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CromatografiaCromatografia LíquidaLíquida

Um processo físico de separação baseado na migração
diferencial de diferentes analitos, presentes em uma mistura,
entre duas fases, a fase estacionária (sólida) e a fase móvel
(líquida)

IUPAC 1993
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Aplicação Aplicação 
cromatografia líquidacromatografia líquida

– Identificação e quantificação de compostos;

– Controle de qualidade;

– Identificação e quantificação de impurezas;

– Purificação de compostos;

– Estabilidade de produtos farmacêuticos

– Degradação de fármacos 

– ....
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Aplicação Aplicação 
cromatografia líquidacromatografia líquida

– Estabilidade dos produtos farmacêuticos

definida como o tempo durante o qual a especialidade

farmacêutica, mantém dentro dos limites especificados durante a

estocagem e uso.

Fatores ambientais como: temperatura, umidade e luz

Fatores relacionados ao próprio produto como:

propriedades físicas e químicas, de substâncias ativas e excipientes

farmacêuticos, formula farmacêutica e sua composição, processo de

fabricação, tipo e propriedades dos materiais de embalagens

Fonte: Resolução nº 01, de 29 de julho de 2005. Guia paraa realização de estudos de estabilidade
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Aplicação Aplicação 
cromatografia líquidacromatografia líquida

– Degradação de fármacos 

RDC 58 de 20 de dezembro de 2013

Verificação de produtos de degradação em medicamentos,
para elaboração do perfil de degradação correspondente e
para a notificação, identificação e qualificação dos produtos de
degradação formados ao longo do prazo de validade do
medicamento.
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RDC 58 de 20 de dezembro de  2013RDC 58 de 20 de dezembro de  2013

I - estudo de degradação forçada:
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Degradação de fármacosDegradação de fármacos

FármacoFármaco

ÁcidaÁcida

AlcalinaAlcalina

Oxidati
-va

Oxidati
-va

TérmicaTérmicaFotolíti-
ca

Fotolíti-
ca

Íons 
Metáli-

cos

Íons 
Metáli-

cos

Umida-
de

Umida-
de

I - estudo de degradação forçada:



©2013 Waters Corporation 9

RDC 58 de 20 de dezembro de  2013RDC 58 de 20 de dezembro de  2013

I - estudo de degradação forçada:

Os resultados dos ensaios servirão de suporte para o

desenvolvimento e validação da metodologia de análise dos

produtos de degradação formados e para a análise crítica do

perfil de degradação do medicamento
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Degradação de fármacosDegradação de fármacos

 Artigo 9 A necessidade de notificação, identificação e
qualificação do(s) produto(s) de degradação no decorrer do
estudo de estabilidade do medicamento deverá ser avaliada
com base nas informações
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Degradação de fármacosDegradação de fármacos

 Artigo 9 A necessidade de notificação, identificação e
qualificação do(s) produto(s) de degradação no decorrer do
estudo de estabilidade do medicamento deverá ser avaliada
com base nas informações

Dosagem diária Limites

Limites de notificação
≤ 1 g 0,1 %
> 1 g 0,05 %

Limites de identificação

≤ 1 mg 1,0 % ou 5 µg ITD

1 mg – 10 mg 0,5 % ou 20 µg ITD

> 10 mg – 2 g 0,2 % ou 2 µg ITD

>2 g 0,10 %

Limites de qualificação

< 10 mg 1,0 % ou 50 µg ITD

10 mg – 100 mg 0,5 % ou 200 µg ITD

> 100 mg – 2 g 0,2 % ou 3 µg ITD

> 2 g 0,15 %
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•Volume de sistema

•Volume extra coluna

•Volume morto

•Resolução

•Retenção

•Seletividade

•Eficiência

•Modos de separação
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O termo VO termo VDD: volume do sistema : volume do sistema 
((dwelldwell))
 Volume de sistema (VD, mL): volume de tubulações

entre a mistura inicial dos solventes da FM e a entrada da
coluna

 Relevância: quanto maior, mais tempo a FM leva da
bomba até a coluna.
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O termo VO termo VEE: volume extra: volume extra--
colunacoluna
 Volume extra-coluna (VE, L): volume de tubulações

entre injetor e coluna, entre coluna e detector e dentro do
detector.

 Relevância: quanto maior, maior o espalhamento de
bandas.
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O termo VO termo V00: volume: volume--morto da morto da 
colunacoluna
 Volume-morto (V0, L): volume mínimo que a bomba

precisa bombear para que o solvente que saiu chegue ao
detector.

 Equivale ao tempo de retenção (volume) de um pico não-
retido.
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O termo R: resoluçãoO termo R: resolução

 R (resolução): grau de separação entre dois picos.

Injeção

V (volume de eluição):
Volume de fase móvel
bombeado através do sistema
desde o ponto de injeção até a
saída do ápice do pico
(independe do fluxo).

tR (tempo de retenção):
Tempo corrido entre o ponto
de injeção até a saída do ápice
do pico (depende do fluxo)

Medidas em cm, min ou mL

V1ou tR1 V2 ou tR2
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 R= Resolução   A = Relação de áreas

Resolução (R)
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 Retenção é afetada / controlada por:

– Polaridade da fase móvel; isto é pela % dos 

componentes da fase

– Polaridade da fase estacionária

– Temperatura da coluna (forno)

- D1ºC = mudança de  1-5% em k’

Retenção  (k’)

A retenção é o grau de interação da amostra com a 
fase móvel e a fase estacionária
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O termo O termo : seletividade: seletividade

  (seletividade): a capacidade do sistema químico (FE e
FM) de diferenciar entre componentes de interesse.

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

V1 ou tR1 V2 ou tR2

= k2 / k1

 = (V2-V0) / (V1-V0)
 = (tR2-tv0)/(tR1-tv0) 
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O termo : seletividadeO termo : seletividade



©2013 Waters Corporation 21

Modificador OrgânicoModificador Orgânico

Metanol (MeOH)
– Solvente prótico (doador de ligação de hidrogênio)
– Solvente de eluição fraco (comparado com ACN)
– Mais viscoso que a ACN (maior pressão)

Acetonitrila (ACN)
– Solvente aprótico (aceptor de ligação de hidrogênio)
– Solvente de eluição forte (comparado com MeOH)
– Menor viscosidade que o MeOH (menor pressão)
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O termo N: eficiênciaO termo N: eficiência

 N (eficiência ou número de pratos teóricos): medida de
quanto o sistema cromatográfico está espalhando a banda
(alargando o pico) do componente durante a corrida.
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O termo N: eficiênciaO termo N: eficiência

 Também é uma medida da qualidade da coluna, expressa em
pratos teóricos (HETP, Height Equivalent Theoretical Plate, da
teoria da destilação).

 Os pratos teóricos (HETP) são proporcionais ao número de
eventos de separação que podem ocorrer em uma coluna.

 Quanto menor a altura do prato teórico (HETP), mais pratos há
em um comprimento L e mais eventos de separação ocorrem.
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O termo N: eficiênciaO termo N: eficiência

 Equação de Van Deemter: relaciona a altura do prato
teórico (HETP) com a velocidade linear da FM (u) e o
diâmetro da partícula da FE (dp) .



©2013 Waters Corporation 25

Equação de Van DeemterEquação de Van Deemter

Pico injetado
Moléculas de um componente

FE

Alargamento do pico
= diluição da banda

Fluxo da 
FM

 A difusão de Eddy: caminhos diferenciais na fase estacionária
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Equação de Van DeemterEquação de Van Deemter

 A difusão axial: difusão natural de soluto em um solvente

Pico injetado
Alargamento do pico
= diluição da banda
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 A transferência de massa: permeação dentro dos poros

Pico injetado

Alargamento do pico
= diluição da banda

Moléculas de um componente

FE

Fluxo 
da
FM

Equação de Van DeemterEquação de Van Deemter
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Curva de Van DeemterCurva de Van Deemter

 Se plotamos HETP versus u para diferentes tamanhos de
partícula, temos:

H
E

T
P

 (
m

)

Velocidade linear u (mm/s)

 O valor de u é equivalente a vazão (mL/min) para um certo
diâmetro de coluna.

Faixa Ótima de u (menor HETP)

Faixa Ótima de u (menor HETP)



©2013 Waters Corporation 29

 A eficiência é afetada / controlada por fatores 

físicos como:

- Temperatura

- Forma e tamanho da partícula de recheio

Eficiência (N)Eficiência (N)
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 A eficiência é afetada / controlada por fatores 

físicos como:

- Temperatura

- Forma e tamanho da partícula de recheio

- Comprimento da coluna

- Fluxo

- Volume e massa de amostra injetada

Eficiência (N)Eficiência (N)
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Eluição IsocráticaEluição Isocrática
R

es
po

ns
e

Time

 FM de composição constante. Pode ser pré-misturada ou preparada
por uma bomba binária ou quaternária.

 Picos que eluem mais tarde (> tR) são largos: difusão ao longo
da coluna

 Diferentes misturas necessárias para otimizar a separação.
 Linha base mais estável e sem flutuações.
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Eluição GradienteEluição Gradiente

 Grandes diferenças de k impossibilitam a separação por um
sistema isocrático.

 Separação de herbicidas com FM H2O/ACN, FE C18 4.6 x 150 mm, 5 µm, 2
mL/min
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CategoriasCategorias de de SeparaçãoSeparação
LCLC

Como essas categorias são diferenciadas?? 

Aumento da resolução cromatográfica

Redução do tempo de análise

Aumento da sensibilidade do método
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Definição das categorais em LCDefinição das categorais em LC

Dispersão > 30 µL Dispersão 12 - 30 µL Dispersão < 12 µL

Aumento na flexibilidade e caracterização da amostra
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O O queque diferenciadiferencia osos sitemassitemas??

 Dispersão – Ampliação de uma banda cromatográfica devido a
efeitos sobre a coluna (difusão e cinética de transferência de
massa que são ambos dependentes do tamanho da partícula e
da velocidade linear) e os efeitos de sistema (tubulação de
diâmetro interno (ID) e comprimento, conexões, os volumes de
célula de fluxo detector, etc .)

Redução da disperção = Redução do espalhamento               
das moléculas
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Espalhamento de bandas Espalhamento de bandas 
cromatográficascromatográficas

Banda
cromatográfica

utópica
Ausência de 

espalhamento

Espalhamento aceitável
Situação realística desejada
Largura do pico controlada

Bom formato de pico e 
separação

Espalhamento excessivo
Situação realística indesejada

Largura do pico excessiva
Péssimo formato de pico e 

separação
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Por que ocorre o espalhamento de Por que ocorre o espalhamento de 
bandas?bandas?
 Processos de espalhamento extra-coluna: difusão devido à

tubulações (injetor  coluna, coluna  detector, dentro do
detetector).

Espalhamento de bandas dentro da tubulação
devido ao diâmetro interno (ID)

Espalhamento de bandas dentro da tubulação devido ao comprimento
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MENOR espalhamento
fornece...

– MELHOR formato de
pico

– MAIOR sensibilidade

– MAIOR resolução

Benefícios do menor Benefícios do menor 
espalhamentoespalhamento
 Quais as vantagens de se ter menor espalhamento?
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SistemaSistema ACQUITY UPCACQUITY UPC22::
AproveitandoAproveitando o o poderpoder das das pequenaspequenas partículaspartículas

cafeína, carbamazepina, uraciloa hidrocortisona, prednisolona,   e sulfanilamida

2.1 x 150mm, 1.7µm
Fluxo = 1.4 mL/min

NUSP(Sulfan) = 19,809
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NUSP(Sulfan) = 6,561

Baixa dispersão
UPC2 Sistema
permite a utilização
de colunas com 
partículas pequenas

3 X eficiência

1.7 X sensibilidade

1.7 X resolução



©2013 Waters Corporation 41

ImpactoImpacto dada dispersãodispersão do do sistemasistema
emem análisesanálises cromatográficascromatográficas
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Rs = 1.44 Rs = 2.84

Elevada
disperção

Baixa
disperção

Mesma coluna cromatográfica: diferentes sistemas
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Definição das categorais em LCDefinição das categorais em LC

Dispersão > 30 µL

Colunas aceitáveis: 
• 3.0 – 4.6 mm ID
• 3 - 10 µm partículas

Ótimo: 
• 4.6 mm ID, 5 µm

Pressão de operação: 
• < 6,000 PSI

Dispersão 12 - 30 µL

Colunas aceitáveis: 
• 2.1 - 4.6 mm ID
• 1.7 - 5 µm partículas

Ótimo:
• 3.0 mm ID, 2.x µm

Pressão de operação: 
• 6,000 – 15,000 PSI

Dispersão < 12 µL

Colunas aceitáveis: 
• 1.0 - 4.6 mm ID
• 1.6 - 5 µm particulas

Ótimo: 
• 2.1 mm ID, 1.7 µm

Pressão de operação: 
• 9,000 – 15,000 PSI

Aumento na flexibilidade e caracterização da amostra
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NúmeroNúmero de de pratospratos
EfeitoEfeito do do tamanhotamanho dada partículapartícula e do e do fluxofluxo

N
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p
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s

UPLC
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EscolhaEscolha do do melhormelhor sistemasistema

Impacto do aumento da
disperção em um pico
cromatográfico
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Seleção do tamanho
apropriado da partícula
baseada na complexidade da
separação

EscolhaEscolha do do melhormelhor sistemasistema
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Emparelhar o tamanho de 
partícula com o ID coluna que 
melhor corresponde à dispersão 
do seu sistema de cromatografia

EscolhaEscolha do do melhormelhor sistemasistema
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Seleção um fluxo que 
proporcione 

velocidade linear ideal 
para maximizar a 

eficiência das 
características da 

coluna (van Deemter)

EscolhaEscolha do do melhormelhor sistemasistema
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O sistema deve ser 
capaz de funcionar a 
pressões típicas de 
volta associados com 
a coluna seleccionada

EscolhaEscolha do do melhormelhor sistemasistema
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O custo relativo por análise diminui quando migramos de HPLC para UHPLC para UPLC 
devdo ao curto tempo de análise e baixo fluxo de análise

EscolhaEscolha do do melhormelhor sistemasistema



©2013 Waters Corporation 50

MesmoMesmo sistemasistema de de colunacoluna ==
MelhorMelhor performaceperformace cromatográficacromatográfica

HPLC

UHPLC

UPLC
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Analise de substancias correlatas
 HPLC
 UPLC
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HPLC Método 1

HPLC Método 2

UPLC Método
Um mesmo método separa substâncias similares

ComparaçãoComparação entre entre métodosmétodos::
HPLC HPLC -- UPLCUPLC
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SeparaçãoSeparação de 10 de 10 vitaminasvitaminas solúveissolúveis emem
águaágua + + cafeínacafeína + + corantescorantes
Condições: Análise em UPLC 
Fluxo: 0,45 ml/min; Injeção 2 uL
Gradiente, FM A: água + 0,1 % ácido fórmico e FM B: metanol + 0,1 % ácido fórmico 
Coluna HSS T3 (2,1x100 mm; 1,8 µm); Deteção UV
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Análise de Impurezas da Análise de Impurezas da 
MetforminaMetformina

Condições: Análise em UPLC
Fluxo: 0,5 ml/min; Injeção 1 uL
Isocrático, FM ACN:Fosfato de potássio 20 mM (80:20, v/v)
Coluna BEH Amida (2,1x150 mm; 1,7 µm); Deteção UV
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Análise de Ziprasidona HCl Análise de Ziprasidona HCl 
Transferência HPLC Transferência HPLC -- UPLC UPLC 

Condições: Análise em HPLC
Fluxo: 1,5 ml/min; Injeção 20 uL
Isocrático, Metanol:Tampão (40:60, v/v)
Coluna X Bridge (4,6x150 mm; 5 µm); 
Deteção UV 229 nm

Condições: Análise em UPLC
Fluxo: 0,6 ml/min; Injeção 1,4 uL
Isocrático, Metanol:Tampão (40:60, v/v)
Coluna BEH (2,1x50 mm; 1,7 µm); 
Deteção UV 229 nm
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Transferência ou Re-desenvolvimento do 
Método HPLC - UPLC?
Transferência ou Re-desenvolvimento do 
Método HPLC - UPLC?

 Transferência do método:

– Utilização das informações 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 há a necessidade de re-desenvolvimento do método?

– Diferenças de seletividade entre as colunas do HPLC e do UPLC 
dificultam a conversão do método;

– Condições do método do HPLC não favoráveis podem ser eliminadas no 
re-desenvolvimento do método.

– UPLC = menor tempo, menor custo, maior eficiência
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