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1200 para el analisis de antihistaminicos

Autores Resumen

Clariss.a Dickhuty La tecnologia inteligente de emulacién del sistema (ISET) de Agilent facilita una 6ptima
Melanie Metzlaff transferencia de los métodos analiticos desde sistemas LC convencionales, como
Agilent Technologies, Inc. el sistema LC cuaternario Agilent Serie 1200, al sistema LC Agilent 1260 Infinity Il
Waldbronn, Alemania Prime. Esta nota de aplicacion muestra las ventajas de la ISET en el andlisis de cinco

antihistaminicos. Se evaluaron los tiempos de retencidn y la resolucion de los distintos
experimentos y se compararon con los datos originales obtenidos con el sistema

LC cuaternario Agilent Serie 1200. Gracias al uso de ISET, se logré una excelente
concordancia entre ambos sistemas.
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Introduccion

La transferencia de un método analitico
desde un sistema HPLC convencional a un
sistema UHPLC como el sistema LC Agilent
1260 Infinity Il Prime es una cuestion
importante y con frecuencia critica para
muchos laboratorios, especialmente

en entornos altamente regulados. Los
sistemas UHPLC presentan volumenes

de retardo del sistema inferiores a los
sistemas HPLC convencionales y, por

lo general, muestran comportamientos

de mezcla de bomba diferentes. Estas
caracteristicas pueden causar tiempos de
retencion (TR) y resoluciones diferentes
durante la transferencia de métodos de un
instrumento a otro. Para evitar la tediosa
y costosa revalidacion de los métodos
analiticos anteriores, puede implantarse
una retencion isocratica al principio del
analisis o la instalacion de volumen de
retardo adicional’. Sin embargo, con este
planteamiento solo se consideran las
diferencias en el volumen de retardo y no
las diferencias en el comportamiento de
mezcla de las dos bombas analiticas.

La tecnologia inteligente de emulacion

del sistema (ISET) de Agilent permite

una transferencia de métodos optima

y produce resultados cromatograficos
similares?. Gracias al uso de ISET,

es posible compensar los diferentes
volumenes de retardo y comportamientos
de mezcla en las bombas sin tener que
cambiar los métodos analiticos o realizar
modificaciones al sistema LC.

Esta nota de aplicacion describe la
separacion de una mezcla de cinco
antihistaminicos. La mezcla de farmacos
se analizé en primer lugar en un sistema
LC cuaternario Agilent Serie 1200. A
continuacion se transfirio el método
analitico a un sistema LC Agilent 1260
Infinity Il Prime, y los experimentos se
llevaron a cabo con 'y sin la funcion ISET.
También se hizo uso de la opcién de
ajuste fino de ISET en un experimento
adicional con el fin de demostrar que la
transferencia de métodos analiticos puede
optimizarse ain mas. Se evaluaron los
tiempos de retencion y la resolucion y se
compararon con los resultados del sistema
LC cuaternario Agilent Serie 1200.

Experimento

Instrumentos

Se utilizaron los siguientes instrumentos
para el andlisis de antihistaminicos.

Sistema LC cuaternario Agilent Serie 1200:

Bomba cuaternaria Agilent Serie 1200
(G1311A)

Muestreador automatico Agilent Serie
1200 (G1329A)

+ Compartimento de columnas
termostatizado Agilent Serie 1200
(G1316A)

+  Detector de diodos Agilent Serie 1200
(G1315D)

Sistema LC Agilent 1260 Infinity Il Prime:

+ Bomba flexible Agilent 1260 Infinity Il
(G71040)

Muestreador multiple Agilent 1260
Infinity Il (G7167A), equipado con un
refrigerador de muestras integrado
(opcién n.° 100)

Termostato multicolumna
Agilent 1260 Infinity Il (G7116A)

Detector de diodo array Agilent 1260 ||

(G7117C)

Software
Agilent OpenLAB CDS 2.2 (M8413A)

Muestra

Mezcla de cinco antihistaminicos, cada
uno con una concentracion de 150 ng/ul
(en el orden de la elucion): tripelenamina,
clorfeniramina, tetracaina, prometazina y
cetirizina.

Productos quimicos

Todos los disolventes utilizados fueron de
calidad LC. Se obtuvo agua ultrapura nueva
a partir de un sistema integrado Milli-Q
equipado con una cartucho de membrana
de 0,22 um en el punto de consumo
(Millipak). Los farmacos antihistaminicos
se adquirieron a Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, EE. UU.

Tabla 1. Parametros cromatograficos para el andlisis de una mezcla de antihistaminicos.

B) acetonitrilo

Parametro Valor
Columna Agilent ZORBAX SB C18, 4,6 x 75 mm, 3,5 pm (ref. 866953-902)
B sl A) TFA al 0,1 % en agua

Velocidad de flujo 0,8 ml/min

Gradiente Del 10 % al 55 % de B en 10 minutos
Tiempo de parada 12 minutos
Tiempo posterior 5 minutos

Volumen de inyeccién

Lavado de la aguja de 5 pL en 3 segundos (acetonitrilo al 50 %

en agua)
Tem
peratura de la 250
columna
Deteccién 232/8 nm, ref. desactivada, 20 Hz




Resultados y comentarios

Se analizaron los cinco antihistaminicos
con un método analitico convencional en
un sistema LC cuaternario Agilent Serie
1200 utilizando una columna de 4,6 x 75
mm empaquetada con particulas de 3,5
pm. En primer lugar se transfirié el método
analitico al sistema LC 1260 Infinity Il
Prime sin ISET. Como era de esperar,

los cinco analitos mostraron tiempos de
retencion mas cortos. A continuacion se
activo la funcién ISET. La Figura T muestra
una superposicion del cromatograma
original obtenido con el sistema LC
cuaternario Agilent Serie 1200y los dos
cromatogramas medidos con el sistema
LC 1260 Infinity Il Prime con'y sin ISET.

Al utilizar ISET, los TR de los
antihistaminicos concordaron con el
cromatograma original, con una desviacion
inferior al 3 %, muy por debajo de la
especificacion ISET del 5 %2. En cambio,
los TR sin usar ISET se desplazaron entre
un 5 % y aproximadamente un 11 %.

Para optimizar aun mas la concordancia de
los tiempos de retencion, se activo la funcion
de ajuste fino en ISET. Una compensacion
del volumen de retardo de -50 pl desplazo
todos los picos a tiempos de retencién
ligeramente mas cortos. La Figura 2 muestra
una superposicion del cromatograma original
y dos cromatogramas obtenidos con el
sistema LC 1260 Infinity Il Prime utilizando
ISET cony sin ajuste fino.

Como resultado del uso de la funcién de
ajuste fino, los tiempos de retencién de los
cinco antihistaminicos concordaron con el
cromatograma original y mostraron derivas
de los TR por debajo del 0,5 %. La Tabla 2
muestra una vision conjunta de los tiempos
de retencion de los experimentos llevados
a cabo.
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Figura 1. Anélisis de antihistaminicos con el sistema LC cuaternario Agilent Serie 1200 (azul), seguido de
la transferencia del método analitico al sistema LC Agilent 1260 Infinity Il Prime sin ISET (rojo) y con ISET

(negro).
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Figura 2. Superposicion de cromatogramas de analisis de antihistaminicos en un sistema LC cuaternario
Agilent Serie 1200 (azul), un sistema LC Agilent 1260 Infinity Il Prime con ISET (rojo) y un sistema LC
Agilent 1260 Infinity Il Prime con ISET y ajuste fino (negro).

Tabla 2. Tiempos de retencion de los distintos antihistaminicos analizados con un sistema LC cuaternario
Agilent Serie 1200y un sistema LC Agilent 1260 Infinity Il Prime sin ISET, con ISET y con ISET mas ajuste fino.

Sistema LC cuaternario
Agilent Serie 1200

Sistema LC Agilent 1260 Infinity Il Prime

TR con ISET y ajuste
TR (min) TR (min) TR con ISET (min) fino (min)
4,51 4,02 4,64 4,50
5,28 4,75 543 527
811 7,58 8,33 8,13
8,99 8,46 9,23 9,02
9,60 9,06 9,84 9,64




La Figura 3 muestra las derivas de los
tiempos de retencion evaluados.

Se compard la precision de los tiempos
de retencion y las areas, asi como la
resolucion, entre el sistema LC cuaternario
Agilent Serie 1200 y el sistema LC 1260
Infinity Il Prime utilizando ISET y ajuste
fino. Para la evaluacion de dichos valores

se llevaron a cabo 10 andlisis consecutivos

en ambos sistemas LC (Tabla 3). Los
dos sistemas mostraron unos valores de

precision excelentes, aunque el del sistema

LC 1260 Infinity Il Prime fue ligeramente
superior en precision de TRy drea.

Conclusion

La tecnologia inteligente de emulacion
del sistema (ISET) de Agilent facilita

una transferencia de métodos analiticos
perfecta desde un HPLC convencional al

sistema LC Agilent 1260 Infinity Il Prime. La

funcion ISET es sencilla y rapida de utilizar
y no exige cambios en el instrumento o
modificaciones del método analitico para
lograr cromatogramas practicamente
idénticos. Se ha transferido un método
analitico convencional para el analisis

de farmacos antihistaminicos desde

el sistema LC cuaternario Agilent Serie
1200 al sistema LC 1260 Infinity Il Prime.
Al utilizar ISET y la opcion de ajuste fino
para el sistema LC 1260 Infinity Il Prime
se consiguioé una excelente concordancia
de los tiempos de retencion, con una
desviacion inferior al 0,5 %. Ademas, al
transferir el método analitico, se mejoro
la precision de los TRy de las areas,

y el sistema LC 1260 Infinity Prime se
comporté como el mejor en cuanto a
rendimiento.
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Figura 3. Desviacion del tiempo de retencion entre un sistema LC Agilent Serie 1200 y un sistema LC
Agilent Serie 1260 Infinity Il Prime con y sin ISET y con ajuste fino adicional.

Tabla 3. Comparacion de la precision de tiempo de retencion y drea y de la resolucion entre un sistema LC
cuaternario Agilent Serie1200 y un sistema LC Agilent 1260 Infinity Il Prime.

RSD TR (%) RSD area (%) Resolucion
SistemaLC | SistemalC | SistemalC | SistemalC | SistemalC | SistemalC
cuaternario | Agilent 1260 | cuaternario | Agilent 1260 | cuaternario | Agilent 1260
Agilent Infinity Il Agilent Infinity Il Agilent Infinity Il

Serie 1200 Prime Serie 1200 Prime Serie 1200 Prime
Tripelenamina 0,06 0,03 0,091 0,052 - -
Clorfaniramina 0,05 0,03 0,111 0,052 8,06 8,34
Tetracaina 0,02 0,03 0,139 0,052 27,78 28,56
Prometazina 0,02 0,02 0,095 0,074 7,05 7,24
Cetirizina 0,02 0,01 0,135 0,072 547 5,59
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