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Resumen

El LC Agilent 1120 Compact es el sistema de eleccion para la croma-
tografia liquida convencional a escala analitica. Es un LC integrado

disefiado para ofrecer sencillez de uso, rendimiento, y fiabilidad.

Equipo Agilent Se adapta bien al control en proceso durante la fabricacion de farmacos,

* LC Agilent 1120 Compact debido a los tiempos de retencién y areas de pico sumamente precisos.
e Columna ZORBAX Eclipse XDB C18
Esta nota de aplicacién muestra:
Area de aplicacion e Excelente precisién del tiempo de retencién, con una desviacién
e Industria farmacéutica: QA/QC, . .

fabricacién de farmacos estandar relativa (RSD) < 0.07%.

. /e Excelente precision de area, con RSD < 0.25% para picos separados

a nivel de la linea base.
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Introduccion

Durante la fabricacion de los In-
gredientes farmacéuticos activos
(API) es obligatorio controlar los
niveles de precursores o subpro-
ductos que se forman durante las
reacciones quimicas. Para asegu-
rar estos criterios, los quimicos
de produccion deben llevar a cabo
varios analisis llamados analisis
en proceso. Comunmente se usa
HPLC como técnica, principal-
mente porque separa los analitos
individuales y también ayuda a
realizar analisis cualitativos y cuan-
titativos. Los métodos cromato-
graficos desarrollados deben ser
solidos y confiables durante una
cantidad de afios.

El fin del presente estudio fue de-
sarrollar un método HPLC para el
analisis de Aripiprazol y sus pre-
cursores con la especificidad y
sensibilidad deseadas. Esta nota
de aplicacién describe las ventajas
obtenidas del control en proceso
de Aripiprazol a través de la cro-
matografia liquida de fase reversa
y alto rendimiento (RP-HPLC).

Se destaca la energia para llevar
a cabo un control riguroso en
proceso de las muestras tomadas
durante el transcurso del proceso
completo.

Parte experimental

Equipo

El sistema LC Agilent 1120

Compact incluye:

e Una bomba de gradiente con
mezclado de baja presion

¢ Un inyector automatico con
bandeja de viales

e Un compartimento de columna
para una columna de hasta
250 mm de longitud
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La sintesis de Aripiprazol de los materiales iniciales 1y 2.

e Un detector de longitud de onda
variable (VWD)

Se us6 una columna ZORBAX

Eclipse XDB C18, 5 pm, 150 x

4.6 mm.

El instrumento fue controlado
con el software de conformidad
Agilent EZChrome Elite Compact.

Reaccion sintética

Para el estudio se usaron la

droga antipsicotica Aripiprazol

y sus dos materiales iniciales.
Hidrocloruro de 1-(2,3-diclorofe-
nil)piperazina (material inicial-1) y

7-(4-bromobutoxi)-3,4-dihidrocar-
bostirilo (material inicial-2) son
los dos materiales iniciales para la
sintesis de Aripiprazol. El esquema
sintético se muestra en la Figura 2.

Muestras

Para simular las muestras de con-
trol en proceso, preparamos mues-
tras con concentraciones variadas
de los materiales iniciales 1, 2y

el producto Aripiprazol. Durante
la reaccion, las concentraciones
de los materiales iniciales disminu-
yen, mientras que la concentracion
del producto aumenta.



Parametros cromatograficos

Se realizaron experimentos para

establecer las mejores condicio-

nes cromatograficas para el ana-
lisis de Aripiprazol y los compues-
tos relacionados. Basado en estos
experimentos, se eligieron las
siguientes condiciones:

e Muestra: Hidrocloruro de 1-(2,3-
diclorofenil)piperazina, 7-(4-bro-
mobutoxi)-3,4-dihidrocarbostirilo
y Aripiprazol

e Columna: ZORBAX Eclipse XDB
C18, 5 pm, 150 x 4.6 mm,

e Fase mévil: A = agua + 0.2%
acido trifluoroacético (TFA),

B = acetonitrilo + 0.16% TFA
(el TFA mejora la retencion y
la forma del pico).

¢ Flujo: 1.0 ml/minuto

e Gradiente: a 0 minutos 30%B, a
7 minutos 70%B, luego se man-
tiene la relacién por otros dos
minutos

e Volumen de inyeccién: 5 il

e Inyector automatico programado
con un vial de lavado (acetoni-
trilo) para enjuagar el exterior
de la aguja

¢ Tiempo de corrida: 9 minutos

e Tiempo posterior: 5 minutos

e VWD: 254 nm, ancho de pico
(PW) > 0.05 minutos

Tabla de secuencias

La tabla 1 muestra la tabla de se-
cuencias que fue creada. Se varia-
ron las concentraciones de los
tres compuestos del vial 2 al vial
9, y se inyecto tres veces cada
muestra para que pudiera calcu-
larse una RSD.

Resultados y discusion

El método cromatografico se
configur6 para que todos los com-
puestos fueran separados a nivel
de la linea base. La Figura 3 mues-
tra la separaciéon de los materiales

Linea Ubicacion Nombre de la muestra N° de inyecciones Volumen de inyeccion (pl)
1 Vial 1 Blanco 2 5
2 Vial 2 Control-1 en proceso 3 5
3 Vial 3 Control-2 en proceso 3 5
4 Vial 4 Control-3 en proceso 3 5
5 Vial 5 Control-4 en proceso 3 5
6 Vial 6 Control-5 en proceso 3 5
7 Vial 7 Control-6 en proceso 3 5
8 Vial 8 Control-7 en proceso 3 5
9 Vial 9 Control-8 en proceso 3 5
Tabla 1
Tabla de secuencia para el analisis.
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Figura 3
Cromatograma de Aripiprazol y materiales iniciales 1y 2, con tiempos de retencion.
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Superposicion cromatografica de las muestras de control en proceso,
(desplazamiento eje x)




iniciales 1 y 2 y el producto
Aripiprazol. El tiempo de separa-
cion fue de nueve minutos; el
tiempo total de corrida (incluyen-
do el equilibrio) se pudo limitar a
14 minutos, incluyendo el tiempo
de vuelta al equilibrio.

La superposiciéon cromatografica
del andlisis de control de reaccion
se muestra en la Figura 4.

La Figura 5 representa la superpo-
sicion de las tres inyecciones de la
ultima muestra de control en pro-
ceso de esta serie, mas un analisis
del blanco. La muestra de control
en proceso contenia Aripiprazol y
el material inicial 1 a un nivel de
0.025 % del compuesto principal.
Se muestra la ampliacién del area
del material inicial.

La precision del ensayo (RSD) fue
calculada expresando la desvia-
cién estandar de medidas repeti-
das como un porcentaje del valor
promedio. Se estim¢ la precision
intra-dia de las tres réplicas a
ocho niveles de una mezcla estan-
dar. El tiempo de retencién y las
precisiones de area de las tres
inyecciones consecutivas en cada
comprobacién de prueba en el
proceso se resumen en la tabla 2.
La RSD para el area de pico fue
menor a 0.25 %.

Conclusion

Se desarroll6 un método HPLC
para la determinacién simultanea
de Aripiprazol y posibles produc-
tos precursores. Ademas, se de-
mostré que el método cromatogra-
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Figura 5
Cromatograma ampliado de 0.025% de material inicial-1 con respecto al compuesto principal.
RSD del tiempo de retencion RSD del area
Muestra| Inicial Aripiprazol Inicial Inicial Aripiprazol  Material
inicial 1 material 2 material 1 material 2
1 0.021 % Sin pico 0.017 % 0.083 % Sin pico 0.073 %
2 0.027 % 0.018 % 0.014 % 0.126 % 0.208 % 0.183 %
3 0.047 % 0.018 % 0.009 % 0.025 % 0.248 % 0.055 %
4 0.009 % 0.018 % 0.009 % 0.114 % 0.226 % 0.136 %
5 0.027 % 0.009 % 0.009 % 0.055 % 0.024 % 0.137 %
6 0.027 % 0.009 % 0.009 % 0.099 % 0.069 % 0.140 %
7 0.027 % 0.018 % 0.009 % 0.134 % 0.246 % 0.103 %
8 0.056 % 0.009 % 0.009 % 0.241 % 0.191 % 0.230 %
Tabla 2

Resumen de los resultados del analisis en proceso.

fico es ttil para el control en el
proceso de la sintesis de Aripiprazol.
El sistema LC Agilent 1120 Compact
es una excelente opcién para el
control en proceso, ya que propor-
ciona resultados reproducibles
con alta precision para los tiempos
de retencion y las areas. Para
nuestro ejemplo, la precision de
los tiempos de retencién fue

< 0.06 % RSD y para areas de picos
separados a nivel de la linea base
fue < 0.25 % RSD.
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