaliaram
0s parametros cinéticos destes processos. Entretanto, estudar o processo reacional da sintese
enzimatica ndo pertence ao escopo deste trabalho, mas sim fornecer dados termodindmicos

visando a cristalizacdo dos antibioticos depois de formado.

2.4 Solubilidade dos antibidticos e seus subprodutos

Embora a enzima se encontre imobilizada em suportes insolUveis, a reacdo enzimatica
para a producdo de antibidticos semissintéticos ocorre na fase liquida aquosa. Uma alternativa
para aumentar o rendimento e seletividade, tornando o processo enzimatico economicamente
competitivo com a rota convencional, é retirar o antibi6tico, depois de formado, do meio
aquoso reacional. Assim, removendo-o da fase liquida, o0 mesmo torna-se indisponivel ao
ataque enzimatico, prevenindo sua hidrolise. Devido a baixa solubilidade de alguns produtos e
subprodutos da reacdo enzimatica, uma parte deles encontra-se também presente na mistura
de reacional como precipitados.

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos a fim de determinar o método mais eficaz
de obtencédo desses antibidticos na sua forma pura depois de formado. A extracdo envolvendo
solventes volateis tem sido amplamente utilizada para a recuperacdo de biomoléculas (VAN
BERLO et al.,, 1997). Devido as restricbes ambientais, na ultima década, solventes
alternativos despertaram o interesse da sociedade académica e industrial. Neste contexto
pode-se citar a extracdo liquido-liquido entre duas fases aquosas, como sugerido por

Hernandez-Justiz et al. (1998) para a sintese de cefalexina; ou liquidos i6nicos, conforme
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sugerido por Manic e Najdanovic-Visak (2012) para a recuperagdo da eritromicina. Pode-se
também separar antibi6ticos reduzindo as reacdes de hidrolise com o uso de cossolventes
como proposto por lllanés e Fajardo (2001) e Illanes et al. (2002) para a sintese de ampicilina
e por Aguirre et al. (2002) para a sintese de cefalexina. Além da utilizacdo de resinas
poliméricas, conforme proposto por Dutta et al. (1999) para a separacdo e purificacdo do
acido 7 aminocefalosporanico, cefalexina e cefadroxila. Todavia, 0 método que mais vem se
destacando na literatura para a separacdo e concentracdo de biomoléculas € a cristalizacao,
como sugerido por Youshko et al. (2000) para a sintese da ampicilina. Logo percebe-se que o
conhecimento da solubilidade de todos os componentes presentes no meio reacional é
essencial para a separacdo e purificagdo de antibioticos.

A solubilidade da amoxicilina e ampicilina, além dos compostos presentes na reacdo
de sintese enzimatica destes antibidticos ja foi foco de varias pesquisas (BEZERRA et al.
2013; CREA et al., 2012; DIENDER et al., 1998; RUDOLPH et al., 1999; RUDOLPH et al.,
2001; SANTANA et al., 2010; SU et al., 2007; VIEIRA, 2003; YOUSHKO et al, 2000).
Nesses trabalhos, diferentes abordagens foram usadas para estudar a solubilidade e sua
dependéncia com varios fatores, tais como solvente, temperatura, presenca de diferentes
eletrolitos e forgas idnicas, de acordo com a Tabela 2.2. Porém, a maioria deles ndo considera
o efeito simultdneo de duas ou mais varidveis, tornando os resultados limitados a poucas

condigdes operacionais.

Tabela 2.2 — Variaveis consideradas no estudo da solubilidade dos diversos compostos, disponivel na

literatura
pH Temperatura Cossolvente Forca ibnica
AMOX @ ()", ), (9) @?° (9) (b) )
AMP @ (0", (e) @° (e) (b) )
HPG @ () (9) @?° (9) (b) -
PG @ (e) @° (e) (b) -
6-APA @ (b)", (©), (e) @° (e) (b) (d)

T=25°C; ?pH = pl: (a) RUDOLPH et al.,1999; (b) RUDOLPH et al., 2001; (c) DIENDER et al., 1998; (d) SU
etal., 2007; (€) SANTANA et al., 2010; (f) CREA et al., 2012; (g) BEZERRA et al., 2013.

Apesar de a solubilidade de antibidticos p-lactamicos semi-sintéticos e seus
precursores ser pouco estudada, o comportamento de fases de aminoacidos e proteinas € um
assunto bastante difundido no meio académico, servindo como referéncia para 0

desenvolvimento deste trabalho
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Brown e Rousseau (1994), Carta (1998), Lee et al., (2013), Pradhan e Vera (1998) e
Tseng et al. (2009) estudaram o efeito do pH na solubilidade de varios aminoacidos. Todos 0s
autores identificaram a solubilidade minima no ponto isoelétrico.

Peregrine e Gasparetto (2005) realizaram um estudo integrado dos efeitos da
temperatura e do pH sobre a solubilidade de proteinas do soro do leite. Além deles, varios
autores relataram dados de solubilidade de aminoacidos e proteinas em meio aquoso em
diferentes temperaturas (CHRISTOPHER et al.,1998; DALDRUP et al., 2010; PETSEV et
al., 2001; ROMERO e OVIEDO, 2013)

Mota et al. (2009) determinaram experimentalmente a solubilidade de alguns
medicamentos entre 25 e 42°C em &gua e cinco solventes organicos. Essa mesma associacao
entre temperatura e composicdo de solventes foi estudada por Domanska et al. (2011),
Ferreira et al. (2004 e 2008), Forte et al. (2012), Gandhi e Murthy (2012), Gude et al. (1996),
Pobudkowska et al. (2015) e Zhang et al. (2016) em biomoléculas com caracteristicas
aminocidas.

Granberg e Rasmuson (1999) determinaram a solubilidade do paracetamol em 26
solventes puros. E em 2006, Ruckenstein e Shulgin focaram na associacdo de cossolventes e
eletrdlitos em solucBes aquosas para investigar a solubilidade de proteinas.

Su et al. (2007) estudaram a solubilidade do 6-APA em diferentes forcas ibnicas. E
Ferreira et al. (2007) e Held et al. (2014) investigaram o efeito de eletrolitos na solubilidade

de aminoacidos.

2.5 Propriedades anfdteras das penicilinas semissintéticas

Em 1923, Bronsted e Lowry definiram acidos e bases como sendo substancias capazes
de doar prétons e receber prétons, respectivamente. Segundo esta definicdo, em uma reacao
(Reacéo 1) 4cido-base tem-se:

HA + H,0 = H:0" + A (Reagéo 1)

A reacdo de dissociacdo mostrada anteriormente é caracterizada por uma constante de
equilibrio que, para uma reacdo acido-base, é conhecida como constante de dissociacdo (Kj).
Esta é uma grandeza que representa a tendéncia de um acido doar um préton para um

solvente.
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Moléculas com caracteristicas aminoacidas em solu¢do aquosa agem como acido e
base, simultaneamente, ja que liberam prétons da carboxila e recebem prétons na amina,
apresentando desta maneira um carater anfotero. Para estas moléculas, o equilibrio entre os
compostos de ionizacdo sdo geralmente descritos de forma semelhante & Reacdo 1. Apds a
dissolugdo dos sélidos em éagua, os grupos amino e carboxila da molécula sdo ionizados e
quase completamente convertidos na forma zwitteriénica, de acordo com a Reagdo 2. Assim,
guando o &cido é adicionado na solucdo aquosa contendo estas moléculas, a Reacdo 3 ocorre
no sentido da direita para a esquerda. Neste caso, 0 zwitterion aceita um proton para formar
um cétion devido a inibicdo da ionizacdo do seu grupo carboxil. Na presenca de uma base, 0
zwitterion doa um préton para 0 meio formando um anion e impedindo entdo a ionizacdo do

grupo amino, conforme mostrado na Reacdo 4 (TSENG et al., 2009).

NH ,RCOOH = NH 3 RCOO () K, (Reagdo 2)
NH;RCOOH, = NH;RCOO "~ + H' Ka1 (Reagdo 3)
NH;RCOO "= NH,RCOO = + H’ Ka (Reacdo 4)

As constantes de dissociacdo das reagdes 2, 3 e 4 sdo definidas de acordo com as

Equacdes 2.1, 2.2 e 2.3, respectivamente.

a
NH3RCOO"
K, = —H:RE00” (2.1)
aNHZRCOOH
a -a
NH;RCOO™ ~ “H*
Ky=—"—"—" (2.2)
aNHgRCOOH
a -a
NH,RC00 = OH*
= (23)

NH ; RCOO °

onde o simbolo a; corresponde a atividade da espécie i, sendo relacionada com a concentracéo

da respectiva espécie através da Equacdo 2.4,
a,=[i]7 (24)

em que [i]é a concentracdo da espécie i e ¥;, o coeficiente de atividade da mesma espécie.

Muitos casos de interesse nos processos bioquimicos envolvem solucgdes que sdo na maioria

constituidas de dgua ou muito diluidas. Nestes casos, pode-se desconsiderar a nao-idealidade
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da solucdo e substituir as atividades pelas concentracbes em termos de molalidades
(SANDLER, 2006).

Uma vez que os valores das constantes de equilibrio sdo geralmente pequenos, é
comum utilizar a notacdo exibida na Equacdo 2.5. Essa equacao significa que quanto maior a

tendéncia para dissociar um proton, mais forte é o acido e menor é o seu pK,.
pKa =—log(Ky) (2.5)

Os valores de pK, e do pl sdo caracteristicas intrinsecas de cada substancia, e
determinam o grau de ionizacdo dos grupos funcionais de uma substancia em uma escala de
pH. Como consequéncia, muitas das propriedades quimica e bioquimicas destas moléculas
variam com o grau de ionizacdo e pH do meio. Por isso, é imprescindivel o conhecimento das
propriedades acido-base de biomoléculas.

A determinacéo do valor do pK, requer que a substancia seja submetida a mudangas de
pH, acompanhada da medida de uma propriedade especifica que varie com o estado de
ionizacdo da molécula. H& varios metodos disponiveis para se determinar o valor do pK,
incluindo técnicas como a potenciometria, condutividade, calorimetria, espectroscopia no
UV-visivel e RMN, espectroscopia de massa, cromatografia liquida, eletroforese capilar, e as
previsoes a partir de software computacionais (DEMIRALAY et al., 2012; MRESTANI et al.,
1998; PEREIRA et al., 2011; QIANG e ADAMS, 2004).

A eletroforese capilar requer somente pequenas quantidades da amostra com baixa
concentracdo do soluto, dispensando a medida de sua concentracdo e pureza, bem como a
concentracdo do titulante. Mrestani et al. (1998) determinaram as constantes de dissociagédo
de nove cefalosporinas a partir de uma nova técnica de eletroforese capilar e utilizaram a
titulacdo potenciométrica como método comparativo, indicando a confiabilidade de ambos 0s
métodos. Cantu et al. (2005), Ehala et al. (2010) e Shalaeva et al. (2008) também utilizaram a
eletroforese para determinar valores de pK, de componentes organicos.

De acordo com Demiralay et al. (2012), o método de espectrofotometria no UV-
visivel depende das espécies ndo carregadas e ibnicas terem espectros diferentes. A
cromatografia liquida também € utilizada uma vez que a retencdo cromatografica de
compostos ionizaveis depende fortemente do pK, do composto e pH da fase mdvel. Estes
autores determinaram experimentalmente as constantes de dissociacdo de sete antibioticos -
lactamicos em 4&gua e mistura acetonitrila + agua utilizando espectrofotometria e
cromatografia liquida. As constantes de dissociacdo destes compostos também foram

calculadas pelos programas NLREG e STAR, e por extrapolagdo. Finalmente, a aplicacdo de
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diferentes técnicas foram comparadas, apresentando boa concordancia entre os valores de pK,
obtidos.

Meloun et al. (2007) e Meloun et al. (2011) também utilizaram a espectrofotometria
para determinar valores de pK, de medicamentos. Este Gltimo combinou a técnica a
potenciometria.

A titulacdo potenciométrica € particularmente a técnica mais econdmica em tempo
para a determinacdo de pK, em solu¢do aquosa; e quando tomado o devido cuidado, ela
oferece boa precisédo e reprodutibilidade, segundo Qiang e Adams (2004). Eles obtiveram
experimentalmente a constante de dissociacao de 26 antibi6ticos comuns na medicina humana
e veterinaria por esse método. Alekseev et al. (2005), Takacs-Novak et al. (1997) e
Zaworotko et al. (2006) também aplicaram o método para a obtencdo de penicilinas e
aminoacidos em diferentes temperaturas e concentracdes de solventes.

Diversos autores relataram dados de pK, da amoxicilina, ampicilina e seus
subprodutos da sintese enziméatica (ALEKSEEV et al., 2005; BEZERRA et al., 2013; CREA
et al., 2012; DEMIRALAY et al., 2012; DIENDER et al., 1998; KUROCHKINA e NYS,
2003; ORABI, 2005; RUDOLPH et al., 1999; SANTANA et al., 2010). Com excec¢édo de
Diender et al. (1998) e Rudolph et al. (1999); todos os demais determinaram as constantes de
dissociacdo dos compostos a partir da titulagdo potenciométrica. Porém, os resultados sdo

limitados a meio aquoso, e poucas opgdes de temperatura.

2.6 Modelagem termodinamica

Compreender o comportamento termodindmico de biomoléculas em solugdes,
incluindo dados termofisicos, solubilidade e pK, é de grande relevancia em processos
industriais de sintese e purificacdo. Isso requer a disponibilidade de uma enorme quantidade
de dados experimentais. A fim de diminuir este esforco experimental e simplificar o
desenvolvimento de processos de cristalizacdo, a predicdo da solubilidade dessas moléculas
como funcdo de pardmetros como pH, tipo de sal, concentracdo de sal e temperatura, por um
modelo termodindmico € essencial (HERHUT et al., 2016). A representacdo bem sucedida da
solubilidade esta diretamente relacionada com a capacidade de correlacionar e prever os
coeficientes de atividade da biomolécula em solucéo.

Varios estudos, conforme exemplificado nas subsecBes seguintes, vém sendo
realizados para correlacionar os coeficientes de atividade de moléculas com caracteristicas

aminoacidas em meio aquoso como funcdo da temperatura, pH, composicdo de solventes e
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presenca de eletrolitos. Dentre as duas principais abordagens para a descricdo das
propriedades termodinamicas tém-se as equacdes de estado e os modelos de GF. Enquanto as
equacOes de estado podem ser usadas para se obter diferentes propriedades, tais como
densidade, pressdo de vapor, entalpia, etc., os modelos de GF sdo adequados apenas para
calcular solubilidades.

2.6.1 Equacdes de estado

Equacbes de estados correspondem a modelos matematicos capazes de descrever o
estado termodindmico e representar as propriedades de estado. A equacdo de van der Waals
foi a primeira entre elas; a partir de entdo, muitas modificacbes ja foram desenvolvidas.
Dentre as alteracfes mais comuns tém-se as regras de mistura para o termo atrativo e 0
desenvolvimento de novos termos repulsivos, resultando em modelos cada vez mais
complexos do ponto de vista matematico. No entanto, estas equacfes ndo apresentam carater
preditivo para sistemas constituidos por moléculas complexas como aminoacidos e proteinas,
que envolvem indmeras interacGes em solucao.

Para isso, métodos baseados na teoria de perturbacdo e mecénica estatistica para
calcular o coeficiente de atividade de aminoacidos em solucdo aquosa ganharam espaco.
Dentre as equacgBes que consideram as moléculas como cadeias longas tem-se a PHCT
(Perturbed Hard Chain Theory), SPHCT (Simplified Perturbed Hard Chain Theory) e PACT
(Perturbed Anisotropic Chain Theory).

Chapman et al. (1990) propuseram um modelo desenvolvido a partir da teoria de
perturbagdo termodindmica de Wertheim (1984a e b, 1986a e b) para fluidos com associacdo
que recebeu o nome de SAFT (Statistical Associating Fluid Theory). A partir da publicacéo
da teoria SAFT, muitos outros modelos foram desenvolvidos a partir da modificacdo dos
termos da equacdo de estado. Utilizando a teoria de perturbacdo desenvolvida por Barker e
Henderson (1967), Gross e Sadowski propuseram em 2001 o modelo PC-SAFT (Perturbed
Chain — Statistical Associating Theory).

2.6.2 Modelos de GE

Propriedade de excesso é a diferenca entre a propriedade da mistura real e a mesma

propriedade para uma solucdo ideal, nas mesmas condicdes de temperatura, pressdo e
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composicdo. Para o calculo de equilibrio de fases na fase liquida, geralmente modelos de G®

sdo utilizados para estimar a fugacidade das espécies envolvidas a partir da Equacéo 2.1.
G =RTIny, (2.1)

onde G° é a energia livre de Gibbs parcial molar de excesso do componente i, R ¢ a
constante universal dos gases , T a temperatura e y, corresponde ao coeficiente de atividade.

As primeiras tentativas de correlacionar dados experimentais de GF consistiram nos
modelos de Margules. No entanto, por considerar que a mistura é randdmica, isto €, sem
interacdes preferenciais entre as moléculas, estes modelos tem seu uso restrito a misturas
compostas por elementos semelhantes quanto ao tamanho, estrutura e natureza quimica.

Visando melhorar a predicdo da fase liquida, outros modelos foram desenvolvidos
com base no conceito de composicdo local. Segundo este conceito, sdo gerados, em nivel
microscopico, flutuagcBes na composicdo local da mistura diferente da composicao global da
mistura. Essa diferenca na composicdo local é responsavel pelas orientacdes moleculares de
curto alcance e nao aleatorias que resultam de diferencas no tamanho molecular e das forcas
intermoleculares (XU et al., 2004). Dentre os modelos que utilizam esse conceito pode-se
citar as equagOes de Wilson, o NRTL (Non-Randon-Two-Liquid) e 0 UNIQUAC (Universal
Quase-Chemical).

Partindo do UNIQUAC, foi desenvolvido ainda outro método baseado na contribuicéo
de grupos, 0 UNIFAC (UNIQUAC Funtional-group Activity Coefficients). Neste modelo cada
molécula é considerada como sendo uma mistura de grupos cujas forcas intermoleculares séo
caracteristicas destes grupos e independem da natureza do resto da molécula. Assim, uma
mistura ndo consiste de moléculas, mas de grupos funcionais. Desta maneira, as propriedades
de uma mistura podem ser representadas pela soma das contribui¢des individuais de cada um

dos grupos que compdem a mesma (AGUIAR, 2009).
2.6.3 Modelos aplicados a sistemas contendo moléculas com caracteristicas aminoacidas

As correlacdes de coeficientes de atividade e solubilidade de aminoécidos foram o
foco de muitos estudos.

Chen et al. (1989), combinaram o modelo de NRTL com a formulacdo de Pitzer-
Debye-Huckel para calcular o coeficiente de atividade de aminoacidos e peptideos em

solucdes eletroliticas.
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Gupta e Heidemann (1990) utilizaram o modelo UNIFAC modificado para calcular o
coeficiente de actividade de aminoacidos em agua e usados 0s mesmos parametros do grupo
de prever as solubilidades de antibidticos na agua. Ja Pinho et al. (1994) introduziram termos
de ionizacdo das espécies do tipo Debye-Huckel no modelo UNIFAC para relatar o
coeficiente de atividade de diferentes espécies i6nicas resultando a ioniza¢do das moléculas
de aminoacidos.

Gude et al. (1996) correlacionaram dados experimentais de solubilidade de sete
aminoécidos em agua + 1-butanol através da solubilidade de excesso aplicada no modelo de
Margules.

Coutinho e Pessoa (2004) propuseram uma modificacdo do modelo UNIQUAC
estendido para a descricdo da ndo idealidade de solucdes de proteina. Neste modelo, a
contribuicdo combinatoria Staverman-Guggenheim utilizada no modelo UNIQUAC estendida
foi substituida por um termo Flory-Huggins.

O trabalho tedrico de Ferreira et al. (2004) focou na aplicacdo da abordagem de
solubilidade de excesso com modelos termodindmicos convencionais, como o0 modelo de
Margules, Equacdes de Wilson e NRTL. Apesar destes modelos convencionais ndo considerar
com preciséo os efeitos da hidrofobicidade, 0 modelo NRTL permitiu uma boa representacéo.

Pazuki e Nikookar (2006) aplicaram os modelos NRTL, NRTL modificado e Wilson
modificado para predizer o coeficiente de atividades de aminoacidos e peptideos simples em
agua, obtendo bons resultados quando comparados a dados experimentais disponiveis na
literatura. Varios autores também usaram o modelo de Wilson modificado, obtendo resultados
em concordancia com dados disponiveis na literatura (PAZUKI et al., 2007; SADEGHI,
2007; XU et al., 2004).

Para representar o equilibrio sélido-liquido de sistemas aquosos de aminoacidos e
alcoois, Ferreira et al. (2008) combinaram a abordagem da solubilidade de excesso com as
equacbes NRTL, NRTL modificado, UNIQUAC e também com o modelo apresentado por
Gude et al. (1996), obtendo o desvio médio maximo e minimo de 38,4% e 9,1%
respectivamente, para L-treonina em mistura agua/etanol utilizando a ultima combinacéo.

Tseng et al. (2009) usaram o modelo NRTL para prever as ndo-idealidades nas
solugdes de cinco aminoacidos em agua pura a 25 °C, concordando os resultados obtidos com
dados da literatura. Mota et al. (2009) aplicaram 0 modelo NRTL-SAC com sucesso para
estimar solubilidades de farmacos. Os dados de solubilidade em solventes orgénicos puros
foram usados para ajustar os parametros do modelo de soluto, que foram utilizados em

seguida para a predicdo da solubilidade desses compostos em dgua e em sistemas com mais de
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um solvente. Este modelo mostrou-se uma ferramenta adequada para representar e predizer a
solubilidade destas moléculas.

Khoshkbarch e Vera (1996), Liu et al. (1998) e Pazuki et al. (2006) adotaram a teoria
da perturbacédo para a predicdo de coeficientes de atividade de sistemas aquosos contendo
aminoacidos e peptideos.

Rudolph et al. (1999) aplicaram o modelo de Khoshkbarchi e Vera (1996) para
descrever a solubilidade de ampicilina e amoxicilina e seus precursores (PG, HPG e 6-APA)
em &gua pura, como funcdo de temperatura e pH. Nos sistemas de solvente misto (dgua +
butanol) as solubilidades foram descritas razoavelmente com o modelo de GF proposto por
Gude et al. (1996).

Rudolph et al. (2001) verificaram que um modelo termodindmico simples tal como o
modelo de Gude et al. (1996) ou a sua versdo modificada com apenas um parametro ajustavel
pode descrever o comportamento de fases da ampicilina, amoxicilina e seus precursores em
agua + 1-butanol razoavelmente bem.

Santana et al. (2010) também aplicaram o modelo de Khoshkbarch e Vera (1996) para
a ampicilina e seus precursores, descrevendo qualitativamente a solubilidade em agua para a
ampicilina e HPG, porém ndo sendo capaz de descrever para 6-APA.

Ji et al. (2009) e Seyfi et al. (2009) aplicaram a equacdo SAFT para correlacionar
solubilidade de aminoacidos em solucgdes aquosa e eletroliticas, respectivamente, a 25 °C.

Fuchs et al. (2006) usaram a equacéo de estado PC-SAFT para calcular a solubilidade
de aminoacidos em solugdo aquosa em funcdo do pH, obtendo boa concordancia com os
dados experimentais. Cameretti e Sadowski (2008), Daldrup et al. (2010), Ferreira et al.
(2008), Held et al. (2011), Held et al. (2014) e Ruether e Sadowski (2009) também obtiveram
bons resultados a partir desde modelo para sistemas contendo aminoacidos e farmacos em
diferentes temperaturas e composicdo de solventes. Kleiner et al. (2009) mostraram a
aplicabilidade deste modelo na descricdo da solubilidade do paracetamol em diferentes
solventes e misturas de solventes.

Franco e Pessoa (2011) apresentaram uma expressao analitica da curva de
solubilidade, como uma funcdo das constantes de ionizacdo, o pH e a solubilidade no
composto no ponto isoelétrico, sendo aplicada com sucesso na descri¢do da solubilidade de
insulina suina em fungdo do pH em trés diferentes temperaturas ¢ de f-lactoglobulina bovina
em quatro diferentes forgas idnicas.

Franco et al. (2013) modificaram o modelo proposto por Franco e Pessoa (2011) de

modo a aplica-lo em sistemas contendo aminoacidos ¢ moléculas com grupos [-lactamicos
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incluindo, para tanto, um termo de nédo-idealidade calculado pelo modelo de Pitzer para
solucdes eletroliticas, obtendo sucesso na correlacdo dos dados experimentais de diversos
aminoacidos, bem como da ampicilina e 6-APA. Bezerra et al. (2013) obtiveram boas
correlagdes com este modelo quando aplicados em sistemas contendo amoxicilina e

hidroxifenilglicina.
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3.1 Reagentes

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas diversas substancias quimicas,

conforme listadas na Tabela 3.1 com 0s seus respectivos graus de pureza e fabricante.

Tabela 3.1 — Fabricante e pureza dos compostos usados

Reagente Fabricante Pureza / % massica
Amoxicilina cristalina Sigma-Aldrich -
Ampicilina Sigma-Aldrich -
D-(-)p-Hidroxifenilglicina Sigma-Aldrich 99,0
D—(—)-a-Fenilglicina Sigma-Aldrich 99,0
Hidrdxido de s6dio (NaOH) Neon P.A.
Acido cloridrico (HCI) Vetec P.A.
Etanol Merck 99,9
Biftalato de potéssico (KHPh) Nuclear 99,0
Solucéo aquosa padrdo pH = 4,00+0,01 SpecSol -
Solugédo aquosa padréo pH = 7,00+0,02 SpecSol -
Solucgéo aquosa padrdo pH = 9,18+0,02 SpecSol -

Fonte: Autor.

A pureza da amoxicilina e ampicilina cristalinas foi determinada experimentalmente a
partir de um analisador de Carbono Organico Total (TOC) estimado em 94% e 90%,
respectivamente. Todos os reagentes foram utilizados sem purificacao adicional. Em todos os

experimentos foi utilizada agua deionizada milliQ.

3.2 Equipamentos

Todos os equipamentos utilizados nos experimentos de solubilidade e titulacéo
potenciométrica pertencem ao Nucleo de Pesquisa e Ensino em Petréleo e Gas (NUPEG), na
Universidade Federal do Rio Grande do Noite (UFRN), e encontram-se listados a seguir:

e Balanca analitica de precisdo 0,0001g da marca Shimadzu, modelo AUW220D;
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e Agitador magnético da marca Fisatom, modelo 751,

e Banho termostatizado com +0,1°C de precisdo da marca Tecnal, modelo TE-184;

e pHmetro da marca Metrohm, modelo 827 pH-lab, com eletrodo modelo primatrode
que apresenta 0,003 de precisdo de pH combinado com um sensor de temperatura
NTC com 0,6 °C de precisao;

e Célula de equilibrio de fases de vidro com volume interno de 40 mL;

e Titulador automatico da marca Metrohm, modelo Dosimat 776.

¢ Analisador de Carbono Orgéanico Total (TOC) da marca Shimadzu, modelo COT-Vcpy
utilizando gés oxigénio ultra-puro;

e Espectrofotbmetro de UV-visivel da marca Varian, modelo Cary 50.

Antes de cada ensaio foi realizado o procedimento de calibracdo do eletrodo de pH
com as solugOes aquosas padrdo (4,00; 7,00 e 9,18). Para a medida precisa do pH nos sistemas
contendo diferentes concentracGes de etanol, além da calibracdo anterior foi realizacdo a
calibracdo com solugdo de KHPh de acordo com as recomendacdo da IUPAC. O
procedimento encontra-se descrito no Apéndice B.

A caracterizagdo da ampicilina a partir da andlise térmica (DSC e TG),
espectrofotometria na regido do infravermelho (FTIR) e microscopia eletronica de varredura
(MEV) foi realizada no Nucleo de Processamento Primario e Relso de Agua Produzida e
Residuo (NUPPRAR), na Central Analitica do Instituto de Quimica, e no Laboratorio de
Caracterizacdo Estrutural de Materiais pertencente ao Departamento de Engenharia de
Materiais (DEMat), respectivamente, todos pertencentes a UFRN. A descricdo dos
equipamentos utilizados encontra-se a seguir:

¢ Sistema de analise termogravimétrico da marca TA Instruments, modelo SDT-Q600;
e Espectrometro de infravermelho por transformada de Fourier da marca Shimadzu,

modelo: IRAffinity — 1.

e Microscopio eletrénico de varredura da marca Hitachi, modelo Tabletop Microscope

TM-3000; com um Detector EDS modelo SwiftED3000 da marca Oxford Instruments

Na analise térmica a amostra com massa em torno de 5,7 mg foi submetida a
aquecimento partindo da temperatura ambiente até 400 °C, com uma razdo de aguecimento de

5 °C-min™, sob atmosfera dinamica de nitrogénio com fluxo de 100,0 mL-min™.

Italla Medeiros Bezerra Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA



41

CAPITULO 4 - EQUILIBRIO QuimICO DE BIOMOLECULAS

4.1 Introducéo

Segundo Hilal et al. (1999), muitas moléculas de grande importancia quimica e
bioguimica contém mais de um sitio acido ou bésico e algumas macromoléculas tais como
peptideos, proteinas e antibidticos podem conter centenas de tais grupos, capazes de sofrer
reacOes acido-base. Assim, essas moléculas quando em solucdo sofrem dissociacao, podendo
existir em um grande nimero de estados de ionizacdo distintos, conforme a acidez da solugédo
que se encontram. Esse processo de dissociagdo é considerado uma reagao quimica reversivel
de dindmica extremamente rapida. Neste contexto, temos que uma espécie quimica sempre
vai existir em equilibrio com outras formas de si mesma durante o processo de dissociacdo
(Padua, 2008).

A constante de dissociacdo (pK,) € um pardmetro importante para prever o estado de
ionizacdo da molécula em relagdo ao pH. Uma vez que a maioria dos farmacos tém
funcionalidades acidas e basicas, 0 seu estado de ionizacdo é controlado por ambos o pH da
solucéo e os valores de pK, (DEMIRALAY et al., 2012; QIANG e ADAMS, 2004), podendo
a molecula encontrar-se na forma catibnica, zwitteribnica e anidnica numa determinada
condicdo. Estas espécies quimicas tém propriedades muito diferentes no que diz respeito a
solubilidade em &gua, a volatilidade, e a reatividade com oxidantes quimicos. Em alguns
casos, diferem até na absorcdo em UV (QIANG e ADAMS, 2004).

Os valores de pK, de muitos antibiéticos ndo sdo conhecidos com precisdo ou ndo
estdo disponiveis em uma maior variedade de condigcdes. Baseado nisso, este capitulo
abordara os conceitos que regem o equilibrio quimico das reacdes acido-base proveniente da
dissociacdo das biomoléculas, aplicando os conhecimentos expostos na determinacdo das
constantes de dissociacdo da amoxicilina, ampicilina, hidroxifenilglicina e fenilglicina
variando a temperatura de 10 a 25 °C, em misturas de dgua+etanol nas concentragdes de 0 até
70% (m/m) de etanol.

4.2 Curva potenciométrica de biomoléculas

Compostos bifuncionais acidicos, assim como aminodcidos, proteinas e antibioticos,

possuem curvas de titulacdo caracteristicas que revelam os valores de pK,, sendo essa técnica
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muito utilizada na literatura para a determinacdo experimental destas constantes
(FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1991; FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1996; KIM e
LEE, 1996; SANTANA, 2007; VIEIRA, 2003).

A titulacdo constitui na adicdo ou remocdo gradual de prétons. A Figura 4.1 mostra a
curva de titulacdo da forma diprética da glicina, em que cada molécula de base adicionada
resulta na remocdo de um préton de uma molécula de aminoacido. Assim, a curva apresenta
dois estagios distintos, cada um deles correspondendo a remocgdo de um préton de um dos

grupos ionizaveis do aminodcido.

Figura 4.1 — Curva de titulagdo de uma soluc¢do de glicina 0,1M a 25 °C

13

Glicina

0 0,5 1,0 1) 2,0

OH "(equivalentes)
Fonte: Adaptado de LEHNINGER (2002).

Em pH muito baixo, a espécie idnica predominante da glicina é "HzN-CH,-COOH,
na sua forma totalmente protonada. A medida que a titulagdo inicia, no primeiro estagio o
grupo carboxila, por apresentar um carater mais &cido que o grupo amino, comeca a perder
seu proton até atingir o ponto de inflexdo em pH igual a 5,97. Neste ponto de inflexdo a
remocdo do primeiro proton da glicina estd essencialmente completa, estando a mesma
presente principalmente como um ion dipolar (zwitteriénico) "HsN-CH,-COOQ", configurando
assim o chamado ponto isoelétrico da glicina. A partir de entdo se inicia o segundo estagio da
titulacdo correspondente a remocao de um préton do grupo amino da molécula, predominando
no final deste estagio a forma H,N-CH,-COO, totalmente desprotonada.

Geralmente, cada estagio da titulacdo € representado por uma reacdo de
desprotonacdo fornecendo uma constante de equilibrio conforme a Equacéo 4.1.
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« _[HIA]

=~ IHA] (4.1)

Isolando a concentracdo de ions de hidrogénio da equacdo acima e aplicando o logaritmo,

obtém-se a Equacdo 4.2 conhecida como Equacdo de Henderson-Hasselbalch.

_ Al
pH =pK, + IOg[HA] 4.2)

De forma geral,

[receptor de prétons]
[doador de protons]

pH =pK, +log (4.3)
No ponto médio de qualquer estagio da titulacdo, estdo presentes concentragdes
equimolares da forma doadora de prétons e da forma receptora de prétons. Neste caso, o pH é
igual ao pK, do grupo protonado que estd sendo titulado, conforme a Equacdo 4.3. Para a
glicina, o pH no ponto médio do primeiro estagio é de 2,34. Logo, o grupo carboxila tem um
pK, de 2,34, enquanto o grupo amino apresenta pK, igual a 9,60, em virtude do ponto médio
do segundo estégio ser neste valor de pH.
Segundo Lehninger (2002), todas as moléculas com caracteristicas aminoacidas
contendo um Gnico grupo a-amino, um unico grupo a-carboxila e um grupo R nédo ionizével
tém curvas de titulacdo que se assemelham a da glicina. Esses compostos sdo caracterizados

por apresentar valores de pK, muito similares, embora ndo idénticos.

4.3 Metodologia experimental

4.3.1 Obtencdo das curvas potenciométricas

As curvas potenciometricas da AMOX, AMP, HPG e PG foram obtidas com o

objetivo de determinar as constantes de ionizacdo dos respectivos componentes. A

configuracdo experimental utilizada para tal finalidade encontra-se ilustrada na Figura 4.2.
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Figura 4.2 — Esquema do aparato experimental utilizado para a obtencéo das curvas potenciométricas:
(1)banho termostatico, (2) pHmetro com indicacgéo de temperatura, (3) eletrodo de pH com sensor de
temperatura, (4) célula de equilibrio enjaquetada (5) agitador magnético, (6) titulador automatico, (7)

cilindro de gés nitrogénio

Fonte: Autor.

Inicialmente, foram preparadas solucdes estoque de cada componente em todas as

composicdes da mistura de solventes. Em seguida, adicionou-se 15 mL desta solucéo estoque

na célula de equilibrio sob constante agitacdo magnética e acidificou-se com solu¢do HCI 0,1

molal até cerca de pH 2,5. A temperatura foi ajustada no valor de interesse com o sensor de

temperatura acoplado ao pHmetro e controlada por um banho termostatico. Depois de

estabilizada a temperatura da solugéo, o sistema foi submetido a titulacdo com solucéo de

NaOH gota a gota por meio do titulador, com o pH sendo medido a cada adigédo (0,01 mL). As

concentragOes de solucdo estoque e titulante variaram entre os componentes e composicoes de

etanol na mistura de solventes, conforme apresentado na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Concentracéo das solugdes estoque e de NaOH utilizadas para a obtencéo das curvas

potenciométricas

Componente W, (% m/m) Cestogue (mmolal) CrituLante (mmolal)
AMOX 0, 10, 30,50 e 70 2,0 0,5
AMP 0,10, 30,50e 70 2,0 0,5
0el0 50,0 6,0
HPG 30 20,0 3,0
50e 70 50 1,0
PG 0, 10, 30, 50, 70 50 1,0

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto.
Fonte: Autor.
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Durante a titulacdo, utilizou-se borbulhamento de nitrogénio para eliminar possivel
quantidade de dioxido de carbono dissolvido na solucdo. Além disso, as solu¢es de NaOH
foram feitas na hora da titulacdo, como forma alternativa de eliminar possivel presenca de

CO, no meio. Todos os ensaios foram realizados em quadruplicata.
4.3.2 Determinacao experimental das constantes de ionizagdo

A titulagdo potenciométrica € a técnica mais tradicional para se determinar valores de
pK,. Nessa técnica, durante a titulacdo da solucdo, o pH € monitorado com um eletrodo e o
pK, € calculado a partir das mudancas na forma da curva Vnaon versus pH (PEREIRA et al.,
2011).

Qiang e Adams (2004) citaram trés métodos numéricos possiveis para determinar 0s
valores de pK, a partir de curvas potenciométricas, a saber: o grafico de Gran, a segunda
derivada e a regressdo ndo linear dos minimos quadrados. Neste trabalho, optou-se pelo uso
do segundo método.

No método da segunda derivada o ponto final de titulacdo de um estagio €
representado pelo ponto de inflexdo da curva potenciométrica, em que consiste na parte da
curva onde se observa a inclinacdo mais acentuada, ou seja, onde a alteracdo de pH resultante
da adicdo de NaOH é maxima. Logo, tem-se que a primeira derivada (dpH/dV) apresenta seu
valor méximo, enquanto que a segunda derivada (d.pH/dV?) é nula.

Para a determinacdo dos valores de pK, da AMOX, AMP, HPG e PG utilizou-se uma
ferramenta computacional (GUTZ, 2015) que determina de maneira automatica as inflexdes
da curva potenciomeétrica, bem como a primeira e segunda derivada, a partir da interpolacdo
com alisamento dos dados experimentais por splines cubicos. Este procedimento foi realizado
de maneira cuidadosa, procurando identificar possiveis erros nas derivadas oriundos da
interpolacdo. O primeiro ponto de inflexdo representa o ponto final do primeiro estagio de
titulacdo, em que todos os grupos carboxila encontram-se desprotonados. Nesta regido as
moléculas encontram-se predominantemente na sua forma zwitteribnica, e o pH registrado
neste ponto corresponde ao ponto isoelétrico do composto. O segundo ponto de inflexdo
representa o ponto final do segundo estagio de titulacdo, ou seja, onde foram retirados todos
0s prétons dos grupos amino.

Quando o volume de NaOH neutraliza a metade dos grupos amino, é vélida a Equacao
4.4:
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[NH,RCO0 ] _,
[NH ; RCOO ]

(4.4)

e a Equacdo 3.2 torna-se pH = pK,. Portanto, na metade do volume final do segundo estagio
temos o0 pK, do grupo amino. Sabendo disso, calculou-se o volume médio entre os dois pontos
de inflexdo da curva potenciométrica, sendo a segunda constante de ionizacdo (pKjy)
determinada pelo pH equivalente a esse volume médio na curva potenciométrica.

A AMOX apresenta em sua estrutura um grupo fenolico ionizavel, correspondente a
terceira constante de dissociacdo. Neste caso, a determinacdo de pK,3 seguiu 0 mesmo
conceito de pKy,, sendo determinada pelo pH equivalente ao volume médio entre o segundo e
o terceiro pontos de inflexdo. Como os compostos apresentados neste trabalho apresentam
quantidades iguais dos grupos ionizaveis, € esperado que o0 volume necessario para a
despronotacdo de cada um dos grupos seja igual. Portanto, é razoavel considerar que o
volume de NaOH que neutraliza os grupos amino seja igual ao volume de NaOH que foi
necessario para ionizar os grupos fenodlicos, de tal forma que os pontos de inflexdo sejam
equidistantes.

A primeira constante de ionizacdo (pKa) € calculada por diferenca a partir da
defini¢do do ponto isoelétrico para essas moléculas, como descrito pela Equagéo 4.5.

pI — pKal ; pKaZ (45)

Considerando que para cada conjunto de varidveis (composto, temperatura e
composicdo de etanol) foram obtidas quatro curvas potenciométricas, os resultados finais
foram estimados a partir da média entre os trés valores mais proximos entre si. O desvio

padrao das medidas u(x) foi definido pela seguinte expresséo:

(4.6)

onde x; é o resultado experimental da amostra i e X é a média aritmética de N resultados

experimentais.
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4.4 Resultados e discussao

Todos os compostos apresentados neste trabalho, com excecdo da AMOX,
correspondem a moléculas dipréticas, havendo dois grupos passiveis de ionizacdo (acido
carboxilico e amino). Essas moléculas podem ser descritas como existindo em trés formas
possiveis, H,A" (forma catiénica), H'/A" (forma zwitteridnica) e H™ (forma anidnica). A
AMOX apresenta ainda um terceiro grupo ionizavel representado pela estrutura fenolica,
podendo encontrar-se em até quatro espécies ionizaveis diferentes. O processo de dissociacao
da AMOX e demais compostos pode ser descrito segundo as reagdes 4.1 e 4.2,

respectivamente.

HA" B s HL AT B s HA™ « P 3 A” (Reagéo 4.1)

HA « 2o sH A" P2 5 A- (Reagdo 4.2)

A presenca de cargas elétricas na molécula € um dos fatores que mais influencia na
solubilidade de compostos com caracteristicas aminoécidas. Devido a isso, e sabendo que 0
estado de ionizacdo de uma molécula é controlada pelos valores de pK, do composto e pH do
meio, é fundamental o conhecimento dos valores de pKa, pKa € pKas bem como o pl dos
compostos de interesse neste trabalho.

Na titulacdo potenciométrica da AMOX, AMP, HPG e PG devem ser obtidas curvas
sigmoidais apresentando trés ou dois pontos de inflexdo, cada um correspondendo a um
estagio de ionizacdo das reacdes 4.1 ou 4.2, respectivamente. A Figura 4.3 mostra os gréaficos
gerados na analise de uma curva potenciométrica da AMOX obtida em agua pura a 25 °C.
Todas as curvas obtidas para 0os demais compostos e condi¢des de temperatura e concentracdo
de etanol apresentaram comportamento semelhante diferindo somente na auséncia do terceiro
ponto de inflexdo, embora nas curvas da AMOX tenha se mostrado bastante discreto.
Trabalhos reportam que isso ocorre em alguns acidos polipréticos em consequéncia da fraca

acidez do grupo ionizavel.
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Figura 4.3 — Anélise da curva potenciométrica da amoxicilina em &gua pura a 25 °C através do método da
segunda derivada: (a) Interpolacéo e ajuste dos dados experimentais, (b) Curvas de primeira e segunda
derivada dos dados ajustados
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12000 T 300
1t (b
8000 + - 200
4000 1 - 100
5 | LN\ | . " 5
T 0 F 1 NG 0 T
_g&. 0 1 0,2 0,3 0,4 0|5 s
-4000 + - -100
-8000 | - -200
-12000 * —- -300
Volume (mL)

Fonte: Autor

Em todos 0s ensaios, 0s ajustes dos dados experimentais apresentam um coeficiente de
correlagéo (R?) maior que 0,999 e desvio padrdo em pH menor que 0,05.

As constantes de dissociacdo obtidas estdo apresentadas nas Tabelas 4.2 & 4.5. E
importante destacar que os resultados de pK,; apresentaram maior desvio (u) em virtude deste
ser obtido indiretamente, a partir dos dados de pl e pK,2, gerando uma incerteza acumulada de

ambos os dados.
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Tabela 4.2 — Constante de dissociacdo e ponto isoelétrico da amoxicilina em diferentes temperaturas e

composicéo de etanol (w,), & pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

T/°C W, PKar  U(PKa1) pl u(pl) PKaz  U(PKzz)  pKas  U(pKas)
25 0,00 2,68 0,17 5,02 0,08 7,47 0,01 9,84 0,05
0,10 2,48 0,13 4,71 0,06 7,03 0,02 9,80 0,02
0,30 3,01 0,14 5,01 0,04 7,07 0,06 10,49 0,06
0,50 3,50 0,04 5,21 0,06 7,06 0,01 11,09 0,14
0,70 4,22 0,14 5,74 0,08 7,25 0,05 11,73 0,12
20 0,00 2,63 0,13 5,08 0,04 7,62 0,04 9,97 0,02
0,10 2,35 0,37 4,79 0,21 7,17 0,06 9,82 0,06
0,30 2,99 0,20 5,08 0,08 7,19 0,05 10,56 0,17
0,50 3,60 0,37 5,34 0,14 7,22 0,04 11,20 0,05
0,70 4,16 0,20 5,80 0,11 7,39 0,03 11,83 0,01
15 0,00 2,58 0,20 5,17 0,10 7,75 0,01 10,02 0,05
0,10 2,15 0,23 4,82 0,12 7,27 0,02 9,88 0,04
0,30 2,95 0,04 5,15 0,03 7,32 0,01 10,67 0,05
0,50 3,70 0,11 5,52 0,04 7,37 0,02 11,35 0,03
0,70 4,15 0,19 5,85 0,10 7,53 0,04 11,92 0,12
10 0,00 2,52 0,24 5,26 0,12 7,91 0,06 10,10 0,11
0,10 2,03 0,01 4,85 0,01 7,46 0,01 9,98 0,04
0,30 2,83 0,30 5,23 0,09 7,46 0,05 10,81 0,03
0,50 3,77 0,23 5,65 0,12 7,50 0,03 11,50 0,05
0,70 4,13 0,15 5,89 0,06 7,65 0,03 12,06 0,07

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagéo 4.6.
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Tabela 4.3 — Constante de dissociacao e ponto isoelétrico da ampicilina em diferentes temperaturas e
composicéo de etanol (w,), & pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

50

TIrC W, PKay u(pKa) pl u(pl) PKaz u(pKaz2)
25 0,00 2,64 0,10 4,95 0,07 7,24 0,09
0,10 2,52 0,07 4,46 0,16 6,79 0,04
0,30 3,20 0,17 4,79 0,10 6,77 0,01
0,50 3,68 0,01 5,18 0,01 6,70 0,01
0,70 4,33 0,16 5,48 0,11 6,79 0,05
20 0,00 2,62 0,01 5,03 0,02 7,39 0,03
0,10 2,43 0,17 4,60 0,06 6,93 0,04
0,30 3,08 0,03 4,88 0,01 6,90 0,02
0,50 3,67 0,18 5,23 0,09 6,91 0,01
0,70 4,22 0,13 5,54 0,09 6,97 0,05
15 0,00 2,59 0,13 5,10 0,05 7,54 0,04
0,10 2,36 0,23 4,74 0,18 7,10 0,02
0,30 2,96 0,33 4,98 0,16 7,00 0,01
0,50 3,66 0,01 5,31 0,01 7,05 0,01
0,70 4,11 0,11 5,59 0,08 7,11 0,06
10 0,00 2,56 0,18 5,17 0,11 7,74 0,06
0,10 2,27 0,10 4,86 0,06 7,26 0,01
0,30 2,79 0,10 5,10 0,03 7,16 0,02
0,50 3,63 0,13 5,38 0,09 7,18 0,14
0,70 3,99 0,18 5,63 0,17 7,27 0,06

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagéo 4.6.
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Tabela 4.4 — Constante de dissociacéo e ponto isoelétrico da hidroxifenilglicina em diferentes
temperaturas e composicdo de etanol (w,), a pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

Trrc W, PKa1 u(pKa) pl u(pl) PKaz u(pKaz)
25 0,00 1,86 0,06 5,30 0,04 8,77 0,07
0,10 1,52 0,20 5,04 0,11 8,46 0,04
0,30 2,25 0,23 5,51 0,09 8,83 0,08
0,50 2,75 0,11 5,86 0,06 9,10 0,03
0,70 3,08 0,22 6,16 0,10 9,32 0,05
20 0,00 2,00 0,04 5,40 0,08 8,88 0,04
0,10 1,69 0,26 5,15 0,13 8,55 0,07
0,30 2,35 0,10 5,64 0,06 8,97 0,04
0,50 2,77 0,01 5,97 0,11 9,21 0,01
0,70 3,22 0,01 6,28 0,02 9,42 0,04
15 0,00 2,10 0,16 5,53 0,02 8,99 0,11
0,10 1,85 0,25 5,26 0,17 8,66 0,09
0,30 2,42 0,18 5,80 0,16 9,13 0,10
0,50 2,86 0,07 6,13 0,03 9,36 0,01
0,70 3,29 0,08 6,39 0,04 9,51 0,01
10 0,00 2,23 0,18 5,61 0,13 9,08 0,13
0,10 2,07 0,27 5,42 0,14 8,74 0,04
0,30 2,53 0,17 5,98 0,11 9,29 0,04
0,50 2,91 0,13 6,25 0,09 9,50 0,06
0,70 3,38 0,21 6,46 0,11 9,65 0,09

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagéo 4.6

Fonte: Autor
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Tabela 4.5 — Constante de dissociacdo e ponto isoelétrico da fenilglicina em diferentes temperaturas e
composicdo de etanol (w,), e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

T/°C W, PKa u(pKa) pl u(pl) PKaz u(pKa2)
25 0,00 1,80 0,12 5,57 0,06 9,10 0,09
0,10 1,47 0,16 5,15 0,08 8,71 0,04
0,30 2,20 0,26 5,51 0,04 8,94 0,01
0,50 2,65 0,2 5,80 0,11 8,92 0,01
0,70 3,11 0,24 6,18 0,16 9,08 0,05
20 0,00 1,86 0,06 5,65 0,05 9,25 0,03
0,10 1,70 0,43 5,27 03 8,84 0,04
0,30 2,28 0,08 5,60 0,03 9,06 0,02
0,50 2,68 0,47 5,85 0,21 9,02 0,01
0,70 3,17 0,25 6,18 0,15 9,20 0,05
15 0,00 1,92 01 5,75 0,05 9,45 0,04
0,10 1,79 0,33 5,40 0,17 8,98 0,02
0,30 2,32 0,03 5,66 0,01 9,16 0,01
0,50 2,72 0,35 5,93 0,18 9,14 0,01
0,70 3,20 0,26 6,22 0,18 9,35 0,06
10 0,00 1,97 0,42 5,81 0,21 9,60 0,06
0,10 1,83 0,2 5,48 01 9,10 0,01
0,30 2,39 0,07 5,79 0,02 9,26 0,02
0,50 2,75 0,35 6,04 0,18 9,30 0,14
0,70 3,23 0,31 6,26 0,17 9,51 0,06

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagéo 4.6.

Fonte: Autor

O conhecimento dos valores de pK, permite calcular da fracdo das espécies catinica,
zwitteriénica e aniénica em equilibrio a um dado pH. Para simplificar, neste trabalho
desconsiderou-se o coeficiente de atividade das espécies, em virtude das condi¢des de baixa
concentracdo apresentada pelos compostos estudados. Logo, a distribuicdo idnicas em funcao
do pH é facilmente descrita pelas Equacdes 4.7 a 4.9, partindo da equacdo do balango de

massa,

+ — Kal[H+]
[H+]2 + Kal[H+]+ KalKaZ

(4.7)

Italla Medeiros Bezerra Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA



53
CAPITULO 4 — EQUILIBRIO QUIMICO DE BIOMOLECULAS

+12
oo IH] 48)
[H+] + Kal[H+]+ KalKaZ
— Kal Ka2 (49)

a = +12 +
[H ] +Ka1[H ]+Ka1Ka2

onde o, a* e a” sdo as fragdes de moléculas zwitterionica, cationica e aniénica na solugdo
em equilibrio, respectivamente, K,; € Ky correspondem as constantes de dissociagdo dos
grupos carboxilico e amino; e [H'] equivale a concentragdo dos ions hidrogénio em equilibrio
na solucdo. Segundo Kurochkina et al. (2011), no ponto isoelétrico a Equacdo 4.7 se

transforma na seguinte expressao:

at=— (4.10)

A estimativa de a® para AMOX e AMP em éagua pura usando a Equacdo 4.10

mostrou que no ponto isoelétrico mais de 99% dos antibidticos encontram-se na forma

zwitterionica, enquanto que menos de 1% estdo nas outras formas ionicas (a” =a ). Isso
significa que em valores de pH maior ou menor que o pl, a quantidade da terceira forma
ibnica correspondente (anibnica ou catiénica) é menor que 0,5%. Todavia, 0 aumento da
concentracdo de etanol provocou uma diminui¢do na diferenca entre os valores de pKy e
pKao. Isso ocasionou um aumento do termo Kg/ K,i, diminuindo a fracdo de moléculas
zwitteridnicas em equilibrio para 94 e 89%, nos sistemas contendo 70% (m/m) de etanol para
AMOX e AMP respectivamente. Como a diferenca entre os valores de pKa; e pKa, em HPG e
PG sdo maiores, o denominador da Equacdo 4.10 tende & unidade. Para estes compostos, em
todas as condicBes de solvente estudadas o ponto isoelétrico apresentou mais de 99% das
moléculas na sua forma zwitteri6nica.

Durante a titulagdo, as concentracbes de HCI and NaOH variaram de 0,005 a 0,02
molal e de 0,009 a 0,016 molal, respectivamente. Isso ocasionou uma variagao na forca iénica
do meio, conforme os valores apresentados na Tabela 4.6. Embora o efeito da forca idnica (1)
nas propriedades acido-base de moléculas com caracteristicas aminoacidas seja discutido
frequentemente, uma simplificagdo razoavel foi feita desconsiderando este efeito, devido as
baixas variagOes apresentadas quando comparadas aos valores de | relatados na literatura
(ALEKSEEV et al., 2005; CREA et al., 2012; QIANG e ADAMS, 2004; SU et al. 2007).
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Tabela 4.6 — Variagcdo minima e maxima do efeito ibnico ocasionada nas titulacdes potenciométricas dos
compostos estudados

Composto w, Minimo Maxima
AMOX 0,10,30,50e 70 0,004 - 0,016 0,022 - 0,041
AMP 0,10,30,50e 70 0,008 — 0,017 0,021 - 0,038
0el0 0,035 - 0,159 0,037 - 0,170
HPG 30 0,032 - 0,088 0,032 - 0,093
50e 70 0,024 — 0,044 0,027 — 0,050
PG 0, 10, 30,50e 70 0,004 - 0,016 0,030 - 0,050

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto.

Fonte: Autor
4.4.1 Efeito da temperatura

O efeito da temperatura sobre as constantes de dissociacdo dos compostos foi
investigado no intervalo entre 10 e 25 °C. Em geral, para os sistemas estudados contendo
AMOX e AMP os valores de pK,; aumentaram com o aumento da temperatura. No entanto,
os valores de pKj, diminuiram. Essa tendéncia antagbnica entre as constantes de dissociacao
significa que, quando diminuimos a temperatura do meio, o grupo carboxilico aumenta seu
carater acido e o grupo amino torna-se mais basico, favorecendo a presenga de moléculas
zwitteridnicas. Este comportamento também foi relatado por Crea et al. (2012) e Zaworotko
et al. (2006). Martell e Smith (1997) apud Crea et al. (2012) reportaram que para moléculas
contendo grupos fendlicos, sua constante de dissociacdo deve variar inversamente com a
temperatura. Este conceito esta condizente com os resultados de pK,3 obtidos neste trabalho.
J& os subprodutos destes antibi6ticos

O conhecimento dos valores de pK, em diferentes temperaturas permitiram calcular os
parametros termodinamicos relacionados as reacfes de dissociacdo 4.1 e 4.2. Uma vez que
estas informacdes sdo pouco relatadas na literatura, tais resultados séo essenciais para melhor
entendimento das propriedades acido-base dos compostos em estudados. Partindo da
aproximacgdo de que as variagdes da entalpia padrdo e entropia padrdo das reacOes de
dissociacdo sdo constantes no intervalo de temperatura estudado, tais propriedades foram
calculadas a partir da correlagdo entre os dados experimentais usando a forma linear da
equacdo de Van’t Hoff apresentada na Equacdo 4.11:
InK, =—2H0 A5 (4.11)

RT R
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onde K, € a constante de dissocia¢do, AH e AS sdo as variagdes de entalpia padrdo e entropia
padrdo da reacdo, R é a constante universal dos gases e T, a temperatura da reacdo. A energia
livre de Gibbs (AG) foi calculada a partir da defini¢ao:

AG = AH-TAS (4.12)

Os valores de pK; obtidos apresentaram uma relagdo linear com a temperatura, cujas
correlacdes lineares variaram de 0,869 até 0,999. Os menores valores de R? foram
encontrados nas reacGes de dissociacdo do grupo carboxilico. Este resultado é esperado
devido a maior incerteza das medidas confirmada pelo desvio padrdo, como ja mencionado
anteriormente. Na Tabela 4.7 encontram-se os valores das propriedades termodindmicas
obtidas a partir destes graficos.

Tabela 4.7 — Variacgdes da entalpia e entropia padrado das rea¢des de dissociacdo dos grupos ionizaveis

AH; AH, AHj; AS; AS, AS3 AG AG,? AG;?
W
2 (kJ/mol) (kI/mol) (kI/mol) (I/mol)  (@/mol)  (I/mol) (kI/mol) (kI/mol) (kI/mol)
Amoxicilina

0 -17,14 46,87 26,77 -108,81 14,15 -98,97 15,30 42,65 56,28
0,1 -50,08 44,98 19,48 -215,48 16,35 -121,91 14,17 40,11 55,83
0,3 -9,05 42,03 34,66 -88,00 5,69 -84,26 17,19 40,19 55,22
0,5 29,37 47,47 44,64 31,37 23,88 -62,39 20,02 40,27 54,61
0,7 -9,00 43,28 34,95 -110,72 6,25 -107,24 10,79 40,35 54,00

Ampicilina
0 -8,74 53,38 -79,89 40,57 15,08 41,28
0,1 -26,50 51,08 -137,06 41,43 14,36 38,73
0,3 -43,68 41,08 -207,92 8,18 18,31 38,64
0,5 -5,19 50,97 -87,94 42,20 21,03 38,39
0,7 -26,75 51,04 -175,51 40,99 25,58 38,82
Hidroxifenilglicina
0 39,09 33,59 95,35 -55,35 10,66 50,09
0,1 58,78 30,08 168,22 -61,09 8,63 48,29
0,3 29,42 50,08 55,55 -0,99 12,86 50,38
0,5 18,24 43,43 8,75 -28,43 15,63 51,91
0,7 31,36 35,13 45,85 -60,47 17,69 53,16
Fenilglicina
0 18,41 54,93 27,23 10,10 10,29 51,92
0,1 37,60 41,00 96,92 -25,99 8,70 48,75
0,3 19,70 34,23 23,83 -56,48 12,60 51,07
0,5 10,99 40,78 -13,87 -33,73 15,13 50,84
0,7 12,61 46,58 -17,42 -17,43 17,80 51,78

# Calculado em T = 298,15 K; w, = fracdo massica de etanol em &gua livre de soluto. Fonte: Autor.

Italla Medeiros Bezerra Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA



56
CAPITULO 4 — EQUILIBRIO QUIMICO DE BIOMOLECULAS

Os valores negativos de AH; na maioria das composi¢cOes de etanol mostram que a
dissociacdo do grupo carboxilico presente na AMOX e AMP ocorre através de uma reacao
exotérmica, enquanto que as demais reacdes de dissociacdo absorvem calor. Avaliando a

energia livre de Gibbs, todas as reacdes apresentaram valores positivos de AG, indicando que

0s grupos —NH;, —COOH e —OH sdo mais estaveis e favorecidos termodinamicamente

que —NH,,—COO" e -0, analogo ao reportado por Orabi (2005) e Crea et al. (2012). As

propriedades termodinamicas calculadas se mostraram compativeis com os valores

apresentados por Crea et al. (2012).

4.4.2 Efeito do solvente

Segundo Orabi (2005), o efeito do solvente sobre as propriedades &cido-base de
moléculas anféteras é geralmente interpretado pelo sinergismo entre mudancas eletrostaticas
(variacdo da constante dielétrica do meio) e mudangas ndo eletrostaticas (mudanga na
basicidade do meio). Contudo, outros fatores, tais como a estabilizagdo das diferentes espécies
existentes em equilibrio através de pontes de hidrogénio, juntamente com interagfes ion-
solvente e forcas de dispersdo, desempenham um papel importante na ionizacdo de acidos
fracos.

O aumento da concentragdo de etanol causou um aumento significativo nos valores de
pK,, especialmente do grupo carboxilico (pKai), embora este ainda tenha se apresentado
inferior a da agua pura quando presente a 10% (m/m). Considerando a AMOX dentre 0s
compostos estudados, por apresentar maior variacdo de pK, frente as variagdes de temperatura
e composicao de etanol, é evidente que o efeito do solvente prevalece sobre a temperatura.
Quando a AMOX ¢é sujeita a um aquecimento de 15 °C em agua pura, o valor de pKy sofre
um aumento em média de 3,0%, enquanto pKj,, diminui aproximadamente em 6,0%. Todavia,
a adicdo de etanol até 70% causa variacdes superiores a 50% nos valores de pK,;. Esse
comportamento pode ser justificado pelo fato do etanol apresentar pK, maior que a &gua,
apresentando maior basicidade que este ultimo. Logo, sua presenca diminui a acidez dos
grupos carboxilicos. Além disso, um aumento das interacbes do composto com o solvente,
através de pontes de hidrogénio, pode dificultar a desprotonacdo dos grupos ionizaveis.

A reducdo da basicidade do grupo amino, decorrente da adicdo de etanol no meio, é
confirmada pelo aumento na amplitude do segundo ponto de inflexdo obtido nas curvas

potenciométricas.
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4.4.3 Comparacao com a literatura

Embora varios autores ja tenham relatado dados de pK, da AMOX, AMP, HPG e PG,
a complexidade na determinacdo dessas propriedades é refletida na dispersdo dos dados
obtidos. A limitacdo dos dados medidos em poucas condi¢Ges de temperatura e composi¢do
de solventes dificulta uma comparagdo mais efetiva dos resultados obtidos. No entanto, é
possivel notar que as medidas reportadas neste trabalho em meio aquoso concordam
satisfatoriamente com dados disponiveis na literatura.

Semelhante ao que foi apresentado anteriormente, Hou e Poole (1969) relataram que o
grupo carboxilico de todas as penicilinas tem pK, entre 2,6 e 2,7 em agua pura a 25 °C,
enquanto o grupo amino varia num intervalo entre 7,24 e 7,65, provavelmente decorrente da
influéncia dos grupos adjacentes. Eles observaram também que uma mudanga na constante
dielétrica afeta mais pKy do que pKg,, enquanto uma mudancga na temperatura causa efeito
mais acentuado sobre a segunda constante de dissociagéo.

Na Tabela 4.8 esta apresentado dados de pKy e pKa, da AMOX e AMP em solugédo
aquosa disponiveis na literatura, para fins de comparacdo com os dados obtidos aqui. Bezerra
et al. (2013) e Santana et al. (2010) relataram dados de pK, da AMOX e AMP,
respectivamente, em agua pura nas mesmas temperaturas estudadas aqui. Porém, o estudo
mais completo encontrado dentre 0os compostos estudados demonstra ser o de Crea et
al.(2012), no qual reporta as constantes de dissociacdo dos antibidticos em solucdo aquosa em
diferentes temperaturas e forca i6bnica. Comparando com estes dados, os desvios relativos de
aproximadamente 4,0, 0,3 e 0,3 % foram obtidos para valores de pKa, pKa: € pKas da
amoxicilina, respectivamente; e 2,0 e 0,5% para valores de pKy e pK, da ampicilina,
indicando coeréncia nos dados obtidos.

A consisténcia das constantes de dissociagdo da hidroxifenilglicina e fenilglicina pode
ser notada observando a Tabela 4.9, onde se encontram valores destas propriedades
disponiveis na literatura em meio aquoso a 25 °C. Nota-se que os dados obtidos neste trabalho
apresenta maior concordancia com os relatados por Rudolph et al. (1999).

A literatura disponibiliza poucos estudos de variacdes de entalpia e entropia para a
desprotonacdo dos compostos aqui estudados. Valores de AH reportados por Orabi (2005)
para amoxicilina e ampicilina indicaram que sdo favorecidas as reacOes de protonagéo,
conforme apresentado aqui. Baseado em dados disponiveis na literatura, a reacdo de
desprotonacdo de grupos fenodlicos em geral é endotérmica, com valores de AH

aproximadamente igual a 24,9 kJ/mol em uma faixa de forca idnica entre 0 <1< 1,0 mol/L e
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15 < T <40 °C (CREA et al., 2012). Esse valor ¢é perfeitamente comparavel com os valores

apresentados na Tabela 4.7, e os apresentados por Crea et al. (2012). Ndo foram encontrados

relatos desses dados para HPG e PG até o momento.

Tabela 4.8 — Valores de pK, da amoxicilina e ampicilina em solu¢do aquosa disponiveis na literatura

Referéncia T (°C) AMOX AMP
PKa PKaz PKaz PKa PKaz
25
Este trabalho 2,68 7,47 9,84 2,64 7,24
BEZERRA et al. (2013) 2,74 6,98 - - -
CREA et al. (2012) 2,55 7,5 10,01 2,59 7,24
DEMIRALAY et al. (2012) 2,81-347 7,37-804 9,48-10,26 2,57-397 7,04-754
DIENDER et al. (1998) 2,9 7,4 - - -
RUDOLPH et al. (1999) 2,63 7,16 - 2,66 7,24
KUROCHKINA e NYS (2003) - - 2,38 6,95
SANTANA et al. (2010) - - - 2,14 7,31
20
Este trabalho 2,63 7,62 9,97 2,62 7,39
BEZERRA et al. (2013) 2,74 7,1 - - -
CREA et al. (2012) 2,53 7,64 10,12 2,59 7,37
ORABI, 2005 2,38 7,34 9,52 - -
SANTANA et al. (2010) - - - 2,14 7,45
15
Este trabalho 2,58 7,75 10,02 2,59 7,54
BEZERRA et al. (2013) 2,72 7,22 - - -
CREA et al. (2012) 2,49 7,78 10,15 2,59 7,5
SANTANA et al. (2010) - - - 2,24 7,61
10
Este trabalho 2,52 7,91 10,1 2,56 7,74
BEZERRA et al. (2013) 2,66 7,28 - - -
SANTANA et al. (2010) - - - 2,27 7,66
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Fonte: Autor
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Tabela 4.9 — Valores de pK, da hidroxifenilglicina e fenilglicina em solucdo aquosa e 25 °C disponiveis na

literatura
) HPG PG
Referéncia

PKa PKa2 PKa PKa2
Este trabalho 1,86 8,77 1,80 9,10

DIENDER et al. (1998) 2,20 9,20 - -
FERNANDEZ-LAFUENTE et al. (1996) - - 2,20 9,30
KUROCHKINA e NYS (2003) 1,40 8,50 1,96 9,02
RUDOLPH et al. (1999) 1,96 9,02 1,96 9,02
SANTANA et al. (2010) - - 2,08 9,14
ULINJ et al. (2001) 2,5 9,2 2,0 9,0
VIEIRA (2003) - - 1,96 9,02

Fonte: Autor

4.5 Considerac0es parciais

Para a determinacdo das constantes de dissociagdo foi aplicada a técnica da
potenciometria utilizando como método de analise da curva a segunda derivada. A
desconsideracdo da forca ibnica na dissociacdo dos compostos ndo causou prejuizo
consideravel, uma vez que os resultados obtidos para todos os compostos apresentaram boa
concordancia com os dados ja relatados na literatura.

Sabe-se que menores valores de pK, corresponde a maior carater acido do grupo
funcional ionizavel. Além disso, a acidez do grupamento carboxilico diminui com o tamanho
da cadeia ligada ao carbono. Isso condiz com os valores de pK,; da HPG e PG menores que
da AMOX e AMP, uma vez que o0 antibi6tico apresenta maior formula estrutural ligada a este
grupamento que seu subproduto. J& o grupo amino apresenta carater mais acido na AMOX e
AMP que na HPG e PG. Isso pode ser explicado devido ao efeito indutivo dos grupos
adjacentes ao nitrogénio ionizavel do antibidtico.

Além da estrutura do composto, a constante de dissociacdo depende também do meio,
especificamente da polaridade do solvente, ou seja, acidos se tornam mais dissociados em
solventes mais polares. Isso confirma o comportamento crescente de pKy e pKy dos
compostos quando relacionados a presenca de etanol, uma vez que este apresenta constante
dielétrica significativamente inferior que a agua, diminuindo a polaridade do meio.

Os valores de pK, apresentam consisténcia frente as variacGes de temperatura. Isso é
confirmado pela correlacdo linear destas propriedades com a temperatura, obedecendo a

equagdo de Van’t Hoff. Com isso, 0s parametros termodinamicos foram calculados,
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mostrando que as reacOes de desprotonacdo sdo reag0es ndo espontaneas, em virtude das
variacdes positivas da energia livre de Gibbs.

A obtencéo das constantes de dissociacdo desempenhou papel crucial na elucidacdo do
equilibrio quimico &cido-base entre estas biomoléculas, tornando possivel a estimativa de

diversas propriedades a partir da identificacdo da espécie ibnica presente.

Italla Medeiros Bezerra Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA



61

CAPITULO 5 - EQUILIBRIO SOLIDO-LiQUIDO DE BIOMOLECULAS:

EXPERIMENTAL

5.1 Introducao

A maioria dos processos de purificacdo de biomoléculas inclui pelo menos uma etapa
de cristalizagdo. Esta operacdo unitaria corresponde a formacéo de uma fase solida, rica em
soluto, a partir de uma solucdo aquosa contendo este soluto. Essa separacdo entre fases é
alcancada através da mudanca de algumas propriedades desta solucdo aquosa, por exemplo,
pH, forca i0nica, temperatura e concentracdo de cossolvente. Do ponto de vista
termodindmico, esta operacdo implica em um equilibrio sélido-liquido que se estabelece entre
a fase solida contendo biomolécula e a solucdo aquosa a partir da qual é formada (FRANCO e
PESSOA FILHO, 2011).

A viabilidade da sintese enzimatica da amoxicilina e ampicilina representa um grande
desafio nos dias atuais, em virtude da enzima PGA hidrolisar ambos antibiotico e substrato,
guando estes se encontram presente na fase aquosa. Por isso, 0 conhecimento dos dados de
solubilidade de farmacos € fundamental para a predicdo e otimizacdo dos processos de
sintese. Com o intuito de colaborar na elucidagdo e otimizacdo da sintese enzimatica desses
antibioticos, o presente trabalho avaliou a solubilidade da amoxicilina e ampicilina, bem
como seus subprodutos hidroxifenilglicina e fenilglicina, respectivamente, em uma ampla
faixa de condicGes operacionais. Levou-se em consideracdo os efeitos do meio ibnico,
variando o pH entre 2 e 8; do cossolvente, variando a composicado de etanol entre 0 e 70%
(m/m); e da temperatura nas condicdes de 10, 15, 20 e 25 °C.

Este capitulo apresenta alguns conceitos que condizem ao equilibrio sélido-liquido de
moléculas com caracteristicas aminoacidas e os resultados obtidos no estudo experimental

realizado.
5.2 Equilibrio sélido-liquido de moléculas com caracteristicas aminoacidas

A condicdo de equilibrio entre duas fases distintas é alcancada quando as fases em
contato apresentam potenciais quimicos iguais, ja que a variacdo da energia livre de Gibbs é
igual a zero. Além disso, cada componente apresenta a mesma fugacidade em todas as fases
do sistema.
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Enguanto o solido apresenta solubilidade finita no solvente liquido, ndo ha
solubilidade apreciavel do solvente no sélido. Consequentemente, neste trabalho considera-se
apenas a equacdo de equilibrio para o componente sélido, representado pelo indice 1. Logo, a

condicao de equilibrio é dada pela Equagdo 5.1,

flS puro = f1I (51)
ou
fls puro =N Xl flm (52)

onde X; é a solubilidade do soluto na fase liquida expressa em fracdo molar, 7; € o
coeficiente de atividade do soluto na fase liquida, f1°O é a fugacidade do soluto no estado

padréo (diluicdo infinita) no qual 7; se refere, e fls;)um é a fugacidade do soluto puro na fase
solida.

O coeficiente de atividade da fase liquida esté relacionado a energia livre de Gibbs
molar em excesso, e sua magnitude é primordial para a descri¢do termodinamica do equilibrio
de fases, uma vez que mede o afastamento do comportamento ideal da solucdo e esta
relacionado com o arranjo molecular na solugdo e com a formacgéo ou quebra de ligacGes entre
as moléculas no processo de mistura. Assim, na dissolucdo de um soluto com caracteristicas
aminoacidas, a molécula zwitteridonica tem grande momento de dipolo, o que da origem a
importantes interacdes i6nicas. Quando um &cido ou uma base ¢é adicionado, o contra-ion do
acido ou da base é introduzido a solucdo, interagindo com as moléculas carregadas do soluto.
Consequentemente, ndo s6 a concentracdo da forma zwitteribnica do soluto altera, mas
também a formacdo de ions complexos muda o coeficiente de atividade destes compostos,
podendo este ser calculado usando um dos varios modelos termodindmicos existentes.

E possivel determinar a solubilidade do soluto segundo a Equagdo 5.3, onde as

fugacidades dependem apenas das propriedades do soluto (PRAUSNITZ et al., 1999).

fls puro
5.3
= (53)

X\ =

A partir da definicdo de fugacidade, a razdo flspuro / f,* esta relacionada com

a temperatura do sistema atraves da Equacao 5.4.

fs
l—p:ro — exp[ﬂ — ﬂj (54)
f; R RT
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onde As; e Ah; sdo respectivamente a variacdo da entropia e entalpia molares do soluto do
estado sélido ao estado padrdo e T é a temperatura absoluta. Combinando as Equacges 5.3 e

5.4, obtém-se a solubilidade pela Equacéo 5.5.

(5.5)

8 _an,
R RT

X7, =€Xp [

Quando o soluto existe em um Unico estado de ionizacdo na fase liquida, a Equacao
5.5 é suficiente para calcular o equilibrio sélido-liquido. No entanto, quando temos um
composto com caracteristicas aminoécidas, deve-se levar em conta o fato de que as moléculas
se encontram em muitos estados de ioniza¢do na solucdo aquosa. A presenca de diferentes
estados de ionizacdo na fase liquida ndo altera a descricdo do equilibrio sélido-liquido. Neste
caso, é valida uma equacéo similar a Equacgédo 5.1, porém considerando o equilibrio apenas
entre as moléculas neutras (zwitteridnicas) pelo fato de que a fase solida, como uma fase
estavel em equilibrio, é eletricamente neutra, sendo constituida apenas por moléculas neutras.
Neste caso, a Equacéo 5.5 representa a solubilidade das moléculas neutras (X;+), independente
do meio ibnico em que se encontra a solucao.

A solubilidade determinada experimentalmente € a concentracdo global de todas as
moléculas, independente de sua carga (FRANCO e PESSOA FILHO, 2011). Isso significa
que ela é composta por uma solubilidade caracteristica do soluto independente do pH,
equivalente a concentracdo de zwitterions (X1+); e as concentracdes das formas catibnica e
anibnica dependentes do pH (xi+ e X;.) determinadas pelas correspondentes constantes de
dissociacdo Ky e Kip. Logo, partindo de um balanco de massa cujas concentragbes de
moléculas catibnicas e anibnicas sdo calculas pelas Equagfes 2.2 e 2.3, e a de moléculas
zwitterionicas pela Equacéo 5.5, a solubilidade de compostos com caracteristicas aminoacidas

em funcdo do pH pode ser representada pela Equacéo 5.6:

H]( 7. | K N As, Ah

X = 1+u(7/_]—j+_af[y_]—j exp (_1__1j (5.6)
Ka \ ) [HI\n R RT

em que os simbolos £, + e — representam as formas zwitteridnica, catidnica e anionica

respectivamente, [H'] é a concentragéo de ions de hidrogénio na solucdo e K; as constantes de

equilibrio definidas no capitulo anterior deste trabalho.
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5.3 Fatores que influenciam a solubilidade de moléculas com caracteristicas aminoacidas

Embora dados de solubilidade de compostos bioquimicos apresentem uma ampla
aplicacdo e importancia na inddstria farmacéutica, existem poucos relacionados a antibi6ticos
B-lactamicos em solucdes aquosas disponiveis na literatura, encontrando com maior
frequéncia dados de sistemas contendo aminoacidos e proteinas.

Para biomoléculas que apresentam caracteristicas aminoacidas, devido a presenca de
grupos carregados positiva e negativamente em solucdo, estas moléculas irdo interagir umas
com as outras e com o solvente. Logo, a solubilidade destes compostos esta relacionada com
as interacBes de superficie hidrofébicas (soluto-soluto) e hidrofilicas (soluto-solvente), e é
afetada por diversos fatores tais como a estrutura da molécula e condi¢bes do meio (pH,
temperatura, forca idnica, alem do tipo e concentracdo de sais presentes). Se as interagdes
soluto-soluto séo grandes e as interacdes soluto-solvente sdo pequenas, o soluto tenderd a ser
insoltvel (PEREGRINE e GASPARETTO, 2005).

Baseando-se no estudo de solubilidade da ampicilina, amoxicilina,
hidroxifenilglicina e fenilglicina apresentado neste trabalho, a seguir serdo abordadas de

maneira sucinta as condigdes do meio de maior influéncia na solubilidade destes compostos.

5.3.1 Efeito do pH

A presenca das cargas elétricas ao longo da molécula destaca-se dentre os varios
fatores que influenciam na sua solubilidade, sendo a natureza e distribuicdo dessas cargas
funcdo tipicamente do pH do meio. Nesse sentido, em geral, moléculas com caracteristicas
aminoacidas sdo mais solliveis em pHs baixos (&cidos) ou elevados (alcalinos), pois a
existéncia de cargas positiva ou negativa em excesso estabelece um estado de repulsdo entre
as proprias moléculas. Esta condicdo favorece as interagdes com o solvente, aumentando
desta maneira a solubilidade do soluto (MOHAN et al., 2007; PEREGRINE e
GASPARETTO, 2005).

De acordo com as observagdes de varios autores (KAKALIS e REGENSTREIN,
1986; TSUJI et al., 1978; WONG et al., 1996), quando uma solucdo de compostos com
caracteristicas aminoacidas esta no seu ponto isoelétrico, ou seja, quando a molécula num
sistema aquoso apresenta carga liquida nula decorrente do equilibrio entre 0 nimero de cargas
positivas e negativas, as interacGes soluto-soluto aumentam, pois as forcas eletrostaticas

intermoleculares estdo num maximo. Consequentemente, menos agua interage com as
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moléculas, sendo essa condi¢do favoravel para que estas moléculas se aproximem entre si
formando aglomerados que, cada vez maiores, tendem a precipitar. Em outras palavras,
guanto mais proximo o pH de uma solucdo contendo moléculas com caracteristicas

amino&cidas for do seu ponto isoelétrico, menor sera a solubilidade deste composto.

5.3.2 Efeito da temperatura

As biomoléculas possuem uma estrutura quimica bem definida da qual dependem
fundamentalmente suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas. Em geral, a solubilidade
destes compostos é aumentada com a temperatura devido ao fato do calor provocar um
aumento na energia cinética de suas moléculas, facilitando a interacdo destas com o solvente.
Ainda assim, ha relatos disponiveis na literatura do comportamento direta e inversamente
proporcional da solubilidade com a temperatura (Christopher et al., 1998).

Embora seja bem consolidada a relacdo da solubilidade com as caracteristicas
quimicas entre o soluto e solvente, bem como o efeito da temperatura sobre estas
carateristicas, vale destacar a elevada instabilidade térmica dos antibioticos B-lactamicos.
Estes compostos apresentam elevada sensibilidade a hidrdlise, levando & degradacéo pela
abertura do anel aberto B-lactdmico (Mendez et al., 2008). Este fendmeno causa alteracdes

nas diversas propriedades antibacteriana, quimica e termodinamica.

5.3.3 Efeito da forga i6nica

A adigdo de sal em uma solucdo ocasiona um aumento na concentracdo de ions
dissolvidos e, consequentemente, na sua forca iénica. Segundo Tomé et al. (2010), o efeito
desses sais na solubilidade de moléculas aminoacidas ¢ bem documentada e estabelecida,
sendo esta propriedade afetada pela natureza e concentracdo de ambos o cation e o anion do
eletrolito.

Quando pequenas quantidades de sal sdo adicionadas a uma solugdo contendo
moléculas com caracteristicas aminoacidas, as cargas provenientes da dissociacdo desse sal
passam a interagir com as cargas do soluto, reduzindo as interacdes soluto-soluto. Isso
favorece as interagdes hidrofilicas soluto-solvente e, consequentemente, a solubilidade do
composto. A esse fenbmeno da-se o nome de "salting-in".

No entanto, em condicdes de elevada forca idnica, decorrente da adicdo de grandes

quantidades de sal, a agua apresentando grande poder de solvatagdo passa a interagir com as
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duas espécies: o0 soluto e os ions provenientes da dissocia¢do do sal. Porém, as moléculas de
agua apresentam maior tendéncia a solvatacdo de particulas menores, abandonado entdo a
estrutura do soluto para interagir com os ions. Em outras palavras, o sal causa uma
desidratacdo do soluto proveniente do deslocamento das moléculas de dgua. Nestas condicdes,
as moléculas aminoacidas tornam-se suscetiveis as interacdes intermoleculares, diminuindo
sua solubilidade em meio aquoso e, consequentemente, favorecendo a precipitacio (TOME et
al., 2010; ZHANG et al., 2005). A esse fenbmeno de diminuicao da solubilidade do soluto em
decorréncia de um consideravel aumento da forca idnica do meio d&-se 0 nome de "salting-

out".

5.3.4 Efeito de solventes organicos

Experiéncias tém mostrado que a adi¢do de substancias organicas reduz a solubilidade
de proteinas em meio aquoso. Portanto, as substancias organicas constituem agentes de
salting-out. Segundo Arakawa e Timasheff (1985) apud Ruckenstein e Shulgin (2006), este
efeito salting-out é resultado da diminui¢do da constante dielétrica e da redistribuicdo de
moléculas de agua e solventes organicos em torno da molécula da proteina, ou seja, as
interagdes preferenciais de componentes solventes com a proteina.

Qualquer agente que altere a constante dielétrica de uma solucao aquosa influencia na
solubilidade das proteinas. Essa constante dielétrica é uma caracteristica de cada solvente e
mede a capacidade deste manter as moléculas de soluto afastadas entre si quando em solucéo,
definida a partir do conceito de forgas coulombianas.

A &gua apresenta constante dielétrica bastante elevada, isto é, possui grande
capacidade de separacdo das moléculas de soluto. Assim, em uma solu¢do contendo
exclusivamente agua e moléculas proteicas, as interacdes dgua-proteina prevalecem sobre as
interacdes proteina-proteina. J& os solventes organicos apresentam valor de constante
dielétrica bem inferior a da agua. Assim, em solu¢fes contendo estas substancias, as
moléculas encontram-se mais préximas umas das outras devido a forca de atracdo entre cargas
opostas. Logo, as interacdes proteina-proteina sobrepéem ao poder de solvatacdo do solvente
(interagcdo solvente-proteina), favorecendo a sua precipitacdo. Devido a esses fatores, em

geral, a solubilidade das proteinas em solventes organicos é menor do que em &gua.
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5.4 Metodologia experimental

Os ensaios de solubilidade basearam-se no método analitico de saturacdo proposto por
Gude et al. (1996) e adaptado por Bezerra et al. (2013). A fim de reduzir o tempo
experimental sem prejudicar a precisdo e confiabilidade dos resultados obtidos, o presente
trabalho propfe substituir a etapa de sedimentacdo desenvolvida pelos Ultimos autores por
simples filtracdo, para a obtencdo da solucdo saturada dos compostos sem a presenca de
soluto em excesso. A configuracdo experimental utilizada para os ensaios de solubilidade esta

apresentada na Figura 5.1.

Figura 5.1 — Esquema do aparato experimental utilizado para os ensaios de solubilidade: (1)banho
termostatico, (2) célula de equilibrio enjaquetada, (3) agitador magnético, (4) eletrodo de pH com sensor
de temperatura, (5) pHmetro com indicagdo de temperatura

Fonte: Autor.

Inicialmente 25 mL da mistura agua+etanol (preparada gravimetricamente) foi
colocado dentro de cada célula de equilibrio enjaquetada, até atingir a estabilidade térmica. As
concentraces de agua e etanol usadas foram 0, 10, 30, 50 e 70% (m/m) de etanol. A
estabilidade da temperatura foi determinada através do sensor de temperatura NTC acoplado
ao pHmetro e controlada por um banho termostatizado. Em seguida, soluto foi adicionado a
mistura de solventes sob agitacdo até obter solucdes saturadas com excesso de soluto ndo
dissolvido. Em cada célula, o pH foi ajustado até o valor desejado por adicdo de solucao
NaOH 0,1 molal ou HCI 0,1 molal nas mesmas condi¢cdes cossolvente. Entdo, as solucdes
saturadas foram submetidas a agitacdo magnética constante para a obtencdo do equilibrio
entre as fases sélida e liquida. O tempo de agitacdo variou de acordo com o soluto e a

composicdo de etanol, conforme apresentado na Tabela 5.1, determinado experimentalmente.
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Tabela 5.1 — Tempo de agitacao utilizado nos ensaios de solubilidade

Componente w, (%) Tempo (h)
0,10e30 4
AMOX

50e70 5
0,10e30 7

AMP
50e70 8
0,10e30 4

HPG
50e70 5
0,10e30 4

PG

50e70 5

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto.

Fonte: Autor

Ao término deste tempo, o pH foi medido e uma pequena aliquota (aproximadamente
4 ml) foi retirada da solucdo por uma seringa acoplada a um filtro de 0,20 um para garantir a
total auséncia de particulas sdlidas em suspensdo. Para confirmar que o equilibrio foi
alcancado durante o tempo de agitacdo mencionado acima, a solugdo remanescente na célula
foi novamente submetida a agitacdo por uma hora, e por fim repetida a leitura do pH e coleta
da segunda aliquota para aquisicao da duplicata.

A partir de cada aliquota foram obtidas duas amostras por dilui¢do e analisadas em um
espectrofotdbmetro na regido do UV-visivel para quantificacdo da concentracdo de soluto.
Portanto, cada resultado de solubilidade obtida experimentalmente corresponde a média das
diferentes medidas com base na reprodutibilidade e repetitividade das quatro amostras
sucessivas. O desvio padrdo das medidas u(x) foi definido pela Equacéo 4.6.

As curvas de calibragdo utilizadas nas analises do espectrofotdmetro encontram-se no
Apéndice C.

5.5 Resultados e discussao

5.5.1 Tempo de agitacao

Diversos autores propuseram diferentes metodologias para a determinacdo da
solubilidade de antibioticos.

Bezerra et al. (2013) usaram células de equilibrio encamisadas cuja as solucdes
saturadas foram agitadas por 3 h e as suspensdes resultantes deixadas em repouso por 2 h. O

equilibrio de fases foi confirmado deixando as solu¢fes remanescentes nas células novamente
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em agitacdo por 3 h e repouso por 2 h. O sobrenadante das amostras foi analisado atraves de
um espectrofotdmetro em UV-visivel.

Santana et al. (2010) utilizaram um shaker com temperatura controlada onde as
solugdes saturadas foram agitadas por 6 h e as suspensdes resultantes deixadas em repouso
por 1 h, sendo o sobrenadante analisado atraves de um espectrofotdmetro em UV -visivel para
6-APA e PG, e por HPLC para a ampicilina.

Vieira (2003), Rudolph et al. (1999), Diender et al. (1998) e Gude et al. (1996)
prepararam as amostras gravimetricamente e colocaram em frascos imersos em um banho
termostatizado sob agitagdo. Os dois primeiros autores deixaram os frascos em agitagdo por
pelo menos 4 h, os demais mantiveram por mais de 48 h para assegurar o equilibrio. Em
seguida as suspensdes foram deixadas sedimentar e 0 sobrenadante de todos 0os compostos
analisado em HPLC.

Neste trabalho, optou-se por utilizar o mesmo sistema experimental adotado por
Bezerra et al. (2013). O tempo de agitagdo € um parametro fundamental para alcancar o
equilibrio, entretanto seu valor diverge consideravelmente entre os diferentes autores.
Portanto, testes preliminares foram realizados para determinar o tempo de agitacdo minimo
necessario nos ensaios de solubilidade. Estes testes foram realizados com AMOX e AMP em
agua pura a 25 °C, e seguiram o procedimento descrito na se¢do anterior, mas com a retirada
das aliquotas sendo realizada em pequenos intervalos de tempo. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Figura 5.2.

Apo6s 2h e 30 min observa-se que ndo ha variacao significativa da concentracdo de
AMOX nas amostras. Porém, com a presenca do etanol no sistema, notou-se a necessidade de
um periodo maior de agitacdo para alcancar o equilibrio entre as fases. Por isso, para todos 0s
compostos estudados foi aumentado 1h no tempo de agitacdo nos sistemas contendo 50 ou
70% de etanol. A AMP apresentou um comportamento diferente dos demais, uma vez que o
mesmo tendeu a solubilizar mais no inicio do ensaio, e ao longo do tempo retornou a fase
solida até atingir o equilibrio, indicando 7 h como o tempo minimo necessério de agitacdo

para atingir o equilibrio de fases entre o soluto e solvente envolvidos.
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Figura 5.2 — Concentracdo dos antibidticos em agua pura a 25 °C em funcéo do tempo de agitacéo
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A influéncia da temperatura de partida do solvente sobre as condi¢cdes de equilibrio
também foi verificada. Para isso, dois ensaios seguindo o procedimento de saturacdo foram
realizados. Em uma célula a ampicilina foi adicionada a agua partindo da temperatura
ambiente (To = Tampiente) € depois submetida a resfriamento até atingir o equilibrio entre as
fases a 10 °C. Em outra célula, o antibidtico foi adicionado ao meio aquoso com a
temperatura de equilibrio ja estabilizada em 10 °C (To = Tequilibrio ). Conforme observado nos
resultados mostradas na Figura 5.3, quando o composto € adicionado no meio solvente ainda
em temperatura ambiente, o tempo de agitacdo necessario para alcancar a condicdo de
equilibrio é consideravelmente maior.

Figura 5.3 — Efeito da temperatura inicial da solu¢do no equilibrio sélido-liquido da ampicilina em agua
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Fonte: Autor.
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5.5.2 Validagdo da metodologia

A extensa pesquisa bibliografica sobre a disponibilidade de dados de solubilidade e
métodos experimentais, citada no Capitulo 2, foi fundamental para estabelecer um programa
experimental sistematico e aplicar a técnica apropriada para determinar a solubilidade dos
antibidticos e seus subprodutos em solucGes aquosas contendo etanol, a diferentes
temperaturas e meio iénico. E importante ressaltar que existem complexidades inerentes a
essas medicBes experimentais, sendo a precisao e confiabilidade dos dados dificeis de serem
alcancadas. Estas dificuldades podem estar relacionadas com a pureza dos compostos,
diferencas em suas estruturas solidas, pH, controle de temperatura, e 0 método de medicdo da
solubilidade (MOTA et al., 2009).

O método analitico ja foi provado ser bem sucedido com boa reprodutibilidade e
precisdo, segundo estudos relatados. A técnica espectrofotométrica forneceu um erro estimado
de 0,02 mmolal na concentragdo dos compostos, inerente a precisdo do equipamento e
incerteza da etapa de diluicdo. Além disso, todas as curvas de calibracdo apresentaram
coeficientes correlacéo lineares (R?) superiores a 0,999.

As informagdes existentes na literatura sdo escassas, na sua maioria antiga e limitada a
poucos solventes, sais e outras condi¢fes. A influéncia da temperatura é quase sempre
ignorada; a grande maioria dos dados publicados é a 25 °C. Assim, uma comparagao entre 0s
dados de solubilidade obtidos experimentalmente e os disponiveis na literatura € mostrada na

Figura 5.4.

Italla Medeiros Bezerra Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA



72
CAPITULO 5 — EQUILIBRIO SOLIDO-LIQUIDO DE BIOMOLECULAS: EXPERIMENTAL

Figura 5.4 — Comparacéo dos dados experimentais de solubilidade dos compostos com dados disponiveis
na literatura em agua a 25°C: a) AMOX, b) HPG, c)AMP, d) PG
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A dificuldade em determinar os dados de solubilidade no mesmo pH impede a
comparacao numeérica entre os diferentes autores. No entanto, um desvio relativo de 1,81% foi
obtido quando comparada a solubilidade da AMOX obtida em pH igual a 4,06 com o valor
reportado por Crea et al. (2012) nesta mesma condi¢do. Além disso, é evidente a conciliagdo
entre os dados medidos e os relatados por Diender et al. (1998) para AMOX e HPG. Embora
0 ajuste da curva de solubilidade da AMOX seja ineficaz com os dados de Rudolph et al.
(2001), a tendéncia de ambas as curvas foi semelhante. Por outro lado, a curva de solubilidade
da AMP coincidiu satisfatoriamente com os dados apresentados por Rudolph et al. (2001) e
Youshko et al. (2000). Ainda que a curva de solubilidade de PG apresente uma discrepancia
significativa entre os valores obtidos por diferentes autores, o resultado encontrado foi

condizente com o comportamento esperado para moléculas aminoacidas e apresentado por
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Youshko et al. (2000). A divergéncia nos resultados relatados entre os diferentes autores pode
estar associada a complexidade na investigacao destas moléculas, considerando a necessidade
de rigorosa precisdao na manipulacdo dos experimentos.

A reprodutibilidade entre as curvas de solubilidade da AMOX e HPG obtidas e os
dados apresentados por Bezerra et al. (2013) significa que a etapa de sedimentacdo ap6s
agitacdo das solugdes em suspensdo proposto por estes autores pode facilmente ser substituida
por simples filtracdo a 0,20 um, sem ocasionar qualquer alteracdo prejudicial no resultado
final, reduzindo consideravelmente o tempo gasto para realizacdo do procedimento

experimental.

5.5.3 Resultados experimentais

A solubilidade pode ser influenciada pela pureza do soluto, propriedades termofisicas,
polimorfismo, temperatura, pressdo e pH da solucdo, entre outros fatores. Diante disso, 0
principal objetivo deste trabalho foi ampliar a disponibilidade de dados de solubilidade da
amoxicilina e ampicilina, bem como de seus subprodutos, considerando o efeito da
temperatura, pH e cossolvente. Os resultados obtidos estdo apresentados graficamente nas
Figuras 5.5 a 5.8 e numericamente no Apéndice D. Todos os gréaficos apresentam barras de
erro indicando a incerteza dos resultados obtidos. Na maioria dos casos, seu valor é pequeno o

suficiente para torna-lo imperceptivel sob os simbolos.
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Figura 5.5 — Dados experimentais de solubilidade dos compostos em temperatura T = 25 °C e pressao
atmosférica p = 0,1013 MPa: (a)AMOX, (b)AMP, (c)HPG, (d) PG
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Figura 5.6 — Dados experimentais de solubilidade dos compostos em temperatura T = 20 °C e pressao
atmosférica p = 0,1013 MPa: (a)AMOX, (b)AMP, (c)HPG, (d) PG

0 B 10% A 30%
30 & 60
) =
o ©
g 20 - A £ 40
‘; e
0 m¢ g
: |- 2
- xe = 20
10 A & & A’
*
m B M
u -‘i.“"ﬁi
a
0 T T T T T 0
2 3 4 5 6 7 8 9
pH
140 40
120 - * .
*
~ 100 8
s £
280 " saswm u=®* E
E 2 20
o 60 - & e
E% k A A Ak %
40 - »
L 2 A kA & 10
20 -
c
O T T T T T 0
2 3 4 5 6 7 8 9
pH

Italla Medeiros Bezerra

Fonte: Autor

A50% 70%
i N ,
B s
| .‘*A A
o A A
™
b
2 3 4 5 6 7 8 9
pH
. .
00 06 06 000
]
Spgm Em B "
&
AR 4 AL Aak Ak A A
X Aahkh Ad A AKX
d
2 4 5 6 7 8 9

Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA



CAPITULO 5 — EQUILIBRIO SOLIDO-LIQUIDO DE BIOMOLECULAS: EXPERIMENTAL

76

Figura 5.7 — Dados experimentais de solubilidade dos compostos em temperatura T = 15 °C e pressado
atmosférica p = 0,1013 MPa: (a)AMOX, (b)AMP, (c)HPG, (d) PG
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Figura 5.8 — Dados experimentais de solubilidade dos compostos em temperatura T = 10 °C e pressao

atmosférica p = 0,013 MPa: ()AMOX, (b)AMP, ()HPG, (d) PG
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5.5.3.1 Efeito associado a estrutura quimica

Avaliando a solubilidade dos compostos em agua pura em uma mesma temperatura, é
possivel observar uma sequéncia HPG > PG > AMP > AMOX. Esse comportamento mostra,
como esperado, que a solubilidade diminui como o tamanho da cadeia. Entretanto,
examinando o par de compostos HPG e PG, é possivel observar que a solubilidade da PG é
consideravelmente menor que da HPG, confirmando que a mudanca de um &atomo de
hidrogénio por uma hidroxila torna a molécula mais hidrofilica.

Embora também apresente uma hidroxila em sua estrutura, a solubilidade da AMOX
ndo obedece a esse conceito devido ao efeito competitivo entre a cadeia mais longa e o grupo

—OH. Rudolph et al. (1999) destacam ainda que AMOX e AMP sdo mais hidrofobicas que
HPG e PG.
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Ferreira (2008) relatou 0 mesmo comportamento apresentado entre oS compostos
estudados neste trabalho, quando estudou a solubilidade de cinco aminoacidos com diferentes

tamanhos estruturais e grupos funcionais.

5.5.3.2 Efeito do pH

Os compostos estudados apresentaram efeito significativo do pH, exibindo variacdo
expressiva dos dados de solubilidade obtidos. Em &gua pura e 25 °C, por exemplo, a
solubilidade da AMOX sofreu um aumento de até 175% quando a solucéo passou de pH 5,02
para 7,47. Essa mesma tendéncia crescente ocorre no sentido de pH menor que 5,02.
VariacOes de mesma magnitude também foram observadas na solubilidade da AMP.

A regido de pH no qual foram realizadas as medidas de solubilidade da AMOX e
AMP abrange desde valores inferiores a pKy (no caso dos sistemas contendo 70% de etanol)
até valores superiores a pKy,. Por isso, 0 aumento da solubilidade ocorre devido a presenca de
cargas elétricas predominantemente positivas ou negativas na molécula, cuja intensidade
aumenta a medida que se afasta o pH do pl. Nestas condicdes, cargas elétricas positivas ou
negativas em excesso causam interacdes repulsivas entre si, favorecendo as intera¢fes entre o
antibidtico e moléculas de agua. Conforme foi apresentado no capitulo anterior, na regido
limitada entre pK,; e pKy2 hd predominantemente moléculas zwitteridnicas, nas quais sofrem
interacbes atrativas entre si devido as cargas opostas. Por isso espera-se que no pl a
solubilidade seja minima. Isto explica as isotermas de solubilidade mostrarem perfis em forma
de U, consistente com o comportamento esperado para as moléculas que contém grupos
amino e acido carboxilico (BEZERRA et al., 2013; MOHAN et al., 2007; PEREGRINE e
GASPARETTO, 2005; SANTANA et al., 2010; TSENG et al., 2009).

Essas informacOes estdo de acordo com os resultados apresentados, uma vez que a
menor solubilidade foi encontrada em valores de pH proximo aos pl apresentados no Capitulo
4. No entanto, € importante destacar que a AMP apresentou comportamento anémalo em
concentragOes de etanol variando de 0 a 30% a depender da temperatura de equilibrio. Nestas
condicdes, a solubilidade apresentou valores menores que a solubilidade no pl, quando NaOH
foi usado para ajuste do pH, quebrando a tendéncia U das isotermas. Esse assunto sera
abordado mais detalhadamente adiante.

Bezerra et al. (2013), Diender et al. (1998), Rudolph et al. (1999) e Santana et al.
(2010) citaram que HPG e PG néo sofrem efeito significativo do pH, quando comparados aos

seus correspondentes antibidticos. Esse mesmo comportamento foi observado nos sistemas
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com baixa concentracdo de etanol. Isto ocorre devido a faixa de pH considerada abranger
valores intermediarios a pK,; € pKg, da HPG e PG, na qual ha predominancia das moléculas
zwitteribnicas. Nesta regido a concentracdo de moléculas catibnicas e anibnicas é bem
inferior, exercendo pouca influéncia nas interagdes intermoleculares. Como a adi¢éo de etanol
no meio ocasiona um aumento significativo de pKa1, a presenca de moléculas catiénicas pode
ser facilmente percebida pelo aumento na intensidade com a qual a solubilidade de HPG e PG
varia em baixos valores de pH. A auséncia das moléculas anidnicas nos sistemas contendo
HPG e PG é confirmada pelos resultados de pK,, obtidos que apresentaram-se maior que a
regido de pH estudada. Isso justifica tal propriedade se manter proxima ao seu valor minimo

na regido de pH basico, principalmente em elevadas concentracGes de etanol (50 e 70%).

5.5.3.3 Efeito da temperatura

E possivel observar que para todos os compostos estudados, a solubilidade aumenta
com a temperatura, confirmando o comportamento relatado por Rudolph et al. (1999). Em
agua pura, esse aumento correspondeu a 37, 42, 17 e 22 % para AMOX, AMP, HPG e PG
respectivamente, quando submetidos a aquecimento de 10 a 25 °C. Com excecdo da AMP,
essa porcentagem se mostrou maior na presenca de 70% de etanol. Essa andlise foi feita a
partir das duas medidas no ponto isoelétrico.

Ao estudar a solubilidade de uma proteina na faixa de 0 a 40 °C, Petsev et al. (2001)
sugerem que a baixa dependéncia da temperatura sobre essa propriedade é devido a entalpia
de fusdo tender a zero, e 0 ganho de entropia ser essencialmente constante no intervalo de
temperatura. Ja Rudolph et al. (1999) comentaram que os valores da entalpia e entropia tém
um forte impacto sobre a representacdo da solubilidade, sugerindo estudos adicionais para

obter uma ideia mais clara sobre a entalpia e entropia de fuséo.
5.5.3.4 Efeito cossolvente do etanol

A agua tem uma constante dielétrica superior ao etanol, capaz de variar a polaridade
do solvente conforme a composicdo. Consequentemente, em meio aquoso as moléculas
hidrofdbicas dos antibidticos apresentam menor interagdo eletrostéatica, devido ao elevado
momento de dipolo da dgua. Logo, espera-se que a solubilidade dos antibidticos diminua com

0 aumento na polaridade do meio solvente.
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A mudanga da composi¢do do solvente desde agua pura até 70% de etanol apresentou
efeitos significativos na solubilidade dos antibidticos e seus subprodutos. Nas curvas de
solubilidade da AMOX observa-se que a adicdo de etanol aumentou a solubilidade do
antibiético até um maximo, quando a mistura agua + etanol atinge 50% de etanol.
Considerando os dados de solubilidade da AMP somente nos sistemas contento 50 e 70%,
devido ao comportamento inesperado das demais composicoes, € evidente a repetitividade
deste fenbmeno. Esse comportamento também foi observado por Ferreira (2008), Gandhi e
Murthy (2012), Orella e Kirwan (1989 e 1991), Rudolph et al. (1999), entre outros, no estudo
tanto de aminoéacidos quanto de farmacos. Segundo Orella e Kirwan (1989 e 1991) e Gandhi e
Murthy (2012), essa solubilidade melhorada em altas concentraces de etanol (até 50%) é
favorecida pelas interagbes intermoleculares entre as moléculas do soluto e do solvente,
devido a reducdo na constante dielétrica do meio. Neste caso, a &gua forma uma camada de
hidratacdo que atua entre o antibiético e o etanol. A maxima solubilidade pode ser atribuida a
presenca de moléculas de agua monomeéricas a partir da qual afeta as ligagfes de hidrogénio
com o antibiotico. Por isso observou-se menores valores de solubilidade nas misturas de
solvente contendo 70% de etanol. A maxima solubilidade ndo esta relacionada com as
alteragcdes de fase sélida, mas sim a um valor 6timo de polaridade das interacdes soluto-
solvente (GANDHI e MURTHY, 2012).

Quando a mistura de cossolventes apresenta baixa concentracdo de etanol, a
guantidade de agua conduz a formacdo de aglomerados, cuja forca de hidratacdo passa a
competir com a ligacao de hidrogénio entre as proprias moléculas de agua. Devido a isso, em
sistemas contendo pouca quantidade de etanol pode haver uma redistribuicdo de agua
aumentando a agregacdo por interacdes eletrostaticas entre as moléculas do soluto,
dificultando a solubilidade. Por esse motivo, a solubilidade dos antibidticos apresentou uma
reducdo nos valores na presenca de 10% de etanol.

A solubilidade de HPG e PG néo apresentou 0 mesmo comportamento na presenca de
etanol. Seu valor diminuiu drasticamente (até aproximadamente 86%) devido a reducdo da
constante dielétrica e atividade da agua no meio, proveniente da adicdo de etanol.
Comportamento semelhante foi observado por Ferreira et al. (2004 e 2008) para cinco
aminoacidos.

Gude et al. (1996) e Rudolph et al. (1999) comentaram que essa diferenca no
comportamento da solubilidade decorrente da adigdo de solventes é atribuida a natureza
quimica de suas ligagdes. Assim, moléculas hidrofilicas mostram um pronunciado efeito

salting out na presenca de solventes organicos, em contraste com as moléculas hidrofdbicas.
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A maior hidrofobicidade dos antibi6ticos, comparado a dos subprodutos, foi confirmada por
Rudolph et al. (1999).

E importante mencionar ainda que nas regibes de pH distante do pl, todos os
compostos apresentaram um aumento considerdvel da solubilidade. Esses resultados
concordam com os dados de pKa; e pKa2 apresentados no capitulo anterior, uma vez que estes
aumentaram expressivamente com a presenca de etanol em solucdo favorecendo a

predominancia de moléculas catidnicas e as interacfes repulsivas entre suas cargas.

5.5.3.5 Caracterizacao da fase sélida do equilibrio solido-liquido da ampicilina

Como mencionado anteriormente, os resultados de solubilidade da AMP apresentaram
um comportamento particular quando comparado com o0s demais compostos estudados.
Observou-se que ao aumentar o pH da solugdo com adicdo de solugdo NaOH, a solubilidade
do antibidtico baixou para valores inferiores a solubilidade minima do seu ponto isoelétrico.
Isso pode ser observado localizando os valores de pl apresentados no capitulo anterior nas
curvas de solubilidade da AMP.

E comum principios ativos farmacéuticos cristalizarem em mais de uma forma ou
estrutura cristalina, ou com moléculas de solventes como parte integral da sua estrutura. A
esse fendmeno da-se o nome de polimorfismo. Essas variagGes na estrutura cristalina podem
causar alteracGes significativas nas propriedades fisico-quimicas entre os diferentes
polimorfos, tais como dureza, solubilidade, densidade, faixa de fusdo, estabilidade, entre
outras. A literatura reporta que a ampicilina pode existir em duas formas polimdrficas anidras
e duas formas hidratadas (mono-hidrato e tri-hidrato), sendo o tri-hidratada a forma mais
estavel em &gua pura a temperatura ambiente dentre os polimorfos.

Diante disso, apds um dos ensaios de solubilidade da ampicilina em 10% de etanol, a
fase sdlida remanescente de duas células de equilibrio, uma submetida a acidulacdo com HCI
e outra submetida a alcalinizagdo com NaOH, foram filtradas e mantidas em geladeira durante
48 h para secagem e prevencdo de possivel degradacdo por temperatura. Estes solidos foram
entdo analisados juntamente com o antibidtico puro através da andalise térmica (TG e DSC) e
espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) para identificar possiveis diferencas

polimorfas. As Figuras 5.9 e 5.10 apresentam os resultados obtidos.
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Figura 5.9 — Espectros de FTIR das amostras de ampicilina: (a) ampicilina + HCI, (b) ampicilina pura, (c)
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Figura 5.10 — Anélise térmica da ampicilina: ampicilina + HCI (linha vermelha), ampicilina pura (linha
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Os dados de caracterizagdo por espectroscopia de infravermelho e andlise térmica
mostraram que 0 contato acido ndo provocou nenhuma modificacdo na forma cristalina da
ampicilina. Ambas as amostras de ampicilina (pura e acidulada) apresentaram 0s mesmos
resultados, referentes a forma anidra do antibidtico. Porém, ao submeter o antibiético ao
contato alcalino, as mudancas observadas no espectro de infravermelho, bem como nas curvas
termogravimétricas indicam a ocorréncia do fendmeno de hidratacdo do farmaco,
convertendo-o no polimorfo tri-hidrato de ampicilina. Os resultados encontrados estdo em

consonancia com os dados da literatura para a forma hidratada (BARALDI et al., 2014).

A Tabela 5.2 traz as principais bandas de absorcéo na regido de infravermelho para a
ampicilina pura e tratada com hidroxido de sodio, ja que o tratamento acido ndo propiciou
mudancas perceptiveis no espectro. No intervalo de 4000-2600 cm™ s&o encontradas algumas
diferencas significativas. Nesta faixa, sdo esperados alongamentos de O—-H e N-H. O pico
agudo e intenso em 3333 cm™ na ampicilina pura é atribuido ao alongamento N-H. O
espectro da ampicilina basica mostra picos caracteristicos em 3503 e 3444 cm™ relacionados a

cristalizacdo da agua que estabelece ligacdes de hidrogénio envolvendo N e =O (amida), =O
(anel B-lactamico), COO~e NH; (JAMES e HALL, 1968). Além disso, as estruturas
cristalinas das formas anidra e de tri-hidrato de ampicilina mostram que as moléculas estdo na
forma zwitterionica, devido a presenca de bandas caracteristicas de COO~ e NH;.

Segundo anélises de DRX reportados na literatura as moléculas na forma anidra sao
mantidas juntas por ligacbes de H intermoleculares, enquanto na forma de tri-hidratos
moléculas de agua de cristalizacdo participam em uma rede complexa de ligacdes de H
ligando varios zwitterions (BARALDI et al., 2014).

Com base nos resultados de analise térmica, observa-se que a ampicilina pura e a acida
sO apresentaram perdas consideraveis de massa acima de 200 °C. A ampicilina basica,
identificada na forma tri-hidratada, mostou uma significativa etapa endétermica em 78 °C
devido ao processo de desidratacao, indicativo da presenca de agua de cristalizacdo nessa
regido de temperatura. Esse processo € imediatamente seguido por uma etapa
significatiamente exotérmica, caracteristica de transicdo de estrutura cristalina. E suposto que
este processo exotérmico esteja relacionado a cristalizacdo da ampicilina em sua forma mono-
hidratada, cuja desidratacdo total da molécula ocorre em um segundo pico endotérmico a 175
°C.

Italla Medeiros Bezerra Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA



84

CAPITULO 5 — EQUILIBRIO SOLIDO-LIQUIDO DE BIOMOLECULAS: EXPERIMENTAL

Um pico endotérmico final é detectado em 208 °C para ambas as estruturas anidras

(ampicilina + HCI e ampicilina pura) e 205 °C para a estrutura tri-hidrato causado pela fuséo e

decomposicédo do antibiotico. Baraldi et al. (2014) relataram temperaturas de fusdo iguais a

218 e 216 °C para tais estruturas cristalinas.

Tabela 5.2 — Principais bandas de absorcdo das amostras de ampicilina pura e tratada em meio alcalino

Ampicilina pura

Ampicilina + NaOH

Atribuicdo da banda

3333 cm™*

2965 e 2930 cm™

1768 cm’*
1690 cm*
1643 cm™

1587 € 1510 cm™

1373 cm

1315 cm

1217 cm™*
1118 cm

1078 e 923 cm™

1020 cm

877 cm?

746 € 732 cm™

3503 e 3444 cm™*

2962 cm*
2752 e 2640 cm™
1764 cm

1689 cm*

1600 e 1575 cm™

1498 cm

1369 cm™
1330 cm?

1265 cm

1215 cm
1114 cm*

1074 cm?

1022 cm?
985 cm™?

877 cm*

725 cm?

Def. axial da lig. O-H de H,O (intramoleculares).
Def. axial da lig. N-H.

Def. axial da lig. C-H de alifaticos.

Bandas de combinagio do grupo NH;".

Def. axial da lig. C=0 do anel lactamico.

Def. axial da lig. C=0 de amidas secundérias.
Def. axial do grupo COO'".

Def. axial da lig. C-C de aromaticos e def. angular da lig.
C-H de arométicos.

Def. axial da lig. C-H de aromaticos, do grupo COO" e
def. angular do grupo NH;".

Def. angular da lig. C-H de alifaticos.
Def. axial da lig. C-N de amidas.

Def. angular da lig. H-C-N de lactamas e da lig. H-N-C
de amidas.

Def. angular da lig. H-C-S.
Def. angular da lig. C-N do anel lactdmico.

Def. axial da lig. C-N de aminas e vibra¢Bes do nicleo
aromatico.

Def. angular da lig. H-N-C de aminas.
Def. angular da lig. C-C aromaticos.

Def. axial da lig. C-C de alifaticos e def. angular da
ligagdo C-C-S.

Vibragdes do anel lactdmico e def. angulares das ligacdes
N-C-O e C-N-C-O
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Para complementar a caracterizagdo das amostras de ampicilina, foi realizada uma
analise da morfologia em um microscopio eletrénico de varredura (MEV). As micrografias
obtidas, conforme Figura 5.11, confirmaram a alteracdo polimorfica a partir da mudanca
morfoldgica apresentada pela AMP em meio basico, quando comparada com as demais. O
antibidtico na forma tri-hidratado apresentou nitidamente a formac&o de cristais maiores que a

forma anidra.

Figura 5.11 — Micrografia (1000x) da fase sdlida da ampicilina. a) AMP puro, b) AMP + HCI, ¢c) AMP +
NaOH

Fonte: Autor

5.6 Consideracdes parciais

Dispondo dos resultados obtidos na analise experimental do equilibrio sélido-liquido
da amoxicilina, ampicilina e seus subprodutos da reacdo enzimatica, pode-se concluir que a
metodologia aplicada neste trabalho para a determinacdo dos dados de solubilidade se
mostrou uma técnica bastante satisfatdria, pois reproduziu com confianca os resultados
disponiveis na literatura, reduzindo significativamente o tempo gasto para a determinacao dos
resultados. As curvas de solubilidade experimental apresentaram boa confiabilidade nos
resultados, uma vez que o desvio padrdo representado pelas barras de erro mostraram-se
quase imperceptiveis na maioria dos casos.

O comportamento da solubilidade dos compostos aqui estudados obedeceu aos
fundamentos apresentados na literatura, frente as variacGes de pH, temperatura e composicao
de etanol. O aumento da temperatura ocasionou solubilidades ligeiramente maiores para todos
0s compostos. O aumento na composi¢do de etanol reduziu significativamente a solubilidade
do HPG e PG. Porém, a solubilidade da AMOX e AMP apresenta efeito inverso a presenca de
etanol. Este comportamento contrario esta relacionado a hidrofobicidade dos compostos,
concordando com diversos trabalhos disponiveis na literatura. Com relacdo a variacao de pH,

E esperado, em geral, que a curva de solubilidade de compostos deste tipo obedeca a um
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comportamento em forma de U. Exceto ampicilina em 0, 10 e 30%, todos os compostos
apresentaram solubilidade minima na regido proxima ao ponto isoelétrico, aumentando a
medida que a fracdo de moléculas eletricamente carregadas tornava-se maior.

Essa reducdo na solubilidade da ampicilina é decorrente da alteracdo na estrutura
cristalina. A ampicilina anidra se transforma na molécula tri-hidratada em adi¢cdo de NaOH,
alterando significativamente as propriedades do antibidtico.

A solubilidade dos compostos estudados em sistemas contendo solventes é uma
propriedade principalmente conduzida pelo equilibrio entre as interagdes eletrostaticas,
hidrofdbicas e polaridade do meio solvente.

Em todas as concentragdes de etanol estudadas, a solubilidade da HPG apresentou
valores maiores que da AMOX, indicando resultados promissores para a precipitacdo do
antibiotico, exceto em pHs extremos (proximo de 3,0 e 8,0) em misturas contendo 70% em
etanol, composicao e pH ndo factivel para o processo. O mesmo néo foi observado entre AMP
e PG. A precipitacdo da AMP em misturas contendo PG e etanol é vidvel em baixas

concentragOes de etanol (menor que 30%).
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CAPITULO 6 — MODELAGEM TERMODINAMICA DOS ANTIBIOTICOS -

LACTAMICOS E SEUS SUBPRODUTOS

6.1 Introducéo

O comportamento de fases de sistemas aquosos contendo penicilinas semissintéticas e
seus subprodutos até agora foram pouco estudados. Além disso, os modelos termodinamicos
disponiveis ndo sdo capazes de descrever adequadamente o comportamento de fases
encontrado para estes sistemas (RUDOLPH et al., 1999), uma vez que a presenca de ions na
cadeia destes compostos torna a modelagem termodinamica muito mais complexa. Entretanto,
uma base de dados experimentais e modelos termodinamicos confiaveis sdo ferramentas
imprescindiveis para a otimizacdo de processos de separacdo de biomoléculas, sendo esta
operagdo casa vez mais usada na sintese de antibidticos semissintéticos.

Considerando a semelhanca quimica entre os grupos funcionais dos compostos
estudados neste trabalho e os aminoacidos, uma extensa quantidade de trabalhos direcionados
na modelagem destes Gltimos serviu como base para a predicdo das curvas de solubilidade
apresentadas no capitulo anterior.

Franco e Pessoa Filho (2011) propuseram um novo modelo termodinamico baseado
em fundamentos de fisico-quimica bésica, relacionando a solubilidade de proteinas com o pH.
A fim de aprofundar a discussdo da ndo idealidade desses sistemas, Franco et al. (2013)
modificaram este modelo incluindo um termo de ndo-idealidade calculado pelo modelo de
Pitzer para solucdes eletroliticas, aplicando-o em sistemas contendo aminoacidos e ampicilina
em meio aquoso. Devido a boa capacidade de correlacionar a solubilidade de compostos com
caracteristicas aminoacidas apresentada por estes modelos, os mesmos foram aplicados em

conjunto com os dados de equilibrio quimico e de fases obtidos experimentalmente.
6.2 Desenvolvimento tedrico dos modelos utilizados

Na descricdo matematica da curva de solubilidade de sistemas contendo biomoléculas,
0 aspecto mais importante é a modelagem da fase liquida, ja que a fase sélida é constituida

unicamente por moléculas de soluto. Do critério de equilibrio de fases citado no item 4.2,

sabe-se que é valida a Equacdo 6.1,

Italla Medeiros Bezerra Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA



88
CAPITULO 6 — MODELAGEM TERMODINAMICA DOS ANTIBIOTICOS 5-LACTAMICOS E SEUS SUBPRODUTOS

,uls = ML (6.1)

onde 2 é o potencial quimico do soluto na fase sélida e .- ¢ o potencial quimico do soluto

na fase liquida. Para um processo isotérmico desprezando-se o efeito da pressdo, tem-se que 0
potencial quimico da fase sélida é constante, visto que esta fase é composta de um Unico
componente cuja composicao € fixa. Assim, o potencial quimico do soluto na fase liquida
deve permanecer constante, independente dos valores de pH da solugdo (FRANCO et al.,
2013).

Na Equacdo 6.2, tem-se a expressao do potencial quimico da fase liquida em termos da

molalidade,

M= 4 +RT In(nr:ij (6.2)

onde m, é a molalidade do soluto na fase liquida, ou ainda a solubilidade do soluto em termos

de molalidade; e z, € o potencial quimico de referéncia do soluto. Este estado de referéncia é
0 de uma solucdo ideal de concentracdo unitaria, isto é, uma solucdo hipotética na qual o

soluto tem uma concentragdo m = 1,0 molal, mas experimenta as mesmas interagoes que se
estivesse em uma solucdo a diluicédo infinita (FRANCO, 2012).

Uma vez que o equilibrio entre as fases solida e liquida é estabelecido somente entre
moléculas eletricamente neutras, em virtude do principio da eletroneutralidade da fase sélida,
a molalidade destas moléculas na fase liquida deve permanecer inalterada com a variagdo do
pH da solucdo, sendo uma fracdo da solubilidade do soluto nesta solucdo, conforme escrita

pela Equacdo 6.3.

Mo = ¢ (PH) S(pH) (6.3)

em que mg € a molalidade das moléculas eletricamente neutras da fase liquida, ¢ é a fragdo de
moléculas de soluto eletricamente neutras da fase liquida e S é a solubilidade do mesmo na
fase liquida. Com isso, a curva de solubilidade de uma dada proteina em funcdo do pH pode
ser descrita conforme a Equacgéo 6.4.

AR

S(pH
PF)==  (oH)

(6.4)

Baseado nesta equacdo e considerando o comportamento ideal na fase liquida, Franco
e Pessoa Filho (2011) obtiveram a Equacdo 6.5 a partir do célculo da fracdo de moléculas de
proteina eletricamente neutras.
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S(pH) 1+10°" P 1+10°" P
log="—==(pl —pH) +log) =————— |+log| =———— 6.5
S (pl=pH) g(1+1op'pKﬂ | Tr 107 (©.3)

A grande diferenca entre a solubilidade no ponto isoelétrico e em outros valores de pH
é devido as interacbes entre moléculas carregadas, interacGes estas ndo consideradas pela
Equacdo 6.5. Devido as diferentes formas ibnicas possiveis em solucdo aquosa, em certos
sistemas é necessaria a consideracdo da ndo idealidade da fase liquida. Para isso, Franco et al.
(2013) utilizaram o modelo de Pitzer modificado por Pessoa Filho e Maurer (2008) para
solucdes eletroliticas, o qual considera que o logaritmo natural do coeficiente de atividade é
dado pela soma de um termo para interacfes de longo alcance (LR) e um termo para

interacOes de curto alcance (SR), conforme a Equacdo 6.6:
Iny, = In;/iLR +|n]/iSR (6.6)

com o termo de longo alcance dado por uma extensdo do modelo de Debye-Hiickel, e o termo
de curto alcance escrito em sua formulacdo para eletrdlitos, conforme apresentado por Pessba
Filho e Maurer (2008).

Considerando apenas as moléculas neutras para o calculo do equilibrio de fases, em
virtude destas apresentarem carga liquida nula, o termo de longo alcance torna-se nulo e
apenas o termo de curto alcance entra no célculo da ndo idealidade. Além disso, foram
consideradas somente interacfes binarias na tentativa de diminuir os parametros ajustaveis,

utilizando a equacdo de Pitzer com o menor numero de parametros possivel, resultando na

Equacéo 6.7,
S(pH) 1+10P"PKa 1+10QPHPKe
log—/= ) =(pl—pH) + log —Op' S +log —1+10plpra2 +
_c 6.7
2SN - S(PH)] (6.7)

com A correspondendo ao parametro de interacdo introduzido pelo modelo de Pitzer em

funcéo apenas da temperatura, segundo a Equacéo 6.8

CZ
A4;(TM)=C, "'? (6.8)

Dada uma interpretacdo a ndo-idealidade do sistema a partir da termodindmica
estatistica, foi possivel obter a Equacdo 6.9 que descreve a curva de solubilidade de

polieletrolitos considerando as interag¢fes intermoleculares na fase liquida.
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pH-pK; pH-pK;,
IogM =(pl-pH) + Iog(ﬁj + Iog[ﬁj +...

S(pl) 14107 P 1+10°P<»
470N
ot ”“3 AP [1— kgTJ[S(pI)—S(pH)] (6.9)
B

onde o € 0 raio de van der Waals médio das moléculas, No € o Numero de Avogadro
(6,0221415 x 10%), p é o nimero de moléculas do componente j por unidade de volume , ¢ ¢
0 par@metro de interacdo entre as moléculas i e j e kg a constante de Boltzmann (1,3806503 x
102 m? kg s K.

Segundo Franco (2012), essa abordagem € necessaria, pois torna a aplicacdo do
modelo mais consistente a partir da comparacdo entre as Equagdes 6.5 e 6.9, além das
constantes de ajuste do parametro de interacdo do modelo de Pitzer apresentadas ganharem

significado fisico mais forte, conforme as Equacdes 6.10 e 6.11.

270°N
Cl:M—Ap (6.10)

3

£
C,=-C,— 6.11
=i (6.11)

E importante mencionar que em ambas as abordagens, a expressdo algébrica estima a
solubilidade de um composto B-lactamico em funcdo do pH partindo de um ponto de
referéncia, sendo este o ponto isoelétrico.

No presente trabalho foram aplicados ambos os modelos descritos pelas Equacges 6.5
e 6.9, contemplando o comportamento ideal e ndo ideal da fase liquida, respectivamente, para
a descricdo da curva de solubilidade da amoxicilina, ampicilina e seus subprodutos na sintese
enzimatica. Os valores calculados foram comparados com os dados experimentais

apresentados no capitulo anterior.

6.3 Resultados e discussao

A disponibilidade de dados experimentais € essencial para 0 bom desenvolvimento e
avaliacdo dos diferentes modelos termodindmicos. Diante da quantidade de dados
experimentais apresentados nos capitulos anteriores, a avaliacdo de modelos termodindmicos
tornou-se vidvel para contribuir na elucidacdo do comportamento de fases da amoxicilina,
ampicilina e seus subprodutos em diferentes condi¢des operacionais. Assim, a capacidade de
correlagdo das Equacdes 6.5 e 6.9 foi investigada usando os dados de solubilidade e
constantes de dissociagéo experimentais obtidos.

Italla Medeiros Bezerra Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA



91
CAPITULO 6 — MODELAGEM TERMODINAMICA DOS ANTIBIOTICOS 5-LACTAMICOS E SEUS SUBPRODUTOS

Nestes modelos, a solubilidade no ponto isoelétrico foi considerada como sendo o
resultado experimental dos ensaios em que nao houve a correcdo de pH por adi¢cdo de HCI ou
NaOH. Os valores de pK, usados nos célculos foram os apresentados no Capitulo 4. Além
disso, embora a AMOX apresente um terceiro grupo ionizavel decorrente do —OH, o efeito de
tal ionizacdo na solubilidade do antibiotico foi desprezada. Devido ao elevado carater basico
deste grupo, os resultados da solubilidade considerando a contribuicdo dos trés grupos
ionizados e as equacdes truncadas até o segundo grupo ionizavel nao apresentaram diferencas
significativas.

Para o célculo da solubilidade a partir da abordagem n&o ideal, utilizou-se o programa
de ajuste de pardmetros ao conjunto de dados experimentais fornecido por Franco (2012), que
o fez através da minimizacdo da funcdo definida pela Equacdo 6.12 (FRANCO et al., 2013)

com duas variaveis a serem ajustadas (C; e C,).

S;F

ij

M N; S_gxp _Sgalc 2
GRMSD = %Z iz(¥] (6.12)

em que M é namero total de conjuntos de dados, N é o conjunto de dados experimentais a uma

dada temperatura, S{* e Sfja“ referem-se respectivamente a solubilidade medida e calculada a
um dado valor de pH e temperatura. Segundo os autores, esse critério quantitativo atribui
menores pesos a valores de solubilidade absolutos maiores, normalizando os desvios. Os
parametros foram ajustados para cada composto e composi¢cdo diferente de dgua + etanol,

cujos resultados encontram-se a Tabela 6.1.

Tabela 6.1 — Valores dos parametros ajustados e GRMSD

Composto W, o (A) e/kg (K) GRMSD
AMOX 0,30 4,26 299,01 9,0 %
0,70 2,94 334,42 19,5%
AMP 0,00 3,91 251,28 13,7%
0,70 2,60 281,39 11,9%
PG 0,30 3,03 254,28 0,8 %

Fonte: Autor

Conforme observado na tabela anterior, poucos sistemas apresentaram parametros

ajustaveis. Porém, estes exibiram uma tendéncia nos valores de ¢ tal que AMOX > AMP >
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PG, coerente com o esperado conforme a estrutura molecular dos compostos. Além disso, 0
parametro € aumentou com a composi¢ao de etanol, indicando um incremento nas interagdes
hidrofobicas entre as moléculas.

Para os sistemas contendo AMP em 10 e 30 % de etanol, os pardmetros néo
convergiram para valores que resultassem em o ¢ ¢ fisicamente aceitaveis. Devido a mudanga
na composicdo da fase sdlida da AMP na regido de pH alcalino, mencionado no capitulo
anterior, 0 modelo ndo foi capaz de ajustar um valor 6timo do par C,—C, para a descri¢do dos
dados experimentais da solubilidade. Nos demais sistemas estudados que ndo constam na
Tabela 6.1, a funcdo de ajuste dos parametros encontrou seu 6timo em valores de C; ou C,
igual a zero. Pela Equacdo 6.11, entende-se que quando um dos parametros € zero, 0 segundo
também o €. Logo, a Equacdo 6.9 € simplificada a Equacdo 6.5. Isso significa que a
abordagem ndo ideal estima que o menor desvio obtido na correlacdo dos dados experimentais
é obtido considerando a abordagem ideal.

Os gréficos obtidos na correlacdo entre os dados experimentais e a solubilidade
calculada por ambos os modelos estdo apresentados no Apéndice E, para todos 0os compostos,
temperatura e composicdo de etanol. A validade dos modelos utilizados foi determinada
através do desvio quadrado médio relativo (RMSD) utilizando a Equacdo 6.13 para cada
condicdo de temperatura e teor de etanol estudado. A Equacdo 6.12 também foi usada para
avaliar globalmente a eficiéncia dos modelos na correlacdo dos dados experimentais,

considerando os dados de todas as temperaturas.

exp ocal \2
RMSD = %Z(SS—;}S] (6.13)

Baseado nos desvios obtidos, conforme apresentado na Tabela 6.2, observa-se que o0
modelo proposto por Franco et al. (2013) ndo apresentou melhoria significativa do desvio
global na correlagcdo dos dados de solubilidade dos compostos estudados. Esse argumento é
confirmando ao observar as Figuras E.1 a E.16, onde as curvas de solubilidade nédo ideal se
localizam bem proximas, em alguns casos totalmente sobrepostas, as de solubilidade ideal.
Neste caso, deve-se levar em consideracdo a necessidade de optar por um modelo com
parametros estimados ou nao.

Devido ao polimorfismo exibido pela molécula da ampicilina, a fase sélida apresentou
uma variacdo na sua composicao ao longo da curva, partindo de uma molécula anidra em
meio acido para uma molécula tri-hidratada em meio alcalino. Essa mudanga na composicao

da fase solida contraria o critério de equilibrio sélido-liquido considerado na obtencdo das
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equagdes, de que esta fase é composta de moléculas neutras com composicao constante ( z =

constante). A dificuldade dos modelos se ajustarem aos dados experimentais de solubilidade
da ampicilina em agua pura é decorrente desse mesmo fenémeno. Por isso, elevados valores
de RMSD e GRMSD foram obtidos para a ampicilina nas composi¢des de 0 a 30% de etanol
em algumas temperaturas. E importante ressaltar que os valores de pK, obtidos concordaram
com a estrutura anidra do antibiotico, devido as boas correlagcdes encontradas na regido acida,
salvo algumas excecoes.

Segundo Franco et al. (2013), valores de &/kg maior que a temperatura do conjunto de
dados experimentais fornecem coeficientes de atividade menor que 1, resultando em um
desvio da idealidade negativo. Os resultados obtidos seguiram esta tendéncia, podendo ser
conferida pela mudanca na posicao da curva ndo ideal comparada a curva ideal entre os dados
de AMOX (desvio negativo) e demais compostos (desvio positivo).

Os desvios oriundos da correlagdo das curvas de solubilidade dos antibioticos B-
lactdmicos séo consideravelmente maiores que os desvios obtidos na corregdo dos respectivos
subprodutos. Este comportamento € esperado, ja que o desvio da idealidade aumenta com o
aumento da massa molecular, e estd diretamente ligada ao aumento do efeito de “volume
excluido” (Franco, 2012). Além disso, como se sabe a partir de livros-texto, solucdes
agua+etanol apresentam grande desvio da idealidade para altas concentracfes deste Gltimo.
Por isso, em todos o0s compostos € possivel observar um aumento nos desvios em
concentracfes maiores de etanol.

E possivel afirmar que a aplicacdo do modelo ideal proposto por Franco e Pessoa Filho
(2011) e uma abordagem conveniente no tratamento termodindmico do equilibrio sélido-
liquido dos sistemas estudados, em especial & hidroxifenilglicina e fenilglicina, em virtude da
boa correlagéo obtida para todos os compostos estudados, exceto nos casos de polimorfismo.
Deve-se notar, entretanto que a validade do modelo é restrita a regido proxima ao ponto
isoelétrico; ja que para valores de pH distantes deste ponto a curva de fracdo de moléculas
neutras tende a zero, resultando pela Equacdo 6.4 em uma solubilidade infinita que €

fisicamente inaceitavel.
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Tabela 6.2 — Valores de desvio médio absoluto e relativo entre os modelos aplicados e os dados experimentais de solubilidade dos compostos estudados a diferentes
temperaturas e composicao de etanol

25 °C 20 °C 15 °C 10 °C A 5
Composto W, RMSD®  RMSD®  RMSD®  RMSD®  RMSD®  RMSD®  RMSD®  RMSDP GR('(\,SD GR&?D
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

AMOX 0 11,9 : 6,5 i 8,9 : 9,6 : 9,4 -
0,1 13,0 . 5,9 . 5,0 . 6,7 . 87 .

03 5,7 5,7 43 2,7 12,8 8,5 15,7 13,9 10,6 8,6
05 8,8 . 53 - 87 . 10,3 . 8,5 -

07 20,7 20,4 13,7 11,1 17,9 17,2 25,5 23,5 39,8 37,2

AMP 0 19,9 17,6 20,7 13,1 6.7 10,3 4,6 5,4 15,2 124
0.1 62,7 . 324 . 16,2 . 9,3 . 36,5 .
03 8,5 . 43,6 . 54,7 . 64,5 . 478 .
05 77 . 5,6 . 4,2 . 5,0 . 5,8 .

07 16,8 16,6 9,8 9,8 13,8 13,9 8,8 8,1 12,7 12,5
HPG 0 0,9 . 0,6 - 18 . 0,6 . 11 -
0.1 2,1 . 08 . 3,4 . 05 . 2,0 .
03 2,8 . 2,7 . 11 . 12 . 2,1 .
05 2,1 . 2,0 . 41 . 2,2 . 2,8 .
07 6,0 . 10,5 . 12,3 . 3,6 . 8,8 .
PG 0 0,4 . 0,2 . 1,4 . 15 . 1,0 .
0.1 0,6 . 05 . 08 . 13 . 0,9 .

03 1,0 08 08 0,6 15 0,9 08 0,9 11 08
05 18 . 08 - 13 . 2,1 . 16 -
07 3,6 . 5,1 . 6,9 . 2,8 . 4,9 .

AModelo ideal, ® Modelo nio ideal. Fonte: Autor
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6.4 Considerac0es parciais

Diante do que foram desenvolvidas neste trabalho, algumas informacGes a respeito da
modelagem termodindmica podem ser destacadas:

Os modelos propostos por Franco e Pessoa Filho (2011) e Franco et al. (2013) foram
capazes de descrever guantitativamente as curvas de solubilidade dos compostos subprodutos
da reacdo enzimatica da amoxicilina e ampicilina em diferentes temperaturas e composicéo de
etanol. A baixa correlacdo das equacdes com a solubilidade da ampicilina até 30% € devido a
mudanca no comportamento desta propriedade decorrente da alteracdo polimorfica do
antibidtico. Nestes sistemas, uma combinagdo de diferentes equacGes ao longo da curva de
solubilidade é uma alternativa para uma correlacdo dos diferentes potenciais quimicos.
Entretanto, os modelos descreveram com éxito a solubilidade da ampicilina em maiores
condigdes de etanol, aléem da amoxicilina em até 50% de etanol, apresentando desvios
comparaveis aos de Franco Franco et al. (2013) para proteinas. A ndo idealidade da
amoxicilina apresentada a 70% de etanol é acentuada devido a presenca dos diversos grupos
funcionais ionizaveis em adicdo ao aumento das interacGes hidrofdébicas entre eles e com o
solvente.

A boa representacdo matematica da solubilidade dos compostos estudados a partir dos
modelos apresentados significa que os dados experimentais obtidos estdo de acordo com o0s
fendmenos fisico-quimicos que fundamentam estas equacdes.

Apesar da vasta literatura dedicada a modelagem da ndo-idealidade de solugdes
contendo moléculas com caracteristicas aminoacidas, em muitos casos a consideracdo de
solucdo ideal é suficiente para uma descri¢do razoavelmente precisa da curva de solubilidade
destes compostos, trazendo a vantagem de ndo necessitar de ajuste de parametros.

A maior dificuldade em correlacionar os dados experimentais com o0s modelos
utilizados neste trabalho é encontrada no conhecimento de dados de pK, confiaveis e em uma
ampla faixa de condi¢cBes operacionais, j& que a natureza das equagGes mostram a forte

influéncia destas propriedades na solubilidade.
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Depois da apresentacdo dos estudos desenvolvidos, é valido destacar alguns pontos
fundamentais deste trabalho.

Os valores de pK, obtidos experimentalmente apresentaram boa concordancia com os
resultados apresentados na literatura em &gua pura, para todos 0s compostos estudados. A
negligéncia do efeito i6nico sobre estas propriedades pareceu ser uma simplificagdo razoavel,
uma vez que os modelos termodinamicos apresentam boas correlacbes com os dados de
solubilidade quando utilizados estas constantes de dissociacao.

A partir de uma analise dos parametros termodinamicos das reacGes de dissociacao
dos compostos, as dissocia¢cBes dos grupos ionizaveis tende para as espécies protonadas.
Todas as rea¢des envolvidas no equilibrio quimico mostraram ser endotérmicas, com excecao
da desprotonacao do grupo carboxilico dos antibidticos, indicando que estes sdo conduzidos
predominantemente pelas varia¢Ges entropicas.

A coeréncia do efeito da temperatura sobre os valores de pK, é confirmada pela
correlacdo linear entre os dados experimentais e a temperatura, obedecendo aos fundamentos
da equacdo da Van’t Hoff.

Dentre as variaveis estudadas, a temperatura foi a que menos influenciou nos dados
de solubilidade dos compostos. Esse mesmo comportamento também é relatado por diversos
autores na literatura. Argumentos baseados em suposi¢oes entre os diferentes autores indicam
a necessidade de uma analise mais especifica da entalpia e entropia de fusdo destes
compostos, permitindo entender o efeito da temperatura sobre estes compostos.

O comportamento das curvas de solubilidade frente as variacbes na concentracao de
etanol estdo condizentes com a variagdo de pK,; e pKy, nestas mesmas variagdes. Conforme
observado no capitulo 4, a presenca do etanol provoca um estreitamento na regido onde ocorre
a predominancia de moléculas zwitteribnicas. Em vista disso, na faixa de pH estudada as
curvas de solubilidade apresentam curvaturas mais acentuadas, decorrente da presenca de
cargas elétricas na maior parte dos valores de pH.

As analises TG, DSC, FTIR e MEV permitiram identificar a caracteristica polimorfa
da ampicilina, sendo evidenciada em solucdes alcalinas contendo baixa ou nenhuma
concentracdo de etanol. A mudanga na sua estrutura cristalina causa variagdes significativas

nas propriedades do antibiotico.
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Os modelos termodinamicos utilizados apresentaram boa representacdo das curvas
experimentais, exceto quando ha a presenca de diferentes estruturas cristalinas. Por vezes, a
abordagem ideal descreve com precisdo as curvas de solubilidade da hidroxifenilglicina e
fenilglicina em todas as condigdes de temperatura e composicdo de etanol estudado. No
entanto, uma previsdo satisfatdria foi alcangada do comportamento da amoxicilina até 50% de
etanol, e da ampicilina até 70%, obtendo desvios comparaveis aos sistemas contendo
aminoéacidos e proteinas reportados na literatura. Os maiores desvios adquiridos na correlacédo
das curvas de solubilidade de todos os compostos em 70% de etanol pode ser explicado pelo
afastamento do comportamento de solucdo ideal da mistura de solventes aliado ao erro da
negligéncia da forca ionica na determinacao de pKa.

Ainda assim, pode-se afirmar que nem sempre o uso de modelos complicados para
descrever a ndo idealidade de sistemas, tais como o0s estudados neste trabalho, é o mais
indicado.

Esta tese apresentou uma grande quantidade de novos dados de equilibrio quimico e
de fases da amoxicilina, ampicilina e seus subprodutos da sintese enzimatica, em uma ampla
faixa de condicGes operacionais. Estes resultados contribuem imensamente para trabalhos
futuros de projeto e simulagéo da sintese enzimatica da amoxicilina e ampicilina, visando a

otimizacdo e viabilidade desta rota.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Investigar o efeito da forca i6nica nas constantes de dissociacéo;

e Avaliar o efeito cossoluto entre os diferentes componentes, a partir de sistemas
multicomponentes;

e Elucidar as condicdes que favorecem o polimorfismo da ampicilina;

e Ampliar a faixa de pH na investigacdo do equilibrio de fases das diferentes estruturas
cristalinas da ampicilina;

e Realizar medidas de DRX com intuito de complementar as investigacbes de
caracterizagéo;

e Aplicar a abordagem SAFT na descrigéo da solubilidade da amoxicilina e ampicilina,
tendo em vista a ampla aplicabilidade deste modelo em sistemas contendo proteinas e

amoniacidos.
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Among the various types of existing antibiotics, amoxicillin stands out as a semi synthetic penicillin
widely used on a world scale. The enzymatic synthesis of amoxicillin has arisen as an alternative to the
drawbacks of conventional chemical synthesis. Nevertheless, to make it feasible a wide data basis of
solubility is required in different conditions of industrial interest, aiming at crystallization and subse-
quent purification of the antibiotic. In this case, the variables such as temperature, pH and solvent
composition are of fundamental importance. This work presents solubility data of amoxicillin in aqueous
media using an analytical method. The solubility measurements were carried out at 283.15-298.15 K,
varying the pH between 2 and 8, and ethanol composition up to 70 wt%. Dissociation constants have also
been measured at the studied values of temperature and ethanol composition, using potentiometric
titration. The values of pK, demonstrated to be in agreement with the solubility behavior observed
experimentally. Thus, the ideal model based on pK, values has been applied as reference for the rep-
resentation of the solubility data. Furthermore, the experimental solubility and pK, data sets can be used
for correlation and thermodynamic modeling purposes.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Biomolecules are being increasingly employed in different in-
dustries, e.g. food, pharmaceutical, biodiesel and detergents, so on.
Furthermore, the use of enzymatic processes combines techno-
logical development with renewable raw materials and environ-
mental preservation.

Amoxicillin  (AMOX) or (255R,6R)-6-[[(2R)-2-amino-2-(4-
hydroxyphenyl)acetyl Jamino]-3,3-dimethyl-7-oxo-4-thia-1-
azabicyclo[3.2.0]heptane-2-carboxylic acid according [UPAC is one
of the most important semi-synthetic penicillins. Its enzymatic
synthesis has been extensively studied as an alternative to con-
ventional rote because it is an environmentally clean process,
which occurs in mild operating conditions. However, its yield is
limited because of hydrolytic reactions of the substrate and anti-
biotic competing with the formation of the antibiotic. One way to
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reduce the hydrolysis of antibiotic and increase productivity is by
decreasing its concentration in the reaction medium, i.e., taking it
to the solid phase by crystallization.

By simultaneously having acidic and basic species in its struc-
ture, AMOX presents characteristics similar to amino acids and
proteins. In solution, this compound exhibits different ionic forms,
depending on the condition of the medium, as shown in Fig. 1.
These chemical species have very different properties with respect
to solubility in water, volatility, and reactivity with chemical oxi-
dants. In some cases, differ also in UV absorption. The dissociation
constant (pKj;) is an important parameter for predicting the ioni-
zation state of the molecule as function of the pH [1,2].

Solubility data of biomolecules in water is essential to the steps
of separation and purification. It is affected by various factors such
as the structure of the molecule (ionic species) and environmental
conditions (pH, temperature, ionic strength, type and concentra-
tion of salts and solvents present).

The solubility and chemical equilibrium data involving bio-
molecules are frequently not available in the literature, and in some
cases thermodynamic models can be used to predict these prop-
erties. Moreover, the predicted solubility values have often low
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Ampicillin is one of the most consumed antibiotics. Due to environmental issues the production of
ampicillin has been forbidden by the conventional chemical route. An alternative is the enzymatic route
followed by crystallization of the antibiotic. Therefore, this work aims the determination of a series of
ampicillin and phenylglycine solubility data in aqueous media using an analytical method. The mea-
surements were carried out at 283.15 and 298.15 K, varying the pH between 3 and 8, and ethanol

composition up to 70 wt%. Dissociation constants (pKa's) have also been measured at the studied

Keywords:
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temperatures and ethanol compositions, It is demonstrated that ideal thermodynamic model with the
predetermined pKa's is able to describe satisfactorily solubility profiles. Solubility measurements of
ampicillin and phenylglycine have been determined at different conditions of industrial interest. These
data may be applied for the evaluation of the crystallization step of ampicillin in the enzymatic synthesis.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The discovery of ampicillin represented a landmark in the era of
antibiotics, being still the most commonly prescribed class of an-
tibiotics in human and veterinary medicine. Amoxicillin and
ampicillin are in the list of the most consumed antibiotics. Both are
semi-synthetic penicillin belonging to the class of p-lactams, whose
structure presents a § lactam heteroatomic ring responsible for the
antibacterial activity. Brazil, for instance, in 2014 closed its trade
balance of medicines containing ampicillin (AMP) and its salts in
3.99 million US$ FOB negative, corresponding to 80.8 tons. This
year the importations already reached 2.24 million US$ FOB [1].

Traditionally these antibiotics are produced on industrial scale
by chemical synthesis in a complex process requiring extreme
conditions of temperature and the use of toxics solvents, generating
non-biodegradable wastes [2,3]. Due to environmental laws
increasingly restrict, this route is not allowed in many countries.
The enzymatic synthesis appears as an alternative, where the
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antibiotic is produced at moderate temperatures and without the
use toxic solvents. However, this process presents a series of side
reactions. That is, beyond the antibiotic synthesis, there is hydro-
lysis of the substrate and antibiotic itself, yielding 6-
aminopenicillanic acid (6-APA), phenylglycine (PG) and alcohol,
as byproducts. These undesirable reactions promote low yield to
the process, when compared to the conventional process.

When the antibiotic is removed from liquid phase, it becomes
unavailable for hydrolysis, making the crystallization a promising
technique. Several studies have been conducted to determine the
most effective method for obtaining these antibiotics in its pure
form right after production. Examples of these techniques are
extraction involving volatile solvents or ionic liquids [4,5], liquid-
—liquid extraction [6], and introduction of cosolvents and poly-
meric resins [7—10]. However, the technique that stands out is the
crystallization, as suggested by Youshko et al. [11] for the synthesis
of ampicillin. Therefore, the knowledge of the antibiotic solubility is
essential for the process.

Reports of ampicillin's solubility are scarce in the literature at
different operating conditions. Santana et al. [12]| obtained AMP
and PG data in pure water varying pH and temperature, i.e., 5.5 to
7.5 and 283.15—298.15 K, respectively. Rudolph et al. [ 13] presented
solubility data in pure water varying pH at 298.15 K. They also

Phase Equilibria (2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.fluid.2015.11.008
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APENDICE B — CURVA DE CALIBRACAO DO ELETRODO DE PH

Para a obtencdo das medidas de pH confiaveis em diferentes composi¢6es da mistura
agua + etanol, foi realizada a calibracdo do eletrodo de pH utilizado nos ensaios seguindo as
normas estabelecidas pela IUPAC e apresentadas por Sandengen et al. (2007). O
procedimento partiu do preparo de solugdes 0,05 molal de KHPh nas diferentes composi¢des
de etanol estudadas (0, 10, 30, 50, 70% m/m). Para isso, 0 KHPh foi mantido a 120 °C por 1 h
na estufa para a remocédo de possivel umidade. Em seguida estas soluces foram utilizadas
para determinar o pH em cada temperatura estudada (10, 15, 20 e 25 °C). Tais medidas
correspondem ao pHmeg-

Todos os valores de referéncia padrédo do pH (Reference Value Standard — pHgrys) nas
diferentes temperaturas e composicdes de etanol foram obtidos a partir da correlacdo

apresentada por Longhi et al. (1989), sequndo a Equacéao B.1.

PH s = 3,9947 —0,404w,"? +8,33w, —1518w,” +11,38w,° +0,3604u —32,99u - W,”
+67,8u-w,° +13,22[In(1+ z) —u] (B.1)

onde z=(T —29815)/29815, u=z/1+z), T é a temperatura em Kelvin e w, é a fracdo

massica de etanol na mistura de solventes livre de soluto. Com isso, o efeito do etanol sobre o
pH é descrito por ApHgion de acordo com a Equacdo B.2. A Figura B.1 apresenta os valores

de ApHgon obtidos em fungdo da temperatura e composicao de etanol.

APHE o = PHgys = PH g (B.2)

Figura B.1 — Calibracdo do eletrodo de pH em diferentes temperaturas e composic¢des de etanol

025°C A20°C o15°C ¢10°C
0,0

ApHgion
S
Ke N~
400
L 3.9
Od

@®» O

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
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APENDICE B - CURVA DE CALIBRAGAO DO ELETRODO DE PH

Apos a calibracdo realizada no eletrodo de trabalho, o pH atual foi obtido a partir da

Equacéo B.3.

pH = pHmed - ApHEtOH (B3)
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APENDICE C — CURVAS DE CALIBRACAO DO ESPECTROFOTOMETRO

Para quantificar a concentracdo de soluto das amostras analisadas no
espectrofotdbmetro, foram preparadas curvas de calibracdo de cada um dos componentes em
agua pura e em cada composi¢cdo da mistura agua + etanol. Para isso, inicialmente preparou-se
solucBes estoque gravimétricas de aproximadamente 2 mmolal de AMOX e AMP, e 5 mmolal
de HPG e PG. Em seguida, cinco solu¢Ges com concentracdo conhecida foram obtidas por
diluicdo da solucdo estoque de cada componente, e por fim determinada a absorbéncia de cada
uma. Estes procedimentos foram realizados em triplicata. Logo, considerou-se a curva de
calibragdo como sendo resultado da média entre as duas curvas mais proximas, para cada
sistema estudado. Nas Figuras C.1 — C.4 estdo apresentadas cada uma com suas respectivas
correlagdes linear.

Os componentes estudados apresentaram diferentes perfis de absorcdo na regido do
UV-visivel. Assim, as leituras foram feitas no comprimento de onda de 273, 262, 273 e 258
nm para as solugdes contendo AMOX, AMP, HPG e PG, respectivamente.
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Figura C.1 — Curvas de calibracdo da amoxicilina (1) em diferentes composic¢des etanol (w,): (a) 0%, (b)
109%, (c) 30%, (d) 50% e () 70%
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Figura C.2 — Curva de calibragédo da ampicilina(1) em diferentes composicdes de etanol(w,): (a) 0%, (b)
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Figura C.3 — Curva de calibracéo da hidroxifenilglicina(1) e diferentes composi¢des de etanol(w,): (a) 0%,
(b) 10%, (c) 30%, (d) 50% e () 70%

1,2 ,
a b
0,9 - 0,9
) )
B o
E
§0,6 8 50,6
£ £
0,3 - 0,3
y =0,8627x - 0,0038 y =0,8817x - 0,0031
R2=0,9998 Rz =0,9998
0 ; ; 0 ; ;
0 0,5 1 15 0,5 1 15
Absorbancia Absorbancia
1,2 1.2
0,9 - 0,9
) )
o o
E E
£06 1 £06
£ £
0,3 - 0,3 -
y =0,9083x + 0,0029 y =0,9128x - 0,0022
R2=0,9999 R2=0,9999
0 T T 0 T T
0 0,5 1 15 0 0,5 1 15
Absorbancia Absorbancia
1,2

Italla Medeiros Bezerra

0,9

0,6 1

m, (mmolal)

0,3

y =0,8876x - 0,0021

R? =0,9997

0 0,5 1
Absorbancia

Fonte: Autor

1,5

Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA



APENDICE C — CURVAS DE CALIBRAGAO DO ESPECTROFOTOMETRO

118

Figura C.4 — Curva de calibracéo da fenilglicina(1l) em diferentes composi¢des de etanol(w,): (a) 0%, (b)

10%, (c) 30%, (d) 50% e (e) 70%
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APENDICE D — RESULTADOS EXPERIMENTAIS DE SOLUBILIDADE

Tabela D.1 — Dados experimentais de solubilidade da amoxicilina (1) em misturas de etanol (2) + 4gua (3)
a temperatura T = 25 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

W, o upHy UM w, o upHy M)
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)

0,00 3,49 0,01 7,79 0,15 0,30 5,69 0,01 7,51 0,02
4,06 0,03 7,27 0,03 6,26 0,01 9,32 0,09
4,61 0,02 6,98 0,12 6,73 0,01 11,23 0,19
5,02 0,02 6,67 0,05 7,24 0,01 19,55 0,20
5,49 0,01 7,00 0,06 0,50 3,42 0,06 17,56 0,07
5,97 0,04 7,31 0,11 3,80 0,01 12,40 0,05
6,46 0,06 8,18 0,12 4,31 0,05 8,71 0,15
7,00 0,03 10,58 0,03 4,82 0,03 7,73 0,13
7,47 0,03 18,63 0,20 5,32 0,06 7,64 0,16

0,10 3,15 0,02 7,17 0,07 5,73 0,05 7,51 0,04
3,83 0,01 6,60 0,19 6,21 0,02 8,69 0,12
4,27 0,08 6,34 0,18 6,69 0,03 11,49 0,15
4,64 0,04 6,44 0,27 7,18 0,06 21,67 0,04
5,12 0,04 6,78 0,21 0,70 3,68 0,01 18,25 0,02
5,56 0,02 7,03 0,10 4,39 0,06 7,27 0,06
6,20 0,04 8,18 0,04 4,83 0,04 5,50 0,06
6,79 0,01 12,88 0,03 5,40 0,03 4,40 0,05
7,22 0,01 23,02 0,06 5,93 0,01 4,31 0,12

0,30 3,37 0,01 10,38 0,04 6,38 0,02 5,09 0,11
3,84 0,01 8,21 0,01 6,74 0,01 6,07 0,00
4,35 0,04 7,42 0,05 7,19 0,01 12,30 0,07
4,82 0,01 7,61 0,05 7,27 0,03 14,98 0,03
5,19 0,01 7,62 0,04

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagéo 4.6.

Fonte: Autor
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Tabela D.2 — Dados experimentais de solubilidade da amoxicilina (1) em misturas de etanol (2) + 4gua (3)
a temperatura T = 20 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, oH  upHy UM o upHy e UM
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)

0,00 3,00 0,04 8,26 0,03 0,30 5,61 0,00 6,51 0,11
3,74 0,05 7,17 0,04 6,44 0,01 7,48 0,26
4,58 0,08 6,55 0,06 6,64 0,03 8,16 0,17
5,00 0,01 6,57 0,02 7,13 0,00 11,98 0,16
5,61 0,01 6,31 0,03 7,70 0,01 29,28 0,03
6,09 0,01 6,90 0,05 0,50 3,27 0,02 19,55 0,16
7,09 0,01 8,96 0,07 3,89 0,04 9,37 0,16
7,52 0,01 11,98 0,12 4,39 0,01 7,36 0,06
7,71 0,01 16,60 0,15 4,72 0,01 6,90 0,07

0,10 2,29 0,03 15,00 0,04 5,29 0,01 6,60 0,15
2,81 0,08 7,03 0,12 5,60 0,01 6,68 0,08
3,24 0,03 5,84 0,06 6,26 0,00 7,12 0,08
3,82 0,03 5,55 0,07 6,83 0,04 9,73 0,06
4,33 0,01 5,44 0,03 7,48 0,01 20,78 0,13
4,61 0,01 5,39 0,10 0,70 3,62 0,01 20,76 0,09
5,20 0,06 5,49 0,03 3,72 0,09 14,23 0,20
5,46 0,01 5,54 0,05 4,03 0,02 8,56 0,06
5,73 0,01 5,65 0,06 4,64 0,01 5,66 0,06
6,76 0,00 7,28 0,08 5,18 0,01 4,50 0,07
7,45 0,02 16,25 0,03 5,63 0,02 3,89 0,02

0,30 3,24 0,03 9,62 0,12 6,17 0,02 4,20 0,12
3,64 0,01 7,37 0,11 6,52 0,01 4,58 0,10
4,16 0,01 6,39 0,11 7,18 0,00 7,29 0,01
4,63 0,02 6,34 0,18 7,74 0,01 16,58 0,11
5,16 0,01 6,36 0,15

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagdo 4.6.
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Tabela D.3 — Dados experimentais de solubilidade da amoxicilina (1) em misturas de etanol (2) + 4gua (3)
a temperatura T = 15 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, oH upHy UM w, o upHy e T
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)
0,00 2,78 0,01 9,06 0,10 0,30 5,64 0,04 4,69 0,17
2,86 0,03 7,70 0,15 6,26 0,01 5,07 0,04
3,58 0,01 5,39 0,08 6,76 0,01 5,34 0,12
4,06 0,02 5,01 0,09 7,28 0,01 8,58 0,13
4,57 0,03 5,01 0,11 7,53 0,03 14,50 0,17
5,82 0,01 5,02 0,04 0,50 3,23 0,01 20,20 0,07
6,66 0,00 5,19 0,07 3,48 0,02 11,43 0,20
7,30 0,01 6,65 0,13 3,85 0,08 8,14 0,14
7,67 0,01 7,65 0,14 4,45 0,03 5,54 0,10
7,87 0,00 12,68 0,06 4,73 0,09 5,29 0,11
8,03 0,03 17,50 0,23 5,15 0,01 5,14 0,17
0,10 2,52 0,01 6,85 0,17 5,85 0,03 4,98 0,06
2,87 0,03 5,38 0,07 6,27 0,01 5,40 0,15
3,34 0,01 4,63 0,05 6,57 0,01 5,61 0,06
4,08 0,01 4,54 0,14 7,06 0,01 7,88 0,08
4,65 0,02 4,56 0,22 7,47 0,01 13,89 0,10
5,09 0,01 4,78 0,13 0,70 3,44 0,06 26,44 0,15
5,97 0,00 4,67 0,09 3,78 0,01 10,32 0,05
6,57 0,00 5,47 0,11 4,04 0,08 7,06 0,05
7,00 0,04 7,29 0,22 4,15 0,02 5,38 0,05
7,50 0,01 13,93 0,19 4,78 0,01 4,00 0,06
0,30 2,66 0,04 13,98 0,17 5,25 0,02 3,24 0,08
3,02 0,04 8,35 0,03 5,80 0,01 3,44 0,14
3,30 0,01 5,99 0,14 6,48 0,01 3,48 0,11
4,10 0,00 4,98 0,06 6,87 0,01 4,54 0,02
4,43 0,01 4,84 0,10 7,44 0,01 8,91 0,13
5,03 0,01 4,78 0,04 7,59 0,01 10,42 0,03

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equacéo 4.6.

Fonte: Autor
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Tabela D.4 — Dados experimentais de solubilidade da amoxicilina (1) em misturas de etanol (2) + 4gua (3)
a temperatura T = 10 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, oH  upHy UM w, o upHy e UM
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)

0,00 3,42 0,01 6,98 0,14 0,30 6,74 0,01 4,49 0,03
3,81 0,01 5,94 0,05 7,20 0,01 6,08 0,02
4,59 0,04 518 0,12 7,44 0,05 8,58 0,13
4,96 0,02 4,85 0,17 7,89 0,01 17,46 0,26
5,62 0,01 4,74 0,06 0,50 3,07 0,04 26,02 0,06
6,38 0,01 5,28 0,05 3,49 0,01 14,94 0,10
7,03 0,01 5,81 0,16 4,04 0,03 6,77 0,21
7,48 0,01 6,48 0,10 4,45 0,09 4,70 0,22
7,70 0,01 8,27 0,05 571 0,07 4,02 0,05
8,07 0,01 12,31 0,04 6,25 0,05 4,19 0,20

0,10 2,62 0,01 4,31 0,03 6,59 0,01 4,46 0,10
3,12 0,05 3,98 0,09 7,26 0,06 6,63 0,05
3,83 0,01 3,85 0,10 7,48 0,01 7,82 0,06
4,33 0,01 4,03 0,05 7,61 0,06 8,69 0,04
4,80 0,08 3,89 0,07 7,87 0,01 15,91 0,06
5,43 0,01 3,99 0,13 0,70 3,28 0,05 26,21 0,06
6,05 0,02 3,83 0,04 3,80 0,01 11,36 0,07
6,63 0,01 4,62 0,02 4,31 0,01 5,46 0,19
7,43 0,01 7,76 0,14 4,56 0,01 4,96 0,18
7,63 0,01 11,59 0,18 5,54 0,03 2,90 0,14

0,30 2,53 0,06 26,83 0,05 5,92 0,01 2,67 0,06
3,21 0,05 7,72 0,20 6,25 0,01 2,60 0,13
3,79 0,01 4,99 0,17 6,96 0,01 3,17 0,14
4,90 0,01 4,25 0,17 7,41 0,07 4,82 0,06
5,24 0,01 4,46 0,01 7,75 0,01 14,75 0,10
5,61 0,08 4,45 0,14

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagéo 4.6.

Fonte: Autor
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Tabela D.5 — Dados experimentais de solubilidade da ampicilina (1) em misturas de etanol (2) + agua (3) a
temperatura T = 25 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, oH  upHy UM o upHy e UM
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)

0,00 3,06 0,01 34,16 0,59 0,30 3,26 0,01 29,78 0,15
3,62 0,03 24,34 0,16 3,39 0,01 25,45 0,15
4,00 0,01 21,65 0,04 3,76 0,01 20,73 0,23
4,27 0,04 19,27 0,02 4,36 0,05 17,67 0,15
4,69 0,06 17,36 0,08 4,83 0,01 17,04 0,15
5,58 0,02 16,19 0,08 5,32 0,06 17,81 0,09
6,06 0,02 16,75 0,14 5,71 0,01 18,48 0,13
6,84 0,01 19,06 0,05 6,23 0,01 20,87 0,13
7,27 0,01 26,42 0,06 6,79 0,02 29,68 0,06
7,44 0,02 39,47 0,15 7,17 0,01 47,60 0,18
0,10 3,11 0,04 28,32 0,08 0,50 3,40 0,04 49,68 0,34
3,31 0,01 26,54 0,05 3,93 0,01 26,48 0,14
3,41 0,01 25,26 0,22 4,35 0,01 20,71 0,08
3,63 0,04 24,52 0,07 4,35 0,01 20,39 0,10
3,70 0,01 24,24 0,04 4,81 0,01 17,79 0,13
3,90 0,01 23,87 0,05 5,17 0,08 17,69 0,16
4,11 0,04 23,02 0,06 5,74 0,01 17,98 0,13
4,23 0,01 23,06 0,05 6,45 0,01 23,75 0,17
4,44 0,01 22,80 0,05 6,79 0,02 31,17 0,12
4,67 0,02 19,01 0,16 7,24 0,01 76,39 0,15
5,02 0,06 16,59 0,08 0,70 3,29 0,02 108,33 0,19
5,32 0,01 15,12 0,07 3,66 0,05 55,26 0,12
5,53 0,01 14,81 0,15 4,15 0,01 23,41 0,11
5,56 0,01 14,43 0,10 4,82 0,01 13,78 0,14
6,12 0,01 14,75 0,06 5,55 0,02 10,90 0,11
6,44 0,01 17,52 0,16 6,11 0,01 11,35 0,04
6,79 0,01 20,59 0,07 6,65 0,01 14,57 0,20
7,03 0,01 25,85 0,12 6,86 0,02 17,27 0,05
7,08 0,01 29,72 0,07 7,05 0,01 20,46 0,08
7,45 0,01 75,04 0,28

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equacéo 4.6.
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Tabela D.6 — Dados experimentais de solubilidade da ampicilina (1) em misturas de etanol (2) + agua (3) a
temperatura T = 20 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, oH  upHy UM o upHy e UM
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)

0,00 3,15 0,01 27,17 0,01 0,10 6,75 0,01 15,64 0,12
3,27 0,01 22,64 0,11 6,83 0,01 15,72 0,20
3,85 0,01 16,09 0,13 7,21 0,01 22,64 0,20
4,20 0,02 15,96 0,11 0,30 3,30 0,01 24,42 0,23
4,76 0,10 16,67 0,07 3,61 0,02 19,66 0,03
4,79 0,04 15,81 0,22 4,23 0,05 16,35 0,18
4,81 0,04 16,15 0,07 4,91 0,02 15,77 0,05
5,44 0,01 14,38 0,15 5,85 0,02 16,30 0,19
5,53 0,01 14,32 0,18 6,45 0,01 17,24 0,14
5,96 0,04 14,27 0,09 7,00 0,04 21,49 0,26
6,14 0,01 14,12 0,13 7,14 0,02 23,59 0,06
6,56 0,01 15,14 0,12 7,22 0,03 26,14 0,13
6,95 0,04 16,92 0,14 0,5 3,48 0,03 36,93 0,17
7,16 0,01 19,32 0,20 3,96 0,01 22,75 0,12
7,19 0,01 20,07 0,10 4,54 0,01 17,03 0,09
7,40 0,02 23,58 0,11 5,05 0,02 15,73 0,03
7,53 0,01 26,00 0,26 5,19 0,08 15,75 0,09

0,1 2,95 0,01 27,90 0,26 571 0,02 15,98 0,15
2,97 0,01 25,19 0,22 6,17 0,01 17,60 0,17
3,50 0,02 18,10 0,11 6,70 0,01 22,42 0,17
4,06 0,01 14,95 0,05 7,13 0,01 34,92 0,14
4,51 0,04 13,97 0,15 0,70 3,57 0,01 58,41 0,13
4,54 0,01 13,89 0,10 3,90 0,01 28,47 0,18
4,55 0,03 13,76 0,20 4,31 0,01 16,22 0,02
5,24 0,04 11,83 0,06 4,65 0,01 13,22 0,07
5,41 0,01 11,45 0,12 5,24 0,01 9,99 0,12
5,74 0,01 11,99 0,17 5,563 0,06 9,90 0,08
5,97 0,04 12,29 0,09 6,12 0,02 10,40 0,09
5,98 0,03 12,29 0,09 6,75 0,01 13,39 0,07
6,35 0,01 13,09 0,09 7,15 0,01 18,66 0,15
6,53 0,01 13,97 0,15

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagdo 4.6.

Italla Medeiros Bezerra

Fonte: Autor

Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA
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Tabela D.7- Dados experimentais de solubilidade da ampicilina (1) em misturas de etanol (2) + agua (3) a
temperatura T = 15 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, oH  upHy UM o upHy e UM
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)
0,00 3,11 0,01 15,25 0,19 0,30 4,39 0,04 13,59 0,04
3,80 0,02 12,45 0,11 4,63 0,02 13,73 0,17
4,12 0,06 12,51 0,04 4,90 0,02 13,53 0,24
4,71 0,01 12,08 0,13 5,01 0,06 13,73 0,07
4,76 0,01 11,88 0,18 5,23 0,02 13,46 0,13
5,44 0,01 12,20 0,10 5,36 0,01 11,23 0,15
6,11 0,04 12,41 0,17 5,62 0,01 13,64 0,22
6,25 0,01 12,65 0,25 5,89 0,03 9,84 0,06
6,92 0,01 14,73 0,08 6,26 0,01 9,62 0,21
7,51 0,02 28,66 0,39 6,55 0,01 10,88 0,17
0,10 2,76 0,01 14,18 0,18 6,55 0,03 10,91 0,22
3,18 0,04 11,69 0,20 6,82 0,01 12,06 0,05
3,76 0,06 11,06 0,12 6,38 0,01 12,10 0,15
4,04 0,01 10,83 0,16 7,09 0,04 13,44 0,34
4,44 0,03 10,63 0,06 7,24 0,01 17,70 0,07
4,78 0,08 9,97 0,27 0,50 3,62 0,01 30,28 0,06
4,95 0,15 9,68 0,11 3,80 0,02 25,07 0,06
5,15 0,08 9,49 0,31 4,15 0,01 17,40 0,15
5,55 0,08 9,65 0,24 4,55 0,01 15,33 0,14
5,56 0,03 9,67 0,14 4,99 0,01 14,62 0,16
5,87 0,04 9,78 0,15 5,34 0,04 14,42 0,07
5,87 0,02 9,99 0,11 5,562 0,01 14,50 0,06
5,89 0,04 9,94 0,08 591 0,01 14,81 0,16
6,52 0,02 10,99 0,06 6,54 0,01 17,06 0,11
6,59 0,01 11,24 0,04 7,02 0,01 24,80 0,05
6,68 0,01 11,69 0,13 0,70 3,70 0,01 42,39 0,19
6,85 0,01 12,83 0,07 3,93 0,03 26,30 0,18
6,92 0,01 14,14 0,12 4,29 0,01 15,60 0,18
6,99 0,01 14,12 0,07 5,03 0,01 10,48 0,19
0,30 3,08 0,01 25,70 0,36 5,69 0,06 9,95 0,07
3,41 0,01 18,27 0,09 6,07 0,01 10,53 0,20
3,65 0,01 17,19 0,11 6,67 0,01 12,28 0,06
4,05 0,03 14,81 0,17 7,25 0,02 16,24 0,09
4,31 0,02 13,98 0,17

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagéo 4.6.

Italla Medeiros Bezerra

Fonte: Autor

Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA
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Tabela D.8 — Dados experimentais de solubilidade da ampicilina (1) em misturas de etanol (2) + agua (3) a
temperatura T = 10 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, oH  upHy UM o upHy e UM
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)
0,00 3,14 0,03 16,94 0,12 0,30 4,26 0,01 12,56 0,16
3,32 0,02 14,26 0,15 4,37 0,04 11,78 0,14
3,86 0,01 12,14 0,11 4,70 0,01 11,72 0,09
4,47 0,01 11,92 0,27 4,75 0,05 11,38 0,02
4,87 0,01 11,42 0,19 5,17 0,11 11,23 0,18
5,17 0,04 11,65 0,14 5,48 0,08 10,85 0,19
6,03 0,02 11,69 0,16 5,96 0,01 7,60 0,10
6,26 0,13 11,47 0,16 6,01 0,04 7,52 0,12
6,48 0,01 11,97 0,07 6,11 0,07 7,59 0,07
6,78 0,05 12,12 0,12 6,43 0,01 7,07 0,08
7,08 0,01 12,98 0,12 6,60 0,01 6,96 0,15
7,40 0,01 14,91 0,05 7,04 0,01 8,60 0,11
7,56 0,03 17,09 0,19 7,27 0,04 10,06 0,01
0,10 2,47 0,04 14,31 0,11 0,50 3,50 0,01 32,70 0,22
2,70 0,01 11,97 0,18 3,99 0,05 20,28 0,06
2,73 0,06 11,79 0,17 4,34 0,01 16,09 0,04
3,25 0,01 9,90 0,17 4,73 0,04 13,65 0,16
3,35 0,02 9,56 0,00 5,35 0,06 13,46 0,07
3,46 0,03 9,40 0,21 5,72 0,03 13,37 0,10
3,96 0,06 8,86 0,20 6,07 0,02 13,83 0,11
4,60 0,01 8,69 0,08 6,69 0,01 16,40 0,15
4,88 0,04 8,69 0,20 7,14 0,02 22,92 0,09
5,49 0,13 8,63 0,27 0,70 3,43 0,01 54,39 0,22
6,14 0,07 8,69 0,19 3,96 0,01 25,68 0,16
6,64 0,01 9,41 0,11 4,30 0,01 16,43 0,07
7,07 0,01 11,70 0,10 4,64 0,01 12,40 0,03
7,28 0,01 14,49 0,19 5,02 0,01 10,69 0,12
0,30 3,39 0,01 16,30 0,15 5,64 0,04 9,74 0,06
3,55 0,01 15,24 0,05 6,06 0,06 9,70 0,20
3,87 0,01 12,92 0,11 6,55 0,02 11,05 0,09
3,89 0,01 12,84 0,29 7,12 0,04 14,01 0,13

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagdo 4.6.

Italla Medeiros Bezerra

Fonte: Autor

Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA
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Tabela D.9 — Dados experimentais de solubilidade da hidroxifenilglicina (1) em misturas de etanol (2) +
agua (3) a temperatura T = 25 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, oH  upHy UM o upHy e UM
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)

0,00 3,14 0,02 122,27 0,18 0,50 2,97 0,01 58,36 0,18
3,47 0,02 117,33 0,12 3,25 0,01 47,12 0,13

4,44 0,01 113,85 0,13 3,78 0,01 36,95 0,19

5,06 0,03 113,56 0,65 4,74 0,02 34,69 0,23

6,14 0,03 114,28 0,23 5,61 0,09 34,56 0,22

6,78 0,04 116,11 0,78 5,97 0,02 34,84 0,24

7,76 0,01 127,34 0,35 6,35 0,07 35,25 0,25

0,10 3,05 0,01 88,48 0,50 6,73 0,02 35,29 0,13
3,86 0,01 86,68 0,36 6,99 0,01 35,55 0,20

4,72 0,03 85,62 0,67 7,39 0,07 36,20 0,14

5,77 0,03 87,92 0,25 8,12 0,01 39,04 0,01

6,71 0,03 89,35 0,24 0,70 3,42 0,01 25,33 0,22

7,62 0,02 97,47 0,07 3,96 0,01 16,89 0,06

0,30 2,92 0,01 70,23 0,41 4,26 0,01 15,46 0,07
3,99 0,03 58,84 0,25 4,72 0,01 15,07 0,12

5,02 0,08 57,23 0,05 5,15 0,02 14,91 0,19

5,80 0,06 56,96 0,75 5,80 0,01 14,69 0,10

6,36 0,04 58,52 0,31 6,32 0,08 14,59 0,24

6,77 0,01 59,35 0,01 6,86 0,01 14,82 0,11

7,25 0,01 62,37 0,11 7,31 0,01 14,83 0,27

7,81 0,02 66,62 0,34 7,85 0,13 15,53 0,22

8,23 0,01 17,56 0,24

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagéo 4.6.

Italla Medeiros Bezerra

Fonte: Autor

Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA
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Tabela D.10 — Dados experimentais de solubilidade da hidroxifenilglicina (1) em misturas de etanol (2) +
agua (3) a temperatura T = 20 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, pH upmy o UMW pH uHy T M
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)
0,00 2,98 0,01 120,75 0,10 0,30 5,92 0,14 51,21 0,42
3,65 0,01 111,07 0,26 6,60 0,04 51,33 0,10
4,13 0,03 109,00 0,43 6,99 0,04 51,69 0,18
4,93 0,03 108,34 0,08 7,99 0,01 53,50 0,26
5,62 0,04 108,20 0,39 0,50 3,21 0,05 40,14 0,29
6,52 0,03 108,21 0,09 3,81 0,06 33,44 0,21
7,14 0,01 108,75 0,76 4,76 0,01 30,67 0,40
7,89 0,01 119,34 0,29 5,96 0,02 29,51 0,42
0,10 2,88 0,01 85,66 0,10 6,80 0,01 29,55 0,17
4,13 0,04 79,51 0,07 7,15 0,02 29,84 0,61
4,76 0,04 79,62 0,22 7,83 0,01 31,43 0,08
5,36 0,03 79,40 0,45 0,70 3,26 0,01 36,20 0,13
6,59 0,04 79,94 0,56 4,06 0,03 15,90 0,26
6,99 0,05 81,04 0,53 4,88 0,01 13,47 0,28
7,37 0,04 84,36 0,18 5,79 0,04 13,36 0,27
7,50 0,01 86,31 0,71 6,12 0,16 13,45 0,01
0,30 3,30 0,04 59,31 0,45 6,98 0,06 13,73 0,22
4,31 0,10 52,34 0,47 7,39 0,01 13,90 0,08
5,16 0,08 51,38 0,13 7,76 0,01 13,38 0,15

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagdo 4.6.

Italla Medeiros Bezerra

Fonte: Autor

Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA
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Tabela D.11 — Dados experimentais de solubilidade da hidroxifenilglicina (1) em misturas de etanol (2) +
agua (3) a temperatura T = 15 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, pH upm o UMW pH uHy T M
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)
0,00 2,92 0,03 119,17 0,35 0,50 2,55 0,01 93,19 0,14
3,61 0,06 108,61 0,64 2,84 0,07 58,37 0,37
4,70 0,04 102,37 0,59 2,95 0,11 49,60 0,32
5,91 0,08 101,47 0,78 3,70 0,03 33,43 0,03
6,87 0,02 102,57 0,33 4,94 0,01 27,84 0,08
7,76 0,02 107,13 0,76 5,48 0,01 27,23 0,42
0,10 2,69 0,04 83,67 0,19 6,16 0,10 28,26 0,33
3,64 0,06 74,04 0,49 6,84 0,01 28,62 0,3
4,65 0,10 73,15 0,54 7,56 0,01 30,85 0,33
5,57 0,10 72,90 0,70 0,70 2,85 0,04 33,61 0,19
6,33 0,04 73,32 0,65 3,83 0,01 15,86 0,15
7,43 0,01 74,40 0,68 4,86 0,01 12,19 0,11
0,30 2,72 0,11 62,52 0,49 577 0,01 12,25 0,04
3,66 0,11 44,47 0,06 6,54 0,03 11,51 0,22
5,01 0,11 42,96 0,26 7,63 0,04 12,11 0,09
5,75 0,01 42,54 0,46
6,54 0,03 42,37 0,33
7,53 0,01 43,98 0,28

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagéo 4.6.

Italla Medeiros Bezerra

Fonte: Autor

Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA
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Tabela D.12 — Dados experimentais de solubilidade da hidroxifenilglicina (1) em misturas de etanol (2) +
agua (3) a temperatura T = 10 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, pH upH o MM oH uHy M)
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)

0,00 3,10 0,01 109,69 0,50 0,30 7,07 0,06 41,75 0,42

3,97 0,02 99,51 0,59 7,74 0,07 43,19 0,19

5,01 0,03 97,93 0,07 8,15 0,07 45,42 0,44

5,70 0,06 98,14 0,51 0,50 2,92 0,01 48,66 0,79

6,62 0,05 98,16 0,75 3,22 0,01 37,36 0,13

7,73 0,11 103,54 0,29 3,56 0,11 30,70 0,06

0,10 2,72 0,06 78,90 0,26 4,41 0,01 24,93 0,34

3,42 0,06 68,58 0,14 541 0,01 24,41 0,60

4,67 0,01 65,48 0,14 6,34 0,08 24,38 0,39

5,53 0,01 65,18 0,01 7,04 0,08 25,07 0,08

6,57 0,01 65,99 0,47 7,79 0,01 25,82 0,28

7,42 0,03 68,33 0,46 0,70 3,40 0,01 22,20 0,17

0,30 3,38 0,01 48,56 0,08 3,85 0,01 17,03 0,13

3,76 0,00 44,35 0,18 4,74 0,02 12,76 0,03

4,81 0,01 41,53 0,47 5,67 0,07 12,30 0,13

6,06 0,20 41,47 0,58 6,56 0,06 11,83 0,07

6,74 0,08 41,01 0,31 7,79 0,11 11,94 0,28

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagéo 4.6.

Italla Medeiros Bezerra

Fonte: Autor

Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA
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Tabela D.13 — Dados experimentais de solubilidade da fenilglicina (1) em misturas de etanol (2) + 4gua (3)
a temperatura T = 25 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, pH upH o MM oH uHy M)
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)

0,00 3,07 0,02 33,72 0,08 0,30 5,95 0,04 13,67 0,16
3,52 0,01 32,59 0,08 6,46 0,01 13,68 0,04
4,22 0,01 32,14 0,04 6,80 0,04 13,70 0,09
4,52 0,01 31,95 0,12 7,11 0,01 13,87 0,07
5,04 0,04 31,82 0,08 7,64 0,08 14,62 0,16
5,61 0,01 31,80 0,08 0,50 2,90 0,01 16,25 0,13
6,05 0,01 31,79 0,14 3,32 0,01 12,35 0,10
6,49 0,01 32,02 0,02 3,86 0,01 11,05 0,09
7,00 0,02 32,27 0,05 4,27 0,01 10,88 0,04
7,39 0,01 32,88 0,12 4,71 0,01 10,57 0,04
7,94 0,01 34,05 0,06 513 0,04 10,48 0,08

0,10 2,78 0,01 23,57 0,08 5,69 0,06 10,28 0,08
3,35 0,01 22,96 0,20 6,32 0,08 10,41 0,05
3,78 0,01 22,84 0,10 6,85 0,01 10,49 0,14
4,22 0,01 22,79 0,04 7,24 0,01 10,72 0,09
4,66 0,01 22,83 0,08 7,68 0,01 11,07 0,11
5,25 0,01 22,86 0,02 0,70 3,05 0,01 12,31 0,09
5,54 0,03 22,86 0,13 3,45 0,01 7,62 0,06
6,18 0,02 22,87 0,04 3,93 0,01 6,11 0,04
6,59 0,02 23,00 0,08 4,47 0,02 5,56 0,04
7,00 0,01 23,31 0,10 4,77 0,02 5,27 0,01
7,57 0,01 24,69 0,03 541 0,01 5,20 0,06

0,30 2,91 0,01 15,97 0,12 6,04 0,08 5,23 0,01
3,32 0,01 14,51 0,16 6,89 0,03 5,24 0,07
3,85 0,01 13,87 0,11 7,09 0,02 5,27 0,05
4,38 0,01 13,76 0,10 7,40 0,01 5,26 0,03
4,65 0,13 13,70 0,07 7,92 0,04 5,20 0,02
5,32 0,05 13,68 0,07

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagéo 4.6.

Italla Medeiros Bezerra

Fonte: Autor

Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA
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Tabela D.14 — Dados experimentais de solubilidade da fenilglicina (1) em misturas de etanol (2) + 4gua (3)
a temperatura T = 20 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, pH upH o MM oH uHy M)
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)

0,00 3,20 0,01 31,08 0,09 0,30 5,91 0,08 12,08 0,09
3,66 0,01 30,31 0,04 6,56 0,02 12,11 0,13
4,06 0,01 30,08 0,18 6,80 0,01 12,15 0,13
4,48 0,01 29,94 0,02 7,21 0,01 12,19 0,08
5,04 0,04 29,87 0,06 7,73 0,01 12,43 0,06
5,61 0,01 29,82 0,13 0,50 3,10 0,01 12,45 0,05
6,28 0,03 29,84 0,17 3,51 0,01 10,41 0,07
6,71 0,09 29,85 0,04 4,02 0,01 9,64 0,04
7,09 0,04 29,92 0,01 4,39 0,01 9,37 0,05
7,61 0,01 30,50 0,18 4,76 0,06 9,21 0,16
8,18 0,01 32,25 0,20 5,01 0,09 9,17 0,23

0,10 2,70 0,01 22,76 0,12 5,25 0,01 9,15 0,02
3,21 0,01 21,65 0,05 5,88 0,11 9,19 0,08
3,67 0,01 21,06 0,21 6,25 0,08 9,16 0,08
4,22 0,01 20,99 0,07 6,79 0,05 9,15 0,12
4,73 0,01 20,86 0,19 7,35 0,02 9,31 0,05
5,48 0,03 20,86 0,10 7,75 0,04 9,68 0,11
5,90 0,01 20,79 0,07 0,70 3,09 0,01 10,46 0,08
6,54 0,03 20,96 0,15 3,50 0,02 7,13 0,07
7,16 0,01 21,18 0,08 3,78 0,02 5,70 0,05
7,68 0,01 22,49 0,16 4,42 0,01 4,66 0,08

0,30 2,94 0,01 14,44 0,19 4,91 0,01 4,48 0,04
3,35 0,01 13,13 0,27 5,37 0,15 4,35 0,03
3,38 0,01 12,86 0,18 5,98 0,08 4,33 0,02
3,91 0,02 12,37 0,15 6,44 0,01 4,49 0,02
4,47 0,01 12,27 0,01 6,70 0,05 4,40 0,02
4,69 0,03 12,16 0,23 7,34 0,08 4,56 0,03
5,28 0,13 12,06 0,12 7,87 0,01 4,72 0,01
5,60 0,05 12,08 0,12

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equacéo 4.6.

Italla Medeiros Bezerra

Fonte: Autor

Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA
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Tabela D.15 — Dados experimentais de solubilidade da fenilglicina (1) em misturas de etanol (2) + 4gua (3)
a temperatura T = 15 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, pH upH o MM oH uHy M)
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)
0,00 311 0,01 29,10 0,28 0,30 5,99 0,04 10,39 0,11
3,48 0,01 28,13 0,06 6,37 0,01 10,41 0,09
3,93 0,01 27,40 0,12 6,92 0,01 10,43 0,20
4,44 0,01 27,06 0,18 7,38 0,01 10,52 0,05
4,98 0,07 26,91 0,10 7,63 0,01 10,66 0,18
5,55 0,03 26,77 0,08 0,50 2,94 0,01 11,62 0,03
5,98 0,04 26,84 0,08 3,31 0,01 9,46 0,03
6,48 0,01 26,88 0,16 3,83 0,01 8,25 0,23
6,81 0,01 27,04 0,15 4,27 0,01 7,71 0,05
7,48 0,02 27,50 0,06 4,79 0,01 7,56 0,01
7,91 0,01 28,20 0,11 5,10 0,01 7,54 0,18
0,10 2,67 0,01 20,62 0,15 5,89 0,02 7,48 0,05
3,19 0,01 19,07 0,18 6,14 0,01 7,54 0,07
3,53 0,01 18,65 0,06 6,67 0,06 7,58 0,15
4,10 0,01 18,25 0,04 7,20 0,01 7,65 0,03
4,62 0,01 18,11 0,10 7,54 0,01 7,69 0,13
5,35 0,01 18,12 0,07 0,70 2,98 0,01 9,37 0,05
5,80 0,05 18,13 0,10 3,35 0,01 6,50 0,08
6,51 0,04 18,18 0,10 3,85 0,01 4,92 0,08
7,08 0,01 18,55 0,19 4,37 0,02 4,68 0,15
7,48 0,04 18,99 0,07 4,75 0,01 4,46 0,06
0,30 2,85 0,01 12,98 0,01 5,16 0,03 4,35 0,21
3,21 0,01 11,48 0,08 5,75 0,07 4,22 0,11
3,66 0,01 10,56 0,12 6,30 0,06 4,20 0,07
4,36 0,01 10,43 0,09 6,39 0,07 4,20 0,11
4,77 0,01 10,39 0,07 7,53 0,05 4,18 0,08
5,33 0,01 10,41 0,07 7,93 0,06 4,33 0,12

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagdo 4.6.
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Tabela D.16 — Dados experimentais de solubilidade da fenilglicina (1) em misturas de etanol (2) + 4gua (3)
a temperatura T = 10 °C e pressdo atmosférica p = 0,1013 MPa

w, pH upH o MM oH uHy M)
(mmolal) (mmolal) (mmolal) (mmolal)

0,00 2,80 0,02 28,98 0,16 0,30 4,97 0,01 8,59 0,04
3,29 0,01 27,58 0,04 577 0,02 8,60 0,05
3,77 0,03 26,81 0,09 6,35 0,12 8,61 0,08
4,48 0,01 26,15 0,01 7,08 0,08 8,60 0,07
5,06 0,06 26,00 0,21 7,50 0,01 8,75 0,10
5,94 0,06 26,13 0,03 0,50 2,93 0,01 10,52 0,05
6,31 0,11 26,23 0,05 3,32 0,02 8,46 0,02
7,21 0,10 26,39 0,06 3,72 0,01 7,24 0,16
7,45 0,04 26,61 0,01 4,19 0,01 6,89 0,20
8,17 0,02 27,77 0,05 4,58 0,03 6,79 0,18

0,10 2,60 0,04 19,59 0,12 514 0,01 6,75 0,01
3,22 0,02 17,78 0,06 5,86 0,02 6,70 0,04
3,73 0,01 17,46 0,08 6,52 0,06 6,64 0,10
4,23 0,01 17,35 0,04 7,16 0,04 6,69 0,13
4,69 0,01 17,36 0,09 7,97 0,06 6,86 0,03
5,19 0,01 17,30 0,14 0,70 3,10 0,01 8,08 0,05
5,53 0,06 17,34 0,05 3,42 0,01 5,83 0,05
6,12 0,06 17,38 0,08 3,96 0,01 4,22 0,11
6,51 0,07 17,57 0,22 4,40 0,04 3,79 0,12
7,00 0,05 17,61 0,05 4,68 0,01 3,71 0,06
7,54 0,01 18,11 0,09 5,27 0,01 3,72 0,03

0,30 2,94 0,01 10,86 0,14 5,81 0,09 3,72 0,10
3,30 0,01 9,79 0,06 6,24 0,01 3,65 0,07
3,74 0,01 9,13 0,11 6,79 0,01 3,82 0,10
4,45 0,03 8,71 0,05 7,30 0,01 3,73 0,03
4,73 0,13 8,63 0,18 8,07 0,03 3,79 0,15
4,73 0,03 8,66 0,06

W, = fragdo massica de etanol em agua livre de soluto; u = incerteza experimental definida pela Equagdo 4.6.
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APENDICE E — CORRELACAO DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS DE

SOLUBILIDADE

Figura E.1 — Curvas de solubilidade da amoxicilina a 25 °C, em fun¢do do pH e diferentes composicdes de
etanol: (a) 0,0; (b) 0,10; (c) 0,30; (d) 0,50; (e) 0,70
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APENDICE E — CORRELACAO DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS DE SOLUBILIDADE

Figura E.2 — Curvas de solubilidade da amoxicilina a 20 °C, em func¢do do pH e diferentes composicdes de

etanol: (a) 0,0; (b) 0,10; (c) 0,30; (d) 0,50; (e) 0,70
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Figura E.3 — Curvas de solubilidade da amoxicilina a 15 °C, em func¢do do pH e diferentes composicdes de

etanol: (a) 0,0; (b) 0,10; (c) 0,30; (d) 0,50; (e) 0,70
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etanol: (a) 0,0; (b) 0,10; (c) 0,30; (d) 0,50; (e) 0,70
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Figura E.4 — Curvas de solubilidade da amoxicilina a 10 °C, em func¢do do pH e diferentes composicdes de
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APENDICE E — CORRELACAO DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS DE SOLUBILIDADE

Figura E.5 — Curvas de solubilidade da ampicilina a 25 °C, em funcéo do pH e diferentes composicGes de
etanol: (a) 0,0; (b) 0,10; (c) 0,30; (d) 0,50; (e) 0,70
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APENDICE E — CORRELACAO DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS DE SOLUBILIDADE

Figura E.6 — Curvas de solubilidade da ampicilina a 20 °C, em funcéo do pH e diferentes composic6es de
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Figura E.7 — Curvas de solubilidade da ampicilina a 15 °C, em funcéo do pH e diferentes composic6es de
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APENDICE E — CORRELACAO DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS DE SOLUBILIDADE

Figura E.8 — Curvas de solubilidade da ampicilina a 10 °C, em funcéo do pH e diferentes composic6es de

etanol: (a) 0,0; (b) 0,10; (c) 0,30; (d) 0,50; (e) 0,70
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Figura E.9 — Curvas de solubilidade da hidroxifenilglicina a 25 °C, em func¢éo do pH e diferentes

composicdes de etanol: (a) 0,0; (b) 0,10; (c) 0,30; (d) 0,50; (e) 0,70
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APENDICE E — CORRELACAO DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS DE SOLUBILIDADE

Figura E.10 — Curvas de solubilidade da hidroxifenilglicina a 20 °C, em funcao do pH e diferentes

composicdes de etanol: (a) 0,0; (b) 0,10; (c) 0,30; (d) 0,50; (e) 0,70
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APENDICE E — CORRELACAO DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS DE SOLUBILIDADE

Figura E.11 — Curvas de solubilidade da hidroxifenilglicina a 15 °C, em funcao do pH e diferentes

composicdes de etanol: (a) 0,0; (b) 0,10; (c) 0,30; (d) 0,50; (e) 0,70
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APENDICE E — CORRELACAO DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS DE SOLUBILIDADE

Figura E.12 — Curvas de solubilidade da hidroxifenilglicina a 10 °C, em funcéo do pH e diferentes

composicdes de etanol: (a) 0,0; (b) 0,10; (c) 0,30; (d) 0,50; (e) 0,70
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APENDICE E — CORRELACAO DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS DE SOLUBILIDADE

Figura E.13 — Curvas de solubilidade da fenilglicina a 25 °C, em funcao do pH e diferentes composi¢des de
etanol: (a) 0,0; (b) 0,10; (c) 0,30; (d) 0,50; (e) 0,70
40

50
=40 - =30
o] o]
o o
€ S
£ S
€30 - €20 -
a b
10 T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9
pH
20
15 -
) )
£ £
£ élo -
g £
10 - 5
c |1 d
5 T T T T T T O T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9 2 3 4 5 6 7 8 9
pH pH
20
15 -
=)
S O Experimental
e 10 - .
3 Modelo ideal
€ - = = -Modelo ndo ideal
5 i
e
0 T T T T T T T

Fonte: Autor.

Italla Medeiros Bezerra Tese de Doutorado — PPEQ — UFBA



APENDICE E — CORRELACAO DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS DE SOLUBILIDADE

148

Figura E.14 — Curvas de solubilidade da fenilglicina a 20 °C, em funcao do pH e diferentes composi¢des de
etanol: (a) 0,0; (b) 0,10; (c) 0,30; (d) 0,50; (e) 0,70
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APENDICE E — CORRELACAO DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS DE SOLUBILIDADE

Figura E.15 — Curvas de solubilidade da fenilglicina a 15 °C, em funcao do pH e diferentes composi¢des de
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Figura E.16 — Curvas de solubilidade da fenilglicina a 10 °C, em funcao do pH e diferentes composi¢des de
etanol: (a) 0,0; (b) 0,10; (c) 0,30; (d) 0,50; (e) 0,70
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