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RESUMO

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica de separacéo
amplamente difundida, e seu principio é baseado na eluicdo de uma fase movel
(FM) através de uma coluna recheada com uma fase estacionaria (FE). Durante a
descoberta de novos farmacos e na avaliacdo da qualidade e estabilidade de
farmacos e medicamentos, métodos de separacdo e quantificacdo por CLAE sé&o
desenvolvidos ou otimizados. Para se obter um método adequado € necessario, se
ter um conhecimento tedrico prévio sobre a CLAE e as caracteristicas fisico-
guimicas do analito ou farmaco, pois assim é possivel fazer proposi¢cdes de FM, FE,
fluxo, volume de injecdo, tempo total de andlise e demais variaveis. A fim de avaliar
se um método atende as exigéncias requeridas para o estudo, existem o0s
parametros de adequacao do sistema cromatografico, que fornecem resultados que
permitem ajustar as condi¢cdes analiticas, dentre os quais estdo: niumero de pratos
teodricos (N), resolucdo (Rs), fator de cauda (TF) e desvio padrdo relativo (DPR).
Este trabalho visa descrever os parametros ja existentes para adequacdo do
sistema, as condicbes cromatograficas mais comumente empregadas, além de
comparar as variagdes durante os procedimentos de desenvolvimento e otimizacao
de métodos por CLAE por diferentes pesquisadores e de produzir um material
bibliografico com um fluxograma para que seja utilizado em posteriores estudos que
necessitem de otimizacgdo ou desenvolvimento de um novo método para
guantificacdo de farmaco isolado ou contido em formas farmacéuticas (FF). Para
tanto, foram realizadas buscas bibliograficas nas principais bases de dados de
periodicos sobre artigos que desenvolveram e otimizaram um método de
guantificacdo por CLAE desde 2008, bem como buscas em livros. Observou-se a
existéncia de diversas variagbes no procedimento para realizacdo do
desenvolvimento ou otimizacdo, empregando diferentes condi¢cbes, sendo que
composicdo da fase moével era a que sofria mais variacdes, e que a fase
estacionaria, dificilmente era mudada, provavelmente pela nao disponibilidade de
multiplas colunas no laboratério onde se realizaram as analises. Ao final, foi possivel
constatar que ndo existe uma regra, mas que alguns passos durante 0S processos
foram comuns em grande parte dos estudos, como o fato da escolha de uma FE
baseada na estrutura quimica do analito. Todas as informagdes obtidas foram
compiladas e isso possibilitou a proposicdo de um fluxograma para direcionar as
escolhas de condi¢des analiticas, a partir dos parametros de adequacédo do sistema
cromatografico, a fim de agilizar o desenvolvimento de método cromatografico para
guantificacao de farmacos, além de minimizar gastos e geracdo de residuos.

Palavras-chave: CLAE, otimizacdo, desenvolvimento analitico, adequacdo do
sistema cromatografico.



ABSTRACT

High performance liquid chromatography (HPLC) is a widely diffused separation
technique, and its principle is based on the elution of a mobile phase (MP) through at
the column packed with a stationary phase (SP). During the discovery of new drugs
and in the evaluation of the quality and stability of drugs and medicines, methods of
separation and quantification by HPLC are developed or optimized. In order to obtain
a suitable method, it is necessary to have a previous theoretical knowledge about the
HPLC and the physicochemical characteristics of the analyte or drug, since it is
possible to make propositions of MP, SP, flow, injection volume, total analysis time,
and other variables. In order to evaluate if a method meets the requirements for the
study, there are parameters of adequacy of the chromatographic system, which
provide results that allow adjusting the analytical conditions, among which are:
number of theoretical plates (N), resolution (Rs), tail factor (TF), and relative standard
deviation (RSD). The aim of this work was to describe the parameters that already
exist for the adequacy of the system, the most commonly used chromatographic
conditions, and to compare the variations during the development and optimization of
methods by HPLC by different researchers and to produce a bibliographical material
with a flowchart to be used in further studies that require optimization or development
of a new method for quantification of drug isolated or contained in pharmaceutical
forms. For this, bibliographic searches were carried out in the main databases of
periodicals about articles that developed and optimized a method of quantification by
HPLC since 2008, as well as searches in books. It was observed the existence of
several variations in the procedure to carry out the development or optimization,
using different conditions, being that the composition of the mobile phase was the
one that suffered more variations, and that the stationary phase was hardly changed,
probably due to the non-availability of multiple columns in the laboratory where the
analyzes were performed. At the end, it was possible to verify there is no rule, but
some steps during the processes were common in most of the studies, as the fact of
choosing an SP based on the chemical structure of the analyte. All the information
obtained was compiled and this enabled the proposition of a flowchart to direct the
choices of analytical conditions, from the parameters of adequacy of the
chromatographic system, in order to speed up the development of chromatographic
method for quantification of drugs, besides minimizing expenses and generation of
waste.

Keywords: HPLC, optimization, analytical development, adequacy of the
chromatographic system
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1. INTRODUCAO

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo em Varios
estagios, onde uma mistura de componentes, esta dispersa ao nivel molecular em
um liquido, chamado de fase mével. Essa fase movel (FM) transporta os analitos
uniformemente por entre os poros de um meio fixo, chamado de fase estacionaria
(FE), dessa forma, os analitos ficam distribuidos entre essas duas fases, que estédo
intimamente em contato. Como cada analito interage de uma forma distinta com
esse meio fixo, observam-se diferentes tempos de migracao
(KAZAKEVICH, Y.; LOBRUTTO, R., 2007) (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P.,
2006).

Dentre os diferentes tipos de cromatografia, temos a cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (CLAE), que é amplamente difundida. A CLAE baseia-se na
distribuicdo dos analitos contidos em uma amostra ou matriz entre a FM liquida que
é eluida sob alta presséo através de uma coluna cilindrica contendo a FE. E uma
técnica que apresenta consideraveis vantagens quando comparada a outros
métodos cromatograficos, dentre eles destaca-se: a possibilidade de aplicagdo em
uma grande variedade de amostras, boa precisdo, tempo de analise reduzido,
notavel sensibilidade, boa reprodutibilidade, além de ser bastante versatil. Durante a
descoberta de novos farmacos e na avaliacdo da qualidade e estabilidade de
farmacos e medicamentos, sdo desenvolvidos métodos de separacdo e
guantificacdo por CLAE. No entanto, para que se chegue a um método eficiente,
rapido e adequado a aplicacdo pretendida, € necessario, primeiramente, que se
compreenda os principios e a teoria da CLAE. Os parametros de adequacdo do
sistema cromatografico fornecem resultados que permitem ajustar as condi¢cfes
analiticas, e dessa forma gera um método cromatografico otimizado e mais
adequado a finalidade proposta (SNYDER, L.; KIRKLAND, J.; DOLAN, J.2010)
(COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P.,2006).

Apesar da CLAE ser uma técnica versatil e abrangente, apresenta alguns
pontos criticos devido aos parametros variaveis que devem ser ajustados e
controlados para que se obtenha a separacdo do analito de interesse, em tempo
adequado e produzindo um sinal cromatografico com caracteristicas desejaveis e

reprodutiveis.
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A importancia do presente trabalho consiste em reunir as principais
informacbes sobre os parametros que devem ser avaliados em um método
cromatografico quantitativo para farmacos, como estes parametros podem ser
variados, quais as interferéncias que estas variagbes podem acarretar na
guantificacdo de farmacos e propor um guia sobre a conducdo dos testes ou
procedimentos basicos para desenvolver e otimizar métodos por CLAE.

Assim sendo, este trabalho visa contribuir para tornar o processo de
desenvolvimento e otimizacdo de métodos analiticos por CLAE menos dispendioso,
reduzindo a quantidade de reagentes e solventes que s&o utilizados,
consequentemente amenizando a geracao de residuos nocivos, bem como tornar o

processo mais rapido e eficiente.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Elaborar um guia para desenvolvimento e otimizacdo de métodos por CLAE

utilizados na quantificacdo de farmacos isolados ou contidos em medicamentos.

2.2. Objetivos especificos

l. Buscar na literatura o0s parametros ja existentes e utilizados para

guantificacao de farmacos por CLAE.

Il. Descrever e analisar, como as condicfes cromatograficas podem variar e

influenciar a quantificagdo de farmacos.

II. Elaborar um guia com procedimentos para desenvolvimento e otimizacdo dos

métodos por CLAE para quantificacdo de farmacos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Cromatografia aliqguido de alta eficiéncia (CLAE)

A palavra cromatografia vem do grego, onde “chroma” (cor) e “graphein”
(escrita), escrita da cor, remetem aos primeiros métodos cromatograficos, onde a
separacao de compostos se baseava na diferenca de cor. A descoberta da técnica é
atribuida ao botanico Michael Tswett no século XX. A cromatografia a liquido
consiste em um método fisico-quimico de separacdo de componentes de uma
mistura. O processo ocorre quando a fase mével (FM), que transporta os analitos,
passa através de uma fase estacionaria. As diferentes interacdes que ocorrem entre
os analitos e as fases, leva a tempos de migracéo distintos para cada componente
da amostra (COLLINS, C., 2009) (HARVE, D., 2000) (GONCALVES, A.; 2011)
(KAZAKEVICH, Y.; LOBRUTTO, R., 2007) A FM é composta por um liquido e a FE
pode ser solida ou um liquido adsorvido em um suporte so6lido (COSKUN, O., 2016).

Existem diferentes tipos de cromatografia, mas o foco do presente trabalho
sera a cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE), uma técnica de separacéo
baseada na distribuicdo de uma mistura entre duas fases imisciveis, que séo: a fase
mével constituida por um solvente liquido que carreia a amostra solubilizada e elui
sob altas pressoes, e a fase estacionaria, contida na coluna cilindrica (BRASIL,2010)
(COLLINS, C.; GUIMARAES, L.,1988).

A CLAE é o tipo mais versati e mais amplamente empregado de
cromatografia por eluicédo, utilizada para detectar, quantificar e purificar substancias
em diferentes matrizes de amostras, advindas de materiais organicos, inorganicos
ou biolégicos (SKOOG, D.; WEST, D.; HOLLER, F., 2005) (KUMAR D.; KUMAR H.,
2012). Além disso, apresenta vantagens consideraveis sobre os demais métodos de
separacao e analise de misturas quimicas, tais como: 1) a possibilidade de aplicacao
em grande variedade de amostras; 2) alta precisdo e resolugdo dos resultados
obtidos; 3) tempo de andlise reduzido, ao comparar com outras técnicas
cromatograficas; 4) notavel sensibilidade, devido a disponibilidade de detectores
cada vez mais sofisticados; 5) boa reprodutibilidade
(SNYDER, L.; KIRKLAND, J.; DOLAN, J.2010) (BRASIL, 2010) (COLLINS,C,;
BRAGA G.; BONATO P.,20086).

Os mecanismos de separacdo dependem intimamente das interacbes que

ocorrem entre 0 analito e a FM e a FE, e podem se dar por processos fisicos,
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guimicos ou mecanicos. Os principais tipos séo: adsorcao, troca ibnica, particdo,
exclusdo por tamanho, afinidade ou interacdes estereoquimicas, e sdo dependentes
da natureza quimica das substancias que serdo separadas e de aspectos
relacionados com a composi¢cdo e vazao da fase movel e a composicdo da fase
estacionaria. Os compostos que apresentam maior interacdo com a fase moével sao
eluidos mais rapidamente, e aqueles que apresentam maior afinidade pela fase
estacionéria, ficardo retidos e terdo tempo de eluicdo maior (ZOTOU, A., 2012)
(BRASIL, 2010).

A CLAE que emprega a particdo como mecanismo de separacdo € uma das
mais utilizadas. Nela, ambas as fases, estacionaria e mével sdo compostas por
liguidos imisciveis entre si. A técnica pode ser subdividida em cromatografia
liquido-liquido, cujo principio € baseado nas diferencas de solubilizacdo dos
componentes da amostra entre as duas fases, e ha também a cromatografia a
liquido por particdo com fase ligada, que difere-se pelo fato da FE estar imobilizada;
assim, na primeira o liquido € imobilizado por adsorcéo fisica e na segunda ocorre a
retencdo por meio de ligacdes quimicas (SKOOG, D.; WEST, D.; HOLLER, J., 2005)
(SNYDER, L., KIRKLAND, J., DOLAN, J.2010).

Na cromatografia por adsor¢cdo ocorre uma competicdo entre as moléculas da
amostra e da FM para ocupar os sitios ativos da FE, e adsor¢cédo do soluto ocorre na
interface entre o soélido e a FM, por causa dos grupos ativos contidosem sua
superficie. Para que o analito seja adsorvido na FE é necessario que a molécula da
FM se desloque. Por exemplo, se a superficie adsorvente apresentar caracteristicas
polares, os grupos apolares apresentaréo baixa afinidade e assim ndo vao conseguir
mover a molécula da FM, logo ndo serao retidos; os compostos polares e 0s grupos
polarizaveis, formardo ligacbes de hidrogénio com essa superficie e assim ficardo
retidos Dessa forma conclui-se que, a polarizacdo dos compostos ira afetar o tempo
de retencdo destes, com consequente alteracdo do tempo de eluicdo
(COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P.,2006).

Na cromatografia por troca ibnica, a FE é uma resina com grupos ionicos
adsorvidos que possuem em sua estrutura contra-ions, esses por sua vez, poderao
ser deslocados pelos ions opostos presentes na amostra. A FM, tem 0 mesmo tipo
de carga que o soluto e, portanto, compete com o ion da amostra por interacdes de
pares ibnicos com FE. As resinas utilizadas podem ser catibnicas (possuem carga

negativa e retém ions positivos) (1) ou anidnicas (possuem carga positiva e retém
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ions negativos) (2). Nesse caso, a seletividade e a retengdo sdo muito dependentes
do pH e da forga i6nica da FM (KAZAKEVICH, Y.; LOBRUTTO, R., 2007) (COLLINS,
C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006).

X* + Matriz-R'Na* = Matriz-R'X* + Na* (trocador cationico) (1)
X+ Matriz-R*ClIF <= Matriz-R*X +CI-  (trocador ani6nico) (2)

A separacao por exclusédo é baseada na diferenca de tamanho das moléculas,
feita em uma coluna recheada com matéria inerte e porosidade definida
(KAZAKEVICH, Y.; LOBRUTTO, R., 2007).

A cromatografia quiral vem sendo bastante utilizada, uma vez que ela permite
a separacdo de misturas racémicas, que sao misturas compostas por enantibmeros
(compostos que possuem um carbono quiral, mas as suas imagens especulares nao
s&o sobreponiveis). E uma técnica muito empregada pela indUstria farmacéutica,
pois permite definir a pureza ética e a configuragéo estereoisomeérica de farmacos,
matérias-primas ou medicamentos, uma vez sabido que, quando ha presenca de um
composto enantiomérico, um dos estereoisbmeros pode apresentar alta atividade
terapéutica e o0 outro uma alta toxicidade, a exemplo a talidomida
(SINGH, A.; KEDOR-HACKMANN, E.; SANTORO, M., 2006).

3.2. Sistema cromatografico

Existem diferentes modelos de cromatdgrafos disponiveis no mercado, e
justamente por isso, no momento da aquisicdo de um equipamento, caracteristicas
como a versatilidade, rapidez, reprodutividade e detectabilidade, devem ser levadas
em consideracao (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006).

O sistema cromatografico da CLAE é composto por Varios componentes,

como mostrado na Figura 1:
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Figura 1: Esquema de um cromatégrafo a liquido contendo: reservatério da FM; bomba
gque visa promover a passagem da FM pelo sistema com alta pressao; injetor para
realizar a introducdo da amostra; coluna cromatogréfica; detector e o sistema para
coletar os dados composto de um detector integrado a um software.

Bomba de
alta pressao
TUbO_ de _____ . 'n’etor
transferéncia . '
da M :

>

AN

Coluna !
4—— Filtro :
Reservatério . _l‘_'_' .. Sistema de
da fase moével A R ; aquisicao de
dados

' % ' Detector

Efluente da coluna

(Fonte: COLLINS, C.H; BRAGA G. L; BONATO P.S, 2006)

3.2.1. Reservatorio da FM

O reservatorio onde se coloca a FM, é, na maioria das vezes, feito de vidro,
mas pode ser constituido de aco inoxidavel ou plastico inerte, dependendo do tipo
de andlise a ser realizada. O tamanho é dependente da finalidade da analise. O
nivel do reservatério deve ser monitorado para que o volume seja adequado ao
bombeamento evitando assim a falta de FM e a entrada de ar no sistema, pois iSso
pode ocasionar problemas mecanicos ao cromatografo
(COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006).

A FM deve ser previamente filtrada para que ao ser inserida no reservatorio
esteja livre de particulas, pois estas podem comprometer varias partes do sistema,
como por exemplo, provocar o entupimento da coluna. Deve ser feita também a

desgaseificacdo da FM, principalmente quando esta for polar pois tende a dissolver
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oxigénio e outro gases. A presenca de bolhas pode levar a problemas no sistema de
bombeamento e ou a geracdo de picos com a presenca de interferentes. Essa
desgaseificacdo é feita principalmente através da acao de ultrassom, borbulhamento
de gas hélio ou outro gas inerte e com Dbaixa solubilidade
(SNYDER, L.; KIRKLAND, J.; DOLAN, J., 2010) (MEYER, V., 2004) (FIGUEIREDO,
T.,2012).

3.2.2. Bombas de alta presséo

O sistema de bombeamento tem a funcéo de pressurizar a FM do reservatorio
para dentro do cromatdgrafo, a uma velocidade de fluxo constante e reprodutivel.
Elas sdo indispensaveis ao sistema cromatografico, pois servem para vencer a alta
pressao exercida pelo recheio da coluna, e se ndo fossem empregadas na CLAE, o
tempo de andlise seria demasiadamente longo. Adequadamente, uma bomba deve
ter uma vazado continua, uma faixa de pressdo de 350 a 600 bar, ser inerte
guimicamente a solventes comuns e deve resistir a variacdo da composicdo da FM
(EUROPEAN, 2013) (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006) (MEYER, V.,
2004) (SNYDER, L.; KIRKLAND, J.; DOLAN, J., 2010).

Existem diferentes tipos de bombas, sendo elas: 1) pneumaticas, em que a
pressado é exercida de forma constante por um gas inerte a alta presséo diretamente
sobre o liquido ou em um recipiente que permita a compressdo do liquido nele
contido; 2) do tipo reciprocas, cujo movimento de vai-e-volta de pistdes e por meio
do sistema de valvulas libera volumes constantes de forma pulsétil; e 3) seringas,
em que o émbolo é deslocado de forma continua e uniforme , comprimindo assim o
liguido que estda numa camara, forcando sua passagem através de um orificio na
propria camara, determinando a vazao do sistema
(COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006) (ZANELLA,2018) (HARVEY, D.,
2000).

3.2.3. Programadores de FM, medidores e controladores de pressao

Em andlises que se utiliza a eluicdo por gradiente, temos os chamados
programadores de FM, que vao alterar a composi¢cao da fase durante o processo de
separagao. Existem dois tipos, os programadores 1) a alta pressao, onde diferentes
reservatorios alimentam diferentes bombas, e elas liberam os solventes a uma alta

pressdo numa pequena camara onde sdo misturados e segue para 0s demais
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componentes do cromatografo; e 2) a baixa pressédo, em que o gradiente é formado
misturando-se 0s solventes em uma camara a pressdo atmosférica, e
posteriormente essa mistura é bombeada por meio de uma uUnica bomba de alta
pressao para a coluna (SNYDER, L.;KIRKLAND, J.; DOLAN, J., 2010)
(FIGUEIREDO, T., 2012).

Os medidores e controladores de pressdo basicamente tem a finalidade de
monitorar e manter a pressao, e servem assim como uma ferramenta para
otimizacdo de método, aperfeicoamento de separacdo, bem como para diagnosticar
entupimentos ou vazamentos (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006).

3.2.4. Sistema injetor da amostra

Na CLAE, as amostras devem ser previamente solubilizadas na FM, para que,
por meio do sistema injetor ela possa ser inserida na coluna. A adequada introducgao
da amostra na coluna de separacdo é um fator importante para que se tenha um
bom desempenho da coluna, para tal, é preciso ter alguns cuidados para evitar
entupimento do injetor, como a realizacéo prévia da filtracdo da amostra, de modo a
reter particulas sélidas e também a desgaseificacdo, para evitar bolhas de ar
(COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006) (SNYDER, L.; KIRKLAND, J,;
DOLAN, J., 2010).

O injetor pode ser manual, usando uma seringa apropriada. E a forma de
introducdo da amostra mais acessivel e simples. Em geral, as seringas suportam
uma pressao de aproximadamente 1500 psi. Outro tipo de injetor € 0 automatico,
para o qual existe um carrossel onde podem ser acomodados diversos frascos
contendo as amostras, denominados vials, e assim sdo auto-injetados na coluna de
forma consecutiva (FIGUEIREDO, T., 2012) (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P.,
2006) (SILVA, P., 2012) (SNYDER, L.; KIRKLAND, J.; DOLAN, J., 2010).

3.2.5. Coluna cromatogréafica

Entre o injetor e a coluna, tem-se a coluna guarda, com objetivo principal de
reter impurezas e impedir que estas danifiguem a coluna e assim aumentar a vida
atil da coluna (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006).

As colunas analiticas usadas para a separacdo por CLAE geralmente séo
constituidas de aco inox, mas dependendo do tipo de amostra com que se trabalha,

faz-se necessario o uso de colunas feitas de outros materiais, como por exemplo,
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vidro, com o diferencial de que estas devem operar sob menor pressao. A FE que
recheia a coluna cromatografica € onde efetivamente ocorre a separacdo dos
constituintes da amostra. A FE é composta por particulas pequenas, compactadas e
distribuidas uniformemente ao longo da coluna cromatografica (COLLINS, C.;
BRAGA G.; BONATO P., 2006) (BRASIL, 2010) (MOLDOVEANU, S.; DAVID, V.,
2017).

A eficiéncia de uma coluna cromatografica € expressa pelo nimero de pratos
tedricos, como sera explicado posteriormente (LANCAS, F., 2011). Elas podem
apresentar comprimento variante entre 10 a 30 cm, com diametros internos de 1 a 5
mm, contendo no seu interior as particulas com diametros de 3um a 10 ym para
colunas analiticas, apresentando assim cerca de 40.000 a 60.000 pratos m. Hoje, é
possivel encontrar microcolunas, que possuem aproximadamente 100.000 pratos
m-1, fornecendo assim rapidez na andlise e consumo reduzido dos solventes de alta
pureza utilizados no sistema de cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(SKOOG, D.; WEST, D.; HOLLER, F., 2005) (BRASIL,2010).

Existem as colunas preparativas, que sdo empregadas quando objetivo é
separar e recuperar os analitos de uma amostra em uma quantidade suficiente para

serem utilizados posteriormente em outros tipos de analise (SILVA, P., 2012).

3.2.6. Detector

Na CLAE, o detector tem a fun¢ao de converter um sinal quimico ou fisico que
seja mensuravel para ser registrado, e geralmente esse sinal corresponde a
concentracao ou identificacdo do componente (SWARTZ, M., 2010).

Idealmente, os detectores em CLAE devem possuir 0 menor tamanho
possivel, para reduzir a emissdo de ruidos e geracdo de possiveis interferentes que
possam levar ao alargamento das bandas; serem capazes de suportar a vazéo de
liqguido que chega até eles, ter alta sensibilidade e baixo limite de detec¢ao, resposta
rapida a todos os solutos, nao sofrer variacdes as alteracdes de vazao da FM ou da
temperatura, mas até hoje nenhum detector atende a todas caracteristicas, existindo
ainda limitacbes (SWARTZ, M., 2010) (KUMAR, S.; KUMAR, H., 2012).

Um detector pode ser universal, quando permite ser operado com diferentes
analitos, ou seletivo, quando detecta somente uma classe ou tipo de substancia.

Podem ser classificados também como, destrutivos, como os espectrémetros de
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massa, ou nao destrutivos, como o ultravioleta—visivel (COLLINS, C.; BRAGA G,
BONATO P., 2006).

Os detectores por absorbancia no ultravioleta (UV) e no visivel (VIS) séo
amplamente utilizados devido ao fato de que muitos compostos, que séo objetos de
estudo absorvem nessa regido. A concentracdo do analito é determinada pela Lei de

Beer-Lambert (Equacéao 1):

Equacéo 1: Lei de Beer-Lambert

A= logIT0 = ebc

onde, A é absorbéancia, lo € a intensidade da luz incidente, | é a intensidade da luz

transmitida; e é a absorbitividade molar (I.molt.cm™); b é o comprimento do caminho

gue a luz precisa atravessar na cuba onde esteja a amostra e a grandeza é dada em

centimetros; ¢ é a concentragdo molar do a (mol™t.l) (SWARTZ, M., 2010).

O principio de funcionamento é baseado na absorcéo de luz pela amostra, ao
passar por uma radiacdo eletromagnética. Dentro dos detectores
espectrofotométricos temos:

e Fotométrico que trabalha com um ou dois comprimentos de onda. A maioria
deles operam em comprimentos de onda de 254nm e 280nm.

e O de comprimento de onda variavel no UV-VIS, cuja faixa de 200 a 800 nm. E
composto por uma fonte continua de emissdo de radiacdo, por exemplo uma
lampada de deutério ou tungsténio a alta pressao, cujo luz emitida passa por um
monocromador que seleciona o comprimento de onda desejado, gerando assim
uma radiacdo monocromatica que € projetada num divisor de feixe, e assim gera
dois feixes por meio das lentes das celas da amostra e referéncia, levando as
mudancas no estado energético das substancias. Entdo, a diferenca da
qguantidade de luz transmitida pelas celas chega até a fotomultiplicadora que gera
um sinal. A vantagem desse tipo de detector € que ele permite o ajuste do
comprimento de onda para que eles trabalhem num comprimento de onda que
forneca maior seletividade ou que esteja na absorbancia maxima de um analito.

e Arranjo de diodos, em que a radiacdo UV-VIS proveniente da fonte passa pela

cela contendo a amostra, e a luz que emerge passa através de uma grade
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holografica, cujos comprimentos de onda resultantes sdo focalizados sobre os
fotodiodos, que é rapidamente reproduzido no computador. Apresenta vantagens
como a formacdo de espectros tridimensionais (absorbancia, comprimento de
onda e tempo de retencdo), pode-se obter e guardar o espectro de cada corrida,
€ possivel definir a pureza do pico, e a subtracdo dos cromatogramas em dois
comprimentos, permite a reducdo do desvio da linha de base e do ruido
(SWARTZ, M., 2010) (BRASIL, 2010) (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P.,
2006).

Hoje, utiliza-se detectores com espectrometria de massa, que permitem
identificar os analitos que saem da coluna, por meio da medida da relacdo entre a
massa molar e a carga gerada (m/z) apoés fragmentacdo do analito, propiciando
assim uma alta seletividade. Outros tipos de detectores sdo: a) os de indice de
refracdo, utilizado para amostras que ndo absorvem no UV-VIS e mede a diferenga
entre o indice de refracdo Otica da fase mével pura e da fase movel contendo a
substancia a ser analisada; b) potenciométricos ou eletroquimicos, utilizados para
guantificar analitos que podem sofrer oxirreducdo em um eletrodo, sendo muito
sensiveis e seletivos, mas necessitam de fases moveis isentas de oxigénios ou ions
de metais redutiveis; c) fluorescéncia que detectam os grupos fluoroforos dos
analitos ou que podem ser derivatizados e transformados em compostos
fluorescentes; (SWARTZ, M., 2010) (SKOOG, D.; WEST,D.; HOLLER, F., 2005)
(BRASIL, 2010) (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006).

3.2.7. Sistema coletor de dados

O sistema coletor de dados, recebe as informacdes dos detectores, de modo
a permitir que os dados sejam posteriormente manipulados e possam gerar 0s
cromatogramas. Pode-se acoplar a esse sistema um microcomputador, que
possibilita controlar a composicdo da fase movel para as separacdes, a vazao da
bomba, injecdo da amostra, temperatura da coluna, entre outros parametros da
CLAE (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006) (BRASIL, 2010).

3.3.  Modos de eluicéo
Na CLAE a FM é o liquido que flui de maneira continua através do sistema
cromatografico, arrastando consigo a amostra previamente solubilizada através da

coluna, e esse processo € nomeado de eluicdo e pode ser de duas maneiras:
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isocrética ou gradiente. A escolha da FM é de suma importancia, tendo em vista
gue sua composicdo € fundamental para definir o processo de separacdo. Trés
critérios devem ser considerados durante a selecéo da FM, sendo eles:

a) As caracteristicas fisico-quimicas: os solventes utilizados devem ser grau
cromatografico ou ser de facil purificacdo; devem ser capazes de dissolver a amostra
sem promover a degradacdo da mesma; ndo devem decompor as FE; apresentar
baixa viscosidade e ser compativel, tanto com o detector utilizado, quanto com
misturas complexas.

b) A forca cromatogréfica, ou seja, a capacidade da FM selecionada em
interagir com os aniltos. Essa forca € definida pela polaridade do solvente.

c) Seletividade, que esta relacionada a solubilidade dos constituintes da
amostra em solventes com polaridades semelhantes. (CHUST R.,1990) (COLLINS,
C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006). A afinidade de uma substancia pela fase
estacionéria é controlada pela polaridade da fase mével (BRASIL,2010).

Na eluicdo isocrética, a forca cromatografica é constante, obtida por meio da
utilizacdo de um unico solvente ou uma mistura de solventes cuja composicdo se
mantém constante durante a analise, como por exemplo, uma CLAE - FR
(cromatografia a liquida de alta eficiéncia de fase reversa) empregando como FM a
mistura MeOH: H20: 80:20 (v/v) do comeco ao fim da analise. Apresenta algumas
vantagens, como a sua simplicidade, baixo custo e boa repetitividade (COLLINS, C.;
BRAGA G.; BONATO P., 2006).

A eluicdo por gradiente é aquela em que sao utilizados dois ou mais sistemas
de solventes com diferencas de polaridade durante a separagcao e assim observa-se
um aumento gradativo na forca cromatografica por meio da elevacdo da
porcentagem de solvente organico. Tipicamente, esse tipo de eluicdo se inicia com
uma faixa isocratica pequena, onde a FM mais fraca passa pela coluna, e é apoés
essa etapa que se inicia, de fato, o gradiente. (GLOCKNER, G., 1987). Este tipo de
eluicdo melhora a eficiéncia da separacao, pois sao obtidos picos mais simétricos e
com melhor resolucdo, porém apresenta algumas restricdes, como o fato de nao
alguns tipos de cromatografia, a exemplo a cromatografia liquido-liquido. E
Importante ressaltar que, apesar de algumas desvantagens, existem casos em que a
utilizac&o da eluicédo por gradiente se faz necesséria, por exemplo quando a amostra
€ composta por uma mistura complexa de substancias com propriedades quimicas

variadas e com tempos de retencdo ndo muitos distintos; quando a amostra possui
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moléculas grandes ou quando a amostra tem uma grande quantidade de interferente
(COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006) (SKOOG, D.; WEST, D.; HOLLER, F.,
2005).

A escolha do modo isocratico ou gradiente basicamente depende da
guantidade de componentes a serem eluidos e separados. Para auxiliar nessa
escolha, uma separacdo com eluicdo gradiente pode ser efetuada, e posteriormente
se faz a razdo entre o tempo total de corrida (twotar) € @ diferenga do tempo de eluicéo
entre o primeiro e o Ultimo componente ( to-t1). Se o resultado dessa razao
(tootar /' ( t2-t1) for < 0,25, a eluicdo isocratica € mais adequada, e se for > 0,25 a

eluicdo gradiente é preferivel (SHAH, B. et al., 2012).

3.4. Cromatografia em fase reversa e fase normal

A natureza dos grupos que constituem as FE contidas nas colunas
cromatograficas pode variar, podendo elas serem polares, configurando assim a
chamada fase normal (FN), ou podem ser apolares, e sdo assim denominadas fase
reversa (FR), e isso define o tipo de interacdo quimica da superficie com o eluente.
A escolha da FE depende da solubilidade dos analitos da amostra na FM, uma vez
gue eles devem ser soluveis na FM escolhida (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO
P., 2006) (RAMOS, R.,2014).

3.4.1. CLAE-FN

Em sistemas de fase normal, geralmente a FE polar € composta por um
suporte de silica (SiO2) ou alumina (Al203), com a superficie coberta por grupos:
hidroxilas (-OH), grupos cianos (-CN), amino (NHz) ou a propria silica, que conferem
a essas superficies alta polaridade. Pode-se utilizar também a silica modificada com
trimetoxi glicidoxipropil silanos, que diminui a polaridade da superficie, e seu uso,
associado aos modificadores de eluicdo de fase, aumentam a reprodutibilidade e a
robustez da separacéo (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006).

A FM utilizada no modo normal € constituida por um solvente de baixa
polaridade, como por exemplo o hexano, podendo conter uma pequena quantidade
de um modificador de polaridade (ex.: metanol) para permitir o controle da retencéo
do analito na coluna (KAZAKEVICH, Y.; LOBRUTTO, R.,2007).

A separacdo baseia-se na diferenca de forgca das interacbes polares dos

analitos com a fase estacionaria, sendo um processo competitivo, pois as moléculas
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da amostra competem com a FM pelos locais de adsor¢cdo na superficie da fase
estacionaria (KAZAKEVICH, Y.; LOBRUTTO, R.,2007).

3.4.2. CLAE-FR

A CLAE-FR, provavelmente, € o procedimento analitico mais universal e
sensivel. Seu amplo emprego se da pelo fato da sua alta aplicabilidade, haja vista
gue com ela é possivel lidar com amostras complexas por causa da capacidade de
diferenciar compostos estreitamente semelhantes, ou seja, compostos que possuem
estruturas, peso molecular ou grupos quimicos semelhantes (relacionados a baixa
energia de fundo que permite discriminar diferencas pequenas nas interacdes
moleculares desses analitos). Além disso, essas fases reversas permitem a
utilizacdo mais facil de eluicdo por gradiente e alta reprodutibilidade (BORGES, E.;
GORAIEB, K.; COLLINS, C., 2012) (KUMAR, S.; KUMAR D., 2012)
(CHUST, R.,1990) (MALDANER, L.; COLLINS, C.; JARDIM, I., 2010).

Nesse tipo de sistema, a separagao envolve principalmente forcas dispersivas
(interacBes de Van de Waals). A FM é constituida por solventes polares, como agua,
metanol, acetonitrila. O solvente orgéanico (modificador) pode ser adicionado para
diminuir a polaridade da fase movel aquosa (KUMAR, S.; KUMAR, H., 2012).

As FE empregadas consistem de uma camada orgéanica apolar ligada
guimicamente, imobilizada ou sorvida a um suporte cromatogréfico, que forma
superficies porosas e hidrofobicas. O suporte mais empregado € a silica (SiOz), por
esta apresentar um padrdo de particulas porosas esféricas com precisdo e
coeréncia na distribuicdo de tamanho e poros, porém ela é solivel em pH alto,
embora a sua ligacdo com grupos alquisilanos possa aumentar sua faixa de
estabilidade para 10. Uma alternativa apresentada a silica, € a zirconia, que é
estavel em uma ampla faixa de pH (1 — 14), mas tem uma baixa capacidade para
ligar diferentes grupos a sua superficie (KAZAKEVICH, Y.; LOBRUTTO, R.,2007).

Grande parte das FE sao preparadas pela reacdo de silanos, por exemplo,
XSi(R1)2R2 , onde X representa um cloro ou alcoxido, os grupos R1 sdo grupos
hidrofébicos com cadeia alquilica (como, metil, etil e propril) e o grupo R2 é uma
cadeia alquilica extensa, como 8 ou 18 carbonos. Quanto maior a cadeia de
hidrocarbonetos, maior é o fator de retencdo (BORGES, E.; GORAIEB, K
COLLINS, C., 2012).

Hoje existem fases monoméricas que sdo estericamente protegidas, em que
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grupos volumosos, como isopropil (CsH7), sdo colocados, e impedem que os silandis
residuais ataquem a FE, e assim garantem maior estabilidade das mesmas quando
comparadas com as fases convencionais (BORGES, E.; GORAIEB, K.; COLLINS,
C., 2012) (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006).

Alguns fatores podem afetar a separacéo utilizando FR, dentre eles cita-se:

e pH, pois ele controla as propriedades de eluicdo e de ionizacdo. Na CLAE-FR, o
pH utilizado esta geralmente entre 2 - 8, porque em andlises cujo analito é
bésico, pode ocorrer reacdo de grupos hidroxilas com grupos silandis
indesejaveis, levando a degradacdo da FE e consequentemente alargamento
frontal do pico.

e Viscosidade: ndo somente para a FR, mas também para a FN, quanto menor a
viscosidade, menor serd o tempo de analise. O recomendado é que a
viscosidade seja menor que 0,5 centipoise.

e Temperatura: ela tem efeito principalmente em solutos com baixa massa
molecular, pois uma vez aumentada a temperatura da coluna, ha uma reducéao
na viscosidade da FM utilizada, levando a uma transferéncia de massa mais
eficiente, e consequentemente a uma resolucao mais elevada (BORGES, E.,
GORAIEB, K., COLLINS, C., 2012) (LANCAS, F.,2012).

Como alternativa as liga¢des quimicas, nos ultimos anos tem sido empregado
fases com suportes Oxidos recobertos com polimeros. A grande vantagem desse
tipo de fase € que ha possibilidade de um maior recobrimento do suporte e confere
uma maior seletividade. Dentre os polimeros temos, o polietileno, poliestireno, entre
outros (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006).

3.5. Pardmetros de adequacédo do sistema cromatogréfico

Para se obter uma separacdo apropriada de compostos de uma amostra
utilizando CLAE € necessario compreender alguns parametros que podem variar e
as condicdes experimentais que podem afetar a analise, de modo a promover uma
adequacao do sistema ao tipo de separacao que sera realizada.

3.5.1. Tempo de retencéo (tr) e fator de retencéo (k).

O tempo de retencéo (Figura 2) é o tempo desde a injecdo da amostra até a
aparicdo do pico no cromatograma, sendo este caracteristico da substancia

analisada, porém ndo é exclusivo, sendo insuficiente para realizar a total
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caracterizagao da amostra (KAZAKEVICH, Y.; LOBRUTTO, R.,2007) (SNYDER, L.;
KIRKLAND, J.; DOLAN, J.2010).
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Figura 2: Descritores de retencéo do analito
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(Fonte: SNYDER, L.; KIRKLAND, J.; DOLAN, J., 2010)

O tempo de retengao reduzido (t'r), é calculado pela diferenca entre o tempo

de retencdo total (tr), que € o tempo necessario para eluir uma substancia, e o

tempo morto (to), que é o tempo necessario para eluicdo de componentes que néo

interagem com a FE, e € demonstrado a seguir (Equacéo 2):

Equacao 2: Férmula para calculo do tempo de retencéo

tR' = tr-1tm

O volume de retencao (Figura 2), € o volume de FM que é necessario para

eluir a substancia. Analogamente, o volume de retengéo reduzido (V’'r) (Equagéo 3),

corresponde a diferenca entre o volume de retencdo do analito (Vr) , que € o0 volume

de FM necessario para eluir uma substancia por um sistema cromatografico, e o

volume morto (Vo) que € o volume de FM necessario para preencher todos os
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intersticios e poros da FE, ou o volume necessario para eluir algum composto que

nao estabeleca nenhuma interacdo com a FE, representado pela :

Equacéo 3: Formula para o calculo do volume de retencéo reduzido

V'rR=VrR— Vo

Como o tempo de retencédo absoluto pode variar entre equipamentos ou pelo
uso de solventes e reagentes diferentes, utiliza-se o fator de retencdo, k uma
grandeza adimensional, que é a razdo entre a quantidade da substancia com
afinidade pela FE e a quantidade com afinidade pela FM, e é independente das
dimensdes da coluna utilizada e do fluxo da fase mével empregada. O k pode ser

definido pela Equacgéao 4:

Equacéo 4: Formula para o calculo do fator de retencéo

tg—t Vg =V
k:R 0 _ VR 0

to Vo

A quantidade de soluto em cada fase é igual a concentracdo vezes o volume
de cada fase (equacédo 5). O processo de retencdo cromatogréfica € baseado no
equilibrio da distribuicdo do analito entre as FM e FE, desse modo, a constante de
equilibrio (K) é proporcional ao fator de retencdo (k), como representado pela

Equacéo 5:

Equacao 5: Formula para o calculo do equilibrio da distribui¢cdo do analito entre as FM e FE

C
_ Cs Vs _ S/Cm
ConVim VS/Vm

=K Y
K= (Cs/Cm)
W = (Vs/Vim)
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onde K € a constante de equilibrio, Cs e Cm s@o a concentragéo de soluto na FE e
FM, respectivamente, W, é a proporcdo de volumes de fases estacionarias e de fase
moével dentro da coluna, Vse Vm séo os volumes da FE e FM respectivamente.

Na cromatografia a liquido, o analito compete com o eluente pelo sitio de
ligagdo na fase estacionaria, e assim, a energia resultante responsavel pela
retencdo do analito é a diferenca entre a interacdo do analito com a FE e a interacao
do eluente com a fase estacionaria (dependente da composicéo do eluente).

E possivel observar que quanto maior k, maior a afinidade do analito pela FE,
logo, maior o tempo de retencdo. O fator de retencdo € uma propriedade muito
importante de cada pico no cromatograma, pois ele auxilia na interpretacdo e no
aprimoramento de uma separacdo (KAZAKEVICH, Y.; LOBRUTTO, R.,2007)
(SNYDER, L.; KIRKLAND, J.; DOLAN, J.2010).

3.5.2. Seletividade (o)

A seletividade (a) esta relacionada com a capacidade do sistema
cromatografico de discriminar entre diferentes analitos. E determinada pela razéo
entre fatores de retencdo de dois analitos (k) ou a propor¢cdo dos tempos de

retencdo reduzidos (tro, tr1, tr2), COMO representado pela equagéao 6:

Equacéo 6: Férmula para o calculo da seletividade

S
1 Ry 0

O aumento da seletividade durante o processo de separagcdo de uma
amostra complexa é o principal objetivo de qualquer cromatégrafo, porque se a
seletividade para um par de analitos for igual a 1, entdo ndo importa o quao estreito
sd0 0s picos ou a rapidez que ocorre a separagdo, ndo é possivel realizar a
separacao dos componentes da amostra. O ideal € que a seletividade fique entre 1 e
10. Esse parametro € bastante dependente da natureza das amostras e da interacao
de cada componente com a FE. E pouco afetado pela composicdo da FM ou
temperatura, a menos que estes Ultimos alterem a natureza da amostra
(KAZAKEVICH, Y.; LOBRUTTO, R.,2007) (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P.,
2006).
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3.5.3. Eficiéncia (N)

Quando a amostra € introduzida na coluna cromatogréfica, é formada uma
pequena zona cromatografica onde os analitos se distribuem de maneira uniforme, e
durante o tempo que essa zona esta passando pela coluna, ela vai sendo ampliada.
O grau de alargamento dessa banda ou de dispersdo do pico, que aparece no
cromatograma é denominado eficiéncia e pode ser considerada uma propriedade da
coluna. E afetada principalmente pela geometria e uniformidade das particulas que
preenchem (KAZAKEVICH, Y.; LOBRUTTO, R.,2007) (AHUJA, S.; RASMUSSEM,
H.,2007).

Em 1941, Martin e Synge, introduziram o nimero de pratos teoricos, N, que
representa a eficiéncia de uma coluna cromatografica, pois quanto maior N, maior o
numero de estagios de equilibrio entre a FE e a FM, promovendo assim uma
separacdo mais eficiente. Esse valor é influenciado pelo tipo de amostra,
composicdo das fases, temperatura, particulas constituintes da coluna e
comprimento  coluna cromatografica  (BRASIL,2010) (CHUST.R., 1990)
(MARTIN, A.; SYNGE, R., 1941).

O numero de pratos tedricos para picos com forma gaussiana, pode ser

calculado pelas equacdes 7, seguintes:

Equagdes 7: Fdrmulas para o cdlculo da eficiéncia

N =16 (t—’*‘)2 N = 5,54( i )2

Why2

onde tr € 0 tempo de retencdo do analito, w é a largura do pico na base medida em
unidades de tempo, e wn2 € a largura do pico a metade da altura, como mostrado

na na Figura 3:
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Figura 3: MedicOes de eficiéncia (nimero de pratos tedricos na coluna)

tR | I'.

Tempo de retencéo |

v

Largura do pico

Fonte: SNYDER, L.; KIRKLAND, J.; DOLAN, J., 2010)

E recomendado que n&o se injete um volume de amostra maior do que 1% do
volume da coluna vazia, pois desta forma, é possivel aproveitar todos os pratos
tedricos que a coluna possui. Como existem diferentes tipos e tamanhos de colunas,
a equacao 8, nos mostra qual o volume maximo que deve ser injetado em cada

coluna:

Equacao 8: Formula para o calculo do volume maximo de injecdo na coluna

Viaximo = TX12xLx 0,01

onde, Vmaximo é o volume maximo de injecdo em pL, r € o raio da coluna em
milimetros, o L € o comprimento da coluna em milimetros e 0,01 refere-se ao
maximo de 1% que pode ser injetado da amostra.

A seletividade e eficiéncia sdo parametros cromatograficos complementares,
e eles podem ser otimizados de modo a obter uma separacdo adequada. A
eficiéncia é uma propriedade mais relacionada a coluna, enquanto que a

seletividade esta relacionada a natureza dos analitos e a composicdo da fase
estacionaria (KAZAKEVICH, Y.; LOBRUTTO, R.,2007).
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3.5.4. Resolucao (Rs)

A resolucao, Rs, consiste na razao entre a distancia entre os dois picos e a
largura média desse pico (medido na linha base). Esse parametro que indica o grau
de separacao entre duas substancias em uma mistura, ou seja, 0 grau em que um
pico se distingue do outro no cromatograma. A area ou altura do pico, em geral, sdo
proporcionais a quantidade de substancia que foi eluida através do sistema
(BRASIL,2010) (CHUST.R., 1990). Ela pode ser definida pela Equagéo 9:

Equacao 9: Féormulas para o calculo da resolucao

RS — 2( tZ_tl) RS — 1 18 (tZ_tl)
Wy —W, " Wih2=Wan2

em que, t2 e t1 sdo os tempos de retencdo das duas substancias da mistura; W1 e
W2 = respectivas larguras dos picos na linha de base, W1,h/2 e W2,h/2 =
respectivas larguras dos picos a meia altura, ou seja, € basicamente a razdo entre a
(diferenca nos tempos de retencdo) / (largura média do  pico)
(SNYDER, L.; KIRKLAND, J.; DOLAN, J., 2010).

3.5.5. Fator de cauda (T) e fator de assimetria (As)

Outro fator importante para adequabilidade do sistema cromatografico, € o
fator de cauda, representando por T, que indica a simetria do pico. Se obtivemos
T=1, o pico é perfeitamente simétrico, e quanto maior for esse valor, mais
assimétrico é o pico, tornando a precisao e integracdo menos fidedignos. Esse fator
é calculado pela Equacéao 10: (BRASIL, 2010)

Equacao 10: Férmula para o célculo do fator de cauda

w,
T — 0,05
2f

onde, W o,0s = largura do pico a 5% da altura e f = valor da porcéo anterior do pico,

em relacdo a largura a 5% da altura, como pode ser visto na Figura 4:
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Figura 4: Cromatograma representando assimetria do pico

Apice do pico

Cauda do pico

Frente do pico

(Fonte: Farmacopeia Brasileira 52 edi¢&o)

Outra forma de se medir a simetria dos picos € através do fator de simetria
(As), que pode ser calculada a 10 ou a 5% da altura do pico, sendo que no trabalho
esta representando o calculo utilizando a 10% da altura do pico. Ele pode ser

calculado pela Equacéo 11:

Equacao 11: Férmula para o calculo da assimetria de pico

4=~

onde A descreve a distancia da frente do pico ao maximo, e o B refere-se a
distancia do maximo ao final do pico (Figura 5). Os picos sdo simétricos quando
essa razao resulta em 1, mas na realidade, o desejavel é que esse resultado seja
menor do que 1,5 (MEYER, V., 2004).
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Figura 5 adaptada: Definicbes de assimetria de pico

10% da altura do
pico

(Fonte: SNYDER, L.; KIRKLAND, J.; DOLAN, J.2010).

3.6. Aplicacdes

A CLAE é uma técnica de separacdo que, devido sua versatilidade e
abrangéncia, se tornou um dos métodos analiticos mais empregados, tanto para
analises quantitativas quanto para andlises qualitativas (TONHI, E., et al.,2002). A
analise cromatografica por CLAE apresenta diferentes parametros variaveis, e estes
necessitam ser adequados as condi¢des do laboratdrio em que sera feita a analise e
controlados, para que se obtenha as separacgdes de interesse (SAHU, 2017).

Existem inUmeros artigos sobre quantificacdo de farmacos por CLAE, como
por exemplo o artigo de Lavra Z., et al., publicado em 2008, em que, desenvolveram
e validaram um método, de aplicacdo na rotina dos laboratérios, para a
determinacdo simultdnea de 3 anti-retrovirais presentes em uma combinacdo de
dose fixa e que era composta por lamivudina, zidovudina e nevirapina. Durante o
desenvolvimento foram testados 5 métodos para quantificacdo dos farmacos, e
baseados nos parametros: resolucdo, fator de capacidade, fator de assimetria e
namero de pratos tedricos, determinaram o método mais adequado para a rotina e
gue apresentou melhor resolucdo e tempos de retencédo (LAVRA, Z., et al, 2008).

Face a importancia e a complexidade da CLAE, torna-se importante

compreender o funcionamento basico do sistema de separacéo e estabelecer quais
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pardmetros podem ser variados durante o desenvolvimento e otimizacdo de um

método, principalmente para a quantificacdo de farmacos.
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4. METODO

4.1. Parametros utilizados para quantificacdo de farmacos por CLAE.

Foi realizada uma busca bibliografica nas principais bases de dados Pubmed,
Science Direct, Scopus, Web of Science e Periddicos Capes, sobre quais sédo e
como estabelecer os parametros e as condicdes que Sao necessarios para
desenvolver um método analitico cromatogréafico para quantificacdo de farmacos. As
buscas foram divididas em quatro tépicos: 1) FE utilizada na analise, partindo-se da
disponibilidade do laboratério e das caracteristicas de polaridade do analito; 2)
composicdo da fase movel (FM); 3) modo de eluicdo do processo isocratico ou
gradiente 4) os pardmetros de adequacdo do sistema cromatogréfico; utilizando as
palavras-chaves: HPLC, Method, Review, System, Chromatography. Foram
realizadas buscas de artigos do periodo entre 2008 e 2018, que trouxessem
desenvolvimento e otimizacdo de método por CLAE para quantificacdo de farmacos
isolados ou contidos em diferentes formas farmacéuticas, e que ndo utilizassem
tratamento quimiométrico. Os artigos foram selecionados primeiramente
empregando combinagfes de palavras-chave, como: HPLC and REVIEW, HPLC
and SYSTEM, HPLC and CHROMATOGRAPY. Posteriormente refinou-se a selecéo
por artigos contendo no titulo indicativo de aplicagéo para quantificacdo de farmacos
por CLAE.

4.2. Desenvolvimento e otimizacdo de métodos por CLAE

Foi realizada uma busca bibliogréfica nas bases de dados Pubmed®, Science
Direct, Scopus, Web of Science e Periddicos Capes, sobre o processo de
desenvolvimento e otimizacdo de métodos para quantificacdo de farmacos por
CLAE, utilizando as palavras-chaves: HPLC, Method, Review, Optimization,
Development. Foram selecionados artigos, do periodo entre 2008 e 2018, que
trouxessem detalhamento das etapas empregadas no desenvolvimento e otimizagéo
de método por CLAE para quantificacdo de farmacos isolados ou contidos em
diferentes formas farmacéuticas, e que nao utilizassem tratamento quimiométrico.

Os artigos foram selecionados primeiramente empregando combinacfes de
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palavras-chave, como: HPLC and METHOD, HPLC and METHOD and
DEVELOPMENT, HPLC and OPTIMIZATION and REVIEW. Os artigos foram
selecionados primeiramente pelo titulo indicativo de procedimento para quantificacédo
de fa&rmacos por CLAE. Esta pesquisa bibliogréfica visou selecionar artigos que
demonstraram as etapas que diferentes autores utilizaram durante o
desenvolvimento e otimizacdo de método analitico. Por meio da avaliagdo dos
diferentes procedimentos houve a proposicdo de um fluxograma para as etapas de

desenvolvimento analitico.

4.3. Fluxograma sobre as etapas para desenvolvimento e otimizacdo dos

métodos por CLAE para quantificacdo de farmacos.

Baseado nas informacbes obtidas elaborou-se um fluxograma com o0s
procedimentos basicos para se desenvolver e otimizar métodos para quantificacédo
de farmacos por CLAE. Partindo-se das condicdes de laboratorio e das
caracteristicas fisico-quimicas do analito previamente conhecidas, faz-se a
proposicdo da fase estacionaria. Em seguida sdo elencados o0s possiveis
constituintes para a fase movel, em paralelo sdo avaliadas diferentes proporgdes
dos constituintes, sempre discutidas em paralelo a avaliacdo dos parametros de
adequacdo do sistema cromatografico. Cada etapa ird gerar um nivel,
proporcionando assim a constru¢cdo de um fluxograma para o desenvolvimento do

método.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Parametros existentes utilizados para desenvolver um método

cromatografico para quantificacao de farmacos

5.1.1. FE que sera utilizada na analise

As fases estacionarias mais amplamente utilizadas sdo aquelas em que
grupos funcionais, polares ou apolares, estdo quimicamente ligados a um suporte,
na maioria das vezes silica, podendo atuar no modo normal, reverso ou ambos
(DEGANI, A., CASS, Q; VIEIRA, P.,1998). Quando as colunas contém uma FE
constituida de silica-gel derivatizada (silica hidreto ou tipo C), elas podem ser
usadas tanto no modo normal quanto no reverso, e permite que sejam utilizadas
diferentes composicdes de FM e solventes organicos e aquosos (ZOCOLO, G.,
2012).

Além dessas, existem as FE de modo misto, que possuem capacidade para
trabalhar com mudltiplos modos de separacdo: FN, FR e troca ibnica, e o grande
diferencial dessas FE é que a forca das interacdes e/ou a seletividade podem ser
ajustadas por meio de ativacdo ou desativacdo de grupos presentes na coluna,
alterando parametros como: pH, utlizacdo de modificadores organicos,
concentracéo de tampao ou temperatura (MALDANER, L.; COLLINS, C.; JARDIM, 1.,
2010).

A escolha da coluna deve ser baseada nas propriedades fisico-quimicas do
farmaco que serd quantificado, e o mais indicado é que a FE tenha polaridade
semelhante & amostra e uma FM com polaridade distinta. A utilizagdo de FE com
composicao diferente da amostra pode ocasionar tempo de retencao curto, porém se
esta tiver polaridade idéntica a do analito, o tempo de retencdo pode ser
demasiadamente longo (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006) (BRASIL,
2010) (MOLDOVEANU, S.; DAVID, V., 2017).

Na tabela 1 estdo presentes algumas fases estacionarias, 0s mecanismos de

separacao e sua utilizacao:
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Tabela 1: Caracteristicas de FE sélida empregada em separacao pelo mecanismos de particdo e
adsorcao

FE Mecanismos

~ Estrutura da FE Utilizacao
de separacao

Separacao de
variadas substancias
FN os grupos funcionais | organicas sollveis nos

sdo polares e 0s mais solventes usados em

comuns séo: diol, ciano, FN ou que séo
FE quimicamente amino instaveis em solucdes
ligadas, obtidas aguosas
ela reagdo dos -
P 160 Particao e
grupos silandis da =
o adsorcédo L
silica com Aplicacéo quase que
compostos universal, pois permite

FR os grupos funcionais
sdo apolares e 0s mais
comuns sdo: butil,
octadecil, octil, fenil.

analise de substancias
hidrossollveis
el/ou ibnicas,
substancias lipofilicas
e a separacao de
misturas complexas

contendo grupos
polares ou apolares

As FE quimicamente ligadas, funcionam principalmente, pelo mecanismo de
particdo, mas como essa FE apresenta influéncia de grupos ativos da propria fase
ou do suporte, também acontece o mecanismo de adsorcdo (COLLINS, C.; BRAGA
G.; BONATO P., 2006).

Existem variados tipos de colunas cromatograficas, constituidas de diferentes
tipos recheios, comprimentos, didmetros internos. Um fator critico e que deve ser
considerado é o tamanho e padrdo da particula que compbe a FE, pois eles
controlam o processo de difusdo das moléculas da amostra ao penetrar e sair dos
poros da particula. Se as particulas forem muito pequenas podem gerar alta
resisténcia ao fluxo da FM necessitando-se aplicar uma pressdo maior, € em
contrapartida, particulas grandes sdo responsaveis por um alargamento da banda
(SNYDER, L., KIRKLAND, J., DOLAN, J.2010) (MEYER, V., 2004) (LANCAS,
F.,2011). Luo e colaboradores (2018), desenvolveram um método cromatografico
para a determinacdo quantitativa de succinato de trelagliptina e substéancias
relacionadas contidas em comprimidos, e para a otimizagdo das condi¢des
cromatograficas, um dos fatores variados foi a coluna e foi selecionada aquela em

gue se obtinha a melhor resolucéo. Todas as colunas eram C18, mas diferiam entre
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si no tamanho das particulas do empacotamento, tamanho dos poros, comprimento
da coluna (LUO, Z., et al., 2018).

Henriques e colaboradores (2017), desenvolveram e validaram um método
por CLAE indicativo de estabilidade para a lactona sesquiterpénica isolada da
Lychnophora trichocarpha (arnica brasileira). Empregaram diferentes condi¢des
cromatograficas, dentre elas, variaram a composicao da FE, utilizando duas colunas
com mesmo preenchimento de octadecilsilano (C18), mas com diferentes tamanhos
de particulas, sendo uma com 5 ym (coluna 1) e outra com 3 um (coluna 2). Com
base nos cromatogramas resultantes, viram que, a coluna 2, com particulas de
menor tamanho, apresentou melhor separacdo e resolucdo dos picos. Esse
resultado se deve ao modo de preparo dessa coluna, pois h4 uma manipulacédo da
morfologia das particulas por meio da reacéo controlada dos grupamentos C18 com
particulas de silica contendo grupo silano trifuncional, e a modificacdo da superficie,
por meio da aplicacdo de uma nova tecnologia de cobertura (capeamento que
diminui o namero de grupos silanadis livres), e assim, esses aperfeicoamentos da FE
conduziram a melhor resolucao dos sinais cromatograficos e a menor tempo total de
analise (HENRIQUES, B., et al., 2017)

Durante o desenvolvimento e otimizagdo de um método cromatografico, uma
possibilidade é alterar a fase estacionaria, porém este € um fator limitante, pois na
maioria das vezes dependera da disponibilidade de colunas do laboratério onde
serdo feitos os procedimentos analiticos. Ghari, Kobarfardb, Mortazavi (2013),
realizaram um estudo para desenvolver um método por CLAE para a analise de
azitromicina isolada e contida em diferentes FF, e para tal, empregaram 4 tipos de
coluna de fase reversa, dentre as quais variavam: o numero de carbonos (C8 ou
C18), o comprimento da coluna (250, 100 e 150 mm), o didmetro das particulas do
empacotamento (3, 5 e 10 ym). Com base na largura e simetria dos picos obtidos,
observaram que os melhores resultados foram obtidos quando se emprega uma
coluna C18, 5 ym, 250 mm x 4,6 mm (Figura 6a). Quando se diminuia o
comprimento da coluna, apesar do menor tempo de retencdo, ocorria aumento da
assimetria dos picos. Diminuindo o tamanho das particulas de 5 ym para 3 um
(Figura 6b), observou-se também uma acentuada assimetria dos picos, e quando se
aumentou o tamanho para 10 um os picos fornecidos eram perfeitamente simétricos,
porém houve aumento na largura do pico (Figura 6¢) (GHARI, T.; KOBARFARDB, F.;
MORTAZAVIA, S., 2013).
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Figura 6: Cromatogramas da azitromicina usando: (a) coluna MZ-Analysentechnik GmbH, coluna
Perfectsil alvo, ODS-3 (250 mm de comprimento, 4,6 mm de didmetro interno e 5 um de tamanho de
particula); (b) coluna ODS-H 6timo, Capital, (150 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e
3 um de tamanho de particula); (c) coluna Lichrospher RP-18, Merck (250 mm comprimento, 4,6 mm
de didmetro interno e 10 um de tamanho de particula)
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De acordo com a sua composi¢céo a FE pode ser classificada como: normal
ou reversa. A fase reversa é a mais difundida e aplicada, podendo ser util desde o
desenvolvimento de produtos inovadores até as analises de rotina em laboratérios
de controle de qualidade. Este modo analitico pode ser empregado para separacao
de constituintes de uma matriz ou mistura, nos testes de identificacdo do analito e
também para a quantificacdo (MALDANER, L.; COLLINS, C.; JARDIM, 1., 2010).
Alhazmi e colaboradores (2018), desenvolveram um método por CLAE de fase
reversa para determinacdo simultdnea de quatro farmacos, indicado para o
tratamento de disturbios cardiovasculares, contidos na forma farmacéutica de
comprimidos. Para tal, foram analisados os farmacos em amostras do granel e do
produto final. Para a andlise, utilizaram uma coluna C18 e variaram a composicéo da
fase movel, sendo a FM constituida por tampéo acetato de amonio e acetonitrila
(40:60) a que forneceu melhores resultados (ALHAZMI, H., et al., 2018).

A CLAE-FR apresenta significativas vantagens comparada com a CLAE-FN,
por isso sua aplicabilidade é mais significativa e universal. Dentre os pontos
positivos destacam-se a menor resisténcia a passagem da FM, o fato de colunas
para utilizagdo no modo reverso serem mais resistentes a variagdo de pH
proporcionada pela FM, apresentarem maior seletividade e possibilitar o uso e maior

diversidade de solventes (TONHI, E., et al.,2002).

5.1.2. Composi¢éo da fase mével (FM)
A composicao da FM é de suma importancia para o processo de separacao
cromatografica. Os solventes empregados em CLAE devem apresentar algumas

caracteristicas, tais como:

1) Alto grau de pureza, sendo assim denominados “solventes grau
cromatografico”, pois isso possibilita que sejam analisadas amostras em
baixas concentragbes e reduz possiveis interferéncias advindas de
impurezas.

2) Dissolver a amostra sem degrada-la; quando possivel € indicado que o
solvente usado na FM seja 0 mesmo utilizado no preparo das solugdes.

3) Baixa viscosidade, pois se for muito viscoso havera necessidade de se aplicar
uma pressdo muito maior para que o solvente flua através do sistema e isso

influencia a transferéncia de massa do soluto entre FM e a FE. Normalmente



47

sao usados solventes com faixa de viscosidade de 0,4 a 0,5 mPa.s, ou pode-
se aumentar a temperatura durante a analise para reduzir viscosidade do
solvente.

4) Ter compatibilidade com o detector que esta sendo empregado, como
exemplo de compatibilidade para detector ultravioleta a FM n&o pode
absorver no comprimento de onda selecionado para analise (COLLINS, C,;
BRAGA G.; BONATO P., 2006).

Outro aspecto a considerar para selecionar a FM é a forca cromatografica,
gue mede a capacidade da FM de interagir com 0s constituintes da amostra, e é
determinada pela polaridade dos solventes. E um parametro importante, pois a
retencdo dos analitos € controlada por essa forca dos solventes, uma vez que
solventes fracos possuem uma polaridade distinta da FE, logo, essa FM néo ira
competir com o analito pelos sitios de ligacdo da FE, sendo assim ocorre aumento
da retencdo do analito, e com os solventes fortes (polaridade semelhante a FE) esta
retencdo diminui. A selecdo dos solventes é baseada no fator de retencao (k), uma
vez gque esse fator k € baixo, significa que ha pouca interacdo dos solutos com FE,
podendo levar a uma andlise ineficiente, e um fator k elevado, apresenta a grande
interacdo dos solutos com FE acaba resultando em tempos longos de analise e
alargamento de pico. Em geral, a for¢ca cromatografica étima é obtida por tentativa e
erro, em que a composicdo da FM vai sendo alterada a cada analise até se obter os
resultados pretendidos (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006).

A escolha da composicdo da fase mével € um dos passos quando se busca
desenvolver ou otimizar um método cromatografico. Lavra e colaboradores (2008),
desenvolveram e validaram um método para determinagcdo simultdnea de 3
antirretrovirais em comprimidos de dose-fixa, utilizados no tratamento da SIDA
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida). Durante a pesquisa, eles variaram alguns
parametros, dentre eles a proporcao de tampao que constituia a FM. Eles testaram
diferentes composi¢cdes de acetonitrila e tampéo fosfato de potassio monobésico pH
3, como mostrado na tabela 2, e analisaram qual seria a melhor condicdo
cromatografica baseados em parametros como tempo de retencdo e nos

cromatogramas obtidos.
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Tabela 2: Resultado dos testes realizados durante o desenvolvimento do método analitico proposto
para quantificacdo de 3TC, AZT e NVP

Método
Parametros 1 2 3 4 5 6
FM 60:40 60:40 2575 75:25 60:40 60:40
FE C8 C18 C18 C18 C18 C18
Fluxo (mL/min) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 15
3ATC 2,4 2,4 2,4 2,8 2,3 1,6
TR AZT 3,4 3,4 2,7 5,0 29 1,9
(min) NVP 4,6 4,8 31 10,1 3,4 2,3
Volume de 20 20 20 20 10 20
injecado (uL)
Picos Boa N&o houve TR alto Areas ndo Picos
com resolucao separagcdo pararotina reprodutiveis muito
Resultado assimetria entre picos e  dos picos  de anélise proximos

caudal areas
reprodutiveis

3TC: lamivudina; AZT: zidovudina; NVP:nevirapinam, Tr: tempo de retencao

(Fonte: adaptado de Lavra e colaboradores, 2008)

Quando houverem picos sobrepostos, uma alternativa para melhorar a
resolucdo, € alterar a seletividade da fase movel, até que se obtenha um fator de
separagao (a) adequado. Quando um analito ndo é soluvel em um determinado
solvente, a seletividade da FM pode ser otimizada alterando-se um ou mais
solventes sem modificar a polaridade (COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006).

Existem varios solventes disponiveis para utilizacdo em CLAE, porém, alguns
sdo mais comuns de serem empregados, e, portanto, surgiu o0 modelo do triangulo
de solventes, como mostrado na Figura 8, em que estao representados os solventes
mais utilizados em CLAE de FR e FN, e que a seletividade para tais modos de
separacao pode ser obtida ao se alternar os 3 solventes de seletividades diferentes.
Para interpretar o triangulo de solventes, primeiro € preciso partir das caracteristicas
de polaridade do analito, selecionando a fase que sera utilizada, normal ou reversa.
Em seguida é necessario identificar se o analito de interesse é basico, acido ou
dipolar, e a partir dessas informacdes, € possivel compor e testar as diferentes
propor¢cbes de FM (SNYDER, L., KIRKLAND, J., DOLAN, J.2010) (COLLINS, C.;
BRAGA G.; BONATO P., 2006).
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Figura 7: Tridngulo de seletividade para os solventes preferidos em: fase reversa, fase
normal. MeOH: metanol; ACN: acetonitrila; THF: tetrahidrofurano, MTBE : éter metil terc-butilico ;
CHCI3 : cloroférmio; CH2CI2 : cloreto de metileno

Basico

Acido Dipalar

(Fonte: COLLINS, C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006).

A utilizacdo de solugdo tampdo pode ser necessaria, principalmente em
alguns tipos de separacdo, como em modo reverso. As solucdes tampdo séo
empregadas quando compostos iGnicos ou ionizaveis precisam ser separados e a
andlise precisa ser realizada em valores de pH bem definidos. Em um estudo
realizado por Liew, Peh e Tan (2013), para desenvolver um método por CLAE —FR
para quantificacdo de cloridrato de donepezila em comprimidos, foram testadas
diferentes composicdes de FM, variando-se a propor¢cdo de acetonitrila, tampao
fosfato e metanol, para determinar aquela que fornecesse resultados com melhor
resolugdo, menor fator de <cauda e menor tempo de retencdo
(LIEW, K.; PEH, K.; TAN, Y., 2013)

Os solventes selecionados para compor a FM devem produzir solucdes
homogéneas, pois caso contrario, quando ha formacéo de sistemas imisciveis, pode
haver um comprometimento do cromatégrafo ou prejudicar as analises (COLLINS,
C.; BRAGA G.; BONATO P., 2006).
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5.1.3. Modo de eluigéo do processo

A separacédo por CLAE pode ocorrer de dois modos, como mostrado na figura 9:

Figura 9: Modos de elui¢do

Composicao dos solvente
Isocrético ou solventes permanece
constante

Modo de eluicdo

Composicao é alterada
Gradiente continuamente ou em uma
série de etapas

7

O modo de eluicAo por gradiente é o mais amplamente empregado,
principalmente em cromatografia em fase reversa. As modificagdes na composicdo
da FM podem ocorrer por meio da variacdo de pH, da proporcédo dos solventes, na
adicdo de aditivos especificos, ou pela combinacdo desses parametros. E usada
basicamente para reducao do tempo total das separagbes, promover estreitamento
dos picos ou alterar os tempos de retencdo de compostos principalmente quando
estes estdo em uma matriz complexa.

O modo de eluicdo isocratico é caracterizado por propor¢do constante dos
constituintes da FM e apresenta como vantagem o fato da coluna permanecer em
equilibrio durante toda a andlise, e com isso, aumentar a sua vida util. Para se
escolher qual dos dois modos utilizar, é preciso conhecer a quantidade de
componentes a serem separados e suas caracteristicas fisico-quimicas, como
polaridade, entre outras (MOLDOVEANU, S., DAVID, V., 2017) (SHAH, B. et al.,
2012).

Henriques e colaboradores (2017), no mesmo estudo de desenvolvimento de
método de estabilidade da eremantolida C, utilizaram diferentes composicées de

fases moveis contendo metanol / 4gua e acetonitrila / 4gua, empregando sistema
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isocrético e gradiente, e verificaram que o sistema gradiente forneceu o melhor fator
de retencdo para o analito de interesse (HENRIQUES, B., et al., 2017).

5.1.4. Parametros de adequacédo do sistema cromatografico

Existem diferentes parametros cromatograficos ou parametros de adequacao
do sistema cromatogréafico que podem ser utilizados na identificacdo das condicdes
gue melhor se adequam aos objetivos ou aplicacbes do método. Dentre eles, os

mais empregados sao:

a. Tempo de retencao (tr), que € caracteristico de um analito, em determinadas
condi¢Bes experimentais, porém ndo é especifico;

b. Numero de pratos tedricos (N) que estd relacionado a eficiéncia da coluna
cromatografica. Desejavel: N > 2000; (SHABIR, 2003)

c. Resolugdo (Rs), que indica o grau de separacdo entre picos adjacentes.
Desejavel: Rs > 1,5 (Brasil, 2010);

d. Fator de cauda (TF), que indica a simetria do pico. Desejavel: T igual a 1,
(Brasil, 2010). Mas podem ser considerados adequados valores < 2,0 (SHABIR,
2003);

e. Desvio padrao relativo (DPR): que estd relacionado a precisdo do sistema
cromatografico. Para o calculo séo realizadas inje¢c6es consecutivas de aliquotas
obtidas de um Uunico vial. Determinadas as areas dos sinais cromatograficos e
calculado o DPR estes resultados. Quando o limite de aceitacdo para o DPR
especificado for < 2,0% utiliza-se 5 inje¢cdes da solugcdo padrdo. Para DPR

especificado > 2,0% utiliza-se 6 inje¢cdes da solugéo padrao (Brasil, 2010).

Os parametros sao utilizados para fins de adequacdo de um sistema
cromatografico, e assim servem para conferir se a resolucéo e reprodutibilidade do
sistema cromatografico estdo dentro das especificacdes para realizar as analises
(BRASIL, 2010). A adequacao do sistema, compreende uma verificacdo de todos
fatores, para garantir a qualidade antes ou durante analise das amostras, e deve ser
feita sempre que houverem mudancas significativas, como por exemplo, a troca de
reagentes ou do equipamento.

Alhazmi e colaboradores (2018), durante o desenvolvimento de um método

analitico, para garantirem que o sistema cromatografico iria ter bom desempenho,
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determinaram 0s seguintes parametros: numero de pratos tedricos, tempo de
retencdo, resolucdo, fator de cauda e o desvio padrdo relativo empregando 6
réplicas. ApOs testadas as diferentes condi¢cdes cromatograficas, o sistema foi
considerado adequado para a analise dos farmacos quando alcangava 0s seguintes
limites desejaveis de N > 2000, R > 1,5, T < 2,0 DPR da area das seis replicatas da
solugcéo da SQR injetadas foi inferior a 2,0% (ALHAZMI, H., et al., 2018).

Lavra e colaboradores (2008), testaram variacbes nos métodos ja descritos na
literatura e compéndios oficiais, para quantificacdo de antirretrovirais, e entdo, a
partir dos cromatogramas obtidos, avaliaram a adequacdo do sistema
cromatografico considerando o fator de capacidade, numero de pratos, fator de
assimetria e resolucdo. Com base nesses parametros e os valores esperados, eles
escolheram a melhor condicédo (LAVRA, Z., et al., 2008).

Para melhor visualizacdo, todos os parametros e suas respectivas férmulas

estdo na tabela 3 (apéndice I).

5.2. Desenvolvimento e otimizagdo de métodos por CLAE

Ao realizar a analise de um farmaco ou matéria-prima, deve-se recorrer
primeiramente aos compéndios oficiais (farmacopeias). Quando o método ja esta
disponivel, é necessario que se utilize as mesmas condi¢cdes descritas para verificar
se os resultados atenderdo as expectativas. Muitas vezes, ha necessidade de
otimizar o método descrito, ou seja, modificar algumas condi¢cfes experimentais para
melhorar o desempenho do sistema cromatografico, pois podem haver distinces
inter-laboratoriais que, consequentemente, afetam os resultados finais. Nas
situagbes em que ndo existem métodos oficiais ou apenas dados na literatura, é
preciso desenvolver o método.

A selecdo das condicdes oOtimas para operacdo da CLAE é complexa,
principalmente quando se tem matrizes com varios componentes, pois muitas
varidveis devem ser observadas durante a otimizacdo, dentre elas cita-se:
composi¢cdo da FM, fluxo, temperatura, escolha da FE. O desenvolvimento de
métodos analiticos por CLAE geralmente é baseado no processo de tentativa e erro,
sendo assim um trabalho exaustivo (KLEIN, E., RIVERA, S., 2000). Com 0s avangos
tecnoldgicos, grande parte do desenvolvimento e melhorias de métodos por CLAE

podem ser avaliados utilizando softwares, que por uma andlise estatistica, fornecem
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dados de quais séo as melhores condi¢Ges para serem empregadas em cada estudo
envolvendo experimentos quimicos, este estudo é denominado quimiometria
(FERREIRA, M., et al., 1999).

Alhazmi e colaboradores (2018), apos verificarem na literatura que nédo havia
nenhum método descrito para quantificacdo simultanea dos agentes anti-
hipertensivos sinvastatina, atorvastatina, telmisartan e irbesatan, na forma de
comprimidos e a granel, desenvolveram um método por CLAE para tal finalidade.
Eles otimizaram alguns parametros cromatogréaficos apds diversos testes, e dentre
as condi¢cdes analiticas que eles modificaram tem-se: tampdes com diferentes
valores de pH para compor a FM, distintas propor¢cdes dos constituintes da de FM e
dois diferentes comprimentos de onda para deteccédo (ALHAZMI, H., et al., 2018).

Simon, Cabral e Sousa (2008), no estudo de desenvolvimento de um método
para quantificagdo simultanea de dipropionato de betametasona e fosfato sédico de
betametasona em suspensdo injetavel, realizaram primeiramente uma extensa
busca pela literatura, encontraram um artigo que detalhava o desenvolvimento de
um método para quantificacdo simultanea dos farmacos, mas ndo obtiveram
resultados satisfatérios. Em seguida, testaram diferentes condic6es cromatograficas
contidas nas monografias individuais de cada farmaco que estavam descritas na
Farmacopeia Americana. Distintas situacdes foram testadas, onde eles variaram:
composicdo e fluxo da FM, modo de eluicdo (isocratico e gradiente), tempo de
corrida, e selecionaram as condigcdes que proporcionaram o melhor resultado para
0s parametros de adequacao do sistema
(SIMON,A.; CABRAL, L.; SOUZA, V., 2012).

Lavra e colaboradores (2008), no estudo de desenvolvimento de um método
para determinacdo simultinea de 3 antirretrovirais em comprimidos dose-fixa,
iniciaram o trabalho realizando a quantificagédo individual dos farmacos, conforme as
monografias individuais descritas na Farmacopeia Brasileira 42 edicdo. O
desenvolvimento do método iniciou-se com uma varredura do espectro
eletromagnético na faixa do UV-Vis, para encontrar o comprimento de onda em que
os 3 farmacos associados teriam valores semelhantes. Sequencialmente,
realizaram buscas na literatura sobre métodos ja existentes para quantificacdo
desses antirretrovirais, e posteriormente testaram diferentes variagoes, avaliando a
FE, FM, fluxo e o volume de injecdo. Obtidos entdo os cromatogramas, eles

verificaram qual o método mais adequado com base nos parametros de adequacéao
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do sistema cromatografico (LAVRA, Z., et al, 2008).

Ghari, Kobarfardb, Mortazavi (2013), realizaram um trabalho para desenvolver
um meétodo simples por CLAE em fase reversa com deteccdo na regido do
ultravioleta, para determinagdo da azitromicina a granel e em diferentes formas
farmacéuticas. ApOs buscas bibliograficas, eles verificaram a existéncia de um
método para andlise desse farmaco, porém, o intuito do trabalho era desenvolver
um método que fosse capaz de detectar a azitromicina, em pequenas
concentracdes. Para obter o melhor método, os autores utilizaram diferentes colunas
adequadas a utilizacdo em fase reversa. Fizeram ensaios para definir o comprimento
de onda onde o sinal cromatogréfico apresentou maior intensidade e mostrou-se
mais adequado para a determinacdo da azitromicina. Foram testadas diferentes
propor¢des de solventes que compunham a FM, bem como o efeito da variagdo do
pH nas separacOes realizadas (GHARI, T.; KOBARFARDB, F.; MORTAZAVIA, S.,
2013).

No trabalho para desenvolver um método cromatografico para quantificacéo
do succinato de trelagliptina e subprodutos, Luo e colaboradores (2018),
determinaram, a priori, 0 comprimento de onda que permitisse alcangar o0s
resultados mais adequados aos parametros de adequacao do sistema. Em seguida,
selecionaram qual FE seria a mais propicia para a analise, e por fim, estabeleceram
aFM (LUO, Z., et al., 2018).

Durante o desenvolvimento de um método, por Henriques e colaboradores
(2017), para quantificar uma lactona sesquiterpénica obtida de um extrato vegetal,
diferentes fatores foram alterados, dentre eles: o modo de eluicdo, a composi¢cédo da
FM e a FE. O método final obtido, quando comparado com os dados da literatura, se
mostrou melhor, porque reduziu o tempo de andlise e o consumo de solvente.

Para o desenvolvimento e otimizacdo de método por CLAE, ndo existe uma
regra a ser seguida. Ambos os processos dependem: das caracteristicas do analito
em questdo, das condicfes disponiveis no laboratério que se realiza a andlise e da
finalidade do estudo, mas alguns procedimentos séo considerados “chave”, para que

se atinja os resultados desejados de maneira mais eficiente.
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5.3. Fluxograma de deciséo para desenvolvimento e otimizacdo dos métodos
por CLAE

O fluxograma, € um diagrama que permite a visualizacdo das etapas
existentes dentro de uma sequéncia de processos, e com isso, fornece coordenadas
para o desenvolvimento, seja de um método, atividade ou processo, para que ao
final se obtenha um resultado satisfatorio. E um método que apresenta
caracteristicas positivas, como a sua representacdo simbdlica simples que leva a
facilidade de interpretacdo e também a facilidade de apresentacdo do modelo para
terceiros. Além disso, a utilizacdo dessa estratégia, racionaliza qualquer atividade,
otimizando os resultados esperados para qualquer processo (DEBASTINI, C., 2014).

Para se construir qualquer tipo de fluxograma é necessario definir uma meta,
organizar 0s processos em ordem cronolédgica, pensar no publico alvo e também
fazer um esbogo, para facilitar na hora da confecgao final do mesmo.

Os dados obtidos durante as pesquisas bibliograficas foram sumarizados na
forma de um fluxograma de decisdo (figura 10), como apresentado no presente
trabalho, e este foi desenvolvido com intuito de gerar um material bibliografico, que
pudesse auxiliar os analistas no desenvolvimento e otimizagdo de um método para
guantificacdo de farmaco por CLAE, para que 0 processo se tornasse menos

extenso, mais objetivo e eficiente.



Figura 10: Fluxograma de decisdo para desenvolvimento e otimizagdo dos métodos por CLAE
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6. CONCLUSAO

Por meio da busca bibliografica foi possivel fazer o mapeamento dos
principais parametros cromatogréficos e condicbes empregadas para desenvolver
um método analitico por CLAE para quantificacdo de farmaco. Foram abordados a
composicdo da FM, os tipos de FE, modos de eluicdo e parametros de adequacao
do sistema. Com o presente trabalho foi possivel selecionar quais destes parametros
sdo mais comumente modificados e como a sua selegdo pode influenciar no
processo cromatografico.

O estudo de alguns métodos cromatograficos ja publicados com base no texto
elaborado neste trabalho possibilitou verificar os diferentes procedimentos
empregados pelos autores para desenvolver ou obter um método otimizado para
guantificacdo de farmacos, e por meio de andlise comparativa, pode-se observar
gue existem diferentes formas para se chegar a um resultado satisfatorio, mas todas
passam por etapas comuns, como por exemplo, a analise da estrutura do farmaco
para a selecdo das condi¢cOes cromatograficas.

Neste trabalho foi possivel elaborar um fluxograma de deciséo, explicitando
as etapas a serem seguidas durante a otimizacdo e desenvolvimento de um método

por CLAE, partindo da andlise das caracteristicas fisico-quimicas do analito.
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APENDICE |
Tabela 3: Pardmetros de adequacédo do sistema cromatografico
Parametro Formulas
Tempo de retengao tR' = tr-tum
reduzido (tr’)
V'rR=Vr-Vp

Volume de retencao
reduzido (VR)

Fator de retencéo (k)

Seletividade (a)

NUmero de pratos tedricos

(N)

Altura dos pratos teoricos

(H)

Resolucéo (R)

Fator de cauda (T)

Fator de assimetria (As)

k =
to Vo
k, tr, —to
aAd=—=
ki tp, —to

N =16 (]’;/—R)2 ouN = 5,54 (WtR )2

W1-Ww; Wih/;2=Wa /2
W,
7= oos
2y
B
AS - Z

tr: tempo de retencdo; tm: tempo morto; Vr : volume de retengdo; Vo: volume morto : W:
largura do pico na linha de base, W, ,: largura do pico a meia altura; W o5 : largura do pico

a 5% da altura;

L comprimento da coluna, A: distancia da frente do pico ao maximo; B:
distdncia do maximo ao final do pico.
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