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Resumo

A cromatografia liquida convencional ¢ uma técnica analitica que consome uma grande quantidade de solventes organicos, comprometendo parte
significativa dos gastos com laboratdrios de controle de qualidade, desenvolvimento analitico e de estabilidade nas industrias farmacéuticas,
que levou os pesquisadores a buscarem meios e alternativas que pudessem mitigar este impacto econdmico e ecoldgico. O Cromatografo
Liquido de Ultra Alta Eficiéncia ou Ultra-High Performance Liquid Chromatography — UHPLC ou UPLC - foi uma alternativadesenvolvida
com esses propositos, alternativamente as analisescromatograficas convencionalmente executadas por aparelhos de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia ou High Performance Liquid Chromatograph — HPLC. O objetivo do trabalho ¢ tragar um histérico da evolugao do UPLC, que
possibilitou o melhoramento da técnica cromatografica de alta eficiéncia, quanto ao tempo de analise e, consequentemente, redugdo do uso
de solventes a partir dos principios do HPLC, técnica atualmente utilizada com a maior quantidade de equipamentos instalados nos centros
de pesquisa e universidades, além de laboratorios de rotina, de pesquisa e desenvolvimento das industrias farmacéuticas em todo o mundo. Os
resultados alcangados em relagdo a precisdo analitica equivalente ou superior, redugdo do tempo de analise, redug¢do do consumo de solventes
organicos e, consequentemente, reducdo consideravel do custo de analises quando comparados a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
convencional, garantiram o sucesso da implantagéo desta técnica analitica, que vem ganhando espago consideravel nesses ambientes.

Palavras-chave: UPLC. UHPLC. HPLC.

Abstract

Conventional liquid chromatography is an analytical technique that consumes a large quantity of organic solvents, compromising a significant
part of the costs in quality control laboratories, analytical development and stability in pharmaceutical industries, which led researchers to
search for ways and alternatives that could mitigate this economic and ecological impact. The Ultra-High Performance Liquid Chromatography
- UHPLC - (or UPLC - Ultra Performance Liquid Chromatography) - was an alternative developed for these purposes to the chromatographic
analyses conventionally performed by High Performance Liquid Chromatography - HPLC devices. The objective of this study is to trace a
history of the UPLC evolution, whichenabled the improvement of the high efficiency chromatographic technique, regarding the time of analysis
and, consequently, reduction of the use ofsolvents from the HPLC principles, technique currently used with the largestamount of equipment
installed in research centres and universities, besides routine laboratories, research and development of pharmaceutical industries around
the world. The results achieved regarding the equivalent or superior analytical precision, reduction of analysis time, reduction of organic
solvents consumption and consequently considerable reduction of theanalysis cost when compared to conventional High Performance Liquid
Chromatography, guaranteed the success of the implementation of this analytical technique, which has been gaining considerable
space in theseenvironments.

Keywords: UPLC. UHPLC. HPLC.

1 Introducio de forma a oferecer ao laboratdrio uma referéncia que possa
o - . ser utilizada como padrdo na avaliacdo do teor de matérias-
O uso de solventes organicos em analises quimicas de ) - ] ] )
’ o L primas na produgdo de medicamentos em escala industrial.
farmacos ocorre, principalmente, com associacdo entre i . .
) ) o Com o passar do tempo, houve a necessidade de verificagdes
polaridade do analito e do solvente utilizado, de forma a o . N
) ) i . periddicas de pureza (teor, umidade, etc.) em fungdo de
melhorar a dissolucdo, reduzindo o risco de parte do analito ~ s
processos de degradacdo decorrentes de: hidrolise pela

ficar insoluvel resultar em analises de teor com resultados umidade do ambiente de armazenamento ou “headspace” (o

duvidosos.

As técnicas analiticas de quantificagdo se baseiam na
utilizacdo de espectrofotdmetros, as quais estdo baseadas
na determinacdo de teor frente aos padrdes analiticos que

consistem em matérias-primas purificadas e quantificadas

Uniciencias, v.25, n.2, 2021, p.86-92.

espago entre a superficie do liquido e sua tampa) do recipiente,
decomposicao quimica por acomodagao molecular (formagao
de isOmeros, misturas racémicas ou torg¢des estruturais
moleculares), impurezas residuais nio retirdveis, interagdes

com os componentes de embalagem, condi¢des especiais de
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armazenamento inadequadas (baixa umidade ou temperatura
controlada) e modificagdes outras decorrentes do tempo de
prateleira (shelf life) obrigando a estabelecer a tarefa de rotular
o prazo de validade adequado a produgao e ao consumo desses
principios ativos (SINDUSFARMA, 2015).

Os métodos cromatograficos restringiam a quantificar
a pureza da matéria-prima e o teor final dos produtos
farmacéuticos obtidos. Quando comegaram a surgir problemas
de teor de principios ativos fora das faixas de especificagao
do produto, as pesquisas se concentraram para a identificagao
das substancias que ndo respondiam pelo teor do ativo
que poderiam se apresentar em quantidades significativas
no produto final, podendo provocar aparecimento de
efeitos adversos indesejaveis aos consumidores daqueles
medicamentos. Assim, os estudos de estabilidade se tornaram
relevantes na identificagdo dossubprodutos e controle de suas
quantidades residuais. Novas técnicas analiticas comegaram
a ser aprimoradas para separacdo dos componentes principais
e secundarios de cada matéria-prima, frente as varidveis desde
a rota de sintese, passando pelo armazenamento, até sua
transformagao em medicamento e chegando a destinagao final
dentro de um prazo util de utilizacdo: a validade do produto
final (SINDUSFARMA, 2015).

A partir de entdo, a linha de raciocinio analitico comegou
a enxergar o analito como sendo uma mistura e ndo mais uma
substancia perenemente pura.

O uso da cromatografia tem registros entre 77 e 79
d.C. pelo historiador romano Caio Plinio II, que descreveu a
técnica aplicada sobre papiro em sua grande obra de 37 livros,
intitulada: “Naturalis Historia”. Em 1800, Berzelius, estudando
aguas minerais para inimeros tratamentos de satde, descreveu
a desmineralizagdo por meio de filtragdo em areia. Em 1866,
Friedlib Ferdinand Runge publicou vérias imagens formadas
em papel de filtro, a partir de solugdes coloridas. Porém, o
criador do termo “cromatografia”, do grego: “croma” (cor) e
“graph” (escrita), Mikhail Semenovich Tswett, empregou a
técnica pela primeira vez em seus estudos e experimentos
de separagdo de clorofilas (Figura 1), utilizando uma coluna
de vidro contendo Inulina em pd (a fase estaciondria que
foi a melhor que ele encontrou apds varias tentativas com
outras), pela qual passou sua fase movel hidroalcoodlica
(eluente), contendo as suas misturas que se separavam em
cores diferentes e eram coletadas individualmente ao final do

processo.
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Figura 1 - Reproducdo parcial. Esquema desenvolvido por
Tswett em 1906
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Fonte: Pacheco et al. (2015)

vegetal e animal” e revolucionou tardiamente sua técnica no
mundo cientifico (PACHECO et al., 2015).

O livro foi escrito em russo, idioma que nem ele mesmo
dominava, cuja tradugdo era inacessivel para boa parte
dos pesquisadores. Eles ndo conseguiram compreender com
clareza o método, o que os levou a reproduzir, de maneira
errada, o que foi descrito. Tswett foi prejudicado por conta
do advento da primeira Guerra Mundial: sua descoberta foi
sabotada.

Além disso, sofreu preconceito dos pesquisadores
quimicos da época,pois estava propondo uma grande inovagdo
na quimica analitica. Havia um proposito de isolamento de
grandes proporgdes de principios ativos principais e ndo de
todos os componentes como a técnica de Tswett propunha.
Isso adormeceu sua técnica cromatografica por bastante
tempo (PACHECO et al., 2015). Tswett foi redescoberto
por estudiosos da quimica organica no final dos anos 1920
gracas ao interesse destes por produtos naturais. Um deles, a
pesquisadora Katharine Hope Coward conseguiu reproduzir os
experimentos de Tswett em seus estudos sobre carotenoides,
obtendo os mesmos resultados de separa¢do de componentes
eluidos em carbonato de calcio. Porém, a cromatografia de
coluna ndo teve reconhecidasua importancia na época diante
do advento da cromatografia plana em vidro e em papel.

Em 1938, surgiu na Russia a cromatografia de camada
delgada. Placas de vidro com um depdsito na superficie de
substancia adsorvente (amido, por exemplo, depois sulfato de
aluminio e, atualmente, silica). Hoje em dia as cromatoplacas
sdo comercializadas com placas de vidro e uma fina
camada desilica ou placas de aluminio recobertas com silica
(PACHECO et al., 2015).

As técnicas cromatograficas sao empregadas de varias
maneiras: sobre placas recobertas com silica, papel, em colunas
e, também, passaram a ser automatizadas em equipamentos
que transformaram as colunas de vidro (excessivamente
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grandes)em colunas de ago menores e pressurizadas contendo
diferentes “recheios”, a serem empregados em diversas
técnicas de separagdo, sempre utilizando o principio das
diferencas de polaridade entre as varias substancias e solventes
ou misturas.

No ano de 1941 foi publicado um artigo em que os
pesquisadores Archer John Porter Martin e Richard Lawrence
Millington Synge descreveram uma nova forma de separagao,
denominada particdo. Eles saturaram silica com agua de
tal forma a ser empregada como fase estacionaria para a
separacao de aminoacidos hidrolisados de proteinas. Assim,
a fase estaciondria passaria a ser a agua, cujo suporte era
a silica e a fase movel seria um liquido imiscivel na agua, em
que o processo de parti¢do ocorreria pelas fases liquidas e ndo
mais por adsor¢ao (MARTIN; SYNGE, 1941).

Para superar a dificuldade de visualizagdo das separagdes
de aminoécidos, que eram incolores, os pesquisadores
colocaram indicadores que, misturados previamente a agua,
proporcionavam a visualizagdo da separacdo por coloragdes
distintas. Foi uma solugdo eficiente para a separacdo de
aminodacidos hidrolizados de proteinas. Também evidenciaram
que poderiam separar substdncias neutras, porém com
diferentes coeficientes de particio (PACHECO et al., 2015).

Em 1941, Arne Wilhelm Kaurin Tiselius (1902-1971)
acrescentou ao sistema de adsor¢do de Tswett uma cubeta
acoplada ao final do fluxo de efluente no qual seria possivel
a determinagdo qualitativa e quantitativa dos componentes
eluidos por meio de leitura otica ndo humana, o que ja
permitia a leitura das solugdes recolhidas em cubetas em um
espectrofotometro (TISELIUS, 1941).

Em 1948, Stig Melker Claesson (1917-1988) acrescentou
ao sistema proposto por Tiselius um mecanismo de
pressurizagdo por um émbolo que introduzia a fase movel na
coluna (CLAESSON, 1948).

Tiselius implementou uma classificagdo cromatografica
baseada em métodos distintos de elui¢ao. O primeiro desses foi
a analise frontal, em que a mistura deveria ser constantemente
passada através da coluna, o segundo foi a eluicdo com
solvente, caracterizado pelo pequeno volume da mistura na
coluna acrescida de solventes puros e o terceiro era a eluicdo
por deslocamento, em que a mistura colocada na coluna era

lavada com uma solug@o de deslocamento (Figura 2).
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Figura 2 - Sistema para separagdes em coluna

Fonte: Collins (2009)

Esta ultima técnica desenvolvida por Tiselius e Claesson
foi aplicada para a separacdo de amoniacidos em colunas de
troca ionica cuja elui¢do era obtida variando-se o pH da fase
movel (PACHECO et al., 2015).

Em 1958 surge o primeiro cromatdgrafo liquido
automatizado através de Willian Howard Stein (1911-1980)
e Stanford Moore (1913-1982), com a participagdo de Darrel
Heber Spackman (1925-2014) - (SPACKMAN et al., 1958). O
sistema fazia eluicao por gradiente de solventes, derivatizacao
e foi capaz de analisar aminoacidos, marcando definitivamente
a historia da Cromatografia liquida (PACHECO et al., 2015).
Nao por acaso a sigla em inglés HPLC tinha, inicialmente,
o significado “High Pressure Liquid Chromatograph”,
que depois passou a significar “High Performance Liquid
Chromatograph” que, em portugués, tornou-se Cromatografia
Liquida de AltaEficiéncia (CLAE).

Esta técnica passou a ser empregada para os mais diversos
fins analiticos, até mesmo preparativos de substancias
altamente purificadas, necessarias a serem empregadas como
padrdes primarios. Os cromatografos passaram a contar com
acessoOrios importantes, tais como os fornos para climatizar a
temperatura ideal de analise, bombas capazes de pressurizar
todo o sistema até 400 bar (6000 psi) com canais individuais
de solventes que permitem suas misturas ao longo da analise,
abrindo um leque de polaridades diferentes e otimizando as
separagoes, de propriedades fisicas variadas e espectrografos
eficazes inclusive para identificacdo de substancias quimicas
através da decomposi¢do por radicais e grupos funcionais
(PACHECO et al., 2015; MAJORS, 2009).

Entretanto, a necessidade de utilizagdo de solvente de
elevada pureza e em quantidade passou a ser um problema
para a cromatografia de alta eficiéncia quando, em 2008,
veio uma grande crise pela falta de abastecimento de um
dos solventes mais empregados em Cromatografia liquida, a
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Acetonitrila (LANCAS, 2009; MAJORS, 2009). Os solventes
como metanol, etanol, propanol, tetrahidrofurano ¢ outros
erampurificados a partir de produgdes de escala industrial, que
tinham aplicagdes em fabricacdo de varios outros produtos.
Somente a acetonitrila era essencialmente retirada de parte
da producdo de Acrilonitrila (CETESB, 2012), composto
importante na fabricacdo de plasticos, fibras acrilicas, resinas
e alguns componentes na fabricacdo do Nylon® (LANCAS,
2009; EUERBY et al., 2018; MAJORS, 2009).

Na época algumas razdes foram apontadas por conta
do desabastecimento brusco. Os jogos olimpicos de
2008 realizados em Pequim acabaram por influenciar na
paralizacdo da fabricacdo da acrilonitrila em diversas fabricas
da China, a maior produtora do mundo, naquela época, por
conta da polui¢do que causavam. Do outro lado do mundo,
com o advento do furacdo /ke assolando a costa do Golfo do
Texas, houve a paralizagdo temporaria de um dos principais
produtores americanos, o que precipitou a fabrica a efetuar
uma expansdo e uma atualizagdo do processo, estendendo-
se a paralizagdo da produgdo até o inicio de 2009, o que
trouxe algumas dificuldades financeiras para aquela empresa
(LANCAS, 2009; MAJORS, 2009).

Em 2009 ocorreu uma queda generalizada na demanda
mundial de acrilonitrila, diminuindo a disponibilidade de
acetonitrila, que era seu subproduto. Um frasco de 4 litros de
Acetonitrila grau HPLC chegou a ser vendido por mil dolares
(MAIJORS, 2009), o que gerou uma corrida por estoques do
solvente e a necessidade de criar caminhos alternativos para
a utilizacdo da técnica. Entre esses caminhos se buscou a
adaptagdo de métodos analiticos para substituir a Acetonitrila
por outros solventes e varias tentativas de racionalizar o seu
uso. Dentro das técnicas analiticas por HPLC, sugeriu-se que
as colunas ficassem bem menores e seus “recheios” tivessem
uma menor quantidade de fase estaciondria, obrigando o
analito a percorré-la mais rapidamente, diminuindo os tempos
de corrida, gastando menos solventes.

Porém, o equipamento tinha um limitante: o aumento
da pressdo, que disparava o seu desligamento automatico.
Este foi o gatilho para a divulgacdo e aceleragdo das vendas
do UPLC, um cromatografo que suportava pelo menos
1000 bar (15000psi) de pressdo de operagdo, com colunas
cromatograficas menores em comprimento e diametro interno
e particulas de silica de nucleo solido e superficie porosa,

conforme ilustrado na figura 3 (MAJORS, 2009).
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Figura 3 - Comparativo entre os tamanhos das particulas que
preenchem ascolunas cromatograficas
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Fonte: Allcrom® Brasil.

Todas as tentativas de redu¢ao de consumo de solventes ¢
aceleracdo de tempos de analise levaram a popularizagdo do
UPLC — Ultra Hight Performance Liquid Chromatograph —
ou Cromatdgrafo Liquido de Ultra Alta Performance (Figura
4).

Figura 4 - Cromatografo Liquido de Ultra
Alta Performance

Fonte: Allcrom® Brasil.

2 Desenvolvimento

2.1 Material e Métodos

Este trabalho utilizou a metodologia da pesquisa
retrospectiva exploratdria para reunir elementos que pudessem
evidenciar a evolugdo da cromatografia até a técnica por
UPLC, muito utilizada para andlise de matérias-primas e
de produtos farmacéuticos formulados. Foram consultadas
as seguintes bases de dados: Pubimed, Scielo, Google
academic. Buscas com aspalavras-chave: “chromatography”,
“history”, “origin” “UPLC”, “UPLC” associadas ou isoladas.
O periodo consultado foi de 2004 a 2021. De 135 artigos no
PUBMED foram selecionados apenas 2 artigos que tratam do
assunto (LAFONT, 2017; BILEK and NAMIESNIK, 2016).
No Google scholar de 132 artigos apenas 1 foi selecionado
(GALLO and FERRANTI, 2016). Em Scielo, de 89 artigos foi
selecionado 1 artigo que correspondeu ao assunto pesquisado
(MALDANER and JARDIM, 2009).
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Resultados e Discussiao

Em 2004, surgiu o UPLC, da empresa Waters (WATERS®
CORPORATION, 2020), com a promessa de reduzir tempo
de analise, diminuir gastos com reagentes e substituir o uso
dos HPLCs (MAJORS, 2009). Entretanto, muitas barreiras
técnicas precisavam ser resolvidas. Na época do langamento do
UPLC havia menos funcionalidades oferecidas em relagdo aos
HPLCs, pois se tratava de bombas binarias, ou seja: capazes
de misturar até dois solventes diferentes em proporc¢des pré-
definidas pelo usuério (contra as terndrias —mistura de trés
solventes - e quaternarias — mistura de 4 solventes diferentes
- de HPLC), com um compartimento de coluna (os HPLCs
ja ofereciam compartimentos multiplos e uma variedade
de recheios de coluna). Além da comparagdo de precos
entre os dois tipos de equipamentos. O primeiro custava em
torno de US$60000,00, j4 o UPLC entre US$130000,00 e
US$170000,00 (cerca de duas ou trés vezes mais caros na
época) inviabilizava a aquisi¢do em maior escala.

A utilizacdo da nova técnica advinha da implementagéo
regulatoria das alteragdes do novo sistema (LANCAS, 2009;
MAJORS, 2009). Os orgaos regulatorios exigiam avaliagdo
técnica de todas as implementagdes analiticas nos laboratorios,
como: seguir rigorosamente as técnicas ja publicadas e
descritas nos compéndios oficiais (as farmacopeias), atender as
limitagdes de alteragdes analiticas permitidas, como, limitagdo
paraalterar o tamanho de colunas cromatograficas, alterar o
tempo de retengdo dos analitos e proporgdes descritas de fase
moével, mudancga de equipamento (e até mesmo a sala utilizada
deveria ser qualificada), o que envolvia aumento de custo e
tempo (LANCAS, 2009; EUERBY et al., 2018; MAJORS,
2009). Novas validagdes ou co-validagdes deveriam ser,
segundo diretrizes do FDA - Food and Drug Administration
— que declarou em meados de 2009, no auge da escassez
da Acetonitrila, “independentemente das mudangas que uma
empresa faga para lidar com a escassez (de Acetonitrila), a
validacdo do método apropriado e a conformidade com as
boas praticas de fabricagdo relevantes (CGMPs - Current
GoodManufacturing Procedures) sdo necessarias” (LANCAS,
2009; EUERBY et al., 2018; MAJORS, 2009). Em 2009,
os laboratérios farmacéuticos assumiram a necessidade
de diminuir o consumo de Acetonitrila, em fun¢do do
tempo de escassez que iria perdurar. Até 2020 a empresa
Waters® possuia 70000 equipamentos instalados no mundo
(WATERS® CORPORATION, 2020). Portanto, na medida
em que os UPLCs foram ganhando espaco, foram sendo
colocados lado a lado com os HPLCs nas bancadas, ja que
com o uso do UPLC esperava-se maior produtividade com
menor custo.

Comparando-se as duas técnicas analiticas, HPLC e UPLC,
a primeira requer mais tempo de analise. Por exemplo, uma
analise de Cefuroxima (corrida de um padrdo e uma amostra)
leva 80 minutos no HPLC ¢ reduzida para 10 min no UPLC.
Considerando um fluxo de 1 mL/ minuto de fase mével na
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analise por HPLC, sdo gastos 80 mL de fase movel enquanto
no UPLC se utiliza um fluxo de 0,1 mL/minuto de fase movel,
consumindo 10 mL de fase modvel por analise - corrida de
padrdo e amostra - (PORTO, 2014). Além da economia de
fase movel e de tempo ha um aumento de produtividade.
Isso quer dizer que, além da economia de fase movel, o
aumento da produtividade analitica ¢ capaz de justificar, com
certa facilidade, que um unico sistema de UPLC pode fazer
o trabalho de 2 ou 3 sistemas de HPLC, o que significa
menor consumo de solventes, aumento da produtividade,
diminui¢do dos custos de manutengdo, economia de mao
de obra especializada, incluindo as qualificagdes periddicas
de performance e operagdo ¢ o aumento da velocidade na
liberagdo de produtos, tanto para a produgdo, quanto para a
venda de lotes de fabricagao.

Além disso, os testes de validagdo de limpeza, validagao
de processos e validacao de métodos analiticos sao reduzidos a
um ter¢o, diminuindo, consideravelmente, os tempos de parada
de maquinas e processos produtivos, resolvendo rapidamente
possiveis falhas nos testes de adequagdo de sistemas -
SST — System Suitability Test — (LANCAS, 2009). Em
contrapartida, quando ha necessidade de manutencdo desses
equipamentos, a sua parada representa perda significativa de
produtividade, face a sua grande lista de amostras de rotina,
interferindo na velocidade de liberagdo de resultados. Por esse
motivo os laboratdrios ainda ndo renunciam aos sistemas de
HPLC. Outra limitagdo da técnica ¢ que compéndios oficiais
ainda descrevem técnicas por HPLC, que ndo podem ser
substituidas por outras técnicas por questdes de patentes ou
outras questdes de regulamentagdes técnicas legais. Existem
casos que, em funcdo da complexidade de certas amostras ndo
foi possivel desenvolver uma técnica por UPLC. Um exemplo
sao os produtos naturais, cujo extrato seco ou hidroalcoolico €
constituido por misturas complexas inviabilizando as analises
por UPLC, cujas colunas s3o de didmetros reduzidos e por
“recheio” de particulas diminutas que seriam imediatamente
inutilizadas por entupimentos e retengdes irreversiveis
(MAIJORS, 2009; PINTO, 2020).

Entre os varios trabalhos de migracdo de método
cromatografico por HPLC para UPLC de sucesso hé o trabalho
de Porto (PORTO, 2014), no qual ele utilizou Cefuroxima, que
mostra a maior eficiéncia e economia de tempo e reagentes.
Sendo a Cefuroxima uma molécula polar, ¢ preciso que a fase
movel seja mais polar que a fase estacionaria, ou seja, operar
em fase reversa. Nos Quadros 1 e 2 se observa os comparativos

da redug@o de tempo analitico e consumo de reagentes.
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Quadro 1 - Condigdes cromatograficas de método analitico de Cefuroxima em Cromatografia liquida - HPLC

Parimetro

Descricao

Coluna

Empacotamento C8 - 150mm x 4,6mm x Sum

Fase movel A

Solugdo tampéo pH 3,5: Dissolva 680 mg de Acetato de Sédio tri-hidratado e 5,7 mL de Acido
Acético  Glacial 100% num baldo de 1000 mL com &gua purificada. Ajuste o pH para 3,5 com

Acido Acético Glacial 100% ou solug¢@o de Hidroxido de Sodio 1M.

Fase movel B Acetonitrila
Volume de 10uL
injecao
Fluxo 1,5 mL/min
Detector
PDA/UV-Vis"! A=273 nm
Temperatura e
das amostras
Temperatura o
da léoluna 35°C
. %Fasemoével %Fasemoével
Tempo(min) A B
0 93 7
5 93 7
9 88 12
Gradiente 18 88 12
20 80 20
25 80 20
32 63 40
33 93 7
40 93 7

*1 = PDA: Sigla que vem do inglés “Photo Diode Array”, tipo de detector capaz de fazer uma varredura de absorbancias em varios comprimentos de

onda ao mesmo tempo. E ele pode executar essa tarefa na faixa do UV (Ultra-violeta) e do VIS (Visivel).

Fonte: Porto (2014).

Nota-se no Quadro 1 o grau de complexidade para a
separacdo dos componentes daamostra em fungdo da tabela
de gradiente, variando ao longo do tempo de corrida as

porcentagens de misturas entre duas fases moveis. Este
recurso € necessario, em fun¢do da necessidade da varia¢do
da polaridade da fase mével ao longo da analise.

Quadro 2 - Condigdes cromatograficas de validagdo de método analitico de doseamento de principio ativo Cefuroxima em
Cromatografia de Ultra eficiéncia - UPLC

1,7um

Parametro Descri¢ao
Empacotamento BEH (Ethylene Bridged Hybrid
Coluna - Particula Hibrida componte de etileno) C8 — 100mm x 2,7mm x

Fase movel A

Solugdo tampdo pH 3,5: Dissolva 680 mg de Acetato de Sodio tri-hidratado e 5,7 mL de
Acido Acetico Glacial 100% num baldo de 1000 mL com 4gua purificada. Ajuste o pH para
3,5 com Acido Acético Glacial 100% ou soluc¢do de Hidroxido de Sédio 1M.

Fase movel B Acetonitrila
V(_)ll.lmg de me
injeciio
Fluxo 0,5 mL/min
Detector _
PDA/UV-Vis"! A=273 nm
Temperatura das amostras 8°C
Temperatura 35 0C
da coluna
Concentraciao
de trabalho 0.Img/mL
0, A 0, 4
Gradiente Tempo(min) /oFaszmovel A;Fas]eSmovel
(naoaplicivel) 5 28 2

Fonte: Porto (2014).
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3 Conclusao

Ap6s 16 anos de desenvolvimento tecnoldgico, os sistemas
de UPLC (UHPLC) atingiram todas as potencialidades
analiticas de recursos melhorados, com vantagens substanciais
de economia de solventes e de tempo analitico e pode ser
considerado um substituto para a maioria dos equipamentos
de HPLC existentes em laboratorios de controle de qualidade,
desenvolvimento analitico ¢ estudos de estabilidade. Restardo,
para o HPLC, as técnicas analiticas de misturas complexas de
plantas, extratos e outros produtos naturais complexos.

As vantagens do uso do UPLC, portanto, superam as
desvantagens da sua utilizag@o, principalmente, por conta da
economia de solventes, cuja quantidade ¢ reduzida de forma
significativa, diminui¢do de residuos a serem descartados,
contribuindo na preservagdo do meio ambiente, o tempo de
resposta e liberagdo de lotes de produtos nos laboratorios
aumentando a produtividade e a otimizagdo da mao de obra
especializada empregada nas analises.
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