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Conteudo

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES

= O que é cromatografia liquida?

= Aplicacoes
= Conceitos basicos
= HPLC ™% UHPLC ™ UPLC

= Aplicacao
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Cromatografia Liquida o

Um processo fisico de separacdo baseado na migracao
diferencial de diferentes analitos, presentes em uma mistura,
entre duas fases, a fase estacionaria (soélida) e a fase movel

(liquida)
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Aplicacao i
C rO m atog rafi a I |,q u i d a j THE SCIENCE OF WHAT'S POSSTHLE™

— ldentificacao e quantificacao de compostos;
— Controle de qualidade;

— ldentificacao e quantificacao de impurezas;
— Purificacao de compostos;

— Estabilidade de produtos farmacéuticos

— Degradacao de farmacos
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Aplicacao o -
C rO m atOg rafi a I |,q u i d a s THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

— Estabilidade dos produtos farmacéuticos

‘definida como o tempo durante o qual a especialidade
farmacéutica, mantem dentro dos limites especificados durante a

estocagem e uso.

Fatores ambientais como: temperatura, umidade e luz
Fatores relacionados ao proprio produto como:
propriedades fisicas e quimicas, de substancias ativas e excipientes

farmacéuticos, formula farmacéutica e sua composiciao, processo de

fabricacao, tipo e propriedades dos materiais de embalagens

_ Fonte: Resolucdo n® 01, de 29 de julho de 2005. Guia paraa realizacéo de estudos de estabilidade
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Aplicacao

C rO m ato g rafi a I |,q u i d a “I:‘ i THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

— Degradacao de farmacos

)

RDC 58 de 20 de dezembro de 2013

Verificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos,
para elaboracdo do perfil de degradacdo correspondente e
para a notificacao, identificacdo e qualificacdo dos produtos de
degradacdo formados ao longo do prazo de validade do
medicamento.

©2013 Waters Corporation



RDC 58 de 20 de dezembro de 3 mmﬂﬂtﬂimw

| - estudo de degradacao forcada:
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Degradacao de farmacos

| - estudo de degradacao forcada:

Alcalina

Farmaco
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RDC 58 de 20 de dezembro de

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES

| - estudo de degradacao forcada:

Os resultados dos ensaios servirdao de suporte para o
desenvolvimento e validacdo da metodologia de analise dos
produtos de degradacao formados e para a analise critica do

perfil de degradacao do medicamento
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Degradacéo de fArmacos P Daters

= Artigo 9 A necessidade de notificacdo, Iidentificacdo e
qualificacao do(s) produto(s) de degradacao no decorrer do
estudo de estabilidade do medicamento devera ser avaliada
com base nas informacoes
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THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"
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Limites de notificacao

0] >1g 0,05 % J
es A
CC < 1mg 1,0 % ou 5 ug ITD
(0]
o _ B 1 mg — 10 mg 0,5 % ou 20 pg ITD
Limites de identificacao
(0]
>10mg -2 g 0,2 % ou 2 ug ITD
>2 ¢ 0,10 %
(0]
<10 mg 1,0 % ou 50 pg ITD

0
. - 10 mg — 100 mg 0,5 % ou 200 ug ITD
Limites de qualificacao

(0}
> 100 mg—2g 0,2 % ou 3 ug ITD

>2g 0,15 %
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THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES

REVISANDO ALGUNS
CONCEITOS....

*Volume de sistema «Seletividade
*Volume extra coluna *Eficiéncia
*Volume morto Modos de separacéo
*Resolucéao
*Retencéo
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O termo Vy: volume do S|st )
. Woaters
(dwel I) THE SCIEMCE OF WHAT'S POSSIHLE"

= Volume de sistema (Vy, mL): volume de tubulacoes
entre a mistura inicial dos solventes da FM e a entrada da
coluna

= Relevancia: gquanto maior, mais tempo a FM leva da
bomba até a coluna.

HPLE Calumn
Pasic iy b sl

— |

Solvant

{rabile Phous)
Rasarvair
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O termo V-: volume extra-
oluna | Waters

= Volume extra-coluna (Vg, pL): volume de tubulacoes
entre injetor e coluna, entre coluna e detector e dentro do
detector.

" Relevancia: quanto maior, maior o espalhamento de
andas.

Salwvent
(Mabile Phosa)
Resarvoir

Pump
Sobant Monagesr
Salvent Delivary Syatam
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coluna i Waters

= Volume-morto (V, pL): volume minimo que a bomba
precisa bombear para que o solvente que saiu chegue ao
detector.

= Equivale ao tempo de retencao (volume) de um pico nao-
retido.
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THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

" R (resolucao): grau de separacao entre dois picos.

Medidas em cm, min ou mL

'__ >l V (volume de eluicdo):

| — Volume de fase movel

VlOU tRl V V2 ou tRz bombeado através do sistema

: < desde o ponto de injecao até a

saida do 4é&pice do pico
(independe do fluxo).

tzy (tempo de retencao):
Tempo corrido entre o ponto
de injecdo até a saida do apice
do pico (depende do fluxo)

Vg -V

\ J
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Resolucao (R)

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES

ML

R=1.0, A=1:1 R=0.8 A=1:1

oA

R=15 A=10:1 A=1.0, A=10:1 R=08, A=10:1
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Retencao (k’)

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

A retencao é o grau de interacao da amostra com a
fase movel e a fase estacionaria

= Retencéo é afetada / controlada por:

— Polaridade da fase movel; isto é pela % dos

componentes da fase
— Polaridade da fase estacionaria
— Temperatura da coluna (forno)

— A1°C = mudanca de 1-5% em kK’
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O termo a: seletividade

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

" o (seletividade): a capacidade do sistema quimico (FE e
FM) de diferenciar entre componentes de interesse.

= Afetado pela natureza da FE e da FM (inclusive pH).

L,
a=k,/k;

o= (Vp-Vo) [ (V1-Vo)
o = (tro-tVo)/(try-tVo)




Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES

F

Estac
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Modificador Organico

= Metanol (MeOH)
— Solvente protico (doador de ligacdo de hidrogénio)

— Solvente de eluicao fraco (comparado com ACN)
— Mais viscoso que a ACN (maior pressao)

= Acetonitrila (ACN)
— Solvente aproético (aceptor de ligacao de hidrogénio)
— Solvente de eluicao forte (comparado com MeOH)
— Menor viscosidade que o MeOH (menor pressao)

©2013 Waters Corporation
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THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"
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O termo N: eficiéncia

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

"= N (eficiEncia ou numero de pratos teoricos): medida de
quanto o0 sistema cromatografico esta espalhando a banda
(alargando o pico) do componente durante a corrida.

YAY
_ I
N=0\w
Method

Inflection (20)
1/2 Peak height
30

4o

50

Tangent

Asymmetry-based

100%

60.7%
0%

% Peak height

32.4%

13.4%
10%
4.4%
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O termo N: eficiéncia Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

" Também €& uma medida da qualidade da coluna, expressa em
pratos teodricos (HETP, Height Equivalent Theoretical Plate, da
teoria da destilacdo).

" Os pratos teodricos (HETP) sao proporcionais ao numero de
eventos de separacao que podem ocorrer em uma coluna.

L
N =— L Comprimento
HE TP da Caluna
N= # Pratos S Pratos 10 Pratos .
(Da teoria de destilacdo) (maior H) (menar H)

" Quanto menor a altura do prato tedrico (HETP), mais pratos ha
em um comprimento L e mais eventos de separacao ocorrem.
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O termo N: eficiéncia

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

" Equacao de Van Deemter: relaciona a altura do prato
tedrico (HETP) com a velocidade linear da FM (u) e o
diametro da particula da FE (dp) .

# 4y

HETP = A.dp + B + C.(dp)?.u

N iy
Transferénciade
massa

Difusao de Eddy Difusao axial (interagao com interior
(caminhos preferenciais ao (difusao do soluto em um dos poros na FE)
redor dos poros na FE) s0lvente)

©2013 Waters Corporation 24



Equacdo de Van Deemter: 0

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

= A difusao de Eddy: caminhos diferenciais na fase estacionaria

.. Moléculas de um componente
~————=—_ Pico injetado

oDeo®
|
OO
@

Alargamento do pico :
= diluicdo da banda —

>



Equacao de Van Deemter

N

I\
e
EEX

S b é’f"%

]
faii s s i
D

P
[ ‘!‘W@% N

EeeREe e (O ¥ %

A )
-

Alargamento do pico

Pico injetado = diluig&o da banda

©2013 Waters Corporation
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" Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES

Equacao de Van Deemter

= A transferéncia de massa: permeacao dentro dos poros

Moléculas de um componente ————=——=—=Pjco0 injetado

Fluxo
da
FM

<

< Alargamento do pico
T = diluicao da banda
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Curva de Van Deemter

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

" Se plotamos HETP versus u para diferentes tamanhos de
particula, temos:

28]
26 |
24 |
221
207

Particula 5 um

HETP (um)

aixa Otima de u (menor HETP)

Faixa Otima de u (menor HETP)

1
L]

2 3 3.5 4

0 0.5 ¥ 1.5 : 2.5
Velocidade linear u (mm/s)

= O valor de u é equivalente a vazao (mL/min) para um certo
diametro de coluna.
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Eficiencia (N)

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES

- A eficiéncia é afetada / controlada por fatores

fisicos como:
- Temperatura

- Forma e tamanho da particula de recheio

©2013 Waters Corporation 29



Eficiéncia (N):

Tamanho da Particula

Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES

Set to same scale

| 0.104
0.02 10 pm — 50 mm
2 | RS (23 = 0.8 =0.05|
o.od ]
0.00-
| 0.10;
5HM — 50 mm
0.02| _
2 | Rs 2,3) — 1.2 0.05|
N HE W VA N
0.00]
0.0 3.5 pm — 50 mm " |
<
0.00 0.0 ] —~ \ /\
0.10 0.104
: 1.7 pm — 50 mm
5 0.05) RS 2.3) = 2.7 =0.05/
0.00—‘J—/ / 0.00. - \_
000 050 100 150 200  2.50 3‘_00 000 0s0 100 150 200 250 3 oQ
Minutes Minutes
30
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Eficiencia (N)

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES

- A eficiéncia é afetada / controlada por fatores

fisicos como:
- Temperatura
- Forma e tamanho da particula de recheio
- Comprimento da coluna
- Fluxo

- Volume e massa de amostra injetada
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Eluicao Isocratica

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

" FM de composicao constante. Pode ser pré-misturada ou preparada
por uma bomba binaria ou quaternaria.

' 2

‘ 3
I | L

UL BN |

Al

Response

o

0 5 10 15
hirutes

Time
" Picos que eluem mais tarde (> tR) sao largos: difusdo ao longo
da coluna
= Diferentes misturas necessarias para otimizar a separacao.
= Linha base mais estavel e sem flutuacoes.
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Eluicao Gradiente

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES

= Grandes diferencas de k impossibilitam a separacao por um
sistema isocratico.

50% ACN 70% ACN

8 9
2 ) A
| I I 1 I I 1 1 I I | I I T 1 I I | I I I 1 1 | I I
0O 20 40 60 80 100 120 140 O 2 4 6 8 10
Time (min) Time (min)

= Separagdo de herbicidas com FM H,O/ACN, FE C,3 4.6 x 150 mm, 5 uym, 2
mL/min
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Categorias de Separacao, ...zt
LC B Waters

Como essas categorias sao diferenciadas??

Aumento da resolucao cromatogréi-

Reducdo do tempo de analise ‘
Aumento da sensibilidade do méto‘
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Definicdo das categorais efr e Vaters

HPLC UHPLC UPLC

Dispersao > 30 pL Disperséao 12 - 30 pL Disperséao < 12 gL

Aumento na flexibilidade e caracterizagcao da amostra }
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O que diferencia os sitemas: e aiers

= Dispersao — Ampliacao de uma banda cromatografica devido a
efeitos sobre a coluna (difusao e cinéetica de transferéncia de
massa gue sado ambos dependentes do tamanho da particula e
da velocidade linear) e os efeitos de sistema (tubulacdo de
diametro interno (ID) e comprimento, conexdes, 0s volumes de
célula de fluxo detector, etc .)

Reducao da dispercao = Reducao do espalhamento
das moléculas

©2013 Waters Corporation
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Espalhamento de bandas

cromatograficas

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

Banda
cromatografica
utopica
Auséncia de
espalhamento

Espalhamento excessivo
Situacéao realistica indesejada
Largura do pico excessiva
Péssimo formato de pico e
separacao

A

A ‘/\,} AN

Situacéo realistica desejada
Largura do pico controlada
Bom formato de pico e
separacao
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Por que ocorre o espalhamentﬁ |
b a. n d a-S ? THE m::i{ﬂtﬁsrﬁﬂnm'

" Processos de espalhamento extra-coluna: difusdo devido a
tubulagdes (injetor - coluna, coluna —-> detector, dentro do

]

Espalhamento de bandas dentro da tubulacao
devido ao diametro interno (1D)

0025" 040"

Espalhamento de bandas dentro da tubulacéo devido ao comprimento
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Beneficios do menor

e S p a- I h a.m e n to Illr :: THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

= Qualis as vantagens de se ter menor espalhamento?

MENOR espalhamento
fornece...

— MELHOR formato de

pico

- [ Y
0 0 — MAIOR sensibilidade

| I Lo

L L i ]
3 l e [ase I 3= MAIOR resolucéo
Fiove: MOy e b= M ovel

Mais diluide Mais concaentrado
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Slstema ACQUITY UPC2=:

0.30
0.25 |
020 ]

20.15 |

0.10 -

0.05 1
0.00 1

Nysp(sulfan) = 6,961

\

\

2.1 350, S
Fluxo = 1.4 mL/min

0.00 0.50

T T T T T T | T T T
1.50 2.00

2.50 3.00 3.50 v4.00
Minutes
2.1 x 150mm/1.7um
0.30 | 1 Fluxo = 1.4 mL/min
3
0.25 Nysp(sultany = 19,809 6
] 2
0.20 - \
4
)
0.15 |
< 5
0.10 -
0.05 1 { U
000 1 4] L ) _
e B
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00

cafeina, carbamazepina, uraciloa hidrocortisona, prednisolona, e sulfanilamida

©2013 Waters Corporation

Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

Gaixa dispersao

UPC2 Sistema

de colunas com

3 X eficiéncia

1.7 X sensibilidade

1.7 X resolucao

-

~

permite a utilizacao

particulas pequenas

/

40



Impacto da dispersao do sistema s

em analises cromatograficas s

Mesma coluna cromatografica: diferentes sistemas

400.00

2 200.00- Elevada

E ] Rs = 0.52 Rs = 1.53 dispercao
0.0 ‘}
0.40]

2 Baixa

] _ dispercao
0-291 Rs = 1.44 Rs =2.84 S
0.00i J
1.10 1.‘20 1.éO 1.‘40 1.L50 1.60

Minutes
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Definicao das

HPLC

UHPLC

categorais e

UPLC

Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

Dispersao > 30 gL

Colunas aceitaveis:
¢« 3.0—-4.6 mm ID
e 3-10 pym particulas

Otimo:
* 4.6 mmID, 5 um

*« < 6,000 PSI

Presséo de operacéao:

Dispersédo 12 - 30 gL

Colunas aceitaveis:
e 21-46 mm ID
* 1.7 - 5 ym particulas

Otimo:
e 3.0 mm ID, 2.x um

Presséo de operacéo:
* 6,000 — 15,000 PSI

Dispersdo < 12 gL

Colunas aceitaveis:
*1.0-4.6mm ID
* 1.6 - 5 ym particulas

Otimo:
e 2.1 mm1ID, 1.7 um

Presséo de operacéao:
* 9,000 — 15,000 PSI

Aumento na flexibilidade e caracterizagcao da amostra

©2013 Waters Corporation
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NUumero de pratos | L
Efeito do tamanho da particula e do Fluxo Sl

©2013 Waters Corporation

Waters

10 um Particle HPLC
0 = 1970's
@)
©
a H va | 5 pum Porficle
0 E 1280's
© T \\__
e P - 3.5 um Particle
qE) [tm] 1990 E— s
S x' - upPLC
p 3 1.7 um Parlicle | =
2004 |
E ] ] : ] ] ] 1 ]
0 1 2 3 4 5 & 7
| Flow Rate [ml/min]: Linear Velocity [u, mm/sec] ——»
; ID = 1.0 mm 0.04 0.07 0.10 0.13 0.17 0.20 0.24
ID=2.1 mm .15 0.3 0.45 0.6 0.75 0.9 1.05
0 = 4.6 mm s M4 Z.1 Z.8 o 4.3 i4.9
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Escolha do melhor sistema

DISPERSION IMPACT

©2013 Waters Corporation

Impacto do aumento da
dispercao em um pico
cromatografico

Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES
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Escolha do melhor sistema

DISPERSION IMPACT

UPLC

UHPLC

HPLC

OPTIMAL PARTICLE SIZE
HPLC | UHPLC: UPLC:

23.5um | 1.5-5ym | s2pm

. 2

©2013 Waters Corporation

Selecao do tamanho
apropriado da particula
baseada na complexidade da
separacao

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES
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Escolha do melhor sistema = . oS

DISPERSION IMPACT

UPLC

UHPLC

HPLC
OPTIMAL PARTICLE SIZE
HPLC | UHPLC: UPLC:

23.5um | 1.5-5ym | s2pm

. 2

©2013 Waters Corporation

Waters

Emparelhar o tamanho de
particula com o ID coluna que
melhor corresponde a dispersao
do seu sistema de cromatografia

OPTIMAL COLUMN L.D.
HPLC  UHPLC  UPLC

z#ﬁrnrn 4ﬁmm -3 mm

I
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Escolha do melhor sistema

DISPERSION IMPACT

UPLC

UHPLC

HPLC

OPTIMAL PARTICLE SIZE
HPLC | UHPLC| UPLC;

23.5um | 1.5-5ym | <2pm |

. 2

©2013 Waters Corporation

Selecao um fluxo que
proporcione

velocidade linear ideal

para maximizar a
eficiéncia das
caracteristicas da

coluna (van Deemter)

Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES

FLOWRATE

®rc B

typically

HPL[: E mL-"rn-i i !
typically UPLC
<3 mL/min typicatly
¢ mbLfmin

OPTIMAL COLUMN LD.
HPLC UHPLE UPLC
24 6 mm -46mm 1-3mm

of -1
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Escolha do melhor sistema __Waters

DISPERSION IMPACT TYPICAL OPERATING PRESSURE FLOWRATE

UPLC ‘

UHPLC n @ Surpc I
H PLIE.: g E F|I1'| Uriin U PL [:
HPLC {Iglﬂglégm Uﬁlgﬂpé_g %I,_—]PDI[E[_: tgpr;ﬁrr?m typicatly
15,000 psi 15,000 psi <1 mL/min
OPTIMAL PARTICLE SIZE O sistema deve ser OPTIMAL COLUMN L.D.
HPLC:  UHPLC! UPLC; capaz de funcionar a HPLC UHPL[: UPLC

23.5um | 1.5-5ym | <2pm | z#ﬁrnrn 4ﬁmm 1-3 mm

pressoes tipicas de

| volta associados com
. ) ) a coluna seleccionada

©2013 Waters Corporation 48




Escolha do melhor sistema 3 sl el g

O custo relativo por analise diminui quando migramos de HPLC para UHPLC para UPLC
devdo ao curto tempo de analise e baixo fluxo de analise

DISPERSION IMPACT TYPICAL OPERATING PRESSURE FLOW RATE

UPLC Q @ ‘
L) ] L, ] 'ﬂ .
UHPLC 0 P UHPLC i

typically

i ! i HPLC €2 mb/mir |
HPLC UHPLC UPLC apically UPLC

HPLC <6000 psi OO0 — 9000 - «3 mLfmin typicatly
15,000 psi 15,000 psi <1 mb/min
OPTIMAL PARTICLE SIZE COSTPER SAMPLE OPTIMAL COLUMN L.D.
HPLC | UHPLC : UPLC: zl;IF;LC . EJ_I-LF;LC 1l._JEL{:

23.5um | 1.5-5pm | <2pm |

D o]
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Mesmo sistema de coluna =
Melhor performace cromatografica

| XBridge C18 § ym, 4.8 x 150 mm
Florw rata = 1.0 miimin
4 Bolwant corsamsd = 15 mLfpe clion

T o, [\ ll'\

J\

Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES

}r\_ ﬂ j\ w122

.
0.0 .
200 3,00 4000 .00 &.00 700 .00 Y 1000 1400 1200 2 4300 2 1400 15.'ﬂl'.|
0050 -
=Bridge C18 2.5 pm, 3.0x 78 mm
0.040 1 Flow rate = 0.85 mLfmin UHPLC
e Tt i
. PCae
iunm :
wasow 118
000 - } }
e } 1 :
GF0 O0.BD 100 1320 140 180 480 200 230 40 ZE0 2B0 300 330 340 3'{"’3.?5
0,050 -
ACQINTY BEH C18 1.7 ym, 2.1 x 50 mm ||
= Flrie = [LE1 mi'min
oo Fonmu-asiminn . oEm S uPLC
RS | | W |
T i II'II | ||| | || | | PCae.
LERLE [ [ [ |I | [} ||w@5ﬂ% 116
I| ||. I| || | Il || 1 II || I || | |
'um:l' i J i F . ol R ol . RN | e —
pdc o040 0B 08B0 o0Fo ode oS0 thd 190 1k 1k 1d0 1R 1d0 11?'““'

©2013 Waters Corporation
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Comparacao entre metodos.r -
HPLC - UPLC -k

Analise de substancias correlatas

= HPLC
= UPLC
0.24
0.18] 7 z
; HPLC Método 1
2 0.121 <
] ; i 9 < N
] c < % 2 o 8 @
0.06 < < o @ =
: @ A
OOO:ﬂ_'/“‘ ‘A T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00
Minutes
0.244 h :;
1 C:CE <
018 : HPLC Método 2
2 0.12
0.06 L
L
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00
Minutes
( 0.24 ] \
0.181 UPLC Método
<012 Um mesmo método separa substancias similares
0.061
OOO; T T T T T T T T 1
\ 0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 4?
Minutes
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Separacao de 10 vitaminas soluveis._'] | " Witers '
égua + Cafel’na + Corantes - g THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

Condicoes: Analise em UPLC
Fluxo: 0,45 ml/min; Injecdo 2 uL

Gradiente, FM A: dgua + 0,1 % acido formico e FM B: metanol + 0,1 % acido férmico
Coluna HSS T3 (2,1x100 mm; 1,8 um); Detecao UV

i 10 Compound Compound RT UV extracted
number name (min) wavelength
(nm)
1 Thiamine (BT) 0.64 270
- 2 Ascorbic acid (C) 0.93 270
: 3 Nicatinic acid (B3-0H) 1.21 270
o 4 Nicotinamide (B3-NH,) 1.40 270
5 Pyridoxine (B6) 2.01 270
6 Calcium pantothenate (B5) | 3.74 205
7 FD&C Yellow No. 5(E102) | 3.97 270
8 Cyanocobalamin (B12) 463 270
13 9 Folic acid (B9) 4.70 270
10 Caffeine 4.81 270
11 FD&C Yellow No. 6 (E110) | 4.89 270
12 Biotin (B7) 4.99 205
13 Riboflavin (B2) 5.21 270
6* 15
. 2 4 14 A 14 FD&CRed No. 40 (E129) | 5.40 270
3 7 8 11 15A 15B 17 |15 FD&C Green No. 3 (E143) | 5.94 270
3 124 /16}\ 16 FD&C Blue No. 1(E133) 6.02 630
17 FD&CRed No. 3 (E127) 6.83 270

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00
Minutes
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Analise de Impurezas da
Metformina

Condicdes: Analise em UPLC
Fluxo: 0,5 ml/min; Injecdo 1 uL

Isocratico, FM ACN:Fosfato de potassio 20 mM (80:20, v/v)
Coluna BEH Amida (2,1x150 mm; 1,7 um); Detecao UV

10000

0006 -

0.00E -

Q000 4—

000G

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIHLES

Metformin - 2.173

tmpurity |- 1.229

——— |mpurity [ - 3.358
—==Impurity B - 3.658

e

-

J
}
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Analise de Ziprasidona HCI -3
Transferéncia HPLC - UPLC [

N Condicdes: Anélise em HPLC

i E Fluxo: 1,5 ml/min; Injec&o 20 uL

14 z Isocratico, Metanol:Tampéao (40:60, v/v)

12 5 B Coluna X Bridge (4,6x150 mm; 5 pm);
5 "3 Detecdo UV 229 nm

08

u.ﬁ-f

04

0.2 J
00

Condicdes: Analise em UPLC

e B Fluxo: 0,6 ml/min; Injecdo 1,4 uL
023 .§ Isocréatico, Metanol:Tampéao (40:60, v/v)
e E Coluna BEH (2,1x50 mm; 1,7 um);
2 ] N Detegdo UV 229 nm
0.1
1
00 : : I

0 1 £ 3 4 i L] 7 i 9 10 min
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Método HPLC - UPLC? ] Waters

THE SCIENCE OF WHAT'S POSSIELE"

= Transferéncia do método:

— Utilizacdo das informacdes do método do HPLC;

— A disponibilidade de diferentes colunas para o UPLC permite manter a
seletividade e o fator de capacidade do método do HPLC.

" Quando ha a necessidade de re-desenvolvimento do método?

— Diferencas de seletividade entre as colunas do HPLC e do UPLC
dificultam a conversdo do método;

— Condic6es do método do HPLC néo favoraveis podem ser eliminadas no
re-desenvolvimento do método.

— UPLC = menor tempo, menor custo, maior eficiéncia
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