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CHIRAL CHROMATOGRAPHIC SEPARATION OF ANESTHETICS FROM DILUTE AND CONCENTRATED SOLUTIONS
UNDER PREPARATIVE SCALE. In this work the separation of the chiral anesthetic compounds ketamine and bupivacaine was
development using two chiral stationary phases (CSP). Ketamine enantiomers were well separate in the polysaccharide-based CSP
(microcrystalline cellulose triacetate — MCTA) while bupivacaine in the tartardiamide-based CSP (Kromasil CHI-TBB). In both
cases, the effect of temperature was investigated under analytical conditions. An improvement in the separation performance with

temperature was observed. Thermodynamic parameters were evaluated by the van’t Hoff plot. We concluded that enthalpic effects

controlled the retention in these chiral columns. The enantiomers of ketamine and bupivacaine were separated under overloaded

conditions with a good performance.
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INTRODUCAO

A separagdo de isomeros 6pticos € importante para o desenvolvi-
mento e a manufatura de numerosos terapéuticos. No intuito de con-
ferir a composicao dos farmacos, bem como estudos farmacocinéticos
e clinicos mais elaborados, a habilidade para obter quantidades destes
isdmeros Opticos separadamente tornou-se de essencial importincia.
Muitos farmacos sdo administrados como uma mistura racémica. No
organismo, a maioria dos enantidmeros se comporta como duas enti-
dades diferentes; processos controlados pela estereosseletividade, tais
como absor¢do do farmaco, distribui¢do, metabolismo e eliminacéo,
podem diferir substancialmente entre os enantidmeros.'

Como exemplo cldssico da importancia da quiralidade na inddstria
farmacéutica, podemos citar o caso da talidomida. Na década de 60,
a talidomida foi comercializada na sua forma racémica como um
sedativo, para aliviar nduseas matinais em gestantes. Esse medica-
mento foi retirado do mercado apds ter sido constatado apresentar
sérios efeitos colaterais. Estudos posteriores confirmaram que apenas
0 R-enantidmero possui a atividade sedativa desejada, enquanto que o
S-enantidmero apresenta propriedades teratogénicas, levando a defor-
magdes congénitas em fetos, quando administrado em gestantes.”

Durante a tltima década, houve grande interesse quanto a obten-
¢do de enantidmeros em sua forma opticamente pura, devido a razdes
cientificas e econdmicas, sendo a industria farmacéutica a principal
interessada.’ Entre 1992 e 2000, o mercado mundial para compostos
quimicos opticamente puros aumentou de US$ 30 bilhdes para uma
estimativa de US$ 100 bilhdes, com quase duas dizias de companhias
que se especializaram em separagdes quirais.*

Em 2002, a venda mundial de medicamentos contendo um tinico
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enantiomero ultrapassou os US$ 159 bilhdes, sendo que as duas
drogas mais vendidas nesse mesmo ano, o Liptor e Zocor, renderam
juntas US$ 14 bilhdes.’ Rekoske* relatou que entre as 500 drogas
mais vendidas no mundo, 269 ji estavam sendo comercializadas
como um unico enantidmero.

A cromatografia € um processo de separaco baseado no equilibrio de
distribui¢do dos componentes entre duas diferentes fases: a estaciondria e
amovel. O transporte seletivo € o resultado da tendéncia do sistema para
evoluir a um estado de equilibrio que € caracterizado pela igualdade dos
potenciais quimicos de cada componente nestas duas fases.’

Cromatografia preparativa em fase estaciondria quiral € hoje
considerada a técnica mais geral e eficiente para a obtencdo de
enantiomeros com elevado grau de pureza Optica e tem sido uma
ferramenta importante na pesquisa farmacéutica e nas fases iniciais
do desenvolvimento de novas drogas.®

Atualmente, grande parte das separagdes enantioméricas em
escalas preparativas e semipreparativas tém sido executadas em fase
estaciondria quiral (FEQ) baseadas em polissacarideos, tais como
celulose e amilose. O primeiro derivado de celulose utilizado para
esta finalidade foi o triacetato de celulose microcristalina (MCTA).
Embora o MCTA possua uma alta capacidade de discriminagio quiral,
esta FEQ apresenta limitagdes com relacdo as suas caracteristicas
mecanicas, o que tem limitado sua utilizacdo em larga escala. No
entanto, estudos recentes t€ém demonstrado sua eficicia na separa-
¢do de alguns compostos quirais, o qual tem sido satisfatoriamente
empregado.®!" Assim como em cromatografia analitica quiral, a
celulose tris(3,5-dimetilfenil carbamato) (Chiracel OD) e a amilose
tris(3,5-dimetilfenil carbamato) (Chiralpak AD) t€ém sido as FEQs
mais utilizadas em escala preparativa. A capacidade de saturagdo
deste tipo de FEQ foi reconhecida por ser um importante recurso na
obtencio de elevados valores de produtividade variando desde 10 até
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1.500 g de racemato por quilograma de FEQ por dia.'>!* A Tabela
1 apresenta algumas FEQ baseadas em polissacarideos atualmente
mais utilizadas em cromatografia preparativa.

Tabela 1. Fases estaciondrias quirais baseadas em polissacarideos
atualmente mais utilizados para separagdes em escala preparativa.
Adaptada da ref. 13

Nome Nome comercial
Triacetato de celulose microcristalina MCTA
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose Chiralcel OD
Tris(4-metilbenzoato) de celulose Chiralcel OJ
Tribenzoato de celulose Chiralcel OB
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose Chiralpak AD
Tris[(S)-feniletilcarbamato] de amilose Chiralpak AS

Diversas outras FEQ t&€m sido utilizadas com sucesso para separa-
¢do de enantidmeros em escala preparativa ou semipreparativa. Essas
incluem as fases baseadas em dialil-L-tartardiamida com ligacdes
cruzadas (Kromasil CHI-DMB e Kromasil CHI-TBB)!4?? ¢ as fases
baseadas em ciclodextrinas.?*?* Embora ainda tenham sido pouco es-
tudadas, as FEQ baseadas em dialil-L-tartardiamida tém apresentado,
além de uma boa capacidade de saturagdo, um elevado nimero de
pratos tedricos quando comparados com outras fases.®

A cetamina (Figura 1Sa — Material Suplementar), [cloridrato de
DL-2-(O-clorofenil)-2-(metilamino) ciclo-hexano], € um anestésico
local produzida sob a forma de racemato.” A utilizagéo da cetamina
sob a forma de mistura racémica provoca sérios efeitos colaterais,
além das formas enantioméricas apresentarem poténcias distintas
entre os enantidmeros. S-cetamina € cerca de quatro vezes mais po-
tente em analgesia que a R-cetamina.?® Os efeitos da cetamina sobre
o0 sistema nervoso central estdo intimamente relacionados com a sua
potente a¢do analgésica e com sua propensao a producio de sonhos e
alucinagdes,” sendo que estes efeitos colaterais sdo atribuidos ao is6-
mero R quando a droga é administrada sob a forma de racemato.?®

A bupivacaina (Figura 1Sb), [(£)-1-butil-N-(2,6-dimetilfenil)-
2-piperidinacarboxamidal], a qual também ¢ um anestésico local
produzido sob a forma de racemato, tem sido comercializada sob
a forma de uma mistura ou na propor¢do 75% S-(—)-bupivacaina e
25% R(+)bupivacaina. A bupivacaina tem sido amplamente utilizada
em anestesia peridural para procedimentos de longa duragdo, propor-
cionando excelente anestesia sensitiva. Ambos os enantidmeros sdo
ativos, mas o isdmero levogiro S-(—)-bupivacaina produz uma maior
duracdo do bloqueio neural, bem como uma menor tendéncia para
toxicidade no SNC e cardiovascular.?*3?

Diante dessa exposicao, o objetivo desse trabalho foi avaliar dois
diferentes tipos de FEQ (MCTA e Kromasil CHI-TBB) na separacéo
dos anestésicos cetamina e bupivacaina em escala semipreparativa. A
escolha da fase mével adequada, os efeitos da vazao e da temperatura
também foram estudados. Os resultados obtidos foram tteis para o
entendimento do processo de reconhecimento quiral e também para
o projeto de condicdes de operagdo para a transposicdo de escalas.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e equipamentos

A cetamina e a bupivacaina utilizadas neste trabalho foram gen-
tilmente fornecidas pela Cristalia Industrias Farmacgéuticas (Itapira,

SP). O composto inerte tri-terc-butilbenzeno (TTBB) foi adquirido
da Sigma-Aldrich (USA).
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O MCTA (Figura 2S) foi adquirido da empresa Macherey-Nagel
(USA) e apresenta uma distribuicdo do tamanho de particulas entre
15 e 25 ym (diametro médio de 22 um). O MCTA foi empacotado em
uma coluna de aco inoxidavel (20 x 0,77 cm D.I.) usando o método
descendente, utilizando metanol como impulsionador. Anteriormente
ao empacotamento, o MCTA foi ativado pelo aquecimento em sus-
pensdo contendo etanol por cerca de 30 min. Apés aquecimento e
decantagdo, a suspensdo foi tratada em um banho ultrasdnico Cole
Parmer 8892 por 5 min a temperatura ambiente, de acordo com o
apresentado por Seidel-Morgenstern e Guiochon.™

A coluna cromatogréfica empacotada com a FEQ O,0’-bis[4-
terc-butil-benzoil]-N,N’-dialil-L-tartardiamida covalentemente
imobilizada a silica Kromasil por ligacdes cruzadas, comercialmente
conhecida como Kromasil CHI-TBB, foi gentilmente cedida pela
Eka Chemicals (Suécia). A coluna quiral de aco inoxiddvel (25 x
1 cm D.I) foi empacotada com a FEQ com tamanho de particulas
de 16 um de didmetro e com 100 A (10 nm) de difmetro interno
de poro. Essa fase estaciondria € obtida a partir do precursor N,N’-
dialil-L-tartadiamida (DATD) pela derivatizagio de grupos hidroxilas
e posterior imobilizagdo em silica (Figura 3S). A imobiliza¢do em
um polimero multifuncional fornece a FEQ uma maior eficiéncia da
coluna e uma maior capacidade de saturagdo.

Etanol, n-hexano, 2-propanol (grau CLAE) foram adquiridos da
J. T. Baker (USA). O 4cido acético e trietilamina (grau P.A.) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (USA). Tanto as solucdes quanto as
fases moveis foram previamente filtradas em sistema de filtragdo
Millipore (membranas 0,45 um) e desgaseificadas em banho ultra-
sonico da Cole Parmer 8892, simultaneamente.

Os experimentos cromatograficos foram realizados em um sis-
tema de CLAE equipado com duas bombas Waters modelo 1525,
detector UV/Vis Waters modelo 2487, controlador de temperatura e
sistema de aquisicao de dados computadorizado. Para os experimentos
realizados a temperaturas inferiores a 30 °C utilizou-se um banho
termostdtico Neslab RTE 110.

Experimentos

Experimentos baseados na resposta de cada coluna a pulsos de
concentracio de cada enantidmero foram realizados a diferentes va-
zdes e temperaturas. Para experimentos realizados com a coluna de
MCTA foram utilizadas vazao de 1,0 mL/min em temperaturas de 10
a 50 °C. Para experimentos com a coluna Kromasil CHI-TBB foram
realizados experimentos com vazdo de 3,0 mL/min em temperaturas
de 25 a 45 °C. Temperaturas inferiores ndo foram utilizadas devido
ao elevado tempo de retencio. Temperaturas superiores a de 45 °C
ndo foram utilizadas devido a limita¢des reportadas pelo fabricante
das colunas. Amostras diluidas (20 uL a 0,5 g/L)) do TTBB e das
misturas racémicas da cetamina e da bupivacaina foram injetadas nas
colunas ap6s um intervalo de tempo necessdrio para a estabilizagio
do sistema. As respostas observadas na saida das colunas foram tteis
para determinagdo dos parametros analiticos de separagao.

Experimentos em condi¢des de sobrecarga também foram realizados.
Neste conjunto de experimentos, amostras concentradas das solucoes das
misturas racémicas da cetamina e da bupivacaina foram injetadas nas
colunas variando-se o volume de injecéo (20, 50 e 200 pL).

Em todos os experimentos cromatograficos o comprimento de
onda foi mantido a 254 nm para a cetamina e 270 nm para a bupiva-
caina. A escolha da fase mdvel para ambos os sistemas foi feita com
base em trabalhos anteriores realizados em nosso grupo de pesquisa.
A fase mével empregada para separacao da cetamina em MCTA foi
etanol (100%), enquanto que para a separacdo da bupivacaina em
Kromasil CHI-TBB a fase mdvel foi n-hexano/2-propanol/acido
acético/trietilamina (98/2/0,3/0,05 v/v).
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Efeito da temperatura nos perfis cromatograficos sob
condicdes de diluicdo infinita

As Figuras 4S e 5S apresentam os cromatogramas para a cetamina
em MCTA e da bupivacaina em Kromasil CHI-TBB a 25 °C, respec-
tivamente. A separagdo dos enantiomeros da cetamina em Kromasil
CHI-TBB nio foi alcancada mesmo testando-se diversas composicdes
de fases méveis e com elevaga@o de temperatura. Da mesma forma, os
enantiomeros da bupivacaina nio foram separados em MCTA.

O cromatograma apresentado na Figura 4S mostra um considera-
vel alargamento das bandas, principalmente para o enantidomero mais
retido (R-cetamina). Conforme reportado por diversos autores,”**%
esse comportamento € atribuido ao lento processo de transferéncia
de massa em que a difusdo intraparticula € dominante para essa fase
estaciondria. Com relagdo ao cromatograma apresentado na Figura
5S,'* € possivel observar uma melhor resolugio, com largura de base
relativamente pequena e separagio por linha base. Silva Jr.¢ reportou
que esse comportamento € devido a alta eficiéncia da coluna em
que a taxa de transferéncia de massa € alta, sendo os mecanismos
convectivos dominantes nesta coluna quiral. Por isto, a separacdo da
bupivacaina na coluna Kromasil CHI-TBB € governada pelos efeitos
termodindmicos do processo de adsor¢ao.

A Figura 6S apresenta os perfis cromatograficos da cetamina em
MCTA nas temperaturas de 10, 20, 25, 30, 40 e 50 °C. Observa-se que,
com o aumento da temperatura, houve uma melhora significativa nos
perfis cromatogréficos, reduzindo consideravelmente os tempos de
retencao e o largamento das bandas. Essa melhora € devida a reducdo
nas interagdes quimicas entre os enantiomeros e os seletores quirais
das fases estaciondrias, reduzindo assim o seu tempo de retengdo.
Além disto, os processos de transferéncia de massa séo favorecidos
com o aumento da temperatura. De fato, Silva Jr. ef al.” mostraram
que hd um aumento na difusividade intraparticula com o aumento
da temperatura da coluna.

Os cromatogramas da bupivacaina em Kromasil CHI-TBB nas
temperaturas de 25, 35 e 45 °C sdo mostrados na Figura 7S.* Nota-se
que, com o aumento da temperatura, assim como mostrado na Figura
6S, também houve uma diminui¢@o nos tempos de retencdio com apro-
ximacdo dos picos, principalmente para as temperaturas mais elevadas.
Mesmo assim, a separacio aconteceu até a linha de base. Embora no
caso da bupivacaina a separacao tenha ocorrido com uma boa resolugdo
e com largura de base relativamente pequena, pode-se observar que, com
0 aumento da temperatura, houve uma redugdo na largura dos picos.

Uma variagao significativa nos tempos de reten¢éio com a elevagao
da temperatura para ambos os enantidmeros da cetamina e da bupi-
vacaina foi observada e estes resultados sdo mostrados nas Figuras
8S e 98, respectivamente. De acordo com a Figura 8S, o enantidémero
mais retido (R-cetamina) mostrou-se mais sensivel a esta elevacdo da
temperatura, provocando uma aproximagao entre os picos dos dois
enantiomeros a medida que a temperatura foi aumentada. De maneira
semelhante, conforme mostrado na Figura 9S, o enantidmero mais
retido (S-bupivacaina) também se mostrou mais sensivel a elevacao
da temperatura da coluna. Este fato mostra que a temperatura in-
fluencia predominantemente a intensidade das interagdes seletivas,
uma vez que o decréscimo do fator de capacidade € maior para os
enantidmeros mais retidos. Este efeito pode ser quantificado através
do célculo dos fatores de retencdo (k) e fatores de separagdo (o) dos
sistemas, definidos pelas Equacdes 1 e 2, os quais sdo apresentados
nas Tabelas 2 e 3.

o= Rl M ¢))

Nas Equagdes 1 e 2, 7, corresponde ao tempo de reten¢do da
amostra em andlise, 7, € o tempo de retencdo do composto inerte.
Os subindices 1 e 2 indicam os enantidmeros menos e mais retidos,
respectivamente.

O aumento da temperatura provoca diferentes variagdes entre os
tempos de retengdo para os enantiomeros de cada mistura racémica,
provocando decréscimos nos valores de o.. Apesar desta variacdo com
o aumento da temperatura, o sistema apresentou uma boa separagao
com valores de o superiores a 2,0 para a cetamina em MCTA e valores
de o superiores a 1,2 para bupivacaina em Kromasil CHI-TBB.

Tabela 2. Fatores de capacidade (k) e de separagdo (o) da cetamina
em MCTA como fung¢do da temperatura

Temperatura (°C) k, k, o

10 1,27 3,28 2,59
20 1,08 2,70 2,50
25 0,92 2,29 2,49
30 0,91 2,18 2,41
40 0,73 1,65 2,24
50 0,61 1,25 2,07

Tabela 3. Fatores de capacidade (k) e de separacdo (o) da bupivacaina
em Kromasil CHI-TBB como funcédo da temperatura

Temperatura (°C) k, k, o

25 1,64 2,23 1,36
35 1,37 1,81 1,32
45 1,12 1,41 1,26

Analise termodinamica e mecanismo de retencio

O estudo termodinamico € uma estratégia que tem sido ampla-
mente empregada para explicar o mecanismo de reconhecimento
quiral .3

SilvaJr. et al* reportaram o estudo termodinimico envolvido na
separagdo dos farmacos quirias rolipram, omeprazol e bupivacaina,
utilizando uma coluna quiral semipreparativa Kromasil CHI-TBB.

Conforme detalhado no referido trabalho,*” a separac@o de enan-
tiomeros por cromatografia € baseada na formacdo de complexos
disateoisoméricos transitérios (reversiveis), que sao criados por in-
teragdes intermoleculares entre os enantidmeros com o seletor quiral
da fase estaciondria. O processo de formagao para os enantidmeros
S e R pode ser caracterizado por pardmetros termodindmicos (AG°,
AH’ e AS°).

Classicamente, no equilibrio de adsor¢ao a dependéncia da tem-
peratura com relagdo ao fator de reteng¢do k pode ser descrita pela
equagdo de van’t Hoff:

0 0
mi=_AH 1 A5 3)
R T R
em que R € a constante universal dos gases, e T a temperatura ab-
soluta.

Assumindo que a entalpia molar padréo de adsorgdo AH’ e a entro-
pia de adsorgao AS? sdo constantes dentro de uma faixa de temperatura
relevante, que € usualmente o caso em cromatografia liquida, o grafico
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de Ink versus 1/T é capaz de fornecer os valores de AH® e AS® a partir
da inclinagdo e da interse¢@o com o eixo da ordenada.

Para obter mais informagdes sobre o processo de discriminacéo
quiral, € importante examinar os parametros de Gibbs-Helmholtz
(AAH’ e AAS®). Separagdes cromatogréficas quirais sdo determinadas
pela diferenca de energia livre de adsor¢dao AAG® dos enantidmeros.
As diferencas entre as energias livres podem ser calculadas a partir
da seletividade, de acordo com a Equagdo 4:

AAG® = AAH® ~TAAS® =—RTIno=—RTIn "> )

1

A combinag¢do da Equagdo 3 com a relacio de Gibbs-Helmholtz
(Equacdo 4) fornece a Equagdo 5:
_AAHT 1 AASY

T R

Ino =

&)

Nas Equacdes acima, AG®, AH® e AS° representam as diferencas
de energia livre, entalpia e entropia de um enantidmero na FEQ e
fase movel, respectivamente. AAG®, AAH® e AAS° representam as
diferencas de AG®, AH® e AS° para um dado par de enantidmeros,
respectivamente.

Obviamente, a mudanga na temperatura influencia, diferente-
mente, as interagdes dos enantidmeros constituintes de uma mis-
tura racémcia com a FEQ utilizada em sua separag@o. De fato, os
resultados apresentados nas Tabelas 2 e 3 mostraram que houve um
decréscimo nos valores de k e 0. com o aumento da temperatura. O
estudo da variagdo de Ink e Inow versus 1/T para a cetamina (Figura 1)
e para a bupivacaina®’ (Figura 2), de acordo com a Equacéo de van’t
Hoff, mostrou uma dependéncia linear. Esse resultado indica que o
mecanismo de reconhecimento quiral ndo varia dentro da faixa de
temperatura utilizada nos experimentos. O cardter linear associado
ao decréscimo dos valores de Ink e Inot versus 1/T € um indicativo de
que os pardmetros termodinamicos sdo independentes da temperatura
e também que a separacdo € controlada por efeitos entalpicos.

Os parametros termodinamicos (Tabela 4) foram determinados

1,50 1,00
(a) (b) <
1,00 0,90{ ©
<

2 0,50 g 0,80

0,00 / 0,70)

-0,50] 0.60.

3,00 3,10 3,20 3,30 3,40 3,50 3,60 3,00 3,10 3,20 3,30 3,40 3,50 3,60
1000/7T (K") 10007 (K')

Figura 1. Grdficos de van't Hoff para a cetamina em MCTA: (a) In k versus
1/T para () S-bupivacaina com R?> = 0,9936 e (O) R-bupivacaina com R*
= 0,9926; (b) Ino. versus 1/T com R? = 0,9561
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Figura 2. Grdficos de van’t Hoff para a bupivacaina em Kromasil CHI-
TBB: (a) In k versus 1/T para (OJ) S-bupivacaina com R* = 0,9997 ¢ (O)
R-bupivacaina com R?> = 0,9989; (b) In o. versus 1/T com R*> = 0,9929
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a partir da inclinag@o e da intersecio das retas obtidas. Os valores
negativos de AH" indicam que € energeticamente mais favoravel para
os enantidmeros estarem presentes na FEQ. Valores negativos de AS°
também indicam um aumento na desordem do sistema cromatogréfico
(FEQ/fase mével/enantidmeros), com os enantidmeros sendo trans-
feridos da fase mével para a FEQ. Os parimetros AH’, AS°, AAH e
AAS° sdo todos negativos, indicando realmente que ha transferéncia
do soluto da fase mével para a FEQ.

Como mostrado nas Tabelas 2 e 3, os valores de o decrescem
visivelmente com o aumento da temperatura da coluna. Esse fato estd
associado ao alto valor de -AAH®. O valor de -AH° para o enantio-
mero mais retido, obviamente, ¢ mais alto que para o enantidmero
menos retido, confirmando a conclusdo de que a R-cetamina e a
S-bupivacaina possuem interacdes mais fortes com as FEQ, as quais
foram utilizadas.

Tabela 4. Parametros termodinamicos da separagao dos enantidmeros
da cetamina e da bupivacaina® nas colunas quirais MCTA e Kromasil
CHI-TBB, respectivamente

Parametros S- R- R- S-
termodindmicos  cetamina cetamina bupivacaina bupivacaina
AH*(kJ mol) -13,95 -18,28 -14,82 -19,07
AS°*(J-K mol ™) -47,19 -54,37 -45,88 -57,42
AAH’¢ (kJ mol™) -4,29 -4,25

AAS°¢ (J-K mol™) -7,03 -11,54

T, (K 610,24 368,63

*Parametro obtido a partir da inclinacio do grafico In k versus 1/T;
b Pardmetro obtido a partir da interse¢ao do grafico In k versus 1/T;
¢ Parametro obtido a partir da inclinacdo do gréfico Ino versus 1/T;
4 ParAmetro obtido a partir da interse¢do do grafico Ino versus /T,
¢ Calculado da 7, = AAH/AAS®

A enantiosseletividade expressa pela Equagdo 4 por AAG® é,
principalmente, influenciada por AAH? a baixas temperaturas. Em
temperaturas mais elevadas o termo entdlpico ird ser cada vez mais
compensado pelo termo entrépico TAAS®. Em uma certa temperatura,
a temperatura enantiosseletiva T, , o termo entélpico € compensado
pelo termo entrépico TAAS®, conduzindo uma completa perda de
separagdo quiral (AAG® =0):

0
. _AAA ©)
iso AASO

A temperatura T, , nenhuma separagdo ird acontecer. Em tempe-
raturas maiores que 7, , a ordem de eluigdo dos enantidmeros deve
serinvertida. Entretanto, para a maioria dos enantiomeros, 7, € muito
maior que a faixa de temperatura de trabalho. De acordo com os
valores reportados na Tabela 4, para a faixa de temperatura utilizada
no presente trabalho, o sistema € controlado por efeitos entdlpicos,
pois T< T, . Isso significa que a ordem de eluigio dos enantidmeros
foi mantida em todos os experimentos.

Na Figura 1b € mostrado o gréfico In o versus 1/T com um R? =
0,9561. Esse valor reflete o comportamento dos pontos experimen-
tais com um certo desvio da linearidade. Em cromatografia quiral,
os graficos de van’t Hoff podem apresentar desvios da linearidade
devido a ndo-homogeneidade da superficie da FEQ, causada por me-
canismos de retengdo distintos. Como conseqiiéncia, os calculos dos
parametros termodinamicos podem ser realizados de forma errada.
Embora a habilidade do MCTA para reconhecimento quiral tenha
sido relatada por diversos autores, 0 mecanismo de reconhecimento
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quiral ainda permanece obscuro. Hesse e Hagel em 1973* propuseram
o conceito de complexo de inclusdo cromatogréfica: interagdes dos
compostos quirais ocorrendo por inclusdo em cavidades assimétricas
do polissacarideo. A forca da interacdo € determinada pelo ajuste das
espécies quirais as cavidades quirais do MCTA expandido. Pais et
al*® afirmaram que, contrariamente as outras fases estaciondrias, a
adsorcdo em MCTA parece ser fortemente influenciada por interacdes
estéricas entre as espécies quirais e os substituintes da fase estacio-
ndria. Apenas para efeito de comparacdo € interessante observar os
resultados apresentados por Jacobson e al.,*’ com relac@o a separagao
cromatogréfica dos enantidmeros da base de Troger em MCTA e eta-
nol a vdrias temperaturas. Estes autores encontraram valores de AH?
igual a -20,1 kJ/mol para o enantidmero menos retido e -22,3 kJ/mol
para o enantidmero mais retido. Esses valores encontram-se proximos
aos obtidos para a separacdo dos enantiomeros da cetamina usando
MCTA (Tabela 4), indicando que os mecanismos de discriminagio
quiral devem ser andlogos aos propostos por Pais et al..*®

Conforme reportado por Silva Jr. ef al.,”’ as intera¢des estereo-
eletronicas entre os enantiomeros da bupivacaina, a FEQ Kromasil
CHI-TBB e a fase mével produzem estados de transicio diastereoi-
soméricos com diferentes energias proporcionando, assim, diferentes
velocidades de migragdo, conferindo diferentes tempos de retencio
a cada isdmero. Provavelmente, a presenga de grupos aromadticos,
carbonilas e hidrogénios ligados a heterodtomos eletronegativos,
como N e O, na estrutura molecular da bupivacaina favorece uma
maior interag@o do tipo ©t-w e ligagdes de hidrogénio.

Separacao cromatografica em condi¢es preparativas

Com a finalidade de avaliar o desempenho de separagdo dos
enantidmeros da cetamina e da bupivacaina em condi¢des de so-
brecarga, foram realizados experimentos cromatograficos com as
misturas racémicas, variando-se o volume de injecdo. As Figuras 3 e
4 apresentam os cromatogramas para trés injecdes consecutivas com
concentragdes diferentes, com diferentes volumes de injecao (20, 50
e 200 pL) a concentracdo de 20,0 g/L.

Conforme Schulte e Epping,* em cromatografia analitica a coluna
¢é operada com solu¢des muito diluidas. Dessa forma, os parametros
cromatograficos de adsor¢do geralmente se encontram dentro da
regido linear das isotermas e sdo independentes da massa injetada,
sendo os perfis de concentracdo simétricos e Gaussianos. Quando
ha um aumento na concentra¢do a um volume de inje¢@o constante
(sobrecarga de concentracido) ou quando hd um aumento na massa
injetada com varia¢@o no volume de inje¢@o (sobrecarga de volume) os
perfis de concentragdo mudam. Essa situagdo € chamada sobrecarga da
coluna e € caracterizada pelo decréscimo nos coeficientes de retencdo
dos solutos, um decréscimo no nimero de pratos ou aumento na altura
equivalente a um prato e uma perda de resolucdo cromatografica. Do
ponto de vista de engenharia, sistemas operando em sobrecarga sao
ndo-lineares, devido a ndo-linearidade das isotermas de adsorcdo, bem
como a dispersdo e aos efeitos de transferéncia de massa. Do ponto
de vista de quimica analitica, a sobrecarga da coluna € considerada,
por convengdo, quando a massa da amostra por unidade de massa do
empacotamento causa um decréscimo de 10% no fator de retencdo
ou um decréscimo de 50% no nimero de pratos.

Em outras palavras, a sobrecarga € caracterizada por uma perda
de resoluc@o, aumento na assimetria (efeito de cauda nos cromato-
gramas) e reducdio nos tempos de retencdo, devido a um aumento
da ndo-linearidade do equilibrio de adsorcao, isto €, a isoterma de
adsorc¢do possui um desvio da linearidade, deixando de seguir a lei
de Henry. Em ambos os cromatogramas em condigdes de sobrecarga
(Figuras 3 e 4), foi possivel observar um decréscimo nos tempos de
retencdo e efeito de cauda com o aumento do volume de injegdo.
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Esse resultado ja era esperado, pois com o aumento no volume de
injecdo hd uma maior quantidade de moléculas competindo pelos
sitios de adsorc¢ao disponiveis e a saturacio da coluna tende a acon-
tecer mais rapidamente. Apenas para o caso da cetamina (Figura 3)
houve uma sobreposi¢do dos picos, principalmente para o maior
volume de inje¢cdo. Esse comportamento reflete uma condicio de
sobrecarga em que as isotermas de adsorcdo se encontram numa
faixa ndo-linear.® Para o caso da bupivacaina, apesar do aumento
na assimetria, a separacéio continua ocorrendo até a linha de base.
Os perfis de elui¢do para a R-bupivacaina (Figura 4) apresentam
um rdpido aumento na concentracdo e o deslocamento acontece
praticamente sem inclinagdo, porém, com um forte efeito de cauda
a medida que a concentracdo diminuiu, principalmente para o maior
volume de injecdo. Para a S-bupivacaina, os cromatogramas possuem
um aumento na concentra¢do nado tdo rdpido e os efeitos de calda
também nao sao tdo fortes quando comparados com a R-bupivacaina.
De maneira similar ao caso da cetamina, a diminui¢ao nos tempos
de retencdo e aumento na assimetria é devida a uma no-linearidade
das isotermas de adsor¢do.® A separagdo por linha de base pode ser
atribuida a elevada eficiéncia de separacgdo apresentada pela coluna
quiral Kromasil CHI-TBB.
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Figura 3. Cromatogramas da cetamina em MCTA variando o volume de
injegdo (20, 50 e 200 uL) a concentragdo de 20,0 g/L. Condigoes experi-
mentais: fase movel etanol; vazdo da fase movel de 1,0 mL/min; temperatura
de 25 °C
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Figura 4. Cromatogramas da bupivacaina em Kromasil CHI-TBB variando o
volume de inje¢do (20, 50 e 200 uL) a concentragdo de 10,0 g/L. Condigoes
experimentais: fase movel n-hexano/2-propanol/dcido acético/trietilamina
(98/2/0,3/0,05 v/v); vazdo da fase movel de 3,0 mL/min; temperatura de
25°C

CONCLUSOES

O presente trabalho apresentou resultados da separagdo cromato-
gréfica dos anestésicos cetamina e bupivacaina utilizando duas fases
estaciondrias quirais distintas. A cetamina foi bem resolvida em uma
coluna empacotada com uma FEQ baseada no polissacarideo celulose



364 da Silva Jr. et al.

(MCTA), enquanto que a bupivacaina, em uma FEQ baseada em
tartardiamida (Kromasil CHI-TBB).

Experimentos com solucdes diluidas foram realizados em ambas
as colunas. Foi observado um bom desempenho de separagdo tanto
para a cetamina quanto para a bupivacaina; a separacao ocorreu por
linha base. Uma andlise termodindmica foi realizada com a finali-
dade de elucidar o mecanismo de retengdo dos enantiomeros dos
anestésicos nas respectivas colunas quirais. Em ambas as colunas, o
processo de separacdo é¢ dominado por efeitos entdlpicos. Também
foram realizados experimentos em condicdes de sobrecarga (solucdes
concentradas). No caso da bupivacaina, a separagdo ocorreu por
linha base mesmo com o aumento do volume de inje¢do. O mesmo
comportamento ndo foi observado para o caso da cetamina que teve
seus picos sobrepostos com o aumento do volume de injecdo. Esse
comportamento demonstra a alta eficiéncia de separagdo da coluna
quiral Kromasil CHI-TBB.

MATERIAL SUPLEMENTAR

As Figuras 1S a 9S encontram-se disponiveis em http://quimica-
nova.sbq.org.br, em arquivo PDF, com acesso gratuito.
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Figura 18. (a) Estrutura quimica da cetamina; (b) estrutura quimica da bupivacaina. O simbolo (% ) representa o centro de quiralidade das moléculas
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Figura 4S. Cromatograma da cetamina em MCTA. Condicdes experimentais: fase movel etanol; vazdo da fase movel de 1,0 mL/min; temperatura de 25 °C;
volume de inje¢do de 20 uL
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Figura 5S. Cromatograma da bupivacaina em Kromasil CHI-TBB. Condigbes experimentais: fase movel n-hexano/2-propanol/dcido acético/trietilamina
(98/2/0,3/0,05 v/v); vazdo da fase movel de 3,0 mL/min; temperatura de 25 °C; volume de inje¢cdo de 20 uL

10°C

20°C

0 5 1015 20 2530 3540 45 50 55 60
Tempo (min)

Figura 6S. Cromatogramas da cetamina em MCTA as temperaturas de 10, 20, 25, 30, 40 e 50 °C. Condigoes experimentais: idem a Figura 4S
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Figura 7S. Cromatogramas da bupivacaina racémica as temperaturas de 25, 35 e 45 °C. Condigoes experimentais: idem a Figura 5S
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Figura 8S. Tempo de retengdo dos enantiomeros da cetamina como fungdo da temperatura a uma vazdao de 1,0 mL/min da fase movel. S-cetamina (O) e R-
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Figura 9S. Tempo de retengdo dos enantiomeros da bupivacaina como fung¢do da temperatura a uma vazdo de 3,0 mL/min da fase movel. R-cetamina (O) e
S-cetamina (J)



