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Consulta Puablica n® 1.250, de 2 de maio de 2024
D.O.U de 6/05/2024

A GERENTE DE LABORATORIOS DE SAUDE PUBLICA, no exercicio da competéncia
que lhe foi delegada por meio do Despacho 77, de 10 de agosto de 2022, aliado ao art. 187,
IIl, do Regimento Interno aprovado pela Resolu¢do da Diretoria Colegiada — RDC n° 585, de
10 de dezembro de 2021, resolve submeter a consulta publica, para comentarios e sugestdes
do publico em geral, proposta de ato normativo, em Anexo.

Art. 1° Fica estabelecido o prazo de 60 (sessenta) dias para envio de comentérios e
sugestbes ao texto do método geral 5.2.17 Cromatografia, conforme Anexo.

Paragrafo Unico. O prazo de que trata este artigo tera inicio 7 (sete) dias apés a data de
publicacao desta Consulta Publica no Diario Oficial da Uni&o.

Art. 2° A proposta de ato normativo estara disponivel na integra no portal da Anvisa na
internet e as sugestdes deverdo ser enviadas eletronicamente por meio do preenchimento de
formulario eletrdnico especifico, disponivel no
endereco: https://pesquisa.anvisa.gov.br/index.php/696267?lang=pt-BR

81° Com excecdo dos dados pessoais informados pelos participantes, todas as
contribuicbes recebidas sdo consideradas publicas e de livre acesso aos interessados,
conforme previsto na Lei n® 12.527, de 18 de novembro de 2011 e estardo disponiveis apés o
encerramento da consulta publica, em sua pagina especifica, no campo “Documentos
Relacionados”.

§2° Ao término do preenchimento e envio do formulario eletrdnico sera disponibilizado
namero de identificacdo do participante (ID) que podera ser utilizado pelo usuario para
localizar a sua propria contribuicdo, sendo dispensado o envio postal ou protocolo presencial
de documentos em meio fisico junto & Agéncia.

§3° Em caso de limitacao de acesso do cidad&o a recursos informatizados sera permitido
0 envio e recebimento de sugestdes por escrito, em meio fisico, durante o prazo de consulta,
para 0 seguinte enderego: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/ Coordenagédo da
Farmacopeia — Cofar, SIA trecho 5, Area Especial 57, Brasilia-DF, CEP 71.205-050.

§4° Excepcionalmente, contribui¢cdes internacionais poderdo ser encaminhadas em meio
fisico, para o seguinte endereco: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/Assessoria de
Assuntos Internacionais — AINTE, SIA trecho 5, Area Especial 57, Brasilia-DF, CEP 71.205-
050.

Art. 3° Findo o prazo estipulado no art. 1°, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
promovera a andlise das contribuicdes e, ao final, publicara o resultado da consulta publica no
portal da Agéncia.

Paragrafo Gnico. A Agéncia podera, conforme necessidade e razdes de conveniéncia e
oportunidade, articular-se com 06rgdos e entidades envolvidos com o assunto, bem como
aqueles que tenham manifestado interesse na matéria, para subsidiar posteriores discussoes
técnicas e a deliberacao final da Diretoria Colegiada.

GRAZIELA COSTA ARAUJO



ANEXO

PROPOSTA EM CONSULTA PUBLICA

Processo n°: 25351.930989/2022-42

Assunto: Proposta de revisdo do método geral 5.2.17 Cromatografia.

Agenda Regulatéria 2024-2025: Tema n° 5.5 Atualizacdo periédica dos compéndios da
Farmacopeia Brasileira (FB)

Area responsavel: Coordenacdo da Farmacopeia — Cofar

Diretor Relator: Rémison Rodrigues Mota

5.2.17 CROMATOGRAFIA
INTRODUCAO

As técnicas de separacdo cromatogréaficas compreendem métodos de separacdo nos quais 0s
componentes de uma amostra séo distribuidos entre duas fases, uma das quais é estacionaria
e a outra se move em uma direcao definida. A fase estacionaria pode ser um sdlido, um liquido
adsorvido ou quimicamente ligado a um suporte sélido ou um gel. A fase estacionaria pode
preencher uma coluna, ser espalhada como uma camada ou distribuida como um filme. A fase
movel pode ser gasosa, liquida °ou um fluido supercriticoe. O principio de separagdo pode ser
baseado em adsorcéo, distribuicdo de massa (particao), troca idnica, exclusé@o, entre outros.
Este capitulo contém definicdes e calculos de parametros cromatogréficos comuns as varias
técnicas cromatograficas e requisitos gerais aplicados a testes de adequabilidade do sistema.

DEFINICOES
A adequabilidade do sistema e os critérios de aceitagdo nas monografias foram estabelecidos
segundo os parametros definidos a seguir. Determinados parametros, como relacéo sinal/ruido
e resolugdo, podem ser calculados por meio de softwares fornecidos pelo fabricante do
equipamento. E responsabilidade do usuario garantir que os métodos de célculo utilizados pelo
software sejam equivalentes aos requisitos da Farmacopeia e fazer as devidas correcoes, se
necessarias.
Altura do prato (H) ou altura equivalente a um prato teérico (HETP)
Razéo entre o comprimento da coluna (L), em micrédmetros, e o numero de pratos (N).

H=L/N

Altura reduzida dos pratos (h)

Raz&o entre a altura dos pratos (H), em micrometros, e o didmetro da particula (dp) em
micrémetros:

h=H/d,
Constante de distribuicdo (K;)
Na cromatografia de exclusdo por tamanho, as caracteristicas de eluicdo de um componente

em uma determinada coluna podem ser dadas pela constante de distribuicdo (também
conhecida como coeficiente de distribuicao), que é calculada usando a seguinte equacao:

Ky = (tg —fp)/(t, — tg)

em que,



tr = tempo de retengéo;

to = tempo de retencdo de um composto néo retido; e

ty = tempo total de corrida.

Cromatograma

Um cromatograma € uma representacdo grafica, ou outra forma de representacéo, da resposta
do detector a concentracdo dos analitos na fase mével ou outra quantidade utilizada como

medida da concentracdo em funcao do volume da fase mével ou do tempo.

Estéa representado, na Figura 1, um cromatograma tipico com separac¢ao de duas substancias,
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Figura 1 — Separacdo cromatogréafica de duas substéancias.

P1 = pico cromatografico 1

P2 = pico cromatografico 2

tw = tempo morto

Vm = volume morto

tr11 = tempo de reten¢do da substancia 1
VRr1 = volume de retencdo da substancia 1
tr2 = tempo de retencdo da substancia 2
VRr2 = volume de retencdo da substancia 2
h = altura do pico cromatogréfico

h/2 = meia altura do pico cromatogréfico

W = largura do pico na linha de base, obtida pelo método da triangulacdo que consiste em
tracar linhas perpendiculares ao sinal cromatografico, utilizando a base do triangulo isésceles.




Wi = largura do pico no ponto de inflex&o
Wi = largura a meia altura do pico cromatografico

Fator de retardo (RF)
O fator de retardo, também denominado fator de retencdo utilizado em cromatografia em
camada delgada, é a razdo da distancia do ponto de aplicacdo até o centro da mancha e a

distancia simultaneamente percorrida pela fase mével a partir do ponto de aplicacéo.

distincia atingida pela mancha a partir da origem

R. =

i

distincia percorrida pelo solvente desde a origem
Fator de retencédo (k)

O fator de retencao, também denominado fator de capacidade (k’), € definido como:

_ quantidade de substincia na fase estacioniria

k

= Kp =V /Wy

quantidade de substincia na foze movel

ou

tempo da substincia na fase estacionaria

tempo da substincia na fose mdvel
O fator de retencéo de um componente pode ser determinado a partir do cromatograma:
k= (tg — ty)/ty
em que,
Kc = constante de distribuicdo (também conhecido como coeficiente de distribuicdo no
equilibrio);
Vs = volume da fase estacionéria;
Vwu = volume da fase movel;
tr = tempo de retencdo do componente de interesse; e
tw = tempo morto.

Fator de separacéo (a)

O fator de separacdo, ou fator de seletividade, é a retencéo relativa calculada para dois picos
adjacentes. Por convencéo, o valor do fator de separacéo sempre é > 1:

a = Fky [k
em que ki e k, sdo os fatores de retencéo do primeiro e do segundo pico, respectivamente.
Fator de simetria (As)

O fator de simetria de um pico, também denominado fator de assimetria ou fator de cauda,
(Figura 3) é calculado por:

Ay = Wy s/2f
em que,
Wo,05 € a largura do pico a 5% da altura; e

f é a distancia da perpendicular ao ponto maximo do pico até a sua borda inicial, medindo a
distancia em um ponto definido a 5% da altura a partir da linha de base.



Um valor de As de 1,0 representa simetria. Quando As > 1,0, o pico é caudal. Quando As < 1,0,
0 pico é frontal.
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Figura 2 - Pico cromatogréafico assimétrico.
Numero de pratos teéricos (N)

Numero indicativo do desempenho ou medida de eficiéncia da coluna. Sé pode ser calculado a
partir de dados obtidos em condicdes isotérmicas, isocraticas ou isodensas, em funcao da
técnica utilizada. Para os picos gaussianos (simétricos), pode ser calculado pela seguinte
equacao, com tr e W expressos na mesma unidade:

O

N = 16(tg /W)

em que,

tr € 0 tempo de retencéo da substancia; e
W é a largura do pico na sua base.

O valor de N depende da substancia analisada, bem como das condicBes operacionais, tais
como a velocidade do fluxo e a temperatura da fase mével ou do gas de arraste, a qualidade
do material da fase estacionéria, a uniformidade do empacotamento, e, para colunas capilares,
a espessura da pelicula da fase estacionaria, o diametro interno e o comprimento da coluna.

Quando se utiliza integragdo automatica dos picos, pode ser conveniente determinar o nimero
de pratos teoricos pela equacéo, com tr € Wh2 expressos na mesma unidadeo:

N = 5.54( Z ]

W2

em que,

tr € 0 tempo de retencéo da substancia; e
Whi2 € a largura & meia-altura do pico cromatogréfico.

Pico

Parte do cromatograma que registra a resposta do detector quando um ou mais componentes
eluem da coluna. A resposta do pico pode ser representada pela sua area ou altura. *Se a



separacdo é incompleta, pode-se registrar a eluicdo de dois ou mais componentes como um
pico n&o resolvido..

Relacéo pico/vale (p/v)

Arelacao pico/vale pode ser empregada como um critério de adequabilidade do sistema em um
ensaio de substancias relacionadas quando néo € alcancada a separacao completa entre dois
picos na linha de base. Esta representada, na Figura 3, uma separacdo incompleta de duas
substancias, onde Hp é a altura do pico menor acima da linha de base extrapolada, e Hv é a
altura no ponto mais baixo da curva que separa 0s picos menor e maior acima da linha de base
extrapolada.

p/v = Hy/H,

Hy

Figura 3 — Determinacéo da relac&o pico/vale.
Relagao sinal/ruido (S/R)

O ruido da linha de base influencia a precisédo e exatidao da quantificacéo. A relacdo sinal-ruido
€ calculada usando a seguinte equacao:

S/R = 2H/h

em que,

H = altura do pico correspondente a substancia analisada, no cromatograma obtido com a
solugdo referéncia, medida da perpendicular ao ponto maximo do pico até a linha de base
extrapolada do sinal, considerada dentro de uma distédncia que corresponda a 20 vezes a
largura a meia altura do pico referente ao componente em questao; e

h = intervalo do ruido em um cromatograma obtido apos a injecdo de uma amostra branco,
observado a uma distancia igual a 20 vezes a largura a meia altura do pico no cromatograma
obtido com a solucédo referéncia e, se possivel, situada igualmente em torno do local onde se
encontraria este pico.

Se nao for possivel obter uma linha de base de 20 vezes a largura a meia altura devido a picos
de solventes ou reagentes, ou provenientes da fase mével ou da matriz da amostra, ou devido



a programacgdo de temperatura na cromatografia gasosa, € permitida uma linha de base de
pelo menos 5 vezes a largura a meia altura.

Repetibilidade do sistema
A repetibilidade da resposta é expressa como um desvio padrao relativo (%RSD) estimado a

partir de uma série consecutiva de medi¢cdes para, no minimo, trés injecdes ou aplicacdes de
uma solucéo de referéncia e é calculada usando a seguinte equacéo:

100 [Z(y — ¥F
WRSD = — |———
¥ . n-1

em que,

v = valores individuais expressos como area do pico, altura do pico ou razdo de areas pelo
método de padronizacao interna;

¥ = média dos valores individuais; e

n = ndmero de valores individuais.

Resolucao (Rs)

Aresolucao é a separacdo de dois componentes em uma mistura, calculada por:
0

Ry = 2 (g - tg )/ (W, + WL)
em que,

tr2 € tr1 S0 0S tempos de retencdo dos dois componentes; e
W, e W; sdo as larguras correspondentes as bases dos picos obtidas extrapolando os lados
relativamente retos dos picos até a linha de base.

Quando é utilizada integracdo automética, pode ser conveniente determinar a resolugdo por
meio da equagéo:o

Ry = L18 (ta, - tg, )/ (Whja, + Wyp,)

1
em que,

tz. € tg, S30 0s tempos de retencdo dos dois componentes; e

Whyjz, € Whyz, sdo as larguras correspondentes as bases dos picos obtidas a meia altura do
pico cromatogréfico.

Na cromatografia quantitativa de camada delgada, usando densitometria, as distancias de
migracdo sao usadas ao invés dos tempos de retencdo e a resolucdo entre picos de dois
componentes pode ser calculada usando a seguinte equacao:

Ry = Ll18a (Rp, — Rg ) /(Whjz, + Wy)2,)

R;_-: > RFJ.
Rz, Rz, = fatores de retardo dos picos;
Wy /2, € W; ;.. = larguras do pico a meia altura; e

a = distancia de migracao da frente do solvente.

Retardo relativo (Rrel)



Também denominado retencao relativa utilizada em cromatografia em camada delgada, é a
razdo entre a distancia percorrida pelo analito (b) e a distancia percorrida simultaneamente por
um componente de referéncia (c) (Figura 4), sendo utilizado na cromatografia planar.

Ryg = bfc

A Fase movel

A [ ] Mancha da amostra

& ® Mancha da
referéncia

vo.v. v e @ Para ponto de
aplicagdo

Figura 4 — Cromatografia planar tipica (Cromatografia em camada delgada ou em papel).
Legenda: a = distancia de migragéo da fase movel; b = distancia de migracéo da
substancia analisada; c = distdncia de migracdo do componente de referéncia.

Retencéo relativa (r)

E a razéo entre o tempo de retencdo ajustado de um componente e o de outro utilizado como
referéncia obtido em condi¢fes idénticas:

ro= (ta, - E)/ (g, —ta)

em que,

tz, € tz, sd0 os tempos de retencdo dos dois componentes; e tu € 0 tempo morto, todos
determinados em condi¢des experimentais idénticas na mesma coluna.

Tempo de retencao (tz)

Tempo transcorrido entre a injecdo da amostra e a obtencdo da resposta maxima na zona de
elui¢do do pico.

Tempo de retencao relativo (RRT)

Também conhecido como tempo relativo ndo ajustado (rg), € a relacdo entre os tempos de
retencao de um pico (tz,) em relagdo a outro (tz,), €m um mesmo cromatograma.

RRT =1, = tg,[ta,
Tempo de retencdo de um composto néo retido (to)

Na cromatografia de exclusao por tamanho, o tempo de retencdo de um componente cujas
moléculas sdo maiores do que os maiores poros do gel (Figura 5).
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Figura 5 — Parametros de retencéo tipicos para as técnicas de cromatografia a liquido, a
gés e por exclusdo de tamanho.

Tempo total da fase mavel (t)

Na cromatografia de excluséo por tamanho, o tempo total da fase mével é o tempo de retengéo
de um componente cujas moléculas sdo menores que 0s menores poros do gel.

Tempo morto (tv)

Tempo necessario para a eluicdo de um componente nao retido (ver a Figura 5, mostrado
como um pico de ar ou de componente néao retido).

Na cromatografia de exclusdo por tamanho, o termo tempo de retencdo de um composto nao
retido (to) é usado.

Volume morto (Vm)

Volume de fase movel necessario para eluir um componente néo retido. Pode ser calculado a
partir do tempo morto (tm) e do fluxo (F) em mL/min, usando a seguinte formula:



Vig = £y = F

Na cromatografia de exclusdo por tamanho, se utiliza o simbolo Vy e to.
Volume de retengéo de um composto néo retido (Vo)

Na cromatografia de exclusdo por tamanho, volume de retencdo de um componente cujas
moléculas sdo maiores que os maiores poros do gel. Pode ser calculado a partir do tempo de
retencdo de um composto nao retido (to) e a taxa de fluxo (F) em mililitros por minuto usando a
seguinte equacéo:

Vo= tyxF
Volume de permanéncia (D)

Também denominado volume de demora (Dwell volume) em eluicdo por gradiente, corresponde
ao volume entre o ponto em que os solventes se misturam e a entrada da coluna. O volume de
permanéncia de um sistema cromatografico pode ser determinado realizando-se o0 seguinte
procedimento:

Fase movel
Fase movel A: Agua
Fase movel B: 0,1% v/v solucdo de acetona em agua

Tempo (min) Fase Movel A (% v/v) Fase Moével B (% v/v)
0-20 100 —- 0 0— 100
20-30 0 100

Taxa de fluxo: definido para obter contrapressao suficiente (por exemplo, 2 mL/min).
Deteccdo: espectrofotdbmetro a 265 nm.

Determine o tempo (to,5) em minutos quando a absorvancia aumentou 50 por cento (Figura 2).
D =(tys —05.t;).F = t,.F

em que,

tp = tye — 0.3.t;, €M minutos;

t. = tempo de gradiente pré-definido (= 20 min); e
F = fluxo, em mililitros por minuto.
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Figura 6 — Método grafico para determinacado do volume de permanéncia.

Observacgdo: quando aplicavel, esta medicdo € realizada com o amostrador automatico na
posicéo de injecdo para incluir o volume da al¢a (loop) de injecdo no volume de permanéncia.

Volume de retencéo (V)

Volume de fase moével necessario para a eluigdo de um composto. Pode ser calculado a partir
do tempo de retencéo (tz) e do fluxo (F) em mL/min, usando a seguinte formula:

Vo = t5.F
Volume total da fase mével (¥;)
Na cromatografia de excluséo por tamanho, o volume total da fase movel é o volume de
retencdo de um componente cujas moléculas sdo menores que os menores poros do gel. Pode
ser calculado a partir do tempo total da fase mével e do fluxo (F), em mililitros por minuto,
usando a seguinte equacgéao:

V, =t,.F
ADEQUABILIDADE DO SISTEMA

Nota: a presente se¢é@o abrange apenas a cromatografia a liquido e a cromatografia a gas.

Os varios componentes do equipamento utilizado devem ser qualificados e capazes de atingir o
desempenho necessario para a realizacdo do teste ou ensaio.

Os testes de adequabilidade do sistema representam uma parte integrante do procedimento
analitico e sdo utilizados para garantir o desempenho adequado do sistema cromatografico. Os
pardmetros que podem ser empregados na avaliacdo do desempenho do sistema
cromatografico sdo: nimero de pratos da coluna, fator de retencéo (razdo de distribuicdo de
massa), repetibilidade do sistema, relacéo sinal-ruido, resolucao (relagéo pico-vale) e fator de
simetria.

Quando indicado na monografia individual, no caso de perfis cromatograficos complexos (por
exemplo, para produtos biotecnologicos/bioldgicos), a comparagédo visual dos perfis pode ser
utilizada como um teste de adequabilidade do sistema.

Os fatores que podem afetar o comportamento cromatografico incluem:

— composicdo e temperatura da fase movel;



— forca ibnica e pH do componente aquoso da fase movel,

— fluxo, dimensdes da coluna, temperatura e pressdo da coluna;

— caracteristicas da fase estacionaria, incluindo o tipo de suporte cromatogréfico (a base de
particulas ou monolitico), a dimensdo das particulas ou poros, a porosidade, a area de
superficie especifica; e

— fase reversa e outras modificacbes da superficie das fases estacionarias, extensdo da
modificacdo quimica (capeamento — do inglés end-capping, carga de carbono, entre outros).

Quando os tempos de retencéo e as retencdes relativas sao fornecidas em monografias, estes
sdo geralmente apenas para fins informativos. Nao ha critérios de aceitacdo aplicados a
retencoes relativas.

A conformidade com os critérios de adequabilidade do sistema € necesséria durante todo o
procedimento cromatografico. Nenhuma andlise de amostra € aceitavel, a menos que a
adequabilidade do sistema tenha sido demonstrada.

Além de quaisquer outros critérios de adequabilidade do sistema indicados na monografia
individual, os seguintes requisitos devem ser cumpridos. Quando requisitos especificos sédo
indicados na monografia individual, eles substituem os requisitos mencionados no presente
capitulo.

Repetibilidade do sistema — ensaio de uma substancia ativa ou de um excipiente

Em um ensaio de uma substancia ativa ou de um excipiente, em que o teor esperado é de
100% para uma substancia pura e ndo € especificado qualquer requisito de repetibilidade do
sistema, o desvio-padrdo relativo maximo admissivel (DPR,,,.) € calculado a partir dos
resultados de uma série de inje¢cdes da solugdo de referéncia (n = 3 a 6). O desvio padrao
relativo maximo permitido da resposta de pico ndo deve exceder o valor apropriado indicado na
Tabela 1.

KBin
DPRppy = ——

tapat,n—1
em que,

K = constante (0,349), obtida a partir da expressédo K = ﬁx““—?"" em que D—f representa a

porcentagem necesséria de desvio padrao relativo determinado em 6 inje¢cfes para & = 1,0;

E = limite superior indicado na definigdo da monografia individual menos 100 por cento;

n = nimero de injegdes replicadas da solugéo de referéncia (3 < n <6); e

tapwny — t de Student no nivel de probabilidade de 90% (bicaudal) com n —1 graus de
liberdade.

Tabela 1 — Desvio padrdo relativo maximo permitido (ensaio)
NUmero n de inje¢Bes individuais

3 4 5 6
E (%) Desvio padréo relativo méaximo permitido (%)
2,0 0,41 0,59 0,73 0,85
2,5 0,52 0,74 0,92 1,06
3,0 0,62 0,89 1,10 1,27

Sensibilidade do sistema

A relacéo sinal-ruido é usada para definir a sensibilidade do sistema. O limite de quantificagdo
(correspondente a uma relacéo sinal-ruido de 10) é igual ou inferior ao limite de notificacdo
(reporting threshold).

*Arelagédo sinal-ruido pode ser determinada através da injecdo de uma solugdo da substancia a
ser examinada na concentracdo correspondente ao limite de notificacdo (por exemplo, 0,05%).



Alternativamente, utilizar a solugéo de referéncia usada para a quantificacdo de impurezas néo
especificadas (por exemplo, 0,10% da concentracao da solugdo amostra) e extrapolar a area
do pico principal para o limite de notificacdo (por exemplo, metade da area de pico obtida com
a solucéo de referéncia a 0,10%).,

Simetria de pico

O fator de simetria (fator de cauda) do pico utilizado para a quantificacdo em um teste ou
ensaio é de 0,8 a 1,8, exceto se outro valor for indicado na monografia individual.

AJUSTE DAS CONDIGOES CROMATOGRAFICAS

A extensdo em que os varios parametros de um ensaio cromatografico podem ser ajustados,
sem modificar fundamentalmente os procedimentos analiticos farmacopeicos, sdo enumerados
a seguir. Alteracdes adicionais aquelas indicadas requerem a revalidacdo do procedimento.

Multiplos ajustes podem ter um efeito cumulativo no desempenho do sistema e devem ser
devidamente avaliados, principalmente quando o padrdo de separacdo € descrito como um
perfil. Nesses casos, é necessario realizar uma avaliagéo de risco.

Quaisquer ajustes devem ser efetuados com base no procedimento farmacopeico.

Se forem efetuados ajustes a um procedimento farmacopeico, podem ser necessarios testes
de verificagdo adicionais. Para verificar a adequacao do procedimento farmacopeico ajustado,
€ necessario avaliar as caracteristicas de desempenho analitico relevantes e potencialmente
afetadas pela alteracéo.

Quando um procedimento analitico farmacopeico for ajustado de acordo com os requisitos a
seguir, ndo sédo recomendados novos ajustes sem uma revalidacéo adequada.

A conformidade com os critérios de adequabilidade do sistema é necessaria para verificar se as
condic¢des para o desempenho satisfatério do teste ou ensaio sdo alcangadas.

O ajuste das condigbes quando em uso de eluicdo em modo gradiente (CLAE) ou de
programacdo de temperatura (CG) € mais critico do que a eluicdo isocratica (CLAE) ou
isotérmica (CG), uma vez que estes ajustes podem deslocar a retencdo de alguns picos para
uma etapa diferente do gradiente ou para diferentes temperaturas de elui¢cdo, podendo causar
coeluicdo, parcial ou completa, ou inversdo de picos adjacentes, levando assim ao
mascaramento ou atribui¢cdo incorreta dos mesmos, ou ainda a uma mudanca tal que a elui¢cdo
ocorra além do tempo de eluigdo descrito.

Os ajustes de alguns parametros sdo claramente definidos na monografia para garantir a
adequabilidade do sistema.

Cromatografia em camada delgada

Composicdo da fase mével: a quantidade dos solventes minoritarios pode ser ajustada em +
30% em termos relativos ou + 2% em termos absolutos, o que for maior; nenhum outro
componente pode ser alterado em mais de 10% em termos absolutos. Um componente
minoritario compreende quantidade menor ou igual a (100/n) %, sendo n 0 numero total de
componentes da fase mével. Para um componente minoritario a 10% da fase mével, um ajuste
relativo de 30% permite um intervalo de 7-13%, enquanto um ajuste absoluto de 2% permite
um intervalo de 8-12%, sendo o valor relativo, portanto, o maior; para um componente
minoritario a 5% da fase moével, um ajuste relativo de 30% permite um intervalo de 3,5-6,5%,
enquanto um ajuste absoluto de 2% permite um intervalo de 3-7%, sendo o valor absoluto o
maior neste caso.

pH do componente aquoso da fase movel: + 0,2 unidades de pH, exceto se indicado de outra
forma na monografia individual.



Concentracao de sais no tampao de uma fase mével: = 10%.

Volume de aplicagdo: 10-20 % do volume descrito, se usar placas de tamanho de particula fina
(2-10 pm).

Cromatografia a liquido: eluicao isocratica

Parametros da coluna e fluxo

Fase estacionaria: ndo é permitido a alteracao da identidade do substituinte da fase ligada (por
exemplo, substituicdo de C18 por C8). Outras caracteristicas fisico-quimicas da fase
estacionaria (suporte cromatografico, modificacdo da superficie e extensdo da modificacao
quimica) devem ser semelhantes. E permitida a alteracio de colunas de particulas totalmente
porosas (TPP, do inglés totally porous particle) para colunas de particulas superficialmente
porosas (SPP, do inglés superficially porous particle), desde que o0s requisitos acima
mencionados sejam cumpridos.

Dimensdes da coluna (dimenséao das particulas, comprimento): a dimensao das particulas e/ou
o0 comprimento da coluna podem ser alterados desde que a relacdo entre o comprimento da
coluna (L) e a dimenséo da particula (dp) permanega constante ou na faixa de — 25% a + 50%
da relacdo L/dp descrita. Para a aplicacdo do ajuste do tamanho das particulas de particulas
totalmente porosas (TTP) para particulas superficialmente porosas (SPP), outras combinacdes
de L e dp podem ser usadas desde que o numero de pratos (V) esteja dentro de —-25% a +
50% em relacéo a coluna descrita.

Estas alteracdes séo aceitaveis desde que os requisitos de adequabilidade do sistema sejam
cumpridos e a seletividade e a ordem de elui¢do dos picos analisados sejam equivalentes.

Dimensdes da coluna (diametro interno): o didmetro interno da coluna pode ser ajustado desde
gue ndo ocorra alteragdo da dimenséao das particulas e/ou do comprimento da coluna.

E necessario cautela quando os ajustes resultarem em volumes de pico menores devido a um
tamanho de particula menor ou a um didmetro interno menor. Esta situacao pode exigir ajustes
para minimizar o alargamento da banda extra-coluna devido a fatores tais como conexdes de
instrumentos, volume de células do detector, taxa de amostragem e volume de injecao.

O fluxo deve ser ajustado quando o tamanho da particula é alterado, visto que colunas de
particulas menores exigem velocidades lineares mais altas para 0 mesmo desempenho,
conforme pode ser verificado pela reducdo da altura dos pratos. O fluxo deve ser ajustado no
caso de alteragbes no didmetro da coluna e no tamanho das particulas usando a seguinte
equacao:

F=F x n’c-"x dpy
dey” X dps
em que,
R = fluxo indicado na monografia, em mililitros por minuto;
F = fluxo ajustado, em mililitros por minuto;
dey = diametro interno da coluna indicado na monografia, em milimetros;
de, = didmetro interno da coluna utilizada, em milimetros;
dp, = dimenséo das particulas indicada na monografia, em micrémetros; e
dp. = dimenséo das particulas da coluna utilizada, em micrémetros.

Quando for efetuada uma alteragdo de didametro de particulas =2 3 uym para didmetro de
particulas < 3 um na elui¢do isocratica, pode justificar-se um aumento adicional da velocidade
linear (ajustando-se o fluxo), desde que o desempenho da coluna ndo diminua mais de 20%.
Da mesma forma, quando uma mudanca é feita de particulas < 3 ym para particulas = 3 pm,
uma reducdo adicional da velocidade linear (fluxo) pode ser justificada para evitar uma reducéo
no desempenho da coluna maior que 20%.



ApO6s um ajuste devido a uma mudanca nas dimens@es da coluna, é permitida uma alteracao
adicional no fluxo de + 50%.

Temperatura da coluna: £ 10 °C, se for especificada a temperatura de analise, exceto se
indicado de outra forma na monografia individual.

Podem ser necessarios ajustes adicionais nas condicbes do procedimento analitico (fase
movel, temperatura, pH, entre outros), dentro das faixas permitidas descritas em
Adequabilidade do sistema e Ajuste das condi¢cGes cromatograficas.

Fase mével

Composicao: a quantidade dos solventes minoritarios pode ser ajustada em + 30% em termos
relativos (ver exemplo em CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA); nenhum componente
pode ser alterado em mais de 10% em termos absolutos. Um componente minoritario
compreende quantidade menor a (100/n) %, sendo n 0 nimero total de componentes da fase
movel.

pH do componente aquoso da fase moével: £ 0,2 unidades de pH, exceto se indicado de outra
forma na monografia individual.

Concentracgao de sais no tampao de uma fase mével: + 10%.

Fluxo: na auséncia de alteracao das dimensdes das colunas, € permitido um ajuste do fluxo em
+ 50%.

Comprimento de onda do detector: nenhum ajuste permitido.

Volume de injecdo: quando as dimensfes da coluna s&o alteradas, pode ser utlizada a
seguinte equacédo para ajustar o volume de injecao:

. . L, % de,”

R R S E———

InjZ mjL s

g L= dey

em que,

fmj1 = volume de injecéo indicado na monografia, em microlitros;

Vinjz = volume de inje¢éo ajustado, em microlitros;

L,= comprimento da coluna indicado na monografia, em milimetros;
L. = comprimento da coluna a ser utilizada, em milimetros;

de; = diametro interno da coluna indicado na monografia, em milimetros; e
de, = didmetro interno da coluna a ser utilizada, em milimetros.

Esta equacéo pode ndo ser aplicavel a alteracdes de colunas TPP para colunas SPP.

O volume de injecdo pode ser alterado, mesmo na auséncia de qualquer alteracdo da
dimenséo da coluna, desde que os critérios de adequabilidade do sistema permanecam dentro
dos limites de aceitabilidade estabelecidos. E necessario dar especial atencdo ao limite de
deteccdo e repetibilidade da(s) resposta(s) de pico(s) a ser(em) determinado(s) quando o
volume de injecdo € diminuido. E permitido um aumento desde que, principalmente, a
linearidade e a resolugéo entre os picos a serem determinados permanegam satisfatorias.

Cromatografia a liquido: eluicdo em modo gradiente

O ajuste das condi¢cBes cromatograficas para sistemas de gradiente requer maior cuidado do
que para sistemas isocraticos.

Parametros da coluna e fluxo




Fase estaciondria: ndo sdo permitidas mudancas na identidade do substituinte da fase ligada
(por exemplo de C18 para C8). Outras caracteristicas fisico-quimicas da fase estacionaria
(suporte cromatografico, modificagédo da superficie e extensao da modificacdo quimica) devem
ser similares. A alteracéo de colunas com particulas totalmente porosas (TPP) para particulas
superficialmente porosas (SPP) é permitida, desde que os requisitos mencionados acima
sejam satisfeitos.

Dimensdes da coluna (tamanho de particula, comprimento): o tamanho de particula e/ou
comprimento da coluna podem ser modificados desde que a razdo entre 0 comprimento da
coluna (L) e o tamanho de particula (dp) permaneca constante ou na faixa entre —25% a +50%
da razado L/dp indicada. Para a aplicagcdo de ajustes de tamanho de particula TPP para SPP,
outras combinacdes de L e dp podem ser utilizadas, desde que a razéo (tr/Wh2)? esteja dentro
de -25% a +50% em relacdo aos valores obtidos com a coluna recomendada para cada pico
utilizado para avaliar a adequabilidade do sistema, conforme descrito neste capitulo e na
monografia individual. As mudancgas sé@o aceitaveis desde que os requisitos de adequabilidade
do sistema sejam satisfeitos e que a seletividade e ordem de eluicdo dos picos analisados
sejam equivalentes.

Dimensdes da coluna (didmetro interno): na auséncia de uma mudanca no tamanho de
particula e/ou comprimento da coluna, o diametro interno da coluna pode ser ajustado. E
necessario cautela quando os ajustes resultarem em menores volumes de pico devido a um
tamanho de particula menor ou diametro interno menor. Esta situagdo pode exigir ajustes para
minimizar o alargamento da banda extra-coluna devido a fatores tais como conexfes de
instrumentos, volume de células do detector, taxa de amostragem e volume de injecdo. Quando
0 tamanho de particula for modificado, torna-se necesséario ajuste do fluxo, uma vez que
colunas com particulas menores requerem velocidades lineares maiores para 0 mesmo
desempenho (conforme medido pela altura de prato reduzida). O fluxo é ajustado para
mudancas no didmetro da coluna e tamanho de particula utilizando a seguinte equacéo:

de.” % dp,
R
dey” % dp.

em que,

F1 = fluxo indicado na monografia, em mililitros por minuto;

F2 = fluxo ajustado, em mililitros por minuto;

dc:1 = didmetro interno da coluna indicada na monografia, em milimetros;

dcz = didmetro interno da coluna a ser utilizada, em milimetros;

dp: = tamanho de particula da coluna indicada na monografia, em micrémetros; e
dp2 = tamanho de particula da coluna a ser utilizada, em micrémetros.

Uma mudanca nas dimensdes da coluna e, portanto, no volume da coluna, impacta o volume
do gradiente, que controla a seletividade. Os gradientes séo ajustados ao volume da coluna
alterando o volume do gradiente em propor¢cdo ao volume da coluna. Isto se aplica a cada
volume do segmento do gradiente. Uma vez que o volume do gradiente é o tempo do gradiente
(ts) multiplicado pelo fluxo (F), o tempo do gradiente para cada segmento deve ser ajustado
para manter uma razdo constante entre o volume do gradiente e o volume da coluna (expresso
como L x dcy). Assim, o0 novo tempo do gradiente (tc2) pode ser calculado a partir do tempo do
gradiente original (tz1), os fluxos e as dimensdes da coluna segundo a equacgao:

F, L, % de
ten = & W=
& “ TR T L, % de,”

Assim, a mudanca nas condi¢Bes da eluicdo por gradiente requer trés passos:

(1) ajustar o comprimento da coluna e tamanho de particula de acordo com a razéo L/dp;

(2) ajustar o fluxo para mudancas no tamanho de particula e diametro da coluna; e

(3) ajustar o tempo de gradiente de cada segmento para mudancas no comprimento da coluna,
didmetro da coluna e fluxo da fase movel.

O exemplo abaixo ilustra este processo.



Tabela 2 — Exemplo de ajustes para cromatografia a liquido — eluicdo em modo gradiente.

Variavel Condicbes Condicdes Ajustadas Comentéario
Originais
Comprimento da 150 100 Escolha do usuario
coluna (L), em mm.
Diametro da coluna 4.6 21 Escolha do usuério
(dc) em mm
Tamanho de 5 3 Escolha do usuério
particula (dp) em pm.
L/dp 30,0 33,3 Q)
Fluxo (F) em mL/min 2,0 0,7 (2)
Fator de ajuste do 0,4 3)

gradiente (tc2/tc1)

Condicdes do Gradiente

B (%) Tempo (min) Tempo (min)
30 0 0
30 3 (3x0,4)=1.2
70 13 [1,2+(10x0,4)]=5,2
30 16 [5,2+(3x0,40] = 6,4
(1) Aumento de 11%, dentro do limite de -25% a + 50% para L/dp
_ dea = dpy
(2) Calculado usando F» = F = doi® xdps
(3) Calculado usando ;. = t;, x = x %
2 1 1

Temperatura da coluna: = 5 °C quando a temperatura da coluna tiver sido especificada, exceto
se indicado de outra forma na monografia individual.

Ajustes adicionais nas condi¢bes do procedimento analitico (fase mével, temperatura, pH, entre
outros) podem ser necessarios dentro dos limites permitidos descritos neste capitulo em
Adequabilidade do Sistema e Ajuste das Condi¢cdes Cromatograficas.

Fase moével

Composicao/gradiente: ajustes da composicdo da fase movel e do gradiente sdo aceitaveis
desde que:

— 0s requisitos para Adequabilidade do Sistema sejam satisfeitos;

— 0(s) pico(s) principal(is) elua(m) dentro de + 15% do(s) tempo(s) de retencdo obtido(s) com as
condicdes originais. Este requisito ndo se aplica quando as dimensbGes da coluna sédo
modificadas;

— a composicao da fase movel e do gradiente sejam tais que o0s primeiros picos fiquem
suficientemente retidos e os Ultimos picos sejam eluidos;

- pH do componente aquoso da fase mével: + 0,2 unidades de pH, exceto se indicado de outra
forma na monografia individual,

- Concentragdo de sais no componente tampéo da fase movel: + 10%; e



Quando a conformidade com o0s requisitos de adequabilidade do sistema ndo puder ser
alcancada, é recomendado reconsiderar o volume de permanéncia ou alterar a coluna.

Volume de permanéncia (Dwell time)

A configuracdo do equipamento empregado pode alterar significativamente a resolucao, o
tempo de retencdo e retencdes relativas descritas. Caso isso ocorra, pode ser devido a
mudancas no volume de permanéncia. As monografias frequentemente incluem um passo
isocratico antes do inicio da programacao do gradiente. Desta forma, uma adaptacao pode ser
introduzida aos pontos do gradiente para acomodar diferencas no tempo de permanéncia entre
o sistema utilizado para desenvolvimento do procedimento analitico e o sistema a ser utilizado.
E responsabilidade do usuéario adaptar a duracdo do passo isocratico de acordo com o
equipamento analitico a ser utilizado. Se o volume de permanéncia utilizado durante a
elaboracdo da monografia for informado, os pontos no tempo (t), em minutos, especificados na
tabela de gradiente, podem ser substituidos pelos pontos nos tempos adaptados (tc), em
minutos, calculados segundo a seguinte equacao:

(D =Dy)
te=t———F—

em que,

D = volume de permanéncia (Dwell time), em mililitros;

Do = volume de permanéncia utilizado no desenvolvimento do procedimento analitico, em
mililitros; e

F = fluxo, em mililitros por minuto.

O passo isocratico introduzido para este propdsito pode ser omitido se dados de validacéo para
a aplicacao do procedimento analitico sem este passo estiverem disponiveis.

Comprimento de onda do detector: nenhum ajuste é permitido.

Volume de injecéo: quando as dimensdes da coluna sdo modificadas, a seguinte equacéo pode
ser usada para ajustar o volume de injec¢éao:

L, % de,

o=V u
injz mjL 2
Ly = dey

em que,

Vinjz = volume de injecao indicado na monografia, em microlitros;

Vinj2 = volume de injecdo ajustado, em microlitros;

L, = comprimento da coluna indicado na monografia, em milimetros;

L, = comprimento da coluna a ser utilizada, em milimetros;

dc; = didametro interno da coluna indicado na monografia, em milimetros; e
dc, = diametro interno da coluna a ser utilizada, em milimetros.

Esta equagdo pode ndo ser aplicavel a alteragcdes de colunas TPP para SPP. Mesmo na
auséncia de quaisquer altera¢des nas dimensdes da coluna, o volume de injecdo pode ser
modificado, desde que os critérios de adequabilidade do sistema permane¢am dentro dos seus
limites de aceitabilidade estabelecidos.

Quando o volume de inje¢do for diminuido, atencdo especial deve ser dada ao limite de
deteccdo e repetibilidade da(s) resposta(s) do(s) pico(s) a ser(em) determinado(s). Um

aumento é permitido desde que, em particular, a linearidade e a resolucdo do(s) pico(s) a
ser(em) determinado(s) permanecam satisfatorias.

Cromatografia a gas

Parametros da coluna




Fase estacionaria:

— tamanho de particula: reducdo maxima de 50%. Nenhum aumento é permitido (colunas
empacotadas); e

— espessura do filme de fase estacionaria: — 50% a +100% (colunas capilares).

Dimensdes da coluna:
— comprimento: - 70% a + 100%; e
— diametro interno: + 50%.

Temperatura da coluna: £ 10%.

Programacédo de temperatura: ajustes da temperatura sdo permitidos como descrito em
Temperatura da coluna; ajuste de rampas de aquecimento e tempos de espera (hold times) de
até + 20% sao permitidos.

Fluxo: £ 50%.

As mudancgas acima séo aceitas desde que o0s requisitos de adequabilidade do sistema sejam
satisfeitos e que a seletividade e ordem de elui¢édo dos picos analisados sejam equivalentes.

Volume de injecao e razéo de divisdo (split ratio): podem ser modificados desde que os critérios
de adequabilidade do sistema permanecam dentro dos limites de aceitabilidade estabelecidos.
Quando o volume de injecdo for diminuido ou a razdo de divisdo for aumentada, atencéo
especial deve ser dada ao limite de deteccéo e repetibilidade da resposta do(s) pico(s) a serem
determinados. Um aumento do volume de injecdo ou uma diminui¢do na razdo de divisdo séo
permitidos desde que, em particular, a linearidade e a resolu¢éo do(s) pico(s) a ser(em)
determinado(s) permanega(m) satisfatoria(s).

Temperatura da porta de injecdo e temperatura da linha de transferéncia em condi¢bes de
cromatografia a gas em espaco confinado estético (static headspace): + 10 °C, desde que nado
ocorra decomposicdo ou condensacao.

QUANTIFICACAO

As seguintes abordagens para quantificacdo podem ser usadas em métodos gerais ou
monografias:

Método com padronizag¢éo externa

Usando uma curva de calibracédo

Solugbes padrdo com quantidades crescentes do padréo de referéncia da substancia a ser
analisada sdo preparadas em uma faixa que demonstre resposta linear, e um volume fixo
dessas solugfes padrao é injetado. Com os cromatogramas obtidos, uma curva de calibragéo é
preparada plotando as areas ou alturas dos picos nas ordenadas versus a concentragcao do
padrdo de referéncia da substancia a ser analisada nas abcissas. A equa¢do da curva de
calibracdo é geralmente obtida por regressdo linear. Em seguida, uma solucdo amostra €
preparada de acordo com o procedimento especificado na monografia individual. A analise
cromatografica € realizada nas mesmas condicGes operacionais da preparacdo da curva de
calibracdo. A area do pico ou a altura do pico do analito é determinada e a sua concentracdo é
calculada a partir da equacao da curva de calibracéo.

Usando ponto Unico de calibracdo

Geralmente, em monografias individuais € preconizado o preparo de uma solucao padrdo com
concentracdo dentro da faixa linear da curva de calibracdo e uma solucdo amostra com
concentracdo préxima aquela da solucdo padrdo. A andlise cromatogréfica é realizada sob as
mesmas condi¢cdes para determinar a concentracdo do analito, comparando as respostas
obtidas.



Neste método, todos os procedimentos, como a injecdo, devem ser realizados em condi¢gGes
constantes.

°Nos casos em que a padronizagdo externa € utilizada, os célculos podem ser realizados
segundo a equacéao:

Ca = Cp(Ra/Rp)
em que,

Ca = concentracao da solucao amostra;

Cp = concentragao da solucao padrao;

Ra = resposta (area ou altura do pico) da solucdo amostra; e
Rp = resposta (area ou altura do pico) da solucéo padréo..
Método com padronizacao interna

Usando uma curva de calibracao

No método com padronizacgéo interna, o padrdo interno a ser utilizado deve ser um composto
estavel que apresente um tempo de retengdo proximo aquele do analito e cujo pico seja bem
separado de todos o0s outros picos do cromatograma. S&o preparadas varias solu¢des padrao
contendo uma quantidade fixa do padrdo interno e quantidades crescentes do padrdo de
referéncia da substancia a ser analisada. Com base nos cromatogramas obtidos por injecao de
um volume fixo das solu¢des padréo individuais, é calculada a razao entre a area ou a altura do
pico do analito em rela¢do ao padréo interno. E preparada uma curva de calibracéo plotando as
razdes calculadas na ordenada, e na abcissa a quantidade do padrdo de referéncia da
substancia a ser analisada ou a raz&o da quantidade da substancia quimica de referéncia para
aquela do padrao interno.

A equacgédo da curva de calibracao é geralmente obtida por regresséo linear. Em seguida, uma
solucdo amostra contendo o analito e o padréo interno na mesma quantidade das solucdes
padrdo utilizadas na curva de calibracdo é preparada conforme procedimento especificado na
monografia individual. A analise cromatografica é realizada nas mesmas condi¢des
operacionais da preparacao da curva de calibracéo. A relacdo entre a area ou altura do pico do

analito em relacdo ao padrdo interno é calculada e a quantidade do analito € obtida por
interpolacdo ou calculada pela equacgéo da curva de calibragéo.

Usando ponto Unico de calibracdo

Geralmente, em monografias individuais, € preconizado o preparo de uma solucdo padrdo com
concentracdo dentro da faixa linear da curva de calibragdo e uma solucdo amostra com
concentracdo préxima aquela da solucao padrdo, ambas contendo uma quantidade fixa de
padrdo interno. A analise cromatografica € realizada sob as mesmas condi¢des para determinar
a quantidade do composto a ser analisado, comparando as razdes obtidas.

°Nos casos em que a padronizacdo interna € utilizada, os céalculos podem ser realizados
segundo a equacéo:

Ca = Cp(Ra/Rai)/(Rp/Rpi)
em que,
Rai = resposta (area ou altura do pico) do padrdo interno na solugao amostra;
Rpi = resposta (area ou altura do pico) do padrdo interno na solucdo padréo.
Ra = resposta (area ou altura do pico) da solugdo amostra; e

Rp = resposta (area ou altura do pico) da solu¢ao padréo.o

Procedimento de normalizagéo



Desde que a linearidade da resposta dos picos tenha sido demonstrada, as monografias
individuais podem preconizar o calculo do teor percentual de um componente da substancia a
ser examinada pela determinacao da area do pico correspondente como uma porcentagem da
area total de todos os picos. Devem ser excluidos picos referentes a solventes ou reagentes,
decorrentes da fase movel ou da matriz da amostra, e aqueles que tenham resposta igual ou
abaixo do limite de exclusdo do equipamento (disregard limit) ou do limite de notificacdo para a
impureza (reporting threshold).

CONSIDERACOES ADICIONAIS
Resposta do detector

A sensibilidade do detector € o sinal de saida por unidade de concentracdo ou unidade de
massa de uma substancia na fase movel que passa pelo detector. O fator de resposta relativo
do detector, comumente referido apenas como fator de resposta, expressa a sensibilidade do
detector para uma determinada substancia em relacdo a uma substancia padrao. O fator de
correcdo é o inverso do fator de resposta.

Em ensaios para substancias relacionadas, quaisquer fatores de corre¢do indicados na
monografia sdo aplicados (isto €, quando o fator de resposta esta fora do intervalo 0,8 a 1,2).

Picos interferentes

Picos referentes a solventes e reagentes ou provenientes da fase mével ou da matriz da
amostra devem ser desconsiderados.

Integracao de picos

Aintegracéo da &rea do pico de qualquer impureza que néo esteja completamente separada do
pico principal é preferencialmente realizada pela técnica de integracao denominada deslize
tangencial (tangential skim).

Limite de notificacédo

Quando o ensaio de substancias relacionadas preconiza um limite para o total de impurezas ou
uma determinagdo quantitativa de uma impureza, € importante selecionar um limite de
notificacdo apropriado para a impureza (reporting threshold) e definir condic6es apropriadas
para a integracdo das areas dos picos.

Em tais ensaios, o limite de notificagcao, ou seja, o limite acima do qual um pico é registrado, &
geralmente 0,05%.

5.2.17.1 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A cromatografia em camada delgada (CCD) consiste em um sistema cromatografico no qual a
separacao dos componentes de uma mistura ocorre através da migracao diferencial sobre uma
fase estacionaria composta por uma fina camada de adsorvente aplicado sobre um suporte
plano (cromatoplaca), o qual pode ser constituido de diversos materiais como vidro, aluminio
ou poliéster. A fase mével por sua vez € constituida por diversas misturas de solventes e
permanece no interior de um recipiente ou cuba de material transparente e inerte, geralmente
vidro, permanecendo vedada, onde se deposita a cromatoplaca em posi¢cdo vertical sob uma
atmosfera saturada da fase mével.

EQUIPAMENTOS E PROCEDIMENTOS

Os equipamentos utilizados para a cromatografia em camada delgada consistem em: placa,
cuba ou camara de eluicdo, fase estacionaria, fase movel e sistema revelador. Os tamanhos
das placas usualmente utilizadas sé@o de: 20 cm x 20 cm; 10 cm x 20 cm; 10 cm x 10 cm; 5 cm
x 10 cm.



Fases estacionarias (adsorventes)

Silica — E o adsorvente mais amplamente utilizado na CCD. E amorfo e poroso, sendo usado
também na cromatografia em coluna. Entretanto, a particula da silica utilizada em CCD é
menor. A silica é preparada por polimerizagdo espontanea e desidratagdo do acido silicico. As
substancias sao adsorvidas pela silica via ligacao de hidrogénio e interacao dipolo-dipolo. Uma
silica de condicado satisfatéria é aquela com 11 a 12% de agua em peso. Este nivel de umidade
é alcancado quando a silica estd em equilibrio com o ar, a uma umidade relativa de 50% e uma
temperatura de 20 °C.

As silicas comerciais possuem tamanhos de poros variaveis, entre 40 e 150 Angstrons (A). Os
tamanhos de particulas variam de 5 a 40 ym, com média de 10 a 15 uym, dependendo do
fabricante.

Reduzindo-se o tamanho da particula, aumenta-se a eficiéncia da silica. Particulas de tamanho
de 5 a 6 uym sao utilizadas para preparar placas de Cromatografia em Camada Delgada de Alta
Eficiéncia (CCDAE). Os tamanhos de poros afetam a seletividade e, portanto, podem ser
utilizados para modular as taxas de migracao e resolu¢cdo dos componentes das amostras.

Os tamanhos dos poros das silicas mais comuns encontradas comercialmente séo de 40, 60,
80 e 100 A, sendo a silica com poro de 60 A a mais versatil e amplamente utilizada. As silicas
sdo utilizadas para a separagédo de compostos como aldeidos, cetonas, fendis, acidos graxos,
aminoacidos, alcaloides, terpenoides e esteroides, por meio do mecanismo de adsorg¢éo.

Alumina — Depois da silica, € o adsorvente mais utilizado. As propriedades fisicas da alumina
sdo similares aquelas da silica em termos de tamanho de particula, didmetro médio do poro e
superficie. S&o disponiveis comercialmente alumina &cida (pH 4,0 a 4,5), neutra (pH 7,0 a 8,0)
e basica (pH 9,0 a 10,0). Assim como a silica, a alumina separa os componentes das amostras
por polaridade, por meio de ligagbes de hidrogénio, interacdo acido-base de Lewis ou
interacdes dipolo-dipolo. A seletividade da alumina na CCD de adsorcao é similar a silica-gel,
sendo a alumina um adsorvente melhor que a silica para a separagédo de substancias acidas
lipofilicas. A alumina de carater acido atrai fortemente substancias basicas, enquanto a alumina
de carater bésico atrai mais fortemente substancias acidas. A alumina retém substéncias
aromaticas mais fortemente que a silica-gel, porém tem o inconveniente de promover a catélise
de algumas reac6es de substancias labeis. A alumina é empregada na separacao de vitaminas
lipossoluveis, alcaloides, certos antibiticos e hidrocarbonetos policiclicos.

Kieselguhr - E a terra diatomacea termicamente tratada, de granulagdo de 5 a 40 ym. Seu
principal constituinte é didxido de silicio (SiOz2), sendo que uma variedade de outros compostos
inorganicos também estdo presentes. Os tamanhos dos poros sdo muito varidveis e suas
caracteristicas a tornam adequada para a separacdo de acgUcares, aminoacidos e outras
substéancias polares similares.

Celulose - E um polissacarideo altamente polimerizado constituido por monémeros de glicose.
A presencga de grande numero de grupos hidroxila livre permite ligagbes de hidrogénio com
liquidos de baixa massa molecular como agua e alcoois. A celulose é, portanto, adequada para
a separacao de substancias hidrofilicas, tais como carboidratos e aminoacidos.

Poliamida - Em contraste com a celulose, a poliamida é uma resina sintética. Dois tipos de
poliamida s&o utilizados: poliamida 6 e poliamida 11. A poliamida 6 tem origem a partir da
aminopolicaprolactama, enquanto a poliamida 11 ¢é preparada a partir do &cido
poliaminoundecandico. Poliamidas séo utilizadas para a separacdo de compostos polares que
sdo capazes de interagir com o grupo amida por ligacbes de hidrogénio. Dentre eles estédo
aminoacidos e derivados, benzodiazepinicos, acidos carboxilicos, ciclodextrinas, &cidos

graxos, flavonoides e conservantes.

Silicato de magnésio — E um adsorvente utilizado para a separacdo de agUcares,
antraquinonas, flavonas, glicosideos, esteroides, lipideos, vitaminas, carbazois e acetato de
hidrocortisona, entre outras substancias.



Reveladores e métodos de detecgéo

Apo6s o desenvolvimento da cromatografia e a evaporagcdo dos solventes, procede-se ao
método de revelagdo das manchas, que pode ser fisico ou quimico. Como método fisico, a luz
ultravioleta (UV) é comumente empregada no caso de substancias que se tornam fluorescentes
quando excitadas por luz UV ou visivel (usualmente lampadas com emissédo de radiacdo de
254 ou 366 nm). Os métodos quimicos compreendem a utilizacdo de reagentes cromdgenos.
Ha uma ampla lista de reveladores apropriados para cada grupo de substéncias.

Interpretacao

A posicao final de cada mancha é designada pelo fator de retardo (Rg). Apos a revelacdo da
cromatoplaca, mede-se a distancia atingida por cada mancha a partir da origem. Essa distancia
€ uma fragdo da distancia total percorrida pelo solvente na fase estacionaria.

5.2.17.2 CROMATOGRAFIA EM PAPEL

A cromatografia em papel (CP) é uma técnica de separacdo cromatografica na qual a
separacdo dos componentes de uma mistura ocorre através da migracao diferencial sobre a
superficie do papel cromatogréafico (fase estacionaria). A separacdo dos componentes ocorre
devido ao mecanismo de particdo entre a mistura e o contetdo intrinseco de agua no papel, ou
a inibicéo seletiva do componente hidrofilico da fase movel pelas fibras do papel. A fase mével,
por sua vez, é constituida por um solvente ou misturas de solventes que permanecem no
interior de um recipiente ou cuba de material transparente e inerte, geralmente vidro,
permanecendo vedada, onde se posiciona o papel cromatografico em posicao vertical, sob
uma atmosfera saturada de fase movel.

O cromatograma é desenvolvido pela passagem lenta da fase mével sobre a camada de papel.
O desenvolvimento pode ser ascendente, no caso de solvente carreado para cima através de
forcas capilares, ou descendente, no caso em que o fluxo do solvente é auxiliado pela for¢ca da
gravidade.

Este método é util para separar substancias polares, como aglcares e aminoacidos. Possui a
limitagdo da aplicacdo de pequena quantidade da mistura por vez. Deve-se trabalhar nas
condicdes mais proximas possiveis, de qualidade e quantidade, entre padrdo e amostra,
usando-se 0 mesmo papel, fase moével, temperatura, etc.

EQUIPAMENTO E PROCEDIMENTOS

Os equipamentos utilizados para a cromatografia em papel consistem em: cuba ou camara de
eluicdo, fase estacionaria, fase movel e sistema revelador. A cuba deve ser provida de bordas e
tampa esmerilhadas e de dimensdes adequadas para conter o papel cromatografico.

Para cromatografia descendente, utilizar cuba com tampa provida de orificio central, fechado
por rolha de vidro ou outro material inerte. Na parte superior da cuba, ha uma cubeta suspensa,
que contém dispositivo para prender o papel (geralmente haste ou bastdo de vidro). De cada
lado da cubeta ha guias de vidro, que sustentam o papel, de modo a nédo tocar nas paredes da
cuba cromatogréafica. A largura do papel cromatografico ndo pode ser superior aquela da

cubeta suspensa e a altura deve ser aproximadamente igual a altura da camara
cromatografica.

Para cromatografia ascendente, na parte superior da cuba ha dispositivo que permite sustentar
0 papel cromatografico e que pode descer sem abrir a camara cromatogréfica. A largura do
papel cromatografico ndo pode ser superior a da cuba.

O papel para cromatografia deve ser cortado no sentido das fibras em tiras de comprimento
variavel e largura de, no minimo, 2,5 cm. Existem diversos tipos de papel para cromatografia
com finalidades diferentes, por exemplo, para separacdo de substancias hidrofilicas ou
hidrofébicas, orgénicas ou inorganicas, anféteras ou com muitas hidroxilas, entre outras.



As solugBes devem ser aplicadas na forma de manchas circulares (utilizam-se tubos capilares
ou micropipetas), contendo de 1 a 20 ug da amostra, sobre a linha tracada com lapis.
Dependendo da largura do papel, pode-se colocar apenas uma aliquota do padrdo ou da
amostra, centralizando-se esta aplicacdo na linha de partida. No caso da possibilidade de
colocar-se mais de uma aliquota no ponto de partida, deixa-se 2 cm de distancia das bordas
laterais e um intervalo entre os pontos de aplicacdo de 3 cm. Se cada mancha produzida for
maior que 6 a 10 mm, pode-se aplicar a amostra em por¢des, deixando-se evaporar o0 solvente
antes de aplicar a porcao seguinte.

O nivel da fase mével deve ficar abaixo do ponto de partida da substancia, devendo; sempre;
haver uma boa vedagdo da cuba cromatografica para que ela se mantenha saturada. No final
da corrida, esperar secar o papel e submeté-lo a processo de revelacao.
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Figura 1 - Diferentes tipos de cromatografia em papel de acordo com as técnicas de
desenvolvimento.

CROMATOGRAFIAASCENDENTE

A forma mais simples da cromatografia em papel é a cromatografia ascendente, que utiliza uma
tira de papel de comprimento e largura variaveis, em fungdo das dimensdes da cuba
cromatografica a ser utilizada.

O fluxo ascendente da fase mdével sobre o papel cromatografico € obtido pela acdo da
capilaridade.

Manipula-se o papel com cuidado e pelas pontas, e cortam-se tiras em tamanhos que possam
ser contidos nas cubas. E importante cortar o papel seguindo o eixo das fibras, pois a celulose
esta orientada neste sentido, o que facilitara a passagem da fase movel. Tracgar linha fina com
lapis a 3 cm da borda inferior do papel para aplicagdo das amostras e delimitacdo do ponto de
partida.

Introduzir na cdmara uma porcéo do eluente especificado na monografia, fechar a cuba e
manté-la em repouso por até 24 horas, ou de acordo com a monografia. Aplicar a amostra no
papel introduzindo-o na cuba e deixar em repouso por uma hora e meia. Sem abrir a camara,
baixar o papel de modo a colocar sua extremidade inferior em contato com o eluente e
desenvolver o cromatograma até a distdncia ou tempo indicados na monografia. Retirar o
papel, marcar o percurso do eluente, assim como a linha de chegada da fase mével (ou frente
do solvente), geralmente distando 10 cm do ponto de partida, secar e visualizar da maneira
indicada na monografia.

CROMATOGRAFIA DESCENDENTE

Nesta técnica cromatografica, a fase movel possui um fluxo descendente e conta com a agéo
da gravidade.



Assim como na cromatografia ascendente, é importante manipular o papel com cuidado, cortar
as tiras em tamanhos que possam ser contidos nas cubas seguindo o eixo das fibras e tracar
linha para aplicacdo das amostras a uma distancia que garanta que a mesma fique poucos
centimetros abaixo da vareta que prende o papel na cubeta do eluente.

Introduzir na camara uma porcdo do eluente especificado na monografia, tampar e deixar em
repouso por até 24 horas, ou de acordo com a monografia. Aplicar a amostra no papel,
colocando-o0 adequadamente sobre as guias de maneira que a extremidade superior
permaneca dentro da cubeta suspensa e prendé-lo com a vareta de vidro. Ao adicionar o papel
na cuba é importante que néo se deixe escapar os vapores da fase mével, além de cuidar para
que a amostra ndo entre em contato direto com o eluente, deixando que ascenda ou descenda
pela superficie do papel, apenas por capilaridade. Fechar a cuba e deixar em repouso por uma
hora e meia. Em seguida, através do orificio na tampa, introduzir o eluente na cubeta.
Desenvolver o cromatograma até a distancia ou tempo indicados, protegendo o papel da
incidéncia de luz direta. Remover o papel, marcar o percurso da fase moével, assim como
marcar a linha de chegada da fase mével (ou frente do solvente), geralmente distando 10 cm
do ponto de partida, secar e visualizar da maneira indicada ha monografia.

5.2.17.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA ABERTA

Cromatografia em coluna aberta (CCA) € um método cromatogréfico de separacdo que
desempenha um papel importante na purificagdo de substancias na pesquisa, na operacao de
planta piloto e na-producéo de produtos farmacéuticos. E um método que pode ser utilizado, de
maneira rapida e econdmica, para a obtencdo de substdncias com pureza elevada.
Usualmente séo utilizados adsorventes padronizados, pois fornecem um alto grau de
confiabilidade do método, a transferéncia direta de escala de andlise e um processamento
otimizado. Os tipos de cromatografia em coluna aberta podem ser: por adsorcdo (liquido-
sélido), por particéo (liquido-liquido) ou por troca idnica.

EQUIPAMENTO

Os aparatos utilizados na cromatografia em coluna aberta consistem em: tubo cromatografico
cilindrico de vidro (ou outro material inerte e transparente especificado na monografia
individual), de comprimento e didmetros variaveis e utilizado na posicao vertical. Em sua parte
inferior, hd um estrangulamento (reducdo da passagem) onde usualmente existe uma torneira
ou outro dispositivo para regulagem da vazéo dos solventes utilizados para a eluicdo. Algumas
colunas apresentam em sua base (parte inferior), um disco de vidro poroso, com a finalidade
de evitar a saida da fase estacionéria. As colunas tém dimensdes variaveis, porém, as faixas
mais comumente utilizadas sdo de 10 a 30 mm de didmetro em seu corpo e de 3 a 6 mm na
sua parte inferior, onde a torneira encontra-se acoplada. O comprimento do tubo é usualmente
de 150 a 400 mm. Na parte superior da coluna pode haver uma dilatacdo de forma esférica,
destinada a conter um maior volume de eluente, seguido de uma conexdo esmerilhada,
cilindrica, que possibilita o encaixe de uma tampa cilindrica de plastico, de vidro, aco
inoxidavel, aluminio ou outro material especificado na monografia individual.

PROCEDIMENTO

Cromatografia em coluna aberta por adsor¢éo

Iniciar o preparo da coluna vedando a parte inferior da coluna, préxima a torneira, se
necessario, com um pedaco de algodao ou la de vidro a fim de impedir a passagem do material
adsorvente e a entrada de ar, evitando a formacdo de bolhas. Preencher uniformemente a
coluna (conforme altura especificada na monografia), com o material adsorvente (alumina
ativada, silica-gel, terra diatomécea, silica calcinada, entre outros), previamente suspensa na
fase movel (sistema de solventes), realizando a retirada do excesso do eluente. Apés a
sedimentagcdo do material adsorvente, aplicar a amostra ou mistura de substancias
previamente solubilizadas em uma pequena quantidade do eluente, no topo da coluna, até que
permeie no material adsorvente. Uma pequena quantidade de solvente pode ser adicionada ao
topo para ajudar a permeacdo das substdncias no material adsorvente, deixando-se, em
seqguida, eluir por acdo da gravidade ou pela aplicacdo de ar comprimido para produzir uma



pressao positiva, ficando a mistura contida em uma estreita faixa horizontal no topo da coluna.
A taxa de movimentacdo de uma substéncia é determinada ou afetada por diversas variaveis,
incluindo a baixa ou alta interacdo das substincias ao material adsorvente, o tamanho de
particula e a sua area superficial, a natureza e a polaridade do solvente, a presséo aplicada e a
temperatura do sistema cromatografico.

Um cromatograma de fluxo é obtido por um processo em que solventes percorrem a coluna,
até que a substancia seja carreada e separada na solucao efluente, conhecida como eluato. O
eluato é controlado, recolhendo-se fracdes conforme especificado na monografia e
examinando-se cada fracdo por método adequado. A substancia pode ser determinada no
eluato por varios métodos: titulagdo, colorimetria, espectrometria ou ser isolada (purificada)
quando da evaporacdo do solvente. A eficiéncia da separacdo pode ser aferida por
cromatografia em camada delgada (CCD) de cada fracdo recolhida ao longo da corrida

cromatografica.

O eluente pode ser mantido fixo durante todo o processo (eluicAo em modo isocratico) ou
pode-se aumentar gradativamente a polaridade do eluente, de forma a aumentar o poder de
arraste de substancias polares (eluicdo em modo gradiente).

Cromatografia em coluna aberta por particdo

Na cromatografia em coluna aberta por particdo, as substancias a serem separadas séo
particionadas entre dois liquidos imisciveis, um dos quais, a fase estacionéria, é adsorvido em
um suporte sélido ou quimicamente ligado a este, apresentando assim uma area de contato
bastante ampla para o solvente circulante ou fase mével. O elevado nimero de sucessivos
contatos entre liquido-liquido permite uma separacéo efetiva, a qual ndo ocorre com a mesma
eficiéncia através da extracao liquido-liquido convencional.

O suporte sélido mais utilizado consiste em silica para cromatografia, cujo tamanho de
particula deve ser adequado para a vazéo apropriada do eluente. Na cromatografia de particao,
a fase estacionaria adsorvida € menos polar do que a fase moével (fase reversa), e o
adsorvente solido torna-se apolar por tratamento com um agente silanizante (ex.:
dimetiloctilclorosilano, dimetiloctadecilclorosilano, entre outros), para produzir uma silica de
fase reversa. Também podem ser utilizadas fases estacionarias poliméricas.

A amostra geralmente é inserida na coluna do sistema cromatografico por particdo de duas
maneiras: (a) uma solucdo da amostra € adicionada a um pequeno volume da fase mével e
transferida para o topo da coluna; ou (b) uma solucdo da amostra é adicionada em um
pequeno volume da fase estacionaria, dispersada no suporte sélido e transferida para o topo
da coluna, formando uma camada transversal sobre a fase estacionaria.

A fase estacionaria deve ser saturada com o solvente (fase mével) antes do uso. No caso de
cromatografia de particdo liquido-liquido convencional, o grau de particdo de um determinado
composto entre as duas fases liquidas é expresso por meio de seu coeficiente de particdo ou
distribuicao.

No caso de substancias que se dissociam, pode-se controlar a distribuicdo ao modificar o pH, a
constante dielétrica, a for¢a idnica, entre outras propriedades das duas fases. A eluicao seletiva
dos componentes da mistura pode ser alcangada com a substituicdo da fase mdvel por um
eluente que proporcione um coeficiente de particdo mais adequado.

Salvo disposigdo contraria da monografia individual, ensaios e testes empregando
cromatografia de particdo em coluna aberta sdo realizados em consonancia com os métodos
convencionais descritos a seguir.

Suporte so6lido — Utilizar terra diatoméacea purificada. Para cromatografia de particdo em fase
reversa, utilizar terra diatomacea cromatografica ou outra especificada na monografia.



Fase estacionaria — Utilizar o solvente ou solu¢do especificados na monografia individual. Se
for utilizada uma mistura de liquidos na fase estacionaria, misturar antes de introduzir o suporte
sélido.

Fase moével — Utilizar o solvente ou solucdo especificados na monografia individual. Equilibrar
a coluna com a fase movel.

Cromatografia em coluna por troca ibnica

Utilizar como fase estacionaria resina de troca idnica. A troca de ions consiste em intercambio
reversivel de ions presentes na solugdo com ions do polimero resinoso. A escolha da resina,
forte ou fraca, anibnica ou catiénica, dependerd em grande parte do pH no qual devera ocorrer
a troca idbnica e da natureza dos ions (anions ou cations) a serem trocados. As resinas
fortemente acidas e ou fortemente basicas sdo convenientes para a maioria das aplicagcdes
analiticas. Emprega-se, na pratica, grande excesso (200% a 300%) de resina sobre a
quantidade da amostra estequiometricamente calculada; a capacidade das resinas varia de 2
mM/g a 5 mM/g peso seco.

Tratamento da resina e preparo da coluna - Suspender a resina de troca ibnica em agua e
deixar em repouso por 24 horas. Introduzi-la em coluna adequada e, tratando-se de resina
anidnica, converté-la em béasica passando pela coluna, solugdo de hidréxido de sddio SR, a
velocidade de 3 mL/minuto, até que o eluato forneca reacéo negativa para ion cloreto. Passar,
em seguida, agua isenta de diéxido de carbono. Em caso de resina cati6nica, a conversao para
a forma 4cida se dé pela passagem de acido cloridrico SR pela coluna, seguida de lavagem
com agua isenta de didxido de carbono até que o eluato fornega reacao neutra.

Desenvolve-se coluna de troca ibnica de maneira analoga aquela descrita para cromatografia
de adsor¢do. Terminada a andlise, regenera-se a resina lavando-a com hidroxido de sodio SR
(colunas anidnicas) ou com acido cloridrico SR (colunas catidnicas) e, em seguida, com agua
isenta de didxido de carbono até que fornega reagdo neutra.

5.2.17.4 CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica de separacao fundamentada
na distribuicdo dos componentes de uma mistura entre duas fases imisciveis, a fase mével,
liqguida, e a fase estacionaria, que pode ser um sélido adsorvente, uma fase estacionaria
quimicamente ligada a um suporte, uma resina ou outra fase estacionaria apropriada, contida
em uma coluna cilindrica. As separa¢fes séo alcancadas por particdo, adsorcdo, troca ibnica,
exclusdo por tamanho, imunoafinidade ou intera¢des estereoquimicas, dependendo do tipo de
fase estacionaria utilizada. A CLAE apresenta vantagens sobre a cromatografia a gas para as
analises de misturas de compostos organicos. Amostras de substancias ndo volateis e
termolabeis s&o, preferencialmente, analisadas por CLAE. A maioria das analises
farmacéuticas esta baseada no método de separacdo por particdo e deve ocorrer em tempo
curto de andlise. Varios fatores quimicos e fisico-quimicos influenciam na separacao
cromatografica, os quais dependem da natureza quimica das substancias a serem separadas,
da composicao e fluxo da fase mével e da composicéo e area superficial da fase estacionaria.

APARELHAGEM

O equipamento utilizado consiste em um reservatério que contém a fase mével, uma bomba
com a finalidade de impelir a fase movel pelo sistema cromatogréafico, um injetor para introduzir
a amostra no sistema, uma coluna cromatogréafica, um detector e um dispositivo de captura de
dados, como um software, integrador ou registrador. Além de receber e enviar informacdes
para o detector, softwares sdo utilizados para controlar todo o sistema cromatografico,
proporcionando maior operacionalidade e logistica de analise.

Os sistemas cromatograficos modernos consistem em bombas para pressurizar a fase mével,
controladas por software, que podem ser programadas para variar a relacdo de componentes
da fase mdvel, como é requerido para a cromatografia por gradiente de solvente, ou para
misturar, de forma isocratica, a fase movel (fases méveis com relacdo fixa de solventes).



PressGes operacionais de até 5800 psi (cerca de 400 bar) e fluxo de até 10 mL por minuto
podem ser utilizadas. Press@es superiores ficam condicionadas a evolugédo do instrumental e
sdo comuns quando fases estacionarias com particulas menores que 5 um sédo utilizadas,
como na técnica conhecida como cromatografia a liquido de ultra eficiéncia (CLUE) que utiliza
pressdes da ordem de 10 000 psi (cerca de 700 bar).

Apbs dissolver a amostra na fase mével ou em outro solvente adequado, a solucdo € injetada
no sistema cromatografico, de forma manual, utilizando seringa apropriada, ou por meio de um
injetor ou amostrador automatico. Este consiste em um carrossel ou bandeja, capaz de
acomodar diversos frascos contendo as amostras. Alguns amostradores automaticos podem
ser programados para injetar diferentes volumes de amostra, diversas quantidades de inje¢oes,
controlar o intervalo entre inje¢des e outras variaveis operacionais.

Quando se trabalha a altas pressodes, uma valvula de injecéo é essencial. Essa apresenta um
sistema calibrado, com volume definido, denominado anel de injecdo ou alca de amostragem,
que sera preenchido com a solugéo a ser analisada que, posteriormente, serd transferida para
a coluna.

Para a maioria das analises farmacéuticas, a separacdo € alcancada por particdo dos
componentes, presentes na solucdo a ser analisada, entre as fases movel e estacionaria.
Sistemas que consistem em fases estacionarias a base de silica polares e fases moveis
apolares sao definidos como cromatografia em fase normal, enquanto o oposto, fases méveis
polares e fases estacionarias apolares, sdo denominados cromatografia em fase reversa. A
afinidade de uma substéncia pela fase estacionaria e, consequentemente, seu tempo de
reten¢do na coluna, € controlado pela polaridade da fase moével.

As fases estacionérias utilizadas em cromatografia em fase reversa consistem, tipicamente, de
uma molécula organica quimicamente ligada as particulas de silica ou outros suportes, como
grafita porosa. O didmetro das particulas é de, normalmente, 3 ym a 10 ym. Quanto menor o
diametro das particulas e a pelicula que recobre o suporte, mais rapida e eficiente sera a
transferéncia das substancias entre as fases estacionaria e mével. A polaridade da coluna
depende dos grupos funcionais presentes, sendo 0s mais comuns 0S grupos apolares octil,
octadecil, fenil, cianopropil e polar, nitrila. A propor¢éo de grupos silandis nédo ligados ao grupo
funcional influencia, significativamente, na eficiéncia da separa¢édo cromatografica e no formato
do pico eluido. Comercialmente, estdo disponiveis colunas cromatogréaficas com diferentes
qualidades de fases estacionarias, inclusive aquelas com pequena propor¢cdo de grupos
silandis livres, denominadas capeadas. Geralmente, colunas de silica em fase reversa
apresentam vida 0til na faixa de pH de 2 a 8, entretanto, colunas contendo grafita porosa ou
materiais poliméricos, como o estireno-divinilbenzeno, sdo estaveis em uma faixa mais ampla
de pH. De forma menos comum, podem ser utilizados liquidos, ndo ligados, como revestimento
do suporte de silica e, portanto, devem ser imisciveis com a fase movel. As colunas
normalmente usadas para separag¢des analiticas tém didmetros internos de 1 mm a 5 mm.
Essas podem ser aquecidas, proporcionando separacdes mais eficientes, mas sé raramente
sdo utilizadas temperaturas superiores a 60 °C, devido ao potencial de degradacéo da fase
estacionaria ou a volatilidade da fase moével. A menos que especificado na monografia da
substancia a ser analisada, as colunas sao utilizadas em temperatura ambiente.

Os detectores mais frequentemente utilizados em cromatografia a liquido de alta eficiéncia sao
0os espectrofotométricos (UV-Vis), utilizados para detectar substancias com grupamento
cromoéforo. Tais detectores consistem em uma célula de fluxo localizada apés a coluna
cromatografica. A radiacdo ultravioleta atravessa constantemente a célula de fluxo e é recebida
no detector. Com o sistema em funcionamento, as substancias sao eluidas da coluna, passam
pela célula de fluxo e absorvem a radiagao, resultando em alteragbes mensuraveis no nivel de
energia. Esses detectores podem apresentar comprimento de onda fixo, variavel ou mdltiplo.
Detectores de comprimento de onda fixo operam em um Unico valor, tipicamente 254 nm,
emitido por uma lampada de mercurio de baixa pressao. Aqueles com comprimento de onda
variavel contém uma fonte continua de emissédo, como uma lampada de deutério ou xenbnio de
alta pressdo, e um monocromador ou um filtro de interferéncia, de modo a gerar radiacéo
monocromatica de um comprimento de onda selecionado pelo operador, podendo, ainda, ser
programados para alterar o comprimento de onda durante o desenvolvimento da analise. Os



detectores de comprimento de onda multiplo medem, simultaneamente, a absorvancia em dois
ou mais comprimentos de onda, sendo denominados de detectores de arranjo de diodos
(DAD). Nestes, a radiagdo ultravioleta ou visivel é transmitida através da célula de fluxo,
absorvida pela amostra e entdo separada em seus diferentes comprimentos de onda, que sédo
detectados, individualmente, pelo detector de fotodiodos, registrando dados de absorvancia em
toda a faixa do espectro do ultravioleta e visivel e, adicionalmente, os espectros de cada ponto
do pico registrado no cromatograma.

Os detectores de indice de refracdo medem a diferenca entre o indice de refracdo da fase
movel pura e da fase mével contendo a substancia a ser analisada. Sao utilizados para
detectar substancias que nao absorvem no ultravioleta ou visivel, entretanto, sdo menos
sensiveis que 0s detectores espectrofotométricos. Os detectores de indice de refracdo
apresentam a desvantagem de serem sensiveis a pequenas mudangas da composi¢do dos
solventes da fase mével, taxa de fluxo e temperatura.

Os detectores fluorimétricos séo utilizados para detectar compostos com grupamento fluoréforo
ou que podem ser convertidos em derivados fluorescentes, por transformagdo quimica ou
adicionando reagentes fluorescentes a grupos funcionais especificos. Se a reac¢do quimica é
requerida, pode-se realizad-la no momento da preparagdo da amostra ou, alternativamente, o
reagente pode ser introduzido na fase mével, com a reagao ocorrendo antes da deteccéo.

Os detectores potenciométricos, voltamétricos ou eletroquimicos sdo Uteis para quantificacao
de substancias que podem ser oxidadas ou reduzidas em um eletrodo. Esses detectores sdo
altamente seletivos, sensiveis e seguros, mas requerem fases moéveis livres de oxigénio e livres
de ions de metais redutiveis. Uma bomba de fluxo continuo deve ser utilizada, assegurando
que o pH, a forca ibnica, e a temperatura da fase mdvel permanecam constantes. Detectores
eletroquimicos com eletrodos especificos de carbono podem ser utilizados, vantajosamente,
para quantificar substancias facilmente oxidaveis em concentragdes da ordem de nanogramas,
como fendis e catecois.

Na detecc¢do por espectrometria de massas (EM), mede-se a razdo massa/carga (m/z) do ion
precursor de uma substancia. O ion precursor € gerado a partir da protonagédo da substancia
(modo positivo), da desprotonacdo (modo negativo) ou, ainda, da formacao de ions aduto de
sédio, potéssio, formiato, entre outros. A combinacdo da espectrometria de massas com a
cromatografia a liquido proporciona uma boa seletividade, uma vez que picos ndo resolvidos
podem ser isolados monitorando-se um valor de raz8o massa/carga (m/z) selecionada. As
fontes de ionizacdo mais comumente empregadas no acoplamento CLAE-MS sao as do tipo
“ionizacdo por electrospray” (ESI) e a “ionizagdo quimica a pressao atmosférica” (APCI). Os
espectrdbmetros de massas podem possuir apenas um analisador de massas, como um
quadrupolo simples, ou sequencial, também referido como em tandem, (MS/MS), como um
triplo quadrupolo, quando se associam dois analisadores de massas. Neste caso, é possivel
fragmentar o ion precursor em uma célula de colisdo localizada antes do segundo analisador
de massas. Dessa forma, o monitoramento das transi¢des de massa (ion precursor — ion
produto), geralmente especificas para cada analito, possibilita a analise com elevada
seletividade, uma vez que é possivel obter um cromatograma para cada transicdo de massa.

Os detectores de condutividade tém aplicacdo na cromatografia de troca ibnica e medem a

condutividade da fase moével continuamente, qgue é modificada na presenca de analitos na
célula de fluxo.

Atualmente, sistemas de coleta de dados modernos estdo disponiveis com as funcdes de
receber e armazenar os sinais provenientes do detector e, posteriormente, proporcionar o
manejo dessas informacdes, gerando os cromatogramas com os dados de area e altura do
pico, identificacdo da amostra, métodos, entre outras. As informagdes também podem ser
coletadas em sistemas simples de gravacédo de dados, como registradores, para a garantia da
integridade dos dados gerados.

PROCEDIMENTO



O comprimento e o didmetro interno da coluna, o tipo e o tamanho das particulas da fase
estacionaria, a temperatura de operagdo, a composicdo e a vazao da fase mével e o tipo de
deteccéo séo descritos nas monografias individuais.

A composicdo da fase moével tem influéncia significativa na eficiéncia cromatogréfica e na
separacdo das substéncias presentes na solucdo a ser analisada. Para uma andlise
quantitativa precisa, reagentes de elevado grau de pureza ou solventes orgénicos de pureza
cromatografica devem ser utilizados. A agua, de qualidade adequada, deve apresentar baixa
condutividade e baixa absorcéo no ultravioleta. Na cromatografia de particdo, o coeficiente de
particdo e, consequentemente, a separacdo podem ser modificados pela adicdo de outro
solvente a fase movel. Na cromatografia de troca-ibnica, a retencéo das substancias é afetada
pelo pH, pela forca ibnica e por outras modificag6es na composi¢éo da fase movel. A técnica de
modificar continuamente a composicdo dos solventes da fase movel durante a corrida
cromatografica € denominada de eluicdo em gradiente, e é aplicada para separar misturas
complexas de substancias com diferentes fatores de reten¢céo. Entretanto, detectores que sdo
sensiveis a modificacdes na composicdo da fase mével, como os refratbmetros, tém sua
utilizacéo limitada com a técnica de eluicdo em gradiente.

O detector deve apresentar uma ampla faixa linear e as substancias a serem analisadas devem
estar separadas de qualquer interferente. A faixa linear para uma substancia é aquela na qual a
resposta do detector é diretamente proporcional a sua concentragéo.

5.2.17.4.1 CROMATOGRAFIA DE [ONS

A cromatografia de ions refere-se ao método de separacdo e determinacdo de ions utilizando
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE). Esta técnica € baseada em um processo de
separacdo dos componentes da amostra entre duas fases: fase movel e fase estacionaria. O
processo de separacado é resultante de interagcdes especificas entre as espécies presentes na
amostra em ambas as fases. O mecanismo de interacdo com a fase estacionéaria é a troca
ibnica, onde as colunas utilizadas s&do constituidas por um grupo funcional carregado,
geralmente SOs, COO-, NHs*, NR3* ligado a uma matriz polimérica, como silica ou copolimero
do tipo poliestireno-divinilbenzeno. A fase mével também contém espécies ibnicas, ocorrendo,
desta forma, uma competicdo entre a distribuicdo das espécies presentes na amostra entre a
fase movel e a fase estacionéaria. Para cada ion, o processo de troca é caracterizado pelo
equilibrio de distribuicdo entre a fase mével e a fase estacionaria.

Os trocadores utilizados podem ser classificados em fortes, médios e fracos, dependendo do
grupo funcional ligado a matriz polimérica. Os trocadores i6nicos fortes sdo aqueles que se
ionizam completamente em uma ampla faixa de pH, como o grupo sulfénico e o amdnio
guaternario. O grau de dissociacdo dos trocadores idnicos fracos e médios é dependente do
pH e, desta forma, a capacidade destes trocadores varia em fun¢do do pH. Pode-se citar como
exemplo, o grupo acido carboxilico e poliamina.

Esta técnica permite que a condutividade elétrica seja usada para a deteccao e a determinagéo
guantitativa dos ions em solugéo, apos a separagdo. Geralmente, a cromatografia de ions com
coluna de troca anidnica e detector por condutividade pode ser utilizada para a determinacdo
dos ions F, CI, Br, SO4%, PO, I, entre outros. Em virtude da condutividade elétrica ser uma
propriedade comum a todas as espécies ibnicas em solucéo, o detector por condutividade tem
a capacidade de monitorar todas as espécies idnicas. Um dos problemas que podem ocorrer
na utilizacdo da condutividade elétrica para quantificar as espécies ibnicas eluidas pode ser
causado pela alta condutividade dos ions presentes na fase maovel, principalmente devido ao
ion sédio, impossibilitando a quantificacdo de outros ions. Este problema é superado com o
uso de um supressor do eluente, posicionado apos a coluna de separacdo, onde ocorre a
conversdo dos ions do eluente em espécies que contribuam para uma condutancia baixa ou
nula. O &cido carbdnico, resultante da troca catiénica, é fracamente dissociado, possuindo uma
baixa condutividade (sinal de condutividade da linha base € menos significativo). Desta forma,
a sensibilidade, para a determinagdo de anions, pode ser aumentada significativamente, em
um fator de 10 vezes ou superior, quando sdo utilizados supressores.



Um equipamento de cromatografia de ions consiste, basicamente, no mesmo sistema utilizado
para CLAE. Este sistema consiste em uma bomba de alta propulsdo, uma valvula de injecao
com alca de amostragem adequada, coluna de separacéo (para a separacdo de anions deve
ser utilizada uma coluna de troca anidnica), uma pos-coluna, caso necessario, para conversao
dos ions do eluente em espécies com menor condutividade e um detector de condutividade.

PROCEDIMENTO

Para operar o cromatégrafo de ions, recomenda-se seguir as instru¢cdes do fabricante. As
determinacdes quantitativas séo feitas por comparacédo com solucdes de referéncia, contendo
concentracdes conhecidas do analito.

Fase movel: preparar a fase moével de acordo com as especificagdes recomendadas pelo
fabricante da coluna de troca anidnica utilizada. Recomenda-se a utilizacdo de fase madvel
composta por uma mistura de carbonato e bicarbonato de sédio (Na2COs/NaHCOs3), na faixa de
concentracdo de 1,0 a 4 mmol/L, dependendo da coluna utilizada. Utilizar a vazao da fase
movel recomendada pelo fabricante do equipamento e de acordo com as dimensdes da coluna
de troca ibnica utilizada. Durante as andlises utilizando a detec¢do por condutividade,
regenerar a coluna de supresséo quimica, conforme recomendacao do fabricante. Recomenda-
se a utilizacdo de H2S0O4 0,005 M e posterior lavagem com agua purificada.

Calibracao: preparar solucdes de referéncia da substéncia a ser determinada, abrangendo a
faixa de concentracdo recomendada pelo fabricante do equipamento para o analito em andlise
e injetar, separadamente, cada solucdo de referéncia no equipamento, utilizando alga de
amostragem adequada. Recomenda-se o uso de alga de amostragem de 20 pL a 100 pL.
Registrar os cromatogramas e integrar 0s sinais em area ou em altura do pico. Em seguida,
tracar a curva de calibracdo. Preparar a solucdo da amostra conforme indicado na monografia,
ajustando sua concentracdo para que esta fique situada dentro da faixa de concentracdo das
solugbes de referéncia. Injetar a amostra no cromatografo, registrar a leitura e repetir esta
sequéncia trés vezes, adotando a média das trés leituras ou conforme especificado na
monografia individual. Determinar a concentracdo do analito pela curva de calibragdo. Caso
seja feita a determinag&o simultanea de varios anions, podem ser feitas solugbes de referéncia
contendo todos os analitos.

5.2.17.5 CROMATOGRAFIA A GAS

A cromatografia a gas (CG) é uma técnica de separac¢do cromatografica baseada na diferenca
de distribuicdo de espécies de uma mistura entre duas fases ndo misciveis, na qual a fase
movel é um gas de arraste que se move através da fase estacionaria contida em uma coluna. A
CG é baseada no mecanismo de adsorcao, distribuicio de massa ou exclus&o por tamanho. E
aplicavel as substancias e seus derivados que se volatilizam nas temperaturas empregadas, e
é utilizada para identificacéo, teste de pureza e determinacao quantitativa.

Quando um constituinte vaporizado é conduzido pelo gas de arraste para dentro da coluna, ele
€ particionado entre a fase movel gasosa e a fase estacionaria por um processo de distribuicao
contracorrente dindmico, apresentando uma retencdo maior ou menor devido a fenémenos de
sorcdo e dessorcao sobre a fase estacionaria.

EQUIPAMENTO

O equipamento consiste em uma fonte de gas de arraste e um controlador de fluxo, uma
camara de injecao, uma coluna cromatogréfica contida em um forno, um detector e um sistema
de aquisicdo de dados (ou um integrador ou registrador). O gas de arraste passa pela coluna
com fluxo e presséo controlados e segue diretamente para o detector.

O injetor, a coluna e o detector apresentam temperatura controlada. A cromatografia se realiza
a temperatura constante ou se utilizando um programa de temperatura adequado. As
substancias a serem separadas por cromatografia, tanto em solucdo como gases, séo
injetadas, entrando em contato com o gas de arraste na camara de injecao. Dependendo da
configuracdo do equipamento, a mistura a ser analisada deve ser injetada diretamente na



coluna ou deve ser vaporizada na camara de injecdo e misturada no gas de arraste antes de
entrar na coluna.

Uma vez na coluna, os constituintes da mistura séo separados em funcdo de seus diferentes
indices de retencéo linear, os quais sdo dependentes da pressdo de vapor e do grau de
interacdo com a fase estacionaria. O indice de retencdo, que define a resolucédo, o tempo de
retencdo e a eficiéncia da coluna em relacdo aos componentes da mistura, também é
temperatura-dependente. O uso de programas de temperatura para o forno onde esta a coluna
apresenta uma vantagem na eficiéncia de separacdo dos compostos que se comportam

diferentemente na pressao de vapor.

Os compostos saem separados da coluna, passando por um detector, que fornece uma
resposta relacionada a quantidade de cada composto presente. O tipo de detector a ser
utilizado depende da natureza das substancias a serem analisadas e é especificado em cada
monografia. Os detectores sdo aquecidos para evitar a condensacdo dos compostos eluidos. A
saida do detector € dada em funcdo do tempo de retengcdo, gerando um cromatograma, que
consiste em uma série de picos no eixo do tempo. Cada pico representa uma substancia da
mistura vaporizada, embora alguns picos possam sair sobrepostos. O tempo de elui¢cdo é
caracteristico de uma substancia individual e a resposta do instrumento, medida como a area
do pico ou a altura do pico, é funcdo da quantidade da substancia vaporizada presente na
mistura injetada.

Injetores

Injecbes diretas de solucbes € o modo usual de inje¢cdo, a menos que seja indicado
diferentemente na monografia. A injecdo pode ser realizada diretamente na cabeca da coluna
utilizando uma seringa ou uma valvula de inje¢cdo, ou em uma camara de vaporizagdo que
pode estar equipada com um divisor de fluxo. A quantidade de amostra que pode ser injetada
em uma coluna capilar sem satura-la € menor quando comparada a quantidade que pode ser
injetada em colunas empacotadas. Colunas capilares, portanto, frequentemente séo utilizadas
com injetores capazes de dividir a amostra em duas fragbes (modo split), uma menor, que entra
na coluna, e outra maior, que é descartada. Esses injetores podem ser utilizados sem divisor
de amostra (modo splitless) para analises de componentes em menor quantidade ou em
tracos.

As injecdes da fase de vapor podem ser efetuadas por sistema de injecdo em espago
confinado (headspace) estético ou dindmico.

Sistema de injecdo em espaco confinado dindmico (purge and trap) inclui um dispositivo de
concentracdo, por onde as substancias volateis da solugdo sdo arrastadas até uma coluna
adsorvente, mantida a baixa temperatura, onde sédo adsorvidas. As substancias retidas sao
entdo dessorvidas na fase movel por aquecimento rapido da coluna adsorvente.

Sistema de injecdo em espaco confinado estatico inclui uma camara de aquecimento das
amostras, termostaticamente controlada, na qual se colocam frascos (vials) fechados onde
amostras soélidas ou liquidas s&o colocadas por um periodo de tempo determinado, para
possibilitar que os componentes volateis das amostras atinjam o equilibrio entre a fase nao
gasosa e a fase de vapor. Depois de estabelecido o equilibrio, uma quantidade predeterminada
do espaco confinado do frasco é injetada no cromatografo.

Fases estacionérias
As fases estacionarias estdo contidas em colunas, que podem ser:

* uma coluna capilar de silica fundida cuja parede esta revestida com a fase
estacionaria;

» uma coluna empacotada com particulas inertes impregnadas com a fase estacionaria;
* uma coluna empacotada com a fase estacionaria sélida.



As colunas capilares, usualmente feitas de silica fundida, possuem um diametro interno (&) de
0,10 mm a 0,53 mm e um comprimento de 5 m a 60 m. A fase liquida ou estacionaria, que pode
estar quimicamente ligada a superficie interna, € um filme de 0,1 ym a 5,0 ym de espessura,
embora fases estacionarias nao polares possam atingir espessuras superiores.

As colunas empacotadas, de vidro ou metalicas, possuem comprimento de 1 m a 3 m, com um
didmetro interno de 2 mm a 4 mm. As fases estacionarias consistem, geralmente, de polimeros
porosos ou suportes sélidos impregnados com a fase liquida chegando a, aproximadamente,
5% (p/p). Colunas de alta capacidade, com a fase liquida chegando a, aproximadamente, 20%
(p/p), séo utilizadas para uma ampla faixa de substancias e para a determinacdo de
substancias com baixa massa molecular, como a agua. A capacidade requerida influencia a
escolha do suporte sdélido.

Os suportes para analise de compostos polares em colunas empacotadas com uma fase
estacionaria de baixa polaridade e baixa capacidade devem ser inertes para evitar um
excessivo prolongamento dos picos. A reatividade dos materiais de suporte pode ser reduzida
por silanizacdo antes do preenchimento com a fase liquida. Geralmente se utiliza terra de
diatomaceas lavadas com acido e calcinadas. Os materiais estdo disponiveis em diversos
tamanhos de particula, sendo as particulas mais comumente utilizadas de 150 um a 180 ym
(80 mesh a 100 mesh) e de 125 ym a 150 ym (100 mesh a 120 mesh).

Fases méveis

O suprimento do gas de arraste pode ser obtido a partir de um cilindro de alta pressé@o ou por
um gerador de gas de alta pureza. Em ambos os casos, 0 gas passa por uma vélvula de
reducdo de presséo e o fluxo € medido para, entdo, entrar na camara de inje¢do e na coluna. O
tempo de retencao e a eficiéncia do pico dependem da qualidade do gés de arraste; o tempo
de retenc¢do é diretamente proporcional ao comprimento da coluna e a resolucéo é proporcional
a raiz quadrada do comprimento da coluna. Para colunas empacotadas, a média de fluxo do
gas carreador é usualmente expressa em mililitros por minuto, a pressao atmosférica e a
temperatura ambiente. O fluxo médio é medido na saida do detector, ou com um dispositivo
mecanico calibrado ou com um tubo de “borbulhamento”, enquanto a coluna esta na
temperatura de funcionamento. A velocidade linear do gas de arraste através da coluna
empacotada é inversamente proporcional a raiz quadrada do didmetro interno da coluna para
um dado volume de fluxo. Fluxos de 60 mL/minuto em uma coluna de 2 mm de diametro
interno e de 15 mL/minuto em uma coluna de 1 mm de didmetro interno, proporcionam
velocidades lineares idénticas e, com isso, tempos de retencdo similares. A menos que
especificado na monografia, a média de fluxo para colunas empacotadas € de,
aproximadamente, 30 a 60 mL/minuto. Para colunas capilares, a velocidade do fluxo linear é
usualmente utilizada ao invés da média de fluxo. Isso é determinado a partir do comprimento
da coluna e do tempo de retencéo de uma amostra de metano diluida, utilizando um detector
por ionizacdo de chama. Operando a altas temperaturas, existe pressdo de vapor suficiente
para que ocorra uma gradual perda da fase liquida, um processo chamado sangramento.

Hélio ou nitrogénio sdo, geralmente, empregados como gases de arraste para colunas
empacotadas, enquanto nitrogénio, hélio e hidrogénio sao utilizados para colunas capilares.

Detectores

Detectores por ionizagdo de chama s@o os mais utilizados, mas, dependendo da finalidade da
analise, outros detectores podem ser empregados, incluindo: condutividade térmica, captura de
elétrons, nitrogénio-foésforo, espectrometria de massas, espectrofotometria no infravermelho
com transformada de Fourier, entre outros. Para analises quantitativas, os detectores devem
apresentar uma ampla faixa dindmica linear: a resposta deve ser diretamente proporcional a
quantidade de substéncia presente no detector em uma ampla faixa de concentragdes.
Detectores por ionizacdo de chama apresentam uma ampla faixa linear e sdo sensiveis a
maioria dos compostos. A resposta dos detectores depende da estrutura e da concentracdo da
substancia e da média de fluxo da combustdo, do ar e do gas de arraste. A menos que
especificado de forma diferente na monografia, detectores por ionizacdo de chama operam



tanto com hélio quanto com nitrogénio como gas de arraste para colunas empacotadas, e com
hélio ou hidrogénio para colunas capilares.

Os detectores por condutividade térmica empregam fio de metal aquecido localizado na
corrente do gas de arraste. Quando um analito entra no detector com o gas de arraste, a
diferenca na condutividade térmica da corrente de gas de arraste (gas e componentes da
amostra), relativo a um fluxo de referéncia do gas de arraste sem analito, € medido. Em geral,
detectores por condutividade térmica respondem uniformemente a substancias volateis sem
considerar sua estrutura; entretanto, sdo considerados menos sensiveis que o detector por
ionizacao de chama.

Detectores por ionizacdo de chama alcalina, também chamado NP ou detector nitrogénio-
fésforo, contém uma fonte termidnica, com um sal metal-alcali ou um elemento de vidro
contendo rubidio ou outro metal, que resulta numa eficiente ionizacédo de nitrogénio organico e

substancias contendo fésforo. E um detector seletivo que apresenta baixa resposta para
hidrocarbonetos.

Detectores por captura de elétrons contém uma fonte radioativa de radiagdo ionizante. Exibem
uma resposta extremamente alta a compostos halogenados e a grupo nitro, mas pouca
resposta a hidrocarbonetos. A sensibilidade aumenta com o nimero e a massa atdbmica de
atomos de halogénio.

Dispositivos para tratamento de dados

Estacfes de tratamento de dados conectadas na saida dos detectores calculam a area e a
altura dos picos, e apresentam os cromatogramas completos contendo os parametros da
corrida e os dados dos picos. Os dados dos cromatogramas podem ser armazenados e
reprocessados por integracdo eletrénica ou outro tipo de calculo que seja necessario. Essas
estacdes de tratamento de dados sdo utilizadas também para programar as corridas
cromatograficas.

PROCEDIMENTO

Colunas empacotadas e capilares devem ser condicionadas antes do uso até que a linha de
base esteja estavel. Isso deve ser realizado operando a uma temperatura acima da
especificada pelo método ou por repetidas injecdes do composto ou da mistura a ser separada
por cromatografia. O fabricante da coluna geralmente fornece instrucdes para o adequado
procedimento de condicionamento da coluna. Em caso de polisiloxanos metil e fenil
substituidos termicamente estaveis, uma sequéncia especial aumenta a eficiéncia e a
inatividade: manter a coluna a temperatura de 250 °C por uma hora, com fluxo de gas hélio,
para remover o oxigénio e solvente. Para o fluxo de hélio, aquecer até 340 °C por quatro horas,
e entdo reduzir o aquecimento até temperatura de 250 °C, e condicionar com fluxo de hélio até
a estabilidade da linha de base.

ApOs o procedimento de condicionamento, equilibrar a coluna, o injetor e o detector as
temperaturas e fluxo dos gases especificados na monografia até a obtencdo de uma linha de
base estavel. Preparar a(s) solucdo(6es) amostra e padrdo como descrito. As solu¢des devem
estar isentas de particulas sélidas.

Muitos farmacos sao moléculas polares reativas. Nesse caso, pode ser necessaria a conversao
desses a derivados menos polares e mais volateis, por tratamento dos grupos reativos com
reagentes apropriados.

Os ensaios requerem compara¢ao quantitativa de um cromatograma com outro. A maior fonte
de erro é a falta de reprodutibilidade da quantidade de amostra injetada, notadamente quando
injegBes manuais sdo realizadas com o auxilio de uma seringa. Os efeitos de variabilidade
podem ser minimizados pela adicdo de um padrdo interno, uma substancia nao interferente
adicionada na mesma concentracdo nas solu¢cdes amostra e padrdo. A razdo da resposta do
pico do analito em relacdo a resposta do pico do padrdo interno é comparada entre os
cromatogramas da amostra e do padrdo. Quando o padrdo interno é quimicamente similar a



substancia a ser analisada, existe também uma compensacédo para variagdes menores na
coluna e nas caracteristicas do detector. Em alguns casos, o padrdo interno pode ser utilizado
durante a preparacdo da amostra, antes da andlise cromatografica, para controlar outros
aspectos quantitativos do ensaio. Injetores automaticos aumentam a reprodutibilidade das
injecBes das amostras e reduzem a necessidade de utilizagéo de padrbes internos.

5.2.17.5.1 CROMATOGRAFIA A GAS EM ESPACO CONFINADO (headspace)

A cromatografia a gas em espaco confinado (headspace) € uma técnica particularmente
adequada para a separacdo e a determinacdo de compostos volateis presentes em amostras
sdlidas e liquidas. Esse método estd baseado na analise de uma fase de vapor em equilibrio
com uma fase sdélida ou liquida.

EQUIPAMENTO

O equipamento consta de um cromatografo a gas ao qual se adapta um dispositivo para a
introducdo da amostra, que pode estar conectado a um mdédulo de programacéo que controla
automaticamente a pressao e a temperatura. Se for necessario, pode-se acoplar um dispositivo
de eliminagéo de solventes. A amostra a ser analisada € introduzida em um frasco provido de
um obturador adequado, que o fecha, e de um sistema de valvulas, que permite a entrada de
um gas de arraste. O frasco é colocado em uma camara termostatizada a determinada
temperatura para a amostra ser examinada. A amostra é deixada nesta temperatura por tempo
suficiente para permitir que se estabelecga o equilibrio entre a fase sélida ou a fase liquida e a
fase gasosa. O gas de arraste é introduzido no frasco e, depois de determinado tempo, uma
valvula é aberta para permitir que o gas se expanda até a coluna cromatogréfica, arrastando os
componentes volateis.

Ao invés de utilizar um cromatografo especialmente adaptado para a introducdo das amostras,
também podem-se utilizar seringas herméticas e um cromatografo convencional. Neste caso, o
equilibrio entre as duas fases é conduzido em uma camara separada e a fase de vapor é
transferida para a coluna, tomando as precau¢des necessarias para evitar qualquer
modificacédo do equilibrio.

PROCEDIMENTO

Ajustar as condi¢cBes de trabalho do equipamento a fim de obter uma resposta satisfatoria,
utilizando as solu¢des de referéncia.

Calibracéo direta

Introduzir, separadamente, em frascos idénticos, a preparacdo a ser examinada e cada uma
das solucdes de referéncia, segundo as condi¢cbes descritas na monografia e evitando o
contato entre a amostra e o dispositivo de injecdo. Fechar hermeticamente os frascos e
introduzi-los na cAmara termostatizada a temperatura e presséo descritas na monografia. Apés
se atingir o equilibrio, proceder a analise cromatografica nas condi¢cdes descritas.

Adicéo de padréo

Adicionar volumes iguais das solu¢Bes a serem analisadas em uma série de frascos idénticos.
Adicionar a todos os frascos, exceto a um deles, quantidades crescentes de uma solug¢édo do
padrdo de referéncia da substancia a ser analisada de concentragdo conhecida. Deste modo,
se obtém uma série de preparagdes contendo quantidades crescentes de determinada
substancia. Fechar hermeticamente os frascos e introduzi-los na cémara termostatizada,
segundo condi¢cdes de temperatura e pressao descritas na monografia. Apds se alcancar o
equilibrio, proceder a analise cromatografica nas condi¢des descritas.



