Selecao de Sistema Solvente Bifasico para Separacao Quiral de
Praziguantel por Cromatografia Contracorrente de Alta Eficiéencia

INTRODUCAO

» Cromatografiacontracorrente de alta eficiéncia (HPCCC)I1:

Sistema Solvente Bifasico (SSB)
duas fases liquidas imisciveis

I~

[Fase Estacionaria (FE)

Fase Movel (FM)
retida no equipamento

percorre a coluna espiral

» Separacao enantiomeérica — adicao de seletor quiral ao SSB

H i R-(-)-praziquantel: acdo antihelmintica
NWHNJKO S-(+)-praziquantel: efeitos adversos e
sabor amargo

Figura 1. Estrutura quimica do praziquantel (mistura racémica)?.

OBJETIVO: Selecionar o SSB adequado para utilizacao em
HPCCC na separacao enantiomérica de praziquantel (PZQ),
com base no coeficiente de particao (K) do farmaco em
diferentes proporcdes dos solventes usuais na tecnica, com e
sem adicao de hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HP-3-CD) como
seletor quiral.

METODOLOGIA

Selecao da familia de solventes: analise de PZQ em modo

gradlente linear por CLAE:

Cromatografo Shimadzu, modelo CBM-20A
 Coluna — C18 (4,6 x 250 mm)
« Fase movel — agua:acetonitrila (0 a 100% de ACN)

« Vazao de fase mével — 1 mL/min
 Tempo de corrida — 60 min
 Deteccao — 210 nm
]\/ :
Fase inferior (FI): / pré-equill’bro:

metanol + dgua + HP-B-CD \_agitagao (1 min)
@ Adicdo de PZQ===) agitacio por 5 min == repouso
@ Apos 60 e 90 min: agitacao por 5 min

@ Apos 120 min: coleta de FI ==) doseamento por CLAE
(método farmacopeico) == quantidade de PZQ na FI (m)

@ Quantidade de farmaco na FS (m,): calculada por diferenca
em relacdo a massa total (m,)

— K =

Determinacao de K:

Fase superior (FS):
hexano + acetato de etila

me= m; — m

HPCCC.:
Selecao do modo de operacao
(Modo Normal) F

Preenchimento da coluna analitica com Fase Estacionaria
(volume da coluna 22 mL; vazao 5 mL/min)

Equilibrio com bombeamento de Fase Movel ©* FS
(vazao 1 mL/min; rotacao 1600 rpm; temperatura 30 °C)

ﬁ Injecao da amostra
' (volume de injecdo 1 mL)

Coleta das fracoes
(volume pré-estabelecido)

Figura 2. Equipamento de HPCCCI3l,

Deteccao de PZQ: UV acoplado ao HPCCC (254 e 263 nm) ou
CLAE-UV (método farmacopeico) apos secagem e diluicao das
fracOes coletadas.
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RESULTADOS E DISCUSSAOQO
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Figura 3. Cromatograma de PZQ no modo gradlente linear a 210 nm (CLAE).

» O tempo de retencao do PZQ equivale a aproximadamente
55% de ACN, indicando a média polaridade da molécula, o que
direciona para o uso de determinadas familias de solventes 14,

Determinacao de K:

Tabela 1. Resultados de coeficiente de particao do PZQ em diferentes SSB.
Proporcao de hexano/acetato de

Concentracao de etila/metanol/agua

HP-B-CD (mM)
1:1:1:1 1,2:0,8:1,2:.0,8 1,5:0,5:1,5:0,5
0 0,69 0,75 0,62
10 0,63 0,75 0,97
30 0,40 0,57 0,50

» Todos os valores de K resultantes das diferentes proporcoes
testadas encontram-se dentro da faixa recomendada de 0,4 a
2,5 para uso promissor em HPCCC.

HPCCC e Deteccao do PZQ:
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Figura 4. Cromatograma de PZQ com SSB na proporcéo 1:1:1:1 sem HP-3-CD (HPCCCQC).

Tabela 2: Tempos de Retencao (Tg) , Retencéo de Fase Estacionaria (Rgg) €
Tempo de Separacao entre as Fases (Tg) com e sem HP-B-CD.

Proporcao T (Min) Ree (%) Ts (S)
1:1:1:1 32 59 < 30
1,2:0,8:1,2:0,8 82 59 < 30
1,5:0,5:1,5:0,5 > 120 60 <30

» As proporcoes avaliadas forneceram diferentes tempos de
retencao para o PZQ, sendo que os valores de retencao da FE
na coluna e tempo de separacao entre as fases foram
satisfatorios, acima de 50% e inferiores a 30 segundos,
respectivamente. Os parametros testados nao sofreram alteracao
com a adicao do seletor quiral aos sistemas solventes bifasicos.

CONCLUSAOQO

A proporcao 1:1:1:1 foi selecionada para novos ensaios com
maiores concentracoes de HP-B-CD e outros seletores quirais,
por resultar em valores de K, Rz e Tg adequados, além de
apresentar menor tempo de retencao para o PZQ em relacao as
demais proporcoes.
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