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Resumo

O Agilent 1120 Compact LC é um sistema ideal para cromatografia liqui-
da convencional em escala analitica. O LC é projetado para utilizacao
simplificada, desempenho confiavel e indicado para analise de medica-
mentos devido a sua capacidade de conseguir baixos limites de deteccao

" N
Equipamento Agilent e tempos de retencao e areas de pico muito precisos. Essa nota de apli-

* Agilent 1120 Compact LC cacao mostra:

* Coluna ZORBAX Eclipse XDB C18 ¢ Excelente precisao de tempo de retencido, com desvio padrao relativo

Area de aplicacio (DPR) < 0,07%
* Industria farmacéutica: QA/QC ¢ Excelente precisao de area, com DPR < 0,25% em picos separados na linha
. / de base.
e Excelente precisido de altura, com DPR < 0,25% em picos separados na
linha de base.

Agilent Technologies



Introducéo

Na industria farmacéutica, a cro-
matografia liquida é uma ferramen-
ta versatil para separacao de anali-
tos individuais. Incontaveis méto-
dos foram desenvolvidos para a-
nalise em HPLC, uma vez que ela
é comprovadamente muito confia-
vel e reprodutivel em todos os es-
tagios - da descoberta a fabrica-
cao de medicamentos.O resultado
disso é que torna-se necessario ve-
rificar se qualquer sistema HPLC é
capaz de oferecer desempenho re-
produtivel em um faixa de preci-
sdo e exatidao aceitavel.

O Teste de Compatibilidade do
Sistema (SST) é uma medida dia-
ria de desempenho do instrumen-
to. Esses testes garantem que o
método e o sistema de HPLC po-
dem gerar resultados com preci-
sdo e acuraria aceitaveis. O crité-
rio selecionado € baseado em pa-
rametros cromatograficos criticos
como resolucio, reprodutibilidade
dos tempos de retencdo das areas
de pico e altura, eficiéncia da co-
luna e suas variacoes (Desvio Pa-
drao), dentro dos limites aceita-
veis que foram pré-definidos du-
rante os experimentos de valida-
cao dos métodos.

Nesta Nota de aplicacdo, nos
concentramos nesta etapa final da
validacao e avaliamos a compati-
bilidade do sistema Agilent 1120
Compact LC para analise do Aripi-
prazol e seus precursores.

Experimental

Equipamento

O sistema Agilent 1120 Compact

LC incluiu:

e Uma bomba gradiente com mis-
tura em baixa pressao
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Figura 1

Agilent 1120 Compact LC.

e Um autosampler com bandeja de
frascos

e Um compartimento de coluna
para coluna de até 250 mm de
comprimento

e Um detector de comprimento de
onda variavel (VWD)

Foi usada uma coluna Agilent
ZORBAX Eclipse XDB C18, 5 pm,
150 x 4,6 mm.

O instrumento foi controlado pelo
software Agilent EZChrom Elite
Compact Compliance.

Compostos

Hidrocloreto 1-(2,3-Diclorofenil)
piperazine (material basico 1) e 7-
(4-bromobutoxi)-3,4-dihidrocar-
boestiril (material basico 2) sao os
dois materiais basicos para sintese
de Aripiprazol. O esquema sinté-
tico é mostrado na figura 2. Nesse
estudo, os dois materiais basicos
sao tratados como impurezas.

Preparo das amostras

Preparo da solucao-mae: 2 mg/mL
de Aripiprazol e 5 mg/mL do mate-
rial basico 1 e 2 foram preparados

como solucoes-mae individuais. O
Aripiprazol e os dois materiais ba-
sicos foram inicialmente dissolvi-
dos em metanol (20% do volume
total da solucdo) e foi entao acres-
centado diluente até as marcas.

Amostra de compatibilidade do
sistema: Uma mistura de teste pa-
ra compatibilidade foi preparada
com 10 pg/mL de Aripiprazol e cada
uma das impurezas a 5 pg/mL.

Parametros cromatograficos

O método cromatografico foi con-

figurado de forma que todos os

compostos foram separados na

linha de base. As condicdes foram:

e Amostra: 1-(2,3-diclorofenil)pi-
perazine, 7-(4-bromobutoxi)-3,4-
dihidrocarboestiril e Aripiprazol

e Coluna: Agilent ZORBAX Eclipse
XDB C18, 5 pm, 150 x 4,6 mm

e Fases méveis: A = agua + 0,2%
de acido trifluoroacético (TFA),
B = acetonitrila + 0,16% de TFA

e Taxa de fluxo: 1,0 mL/min

e Gradiente: a 0 min, 30%B, a
7 min, 70%B, depois a proporcao
é mantida por mais dois minutos

e Volume de injecao: 10 pL



e Amostrador automatico progra-
mado com um frasco de lavagem
(usando acetonitrila) para enxa-
gliar o exterior da agulha

® Tempo de execucao: 9 min

e Tempo posterior: 5 min

e Forno de coluna: 40 °C

e VWD: 254 nm, largura do pico
(PW) > 0,05 min

¢ Diluente/controle: 60:40 acetoni-
trila:agua

Tabela de seqiiéncia

Com base nas recomendacoes da
ICH (Conferéncia Internacional
de Harmonizacao) para testes de
compatibilidade de sistema, a ta-
bela de seqiiéncia mostrada como
tabela 1 foi configurada no soft-
ware Agilent EZChrom Elite
Compact Compliance.

Resultados e discussao

Na figura 3, um cromatograma de
exemplo do teste de compatibili-
dade de sistema mostra resolucio
excelente. O tempo de separacao
foi de nove minutos; o tempo total
de execucio (inclusive reequili-
brio) pode ser limitado a 14 minu-
tos. A fase mével continha acido
trifluoroacético como modifica-
dor, o que melhora a retencao e o
formato do pico.

Ao analisar drogas com deteccao
de UV, a precisdo dos tempos de
retencao € de suma importancia. A
precisao dos tempos de retencao e
areas foi determinada a partir de
10 injec¢oes replicadas da amostra
de compatibilidade do sistema. A
figura 4 mostra uma sobreposicao
das 10 execucdes consecutivas.

Os critérios de aceitacdo desse
teste de compatibilidade de sis-
tema estdo tabulados na tabela 2.
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Figura 2
Estruturas dos materiais basicos 1 e 2 e do produto Aripiprazol.
Linha Local Nome da amostra # Injecoes Volume de injecao (pL)
1 Frasco 1 Controle 3 10
2 Frasco 2 Compatibilidade do sistema 10 10
3 Frasco 3 Controle 1 10
Tabela 1
Tabela de seqiiéncia.
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Figura 3

Cromatograma do Aripiprazol e suas impurezas.

Parametro Limite
DPR do tempo de retengéo (RT) <0,07%
DPR da area < 1,00%
Resolucéo > 2,00
Assimetria < 2,00
Pratos tedricos > 2000
Largura do pico > 0,08 min
DPR da altura <0,50%

Tabela 2
Critérios de aceitagao.



Quantidade DPR de
(pg/mL) RT (%)

Composto

DPR da
area (%)

Reso-
lucao

PW

Assimetria

DPR da
altura (%)

Pratos
teodricos

Aprovado
(sim/nao)

Material basico 1
Aripiprazol
Material béasico 2

5,15 0,033
10,1 0,027
54 0,021

0,189
0,129
0,137

N/A
17,87
17,48

0,07
0,05
0,06

1.02470
1.14031
1.09432

>14000
>58000
>60000

Sim
Sim
Sim

0,228
0,183
0,169

Tabela 3
Resultados do teste de compatibilidade do
sistema.

Os resultados do teste de compa-
tibilidade de sistema sao exibidos
na figura 4 e resumidos na

tabela 3.

Esses resultados do teste de com-
patibilidade de sistema do Aripi-
prazol demonstram que o Agilent
1120 Compact LC atende aos seve-
ros requisitos de desempenho pa-
ra analise farmacéutica de QA/QC.

Concluséao

Para a analise de farmacos em
QA/QC de rotina, é muito impor-
tante ter sistemas LC de alta pre-
cisdo, acurados e robustos. Isso
permite uma analise confiavel de
drogas farmacéuticas e de suas
impurezas. O sistema Agilent 1120
Compact LC é ideal para essa apli-
cacao pois oferece os dados ne-
cessarios com qualidade e esta
baseado em um projeto robusto,
testado e aprovado.

*N/A = nao se aplica
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Figura 4

Sobreposicéo de 10 cromatogramas repetitivos.
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