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Resumo

Esta nota de aplicagdo demonstra o uso do software Agilent ChemStation Method
Scouting Wizard para o desenvolvimento automatizado de um método de separagao
de fdrmacos por cromatografia de fluidos supercriticos (SFC) aquiral no sistema
SFC analitico Agilent 1260 Infinity. O sistema SFC foi equipado com uma valvula
seletora de solvente e uma valvula seletora de coluna, permitindo o screening

com até 12 solventes diferentes e 6 fases estacionarias diferentes. O software
ChemStation Method Scouting Wizard permite a criagéo facil e simples de métodos
e listas de trabalho. Isso resulta no desenvolvimento de métodos abrangentes e que
economizam tempo.



Introdugao

O numero de aplicacdes para a SFC
aumenta constantemente. Isso

ocorre principalmente por causa das
caracteristicas de separagéo singulares
da SFC, que facilitam a separagéo de
uma ampla gama de compostos com
alta eficiéncia.’ Quase todas as fases
estacionarias aquirais conhecidas na
cromatografia liquida (LC) podem ser
usadas na SFC, oferecendo ampla
seletividade. Entretanto, devido a
compressibilidade da fase mével e ao
mecanismo de retencéo da SFC, que

nao séo comparaveis aos conhecidos

da LC classica, o desenvolvimento de
métodos pode ser uma tarefa desafiadora.
Consequentemente, o desenvolvimento
de métodos por SFC aquiral geralmente
combina o screening de diferentes

fases estacionarias, com diferentes
composigoes, aditivos, pressodes e
temperaturas da fase movel, o que pode
ser demorado. Os beneficios do screening
da coluna e da fase movel foram relatados
em uma nota de aplica¢éo anterior.?

Esta nota de aplicagdo demonstra

os beneficios do desenvolvimento de
métodos assistido por software na

SFC aquiral para a separagéo de seis
compostos farmacéuticos ativos usando
espectrometria de massas por tempo
de voo (TOF MS). O desenvolvimento de
métodos incluiu o screening de quatro
fases estacionarias e 10 solventes
organicos diferentes na fase mével. As
etapas de lavagem e equilibrio, assim
como os métodos de separagédo, foram
criadas usando o software ChemStation
Method Scouting Wizard.

Parte experimental

Instrumentagao

O sistema SFC analitico Agilent 1260
Infinity continha os seguintes modulos:

Maodulo de controle de SFC Agilent
1260 Infinity Il (G4301A)

Bomba binaria para SFC Agilent
1260 Infinity (G4302A)

Multisampler para SFC Agilent 1260
Infinity Il (G4767A)

Detector de arranjo de diodos Agilent
1260 Infinity (61315C) com cela de
fluxo de SFC de alta pressao

Compartimento termostatizado
de coluna Agilent 1290 Infinity
(G13160)

Uma visdo geral técnica® anterior
demonstra o desempenho do
multisampler para SFC Agilent 1260
Infinity 11 (G4767A) incluido em uma
solugao analitica Agilent 1260 Infinity Il
para SFC.

Pecas adicionais necessarias para

o desenvolvimento de métodos

assistido por software
Acionador de valvula 1290 Infinity
(G1170A), equipado com valvula
seletora de solvente de troca rapida
bio-inert de 12 posigbes/13 portas
InfinityLab (G4235A) Agilent

Valvula de troca rapida de
6 posi¢des/14 portas InfinityLab
Agilent (n° da p. 5067-4142)

Detecgao espectrométrica de massas
LC/MS Agilent 6230 Time-of-Flight
com exatiddo de massa (G6230B),
equipada com uma fonte ESI
Agilent Jet Stream (G1958-65138)

Bomba isocratica Agilent 1260
Infinity (G1310B) para fluxo
complementar

Uma visao geral técnica* anterior
demonstra a otimizagao dos parametros
da ionizagao ESI Jet Stream, ao acoplar
SFC e espectrometria de massas por
tempo de voo.

Configuracao dos instrumentos

A bomba bindria Agilent 1260 Infinity

para SFC e a valvula de troca rapida de

12 posi¢des/13 portas InfinityLab foram
agrupadas na edigdo ChemStation do
software Openlab CDS Agilent. Esse
screening usou até 12 combinagdes de
solvente/aditivo diferentes, designadas na
tela de configuragéo de instrumentos da
edicdo ChemStation do software OpenLab
CDS. O compartimento termostatizado de
coluna 1290 Infinity foi equipado com uma
valvula seletora de seis colunas de troca
rapida de 6 posi¢des/14 portas InfinityLab,
permitindo o screening com até seis

fases estacionarias diferentes. As fases
estacionarias usadas foram adicionadas

a tabela de colunas na tela Colunas do
OpenLab CDS ChemStation. Todos os
métodos foram criados usando o software
ChemStation Method Scouting Wizard
(Figure 1).

A saida do sistema SFC foi conectada a
fonte ESI Jet Stream da LC/MS Agilent
6230 Time-of-Flight. Para a calibragdo de
massa continua, uma bomba isocratica
1260 Infinity foi conectada por uma

peca em T a linha de saida da SFC.
Purina e HP 921 serviram de massas de
referéncia para a recalibragéo da MS.

Colunas

Agilent ZORBAX Bonus-RP, 2,1 x
150 mm, 5 um (n° da p. 883725-901)

Agilent Polaris NH2, 3,0 x 100 mm,
3 um (n° da p. A2014100X030)

Agilent InfinityLab Poroshell 120
HILIC, 3,0 x T00 mm, 1,9 um (n° da
p. 695675-301)

Agilent ZORBAX Rx-SIL, 3,0 x 100 mm,
1,8 um (alto rendimento de resolugéo
rapida; n° da p. 828975-301)
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Figura 1. Etapas de configuragéo do screening do solvente de coluna usando o software Method Scouting Wizard.

Software

A edi¢cdo ChemStation do software
OpenlLab CDS para sistemas de
LC/MS e LC, versao C.01.07 SR3, com
ChemStation Method Scouting Wizard,
versdo A.02.07 SR1, foi usada para o
controle do sistema de SFC e para a
criagao de métodos. Os dados de MS
foram registrados com o software de

aquisicao de dados Agilent MassHunter B
05.00. Para a avaliagdo dos dados, foram
utilizados o software Agilent MassHunter
Profinder, versao B.06.00, e o software
Agilent MassHunter de andlise qualitativa,
versao B06.00 SP1.

Produtos quimicos

Todos os solventes foram comprados
da Merck e todos os produtos quimicos

foram obtidos da Sigma-Aldrich.
O diéxido de carbono foi comprado da
Westfalen Gas (Muenster, Alemanha).

Composigoes das fases moveis
A: Dioxido de carbono

B: Solvente organico contendo os
aditivos listados na Tabela 1



Resultados e discussao

Na campanha apresentada, foi
estabelecido um método de separagao
por cromatografia de fluidos supercriticos
(SFC) com detecgéo por MS por tempo de
VOO para seis compostos farmacéuticos
ativos diferentes. O objetivo deste estudo
foi encontrar uma combinagéo adequada
de fases estacionaria e movel, permitindo
a detecgao de todos 0s seis compostos
com resolugao da retengao e formato

do pico suficientes. Portanto, foi feito o
screening de quatro fases estacionarias
e dez composigoes diferentes de fase
movel, usando um método de gradiente
de fase movel genérico. Ao todo, foram
testadas 40 combinagdes diferentes de
fases estaciondria e moével. Com um
tempo de analise de 8 minutos para

cada combinacéo de fases estacionaria
e movel e tempos de lavagem e de
equilibrio suficientes, foi possivel fazer

o screening de toda a lista de trabalho
em aproximadamente 17 horas. Os
dados foram avaliados com o software
MassHunter Profinder, com base na
formula da soma dos compostos
investigados (extracdo de dados
segmentada por lote). Para a deteccéo
por MS bem-sucedida dos compostos,
foram esperados sinais com dois ou
mais ions especificos e uma precisdo
superior a 10 ppm. A Tabela 2 resume os
resultados da avaliagdo dos dados.

Tabela 1. Aditivos na fase movel B.

Gradiente genérico da fase moével

Solvente organico Aditivo Tempo (min)| %B
Metanol Nenhum 0 5
Metanol 1% de agua 4 40
Metanol 0,2% de acido férmico 6 40
Metanol 20 mM de acetato de amonio| 7 5
Metanol 0,1% de dietilamina 8 5
Isopropanol Nenhum
Isopropanol 1% de dgua
Isopropanol 0,2% de &cido férmico
Isopropanol 0,1% de dietilamina
Acetonitrila Nenhum
Amostra
Composto Férmula da soma [M+H]* Nimero CAS Uso do composto
Primidona C,,H,.N,0, 219,11279 125-33-7 Anticonvulsivo
Carbamazepina C,;H,,N,0 237,10223 298-46-4 Antiepiléptico
Fenofibrato C,,H,,ClO, 361,12010 49562-28-9 Agente antilipémico
Nafcilina (sédica) C,,H,,N,Na0,S 415.13220 (n&o sodica) 985-16-0 Antibictico beta-lactamico
Decoquinato C,,H.NO 418,25878 18507-89-6 Agente antiprotozoario
Cloxacilina (sédica) | C,H,,CIN,NaO.S 436.07283 (ndo sodica) 642-78-4 Antibiético beta-lactamico

Os compostos foram dissolvidos em acetonitrila e combinados em uma mistura de trabalho contendo 50 ymol/L
de cada um em acetonitrila.

Método da SFC
Parametro Valor
Solvente A co,
Modificador B 10‘c'ombina(;oes diferentes de solventes organicos e
aditivos
Fluxo da SFC 2 mL/min

Regulador da pressao
resultante

100 bar, 60 °C

Temperatura

25°C

Volume de injegao

1pl

Método de espectrometria
de massas (modo ESI+)

Parametro Valor
Temperatura do gas de 9754C
secagem
Vazdo do gas de secagem | 5L/min
;I:i?u;::;tura do gas de 275G
Vazéo do gas de impulsdo| 6L/min
Pressao do nebulizador 45 psi
Voltagem do capilar 4.000V
Fragmentador 150V
Skimmer 60V




Tabela 2. Tempos de retengdo (RT) dos compostos, submetidos a screening com diferentes combinagdes das fases estaciondria e moével. Os compostos

nao detectados estao marcados com “=". As combinagdes que permitiram a separagao eficiente e a detecgédo de todos os seis compostos selecionados
estdo marcadas com um asterisco (*).

Primidona | Carbamazepina | Cloxacilina | Fenofibrato | Nafcilina | Decoquinato
Fase estacionaria Fase mével (modificador em CO,) RT (min) RT (min) RT (min) RT (min) RT (min) RT (min)
ZORBAX Bonus-RP Metanol 0,89 0,84 1,85 0,65 - 1,59
ZORBAX Bonus-RP Metanol + 20 mM de acetato de aménio 0,86 0,79 1,54 0,63 2,10 1,52
ZORBAX Bonus-RP Metanol + 1% de dgua 0,90 0,83 1,81 0,65 313 1,54
ZORBAX Bonus-RP Metanol + 0,2% de acido férmico 0,90 0,84 1,80 0,64 313 1,55
ZORBAX Bonus-RP Metanol + 0,1% de dietilamina - - - - _ _
ZORBAX Bonus-RP Isopropanol 1,20 1,10 - 0,66 - 2,29
ZORBAX Bonus-RP Isopropanol + 1% de dgua 1,18 1,10 - 0,64 - 217
ZORBAX Bonus-RP Isopropanol + 0,2% de &cido formico 1,23 1,13 2,55 0,63 317 2,27
ZORBAX Bonus-RP Isopropanol + 0,1% de dietilamina - - - - - -
ZORBAX Bonus-RP Acetonitrila 2,55 1,56 - 0,62 - -
Polaris NH2 Metanol 1,80 1,45 5,56 0,73 - 2,00
Polaris NH2 Metanol + 20 mM de acetato de aménio - 1,36 - 0,65 - -
Polaris NH2 Metanol + 1% de 4gua 1,81 1,46 - 0,62 3,24 1,89
Polaris NH2 Metanol + 0,2% de acido férmico 1,84 1,47 579 0,60 1,93
Polaris NH2 Metanol + 0,1% de dietilamina - - - - - -
Polaris NH2 Isopropanol 2,55 2,15 - 0,70 - 3,47
Polaris NH2 Isopropanol + 1% de agua 2,55 2,14 - 0,67 - 3,26
Polaris NH2 Isopropanol + 0,2% de &cido formico - 2,23 - 0,68 - 7,35
Polaris NH2 Isopropanol + 0,1% de dietilamina - - - - - -
Polaris NH2 Acetonitrila - 4,52 - 0,69 - -
InfinityLab Poroshell 120 HILIC Metanol 1,84 1,54 1,72 0,63 1,94 1,36
InfinityLab Poroshell 120 HILIC Metanol + 20 mM de acetato de aménio - - - 0,60 3,63 -
*InfinityLab Poroshell 120 HILIC Metanol + 1% de dgua 1,79 1,51 2,51 0,55 2,56 1,41
InfinityLab Poroshell 120 HILIC Metanol + 0,2% de &cido férmico 1,83 1,53 1,60 0,61 1,79 1,38
InfinityLab Poroshell 120 HILIC Metanol + 0,1% de dietilamina - 1,45 - - - 1,39
InfinityLab Poroshell 120 HILIC Isopropanol - 2,18 1,53 0,56 1,70 -
InfinityLab Poroshell 120 HILIC Isopropanol + 1% de dgua 2,28 2,03 1,54 0,60 1,70 -
InfinityLab Poroshell 120 HILIC Isopropanol + 0,2% de acido férmico 2,43 2,20 1,39 0,59 1,54 -
InfinityLab Poroshell 120 HILIC Isopropanol + 0,1% de dietilamina - - - - - -
InfinityLab Poroshell 120 HILIC Acetonitrila - 4,82 - 0,71 - -
*Z0RBAX Rx-SIL Metanol 1,95 1,65 1,44 0,58 1,73 1,73
ZORBAX Rx-SIL Metanol + 20 mM de acetato de aménio 1,95 1,64 2,99 0,53 - 1,55
*Z0RBAX Rx-SIL Metanol + 1% de dgua 1,95 1,63 2,44 0,56 2,62 1,53
ZORBAX Rx-SIL Metanol + 0,2% de acido féormico 1,95 1,66 1,58 0,60 1,84 1,56
ZORBAX Rx-SIL Metanol + 0,1% de dietilamina - 1,64 - 0,68 - 1,49
ZORBAX Rx-SIL Isopropanol 2,49 2,28 1,55 0,64 1,81 3,97
ZORBAX Rx-SIL Isopropanol + 1% de dgua 2,41 2,18 1,58 0,63 1,80 -
ZORBAX Rx-SIL Isopropanol + 0,2% de &cido formico 2,55 2,35 1,49 0,63 1,69 -
ZORBAX Rx-SIL Isopropanol + 0,1% de dietilamina - - - - - -
ZORBAX Rx-SIL Acetonitrila - 4,85 - 0,73 - -




Trés das combinagdes testadas
resultaram em separacéo e deteccédo
suficientes dos seis compostos
investigados. Essas combinagbes foram
a coluna HILIC InfinityLab Poroshell 120
com 1% de dgua em metanol e a coluna
ZORBAX Rx-SIL com metanol puro e
metanol com 1% de agua. A Figura 2
apresenta os cromatogramas de ions
extraidos (EICs) das trés diferentes
separagoes. Foi possivel separar 0s seis
compostos em menos de trés minutos
com todas as trés combinacoes. Para
primidona, carbamazepina, fenofibrato

HILIC: Metanol + 1 % de agua

e nafcilina, foram obtidos formatos

de pico simétricos suficientes com
todas as configuragdes de separagao.
Decoquinato e cloxacilina demonstraram
cauda no pico ao serem separados na
coluna ZORBAX Rx-SIL usando metanol.
A adigao de 1% de agua ao modificador
resultou em melhora do formato do pico
para esses dois compostos. A altura do
sinal dos EICs quase nao foi influenciada
pela adicdo de agua. A comparagao dos
tempos de retencdo dos compostos nas
separagdes na coluna ZORBAX Rx-SIL
demonstra que aditivos como agua

Rx SIL: Metanol

Rx SIL: Metanol + 1 % de dgua

nao so6 afetam o formato do pico, mas
também podem influenciar a retengao
dos compostos (Tabela 3). Entretanto,
esses efeitos sdo dificeis de prever e
dependem do composto. Para primidona
e carbamazepina, a retengao diminuiu
discretamente com a adigéo de 1% de
dgua, enquanto a retencdo de nafcilina e
cloxacilina aumentou significativamente.
Este fato salienta a necessidade de incluir
diferentes aditivos no procedimento de
screening do método. Esses fatores que
com frequéncia interagem e influenciam
a separagao podem complicar o
desenvolvimento de métodos na SFC.
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Figura 2. Cromatogramas de ions extraidos dos seis compostos investigados (exatiddo de massa de 20 ppm), separados por SFC usando o InfinityLab Poroshell
120 HILIC com metanol + 1% de dgua, Rx-SIL com metanol e Rx-SIL com metanol + 1% de dgua.

Tabela 3. RTs e largura dos picos dos compostos separados com ZORBAX Rx-SIL e InfinityLab Poroshell 120 HILIC usando metanol ou metanol + 1% de agua.

Primidona Carbamazepina Cloxacilina Fenofibrato Nafcilina Decoquinato
Modificadorem| RT |Largura| RT |Largura| RT |Largura| RT |Largura| RT |Largura| RT |Largura
Coluna co, (min) | (min) | (min) | (min) | (min) | (min) | (min) | (min) | (min) | (min) | (min) | (min)
InfinityLab Poroshell 120 HILIC 1"422”;::3 180 | 010 | 151 010 | 251 007 | 057 | 024 | 25 | 007 | 141 011
ZORBAX Rx-SIL Metanol 1,96 0,07 1,65 0,09 145 0,11 0,58 0,21 173 0,09 173 0,29
ZORBAX Rx-SIL Metanol 195 | 008 | 163 | 009 | 244 | 007 | 058 | 021 | 262 | 008 | 153 | 010
1% de dgua




Conclusao

Nesse estudo, seis compostos
farmacéuticos ativos diferentes

foram separados e detectados por
SFC/TOF-MS. O desenvolvimento de
métodos considerou 40 combinagdes
diferentes das fases estacionaria e
movel. Duas fases de silica (InfinityLab
Poroshell 120 HILIC e ZORBAX Rx-SIL),
ambas com metanol contendo 1% de
agua (e puro para ZORBAX Rx-SIL)
como modificador, foram consideradas
as mais adequadas dentre as

fases testadas para a separacdo

dos analitos testados. O software
Method Scouting Wizard possibilita o
screening de varias combinagdes de
fases estacionaria e moével de forma
altamente automatizada e reduz
significativamente o tempo necessario
para a criagao dos procedimentos de
screening. Ele oferece a opgao de fazer
0 screening e otimizar a temperatura de
separacao, a composigao da fase movel
e os perfis de gradiente. Isso permite o
desenvolvimento de métodos rapido e
abrangente, considerando os parametros
que influenciam a separagdo mais
importantes na SFC.
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