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OTIMIZACAO DO CALCULO DE RESOLUCAO EM
CROMATOGRAFIA

RESUMO

Na cromatografia, o calculo de resolugdo ¢ amplamente difundido e os resultados numéricos
gerados sdo facilmente interpretados e associados ao grau de separagdo dos picos. Este calculo
pode ser realizado com diversas equacdes descritas na literatura. Entretanto, quase sempre as
equagoes utilizadas sdao idealizadas para picos simétricos. Em analises cromatograficas
geralmente os picos quantificados sdo bastante simétricos, mas com a necessidade de
quantifica¢do de impurezas em niveis extremamente baixos, o pico do componente majoritario
€ muito grande e assimétrico. Nesses casos, como o componente majoritario nao € quantificado,
algumas vezes a assimetria deste pico ¢ negligenciada. O problema ¢ que ao utilizar as equagdes
convencionais de resolucdo entre impurezas e este pico majoritario assimétrico, os resultados
geralmente sdo infiéis a real separacdo. Duas propostas de equagdes aplicaveis a picos
simétricos e assimétricos sdo propostas e evidenciam resultados mais confiaveis para a
resolugdo de picos assimétricos. Sao apresentados cromatogramas com resultados mais reais de
resolucao com as formulas propostas em relagdo as formulas convencionais. As duas equagdes
propostas geram valores de resolugdo coerentes a separagao dos picos simétricos e assimétricos,

enquanto as equacdes convencionais geram valores incoerentes para picos assimétricos.

Palavras-chave: resolucao; resolugcdo cromatografica; picos assimétricos.



OPTIMIZATION OF THE RESOLUTION CALCULATION IN
CHROMATOGRAPHY

ABSTRACT

In chromatography, the resolution calculation is widely diffused and the numerical results
generated are easily interpreted and associated with the separation degree of the peaks. This
calculation can be performed with several equations described in the literature. However,
almost always the equations used are idealized for symmetric peaks. In chromatographic
analyzes generally the quantified peaks are quite symmetrical, but with the need to quantify
impurities at extremely low levels, the peak of the major component is very large and
asymmetrical. In these cases, since the major component is not quantified, sometimes the
asymmetry of this peak is neglected. The problem is that by using the conventional equations
of resolution between impurities and this asymmetric major peak, the results are generally
unfaithful to the actual separation. Two proposed equations for symmetric and asymmetric
peaks are proposed and show more reliable results for the resolution of asymmetric peaks.
Chromatograms with more real resolution results with the formulas proposed are presented in
relation to conventional formulas. The two proposed equations generate resolution values
consistent with the separation of symmetric and asymmetric peaks, while conventional

equations generate incoherent values for asymmetric peaks.

Keywords: resolution; chromatographic resolution; asymmetrical peaks.
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1 INTRODUCAO

A cromatografia, como técnica instrumental analitica, utiliza-se de detectores que
possuem a func¢do de registrar o sinal analitico ao longo do tempo gerando o que ¢ conhecido
como cromatograma. Em tal cromatograma, idealmente, cada pico representa um componente
da mistura analisada. Para avaliar a eficiéncia da separacdo entre dois picos a forma mais
difundida ¢ a partir do calculo de resolugdo (Rs). Existem diferentes equacdes descritas para
fim de célculo de resolucao cromatografica, mas as equagdes geralmente utilizadas pressupdem
picos com formato gaussiano, minimamente totalmente  simétricos.(IUPAC,

2014)(CHROMACADEMY, 2014)

Com a evolugdo das técnicas instrumentais, aumentou também a importancia da
quantificagdo de impurezas em niveis cada vez menores. Com isso, muitas analises
cromatograficas utilizam solucdes teste em concentragdes elevadas. Desta forma, o sinal
analitico das impurezas a serem quantificadas apresentam intensidade quantificavel, porém o
sinal do componente principal pode ser demasiadamente grande. Assim, o pico referente a
substancia majoritdria muitas vezes se apresenta deformado, assimétrico e/ou acima do limite
maximo quantificavel do detector. Apesar disso, muitas vezes as caracteristicas do pico
principal sdo negligencidveis, ja que os picos de interesse nesse caso sdo os das impurezas
presentes com boa simetria. Logo, para muitas avaliagdes o formato do pico principal se torna
irrelevante quando as analises se destinam a quantificagdo de impurezas. (KUMAR; XAVIER;

RAMYA, 2019),(SOMAN; QIU; CHAN, 2008)(ICH, 2017)

Durante a validacdo de um método analitico deve ser demonstrada a seletividade do
método. Para isso uma das principais avaliacdes ¢ a resolug¢do entre os picos separados pelo
método. Ao avaliar a resolugdo entre o pico do componente principal € uma impureza se torna
primordial a averiguagdo da simetria destes picos. Neste momento deve ser avaliado se os
calculos de resolucao utilizados pressupondo picos minimamente simétricos sao aplicaveis aos

picos presentes no cromatograma. (FDA, 2015), (ANVISA, 2017) (ANVISA, 2015a),

Muitos resultados gerados pelas industrias sdo reportados sem a consideragdo da
correlacdo entre o calculo de resolugdo e o formato dos picos. Uma questdo agravante € o fato
de que ha programas de aquisi¢ao e tratamento de dados cromatograficos s6 possuem equagdes
de resolucgdo pressupondo picos simétricos. Nestes casos, mesmo que seja constatada a falta de

simetria para um pico, a resolugdo calculada ird considerar o pico simétrico.



Diversos orgdos regulamentadores determinam como imprescindivel a avaliagdo da
resolucdo, mas a mesma importancia ndo ¢ dada aos fatores que podem impactar nos resultados
de resolu¢dao incoerentes. Em alguns casos alguns dos fatores sdo elencados, mas sem
justificativa ou opg¢des de contorno dos impactos gerados pelo calculo inconsistente. (FDA,

2015), (ANVISA, 2017), (ANVISA, 2015a)

No Brasil, o Guia n° 4, versao 1, de 04 de dezembro de 2015 expde o entendimento da
ANVISA para o melhor atendimento da RDC n° 53, de 4 de dezembro de 2015. Neste guia ha
a recomendagdo de avaliar alguns parametros cromatograficos durante o estudo do perfil de
degradacdo de uma substancia. Dentre os pardmetros sdo citados a resolugdo e a assimetria.
Nao constam especificagdes para tais pardmetros e geralmente a assimetria do pico ndo ¢

considerada na avaliagdo da resolucao entre os picos. (ANVISA, 2015b), (ANVISA, 2015a)

Nesse contexto, dependendo da equagdo adotada, o resultado do calculo de resolucao
pode ser um valor que nao representa a real separacao entre dois picos, podendo superestimar

ou subestimar a separagao obtida pelo método.

A resolucao cromatografica ¢ um dos parametros mais relevantes. Entretanto, pouco, se
discute sobre a aplicabilidade da forma convencional de calcular a resolucdo cromatografica.
Desta forma, ndo raro os resultados de resolu¢do sdo inconsistentes com o real grau de

separacdo entre os picos cromatograficos.

Nas ultimas décadas houve grande evolucdo nos sistemas cromatograficos que
permitiram um avango no tocante a quantificagdo de impurezas. Em tais aplicagdes geralmente
os cromatogramas possuem picos de magnitudes e simetrias muito diferentes, tornando de
extrema importancia a consideracdo do perfil cromatografico quando se calcula a resolucao

entre picos.(ICH, 2017)(ICH, 2006a)(ICH, 2006b)

Esse trabalho tem por objetivo demonstrar casos em que o céalculo de resolu¢ao mais
difundido ndo ¢ aplicavel, comprovando matematicamente e propondo alternativas mais fiéis

para calcular a resolucao cromatografica.

1.1 CROMATOGRAFIA

A cromatografia ¢ uma técnica de separagao na qual os componentes de uma mistura

sdo distribuidos entre duas fases: uma fixa e de grande area superficial denominada fase
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estaciondria e outra denominada fase mével, composta por um fluido que percola através da
fase estacionaria. A técnica explora diferentes propriedades das diferentes substancias em uma
mistura, como polaridade, hidrofilicidade, carga, tamanho de particula e interagdes

intermoleculares.(LANCAS, 2018) (TSWETT, 1903)(ETTRE, 2003)

O desenvolvimento da técnica ¢ atribuido ao botanico Mikhael Tswett por realizar a
separacao de pigmentos presentes em extratos de plantas no inicio do século XX. Para isso ele
utilizou um tubo recheado com carbonato de calcio. Apesar de outros pesquisadores realizarem
experimentos semelhantes, Tswett foi o primeiro a interpretar € compreender o processo
cromatografico da forma que ¢ entendido hoje para entdo descrever o fendmeno responsavel
pelo movimento das zonas coloridas dentro do tubo de vidro.(LANCAS, 2018) (TSWETT,
1903)(ETTRE, 2003)

ApoOs uma mistura ser separada, geralmente as substancias passam por um detector que
gera um sinal analitico para cada componente. Nesta técnica o resultado da anélise ¢ um
cromatograma, no qual os sinais analiticos dos analitos passando pela cela de detecgdo sdo
representados por picos. A eficiéncia da separagdo entre os picos esta relacionada com a
confiabilidade da medida. Esta separagdo permite avaliar se cada pico estd sofrendo
interferéncia por outros picos adjacentes. Para avaliar o grau de separagdo entre dois picos

comumente utilizasse a resolucao entre dois picos.

1.2 FATORES DE SIMETRIA E DE ASSIMETRIA DO PICO

A falta de simetria de um pico pode destruir a separacdo dele em relagdo a outro pico,
reduzindo a seletividade do método, além de diminuir a sensibilidade quando o pico fica baixo

e largo.(DOLAN, 2004)

O fator de simetria (As) de um pico também € conhecido como fator de cauda. Para

compreensdo deste parametro deve ser considerada a Figura 1:



=

peak rnaximumj

Figura 1 - Pico cromatografico assimétrico.(USP 41-NF 36, 2018)

Na figura apresentada o pico possui altura 4. A 5% da altura do pico (ou seja, a 0,05h)

a largura medida € Wy, 95 e a porcao inicial do pico € f (front).(USP 41-NF 36, 2018)

Pela definicao da United States Pharmacopeia (USP) e de diversas outras referéncias o
fator de simetria pode ser calculado da seguinte forma: (LANCAS, 2018)(USP 41-NF 36,
2018)(SNYDER et al, 1988)

w
As = Zo,fos Equacdo 1

Quanto maior este valor, mais cauda tem o pico. Por isso também ¢ chamado de fator
de cauda. Um fator de simetria igual a 1 indica um pico perfeitamente simétrico, enquanto

valores menores que 1 indicam picos assimétricos.

Comumente utilizado, existe também o fator de assimetria (Aas), com 0 mesmo
proposito do Fator de Simetria (As): quantificar o quanto um pico ¢ simétrico. O Fator de

Assimetria ¢ definido pela seguinte equacdo: (LANCAS, 2018)(USP 41-NF 36, 2018)

74 —
Ay = (Wo,10—f0,10) Equacio 2
fo10
Nesta equagdo wy, ;0 € a largura do pico a medida a 10% da altura do mesmo e fy,70 € 0

intervalo de tempo entre o inicio do pico e seu tempo de retencdo, também medido a 10% da

altura do pico. Os resultados gerados pelo fator de simetria e de assimetria sdo um pouco



diferentes quando o pico ¢ pouco simétrico. Contudo, a USP propde na nota numero 2 do

capitulo 621 que sempre seja utilizado o fator de simetria (As).(USP 41-NF 36, 2018)

Snyder et al (1997) apresentam uma comparagdo entre os resultados do fator de
assimetria do pico e fator de simetria do pico, em diferentes condi¢des cromatograficas,
chamados de peak assymetry factor e de peak tailing factor, respectivamente. Os resultados
numéricos para um pico simétrico sao iguais, mas para um pico assimétrico sao numericamente
diferentes. Segundo os autores, um resultado de até 1,2 para o fator de assimetria (Aas) pode ser
considerado aceitavel. Por outro lado, o Reviewer Guidance Validation of Chromatographic
Methods (1994), do FDA, recomenda um fator de cauda (As) de no maximo 2.(SNYDER et al,
1988)(DOLAN, 2002)(FDA, 2015)

As especificagdes maximas de fator de simetria ou fator de assimetria tem grandes
impactos no célculo de diversos parametros cromatograficos, em especial, na resolucao

cromatografica.

1.3 RESOLUCAO

Em cromatografia o calculo de resolug¢ao pode ser representado de forma simples pela
distancia entre os picos dividida pela largura média dos picos. A figura abaixo mostra as

dimensdes consideradas no célculo de resolucao.(USP 41-NF 36, 2018)
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Figura 2 — Cromatograma da separagdo de dois picos.(USP 41-NF 36, 2018)

O célculo de resolucao mais simples estd representado na equagao 3, a seguir. Neste

caso, normalmente a largura do pico na base ¢ dada pela intersecdo da linha de base e as retas



tangentes aos pontos de inflexdo em ambos os lados do pico, como foi representado na Figura

2.(CHROMACADEMY, 2014)(LANCAS, 2018)(USP 41-NF 36, 2018)

R, = (tr2—tRr1) Equagdo 3
(W1+W32)

Como pode ser verificado na Figura 2, tz> e fz; sdo respectivamente os tempos de
retencao dos picos 2 e 1, enquanto w; € w> sdo respectivamente as larguras na base dos picos 1
e 2. Nesta equacao a diferenca entre os tempos de reten¢ao ¢ determinada pelos apices dos
picos. Deste modo, um par de picos pode ter diferentes resultados de resolucdo somente pelo
formato dos picos. O calculo seguindo essa formula ¢ destinado a picos simétricos e, quando

aplicado a picos nao simétricos, seus resultados podem nao ser confiaveis. (USP 41-NF 36,

2018)(DOLAN, 2002)(COLLINS et al, 2006)

Picos mal resolvidos nao podem ser medidos em suas bases e, mesmo quando estdo bem
resolvidos, pode ser dificil determinar onde um pico realmente comeca ou termina.
Alternativamente a resolugao pode ser calculada utilizando as larguras dos picos a meia altura
(na metade da altura do pico). Para cromatogramas gerados a partir de softwares de aquisi¢cao
de dados ¢ mais indicado calcular a resolugdo a partir da férmula apresentada na equagao 4.

_ 2 (trz—tr1)
S L7 (Whyz1+Whyz 2)

Equacao 4

Exemplificando o impacto somente da simetria dos picos, um par de picos pode ser
avaliado em diferentes situacdes de simetria dos picos. A figura abaixo mostra 3 pares de picos
com mesma separagdo visual utilizados por Song e Wong. Em cada caso somente o formato

dos picos muda e o impacto na resolucao ¢ evidente.(SONG; WANG, 2003)
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Figura 3 — Simulagdo de picos com mesma separagdo e diferentes simetrias.(SONG; WANG,
2003)

Como pode ser observado, os picos simulados podem gerar resultados diferentes quando
apresentam diferentes simetrias. Este célculo ¢ idealizado para picos simétricos, sendo

considerado correto o resultado de resolucdo igual a 1.

Em cromatografia sempre hé a busca por picos simétricos. Desta forma, em muitos casos
este calculo ¢ aplicavel, porém, nas ultimas décadas os desafios em cromatografia envolvem a
quantificagdo de impurezas em niveis extremamente baixos. Assim, muitas vezes um
cromatograma possui um pico principal referente a mais de 90% da composi¢do da mistura,

enquanto algumas impurezas podem ser controladas na ordem de 1 pg.g”', como no caso de
11



impurezas genotoxicas. Nesses casos, muitas vezes o pico do componente principal se apresenta
demasiadamente grande e assimétrico, enquanto as impurezas se apresentam em concentragoes
quantificdveis e como picos simétricos. Esse cendrio leva a uma primeira avaliacdo que
demonstra a irrelevancia da intensidade e da forma do pico principal, j& que este ndo ¢
quantificado por este método, mas sim as impurezas. Porém, durante a avalia¢ao da seletividade
do método, um dos parametros cromatograficos avaliados ¢ a resolugdo entre picos. Desta
forma, uma visdo mais cuidadosa demonstra que, apesar de o pico principal ndo ser
quantificado, ele serd utilizado para avaliar a resolucdo e sua assimetria ndo pode ser
negligenciada.(ANVISA, 2017)(ANVISA, 2015a)(ICH, 2017) (SCHOENMAKERS et al,
1988)(SNYDER et al, 1987)

Como em cromatografia buscam-se picos estreitos e finos, essa questao muitas vezes
foi deixada de lado ou subestimada. Para melhorar a simetria do pico principal, uma solugcao
teste menos concentrada poderia resolver o problema, mas para analise de impurezas, diminuir
a concentragdo pode significar perder a sensibilidade. Visto isso, algumas vezes ndo ha como
melhorar a simetria do pico principal. Fazendo-se necessaria uma abordagem considerando a
assimetria de tal pico, apesar de ele ndo ser o analito de interesse do método em

questao.(ANVISA, 2015b)(SNYDER et al, 1987)

Outro ponto importante € que o calculo de resolugao comumente utilizado nao apresenta
resultados factiveis quando dois picos simétricos, porém com areas muito

diferentes.(SCHOENMAKERS et al, 1988)

Schoenkamers et al (1988) propde uma alternativa, tanto para o calculo de resolucao
quando os picos sdo simétricos e muito diferentes em termos de area, quanto para o caso em

que um pico ¢ assimétrico.(SCHOENMAKERS et al, 1988)

1.3.1 Equacio de Schoekamers er al para resolucio de picos simétricos com grande
diferenca de area.

(tj—ti)\/ﬁ

R.:.. =
SIL 26+t [4+ 2 Tn(hi/hy)

Equagdo 5

Na qual, N ¢ o niimero de pratos teéricos do componente i, que ¢ igual ao niimero de
pratos tedricos do componente j. O tempo de retengao do primeiro componente (i) € t; € o tempo

de reten¢do do segundo componente (f) € ¢. A; e h; sdo as alturas dos picos i e j, respectivamente.

12



1.3.2 Equacio de Schoekamers ef al para resolucio de picos nio simétricos.

(-t
b; + a;

R

Equagao 6

Para esse calculo o pico assimétrico ¢ dividido em duas partes na posi¢ao do apice do
pico. A porgdo inicial do pico tem largura a, quando medida a 13,5% da altura do pico. A por¢ao
final do pico tem largura b, quando medida a 13,5% da altura do pico. A figura a seguir mostra

melhor essa divisdo.

'h=0.135 hi J

Figura 4 — Divisdo das duas regides de um pico assimétrico. A regido frontal (a) e a regido
caudal (b).

Essa abordagem ¢ bastante interessante por considerar somente o lado do pico que esté
proximo do outro pico, considerando a distancia entre a regido caudal do primeiro pico ¢ a
regido frontal do segundo pico. O que pode ter dificultado a difusdo deste modelo ¢ o fato de o
calculo ser realizado a 13,5% da altura dos picos. Desta forma, este e outros modelos gerados
ao longo do tempo necessitam de novos valores de referéncia que representem a separagao dos
picos. Nao ha constatagao do motivo para as equagdes propostas ndo vigorarem, mas o fato ¢
que ndo foram capazes de substituir a simplicidade ja arraigada dos valores de referéncia

largamente estabelecidos.

A fim de contornar de forma simples os problemas aqui discutidos, uma nova

abordagem serd apresentada.
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2 METODOLOGIA

2.1 COMPROVACAO MATEMATICA DOS PROBLEMAS DO CALCULO DE
RESOLUCAO ENVOLVENDO PICOS ASSIMETRICOS

O estudo inicialmente foi feito com cromatograma simulado para utilizar picos com
formatos, posicdes e larguras bem definidas, simplificando assim a utiliza¢do das equagdes, a
compreensdo dos problemas abordados e a constatacdo de que os problemas podem ser
contornados. Os resultados obtidos para picos simétricos e assimétricos sao demonstrados e
comparados. Posteriormente também foram comparados resultados utilizando cromatogramas

reais.

2.2 DEMONSTRACAO DE QUE NAO HA IMPACTO NO CALCULO DE
RESOLUCAO PARA PICOS SIMETRICOS

A comprovagao de que a proposta ndo impacta nos picos simétricos € feita comparando

os resultados com as férmulas propostas e diferentes equacdes quando os picos sdo simétricos.

2.3 DEMONSTRACAO DO IMPACTO NO CALCULO DE RESOLUCAO PARA
PICOS ASSIMETRICOS

A comprovacdo ¢ realizada demonstrando picos notoriamente separados ou
notoriamente coeluindo. Com isso as incoeréncias dos resultados envolvendo picos

assimétricos serao constatadas.

2.4 PROPOSTAS PARA O CALCULO DE RESOLUCAO

As propostas seguem os mesmos parametros dos célculos de resolucdo cléssicos,
apresentados nas equagdes 3 e 4. Porém, as propostas utilizam somente os lados relevante de

cada pico, que realmente pode afetar a resolucgao.

__ (tp2—tr1)

Primei ta:
rimeira proposta (c1+f2)

Equagao 7

R = (trz—tr1)

Segunda proposta: =
g prop 1,7 (c50%4 tf500%5)

Equacao 8

14



fs0%,

Figura 5 — Representacdo de dois picos adjacentes com a divisdo da frente do pico e da cauda.

Nas equacdes 7z; € tr2 sdo respectivamente o tempo de reten¢do do pico 1 e do pico 2.
As letras f'e ¢ sdo respectivamente a frente e a cauda do pico na base, a partir das tangentes dos
pontos de inflex@o, enquanto f509; € cs02 sdo respectivamente a frente e a cauda do pico medidos

a 50% da altura do pico. Os indices / e 2 indicam respectivamente os picos 1 e 2.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados gerados com os cromatogramas simulados e com o cromatograma real foram
avaliados e comparados. As equagdes convencionais € as equagdes propostas foram utilizadas

e os resultados sdo apresentados a seguir.

3.1 CROMATOGRAMA SIMULADO ENVOLVENDO PICOS SIMETRICOS E
ASSIMETRICOS

Utilizando um cromatograma simulado buscou-se simplificar os calculos e o

entendimento do que se discute.

1,8 ¢
I) 7,125
1,6
1,4
1,2
1
0,8
0,6

B
0,4 A 6,625

0,2 6,125 A A
0

02 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tempo de retenc¢do (minutos)

Absorvancia (UA)

8,625

0,4

6,125 6,625 8,625

Absorvancia (UA)

5/5 6 6,25 6,5 6,75 7 7,5 8 8,5 8,75 9
-0,1
Tempo de retencdo (minutos)

Figura 6 —I) Cromatograma simulado com picos simétricos € um pico marjoritario assimétrico.
1) Ampliagdo do cromatograma.

O cromatograma apresentado na Figura 6 simula uma analise de quantificagdo de
impurezas, no qual os picos referentes as impurezas A, B e D sdo pequenos, bem definidos e
com boa simetria (neste caso perfeitamente simétricos). Ja o pico C representa 0 componente
principal da amostra, com uma intensidade extremamente alta com fator de simetria igual a 6 €

fator de assimetria de 11.
16



Dois picos separados até a linha de base sdo picos com boa separagdo. Desta forma,

pode-se dizer que nenhum dos picos a seguir estd coeluindo. A distancia entre os picos A e B ¢

a mesma que entre os picos B e C. Logo, os dois casos possuem a mesma resolucdo teorica.

Pode-se perceber também que a resolucdo entre os picos D e C é menor que a resolucao entre

os picos C e B. Os dados cromatograficos estdo presentes na Tabela 1 que segue.

Tabela 1 — Dados cromatograficos do cromatograma apresentado na figura 6.

Altura da Dados
A (min) B (@min) C (min) D (min)
medicao cromatograficos
- Tempo de retencao 6,125 6,625 7,125 8,625
Tempo inicial 6,000 6,500 7,000 8,500
na base Tempo final 6,250 6,750 8,500 8,750
Largura 0,250 0,250 1,500 0,250
Tempo inicial 6,00625  6,50625 7,00625 8,50625
5% da altura Tempo final 6,24375  6,74375 8,43125 8,74375
Largura 0,23750  0,23750 1,42500 0,23750
Tempo inicial 6,0125 6,5125 7,0125 8,5125
10% da altura Tempo final 6,2375 6,7375 8,3625 8,7375
Largura 0,2250 0,2250 1,3500 0,2250
Tempo inicial 6,0625 6,5625 7,0625 8,5625
50% da altura Tempo final 6,1875 6,6875 7,8125 8,6875
Largura 0,1250 0,1250 0,7500 0,1250

A partir dos dados apresentados na tabela acima, foram calculadas as simetrias dos picos

e a resolucdo entre os mesmos. A resolucgao foi calculada utilizando as formulas convencionais

e as duas propostas. Os resultados sdao apresentados na Tabela 2:
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Tabela 2 — Comparacao dos resultados de resolugao.

Parametro (min) A B C D

Fator de simetria (5%) 1 1 6 1

Fator de assimetria (10%) 1 1 11 1
Resolucdo na base (convencional) - 2 0,571429 1,714286
Resolugao a 50% (convencional) - 2,352941 0,672269 2,016807

Resolugao na base (PROPOSTA 1) - 2 2 1
Resolugao a 50% (PROPOSTA 2) - 2,352941 2,352941 1,176471

Pode ser observado que para dois picos simétricos (A e B) o resultado de resolucdo
utilizando as formulas propostas sdo idénticos aos resultados utilizando as férmulas
convencionais, mostrando que ndo ha prejuizos em utilizar as equagdes propostas no lugar das

convencionais.

Quando um dos picos ¢ assimétrico (C) e o outro € simétrico (B), essa assimetria de um
dos picos ja gera distor¢des nos resultados dos célculos de resolugdo convencionais, com
resultados de 0,57 ¢ 0,67, que podem ser considerados ndo coerentes ja que a separagdo entre
os picos C e B ¢ evidente e igual a separagdo dos picos B e A. Ja os resultados obtidos pelas
formulas propostas para os picos C ¢ B sdo idénticos aos obtidos para os picos B ¢ A, como
esperado. Nesse sentido as equagdes propostas demonstram-se muito mais fiéis que as

convencionalmente utilizadas.

Ao avaliar a separacdo entre um pico simétrico (D) e um pico assimétrico (C) pode-se
perceber que a resolugdo deve ser inferior a resolucdo entre os picos C e B, mas os resultados
dos célculos convencionais expressam valores de resolugdo maior para o par de picos D e C em
comparacao aos picos C e B. Esses resultados mostram que quando ha um pico assimétrico os
resultados de resolucdo apresentam resultados incoerentes na diferenciacdo do grau de
separa¢ao dos picos. Entretanto, quanto utilizam-se as féormulas propostas os resultados se
mostram muito mais coerentes com a real separacao dos picos. Isso ocorre porque os resultados
de resolugao pelas formulas propostas consideram apenas os lados dos picos que sdo relevantes
para o calculo de resolugdo dos pares de picos em questao. Com base nisso, as propostas de

calculo de resolu¢ao se mostram aplicaveis para picos assimétricos.
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3.2 CROMATOGRAMA REAL ENVOLVENDO PICOS SIMETRICOS E
ASSIMETRICOS

Utilizando um cromatograma real, buscou-se evidenciar os resultados incoerentes
obtidos pelo software Empower® 3, da Waters Corporation. Aqui, o software ndo tem qualquer
influéncia nos resultados incoerentes, ja que os calculos utilizados por ele sdo baseados na teoria
vigente de cromatografia e os mesmos calculos sdo utilizados por praticamente qualquer
software cromatografico. O problema ¢ o fato de o calculo mais utilizado e difundido para

resolucao em cromatografia pressupde picos simétricos.
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Na presenca de um pico assimétrico, o célculo de resolucao apresenta o mesmo perfil
apresentado no cromatograma simulado, com resultados incoerentes de resolugdo. Na Figura 7
apresentada a resolucao do pico marcado em vermelho com tempo de retencao em 11,683
minutos apresenta valor superior a 2. Porém, pode ser percebido visualmente que este pico esta
mal resolvido em relacdo ao pico assimétrico em tempo de retencao igual a 10,987 minutos. O
pico em 10,689 minutos possui uma separacdo em relagdo ao pico principal visivelmente

superior ao pico em 11,683 minutos, mas o valor de resolucao incoerentemente ¢ inferior a 1.

A resolucdo entre o pico em 10,689 minutos € o pico em 10,543 minutos esta sendo
calculada com valor pouco superior a 1. Em seguida, o pico em 10,689 minutos foi ignorado
do cromatograma para tornar mais evidente os problemas gerados e a falta de confiabilidade do

calculo de resolu¢ao quando envolve picos assimétricos. Os resultados estao na Figura 8.
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Na nova condicdo, com a auséncia do pico em 10,689 minutos, fica mais evidente que
o pico que elui a direita (11,683) do pico majoritario visualmente possui uma pior separacao
quando comparado ao pico que elui a esquerda (10,689). Entretanto, o calculo de resolucao
continua demonstrando o oposto, com resolucdo superior a 2,0 para o pico em 11,683 e
aproximadamente 1,2 para o pico em 10,543 minutos, reafirmando que os calculos de resolucgao
convencional t€m enormes problemas quando existem picos assimétricos, necessitando de uma

corre¢ao.

Em seguida, o cromatograma foi utilizado para aplicar as equagdes propostas para o
calculo de resolugdo. Os valores de frente e cauda do pico ndo sdo calculados pelo software
quando as medidas sdo feitas a 50% da altura do pico ou na base pela extrapolagdo das retas
tangentes aos pontos de inflexdo. Por isso, esses valores foram determinados utilizando o tempo
de retencao do pico juntamente com os tempos de inicio e fim do pico, medidos a 50% da altura

do pico e na base pela extrapolagdo da reta tangente aos pontos de inflexdo do pico.

Para determinagdo dos tempos inicial e final do pico a 50% da altura, mediu-se valor do

tempo em cada lado na altura de 50% da altura total do pico.

Para determinacdo dos tempos inicial e final na base pela extrapolagdo das tangentes
dos pontos de inflexdo primeiramente o ponto de inflexao foi aproximado para os pontos a 50%
da altura. Em posse dos valores dos tempos inicial e final & meia altura, largura do pico a meia
altura, largura do pico na base por intersecdo das retas tangentes aos pontos de inflexao e tempo
de retengao do pico, por semelhanga de triangulos, os tempos inicial e final na base extrapolados
pelas retas tangentes foram calculados. A Figura 9 representa a relagcdo de triangulos utilizada

no pico.

Figura 9 — Representacao de um pico sobreposto a tridngulos tangentes.
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Caso o software reportasse os dados, ndo seria necessdrio utilizar as aproximagoes
matematicas. Como as larguras dos picos foram reportadas pelo software, estes dados foram
utilizados para verificar se os calculos de frente e cauda do pico foram confiaveis. Para isso, a
soma da frente e da cauda do pico (calculadas) foram confirmadas como iguais a largura do
pico reportada pelo software, tanto a 50% da altura quanto na base pela intersecdo das retas

tangentes aos pontos de inflexao considerados.

Tanto quando medido a 50% da altura do pico, quanto medido na base pela extrapolacdo
da reta tangente, a medida da frente do pico foi considerada a diferenga entre o tempo de
retengdo e o tempo inicial do pico, enquanto a medida da cauda do pico foi considerada a

diferenga entre o tempo final e o tempo de retengao do pico.

Frente do pico (fs0%): 500, = (t R — Liggy, ) Equagdo 9

Cauda do pico (cs0%): Cs09, = (tfso% — tR) Equacao 10
Frente do pico (fig base): [tg base = (tR — ti50%) Equagdo 11
Cauda do pico (ctgbase): Ctg base = (tftg base tR) Equagao 12

Nas Equagoes 9 a 12, f e ¢ sdo respectivamente a frente e a cauda do pico; tr € 0 tempo
de retencdo do pico; ti e tr sdo respectivamente os tempos inicial e final do pico; o indice 50%
indica a medig¢do feita a 50% da altura do pico e o indice tg base indica a medigdo feita na base

pela extrapolagdo da reta tangente ao ponto de inflexao.

A seguir, os dados do cromatograma da Figura 7, obtidos diretamente pelo software,
sem exclusao de picos, sdo reapresentados na Figura 10 para comparacao com os resultados

obtidos pelas equagdes propostas nas Tabelas 3 e 4, a seguir.
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’ Rerntiun Symmetry Factor |Width @ 50% | "Vioth @ Tangent |\ b colution (HH) |USP Resolution
JE (nm yMmELry ‘ = (USP Re=olution) b
29| 10543 0,0614880 0,1051531 24604704 | 2,4033435
30 10,689 0,0771925 0,1550121 1,2431254 1,1187844
31 10,987 3,3864619 |  0,3279676 0,5603851 0,3558574 0,8321088
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Figura 10 — Dados cromatograficos obtidos no cromatograma estudado contendo um pico principal assimétrico.

Tabela 3 — Dados cromatograficos calculados e resultado de resolugdo pela proposta 1 (tangente na base).

Tempo inicial Tempo final Frente do pico Cauda do pico Resolucio Proposta 1
Pico Tempo de retengdo
(tangente na base) (tangente na base) (tangente na base) (tangente na base) (tangente na base)
Pico 1 10,689 10,6203 10,77532 0,068695697 0,086316403 -
Pico assimétrico 10,987 10,89729 11,45768 0,089706979 0,470678121 1,692957
pico 2 11,683 11,62499 11,74675 0,058009032 0,063745568 1,316469
Tabela 4 — Dados cromatograficos calculados e resultado de resolugdo pela proposta 2 (a 50% da altura).
Tempo inicial Tempo final Frente Cauda Resolucio Proposta 2
Pico Tempo de retengdo
(a 50%) (a 50%) (a 50%) (a 50%) (a 50%)
Pico 1 10,689 10,65479 10,73198 0,034208882 0,042983588 -
Pico assimétrico 10,987 10,9345 11,26247 0,052501365 0,275466235 1,83583
pico 2 11,683 11,65025 11,71899 0,032751539 0,035990351 1,32832
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Tanto os resultados obtidos pela proposta 1 quanto pela proposta 2 sdo mais coerentes
do que os resultados de resolugcdo gerados pelas equagdes convencionais da figura 1. Para o
pico que elui apds o composto majoritario as duas propostas (1 e 2) geraram resultados de
resolugdo praticamente idénticos, com valor de 1,3. Considerando que o par de picos esta

visivelmente mal resolvido, uma resolugao menor que 1,5 € coerente.

Para os resultados de resolucdo entre o pico principal assimétrico € o pico que elui
diretamente antes do mesmo, as propostas 1 e 2 apresentaram resultados ligeiramente
diferentes, sendo 1,7 para a proposta 1 e 1,8 para a proposta 2. A diferenca pode ser atribuida a
diferenga que geralmente existe quando se calcula a resolu¢do utilizando as larguras de picos a
meia altura em relacdo a quando se utilizam as larguras de pico na base pela interse¢do da reta
tangente aos pontos de inflexao extrapoladas até a linha de base. Outro fator que pode ter gerado
essa pequena diferenga foram as aproximagdes matematicas para determinacao da frente e da
cauda dos picos na base pela intersecao das retas tangentes. De qualquer forma os resultados
foram praticamente iguais e muito mais coerentes que os resultados obtidos pelo software com

as formulas convencionais.

Os resultados de resolucdo gerados de forma equivocada podem levar a crer que ndo ha
resolugdo satisfatoria em um método que, na verdade, possui uma seletividade satisfatoria,
sendo capaz de separar bem os compostos. Por outro lado, um método com baixa seletividade
pode possuir picos coeluindo e quando o calculo de resolucao € mal utilizado pode levar a falsa

constatacdo de que o método tem seletividade satisfatoria.

Ambas as equagdes propostas para céalculos de resolu¢ao se mostraram mais confiaveis
do que as equacdes convencionais, quando picos assimétricos estdo presentes. Para escolha de
qual das duas ¢ mais adequada para cada situagdo deve-se levar em considera¢do o perfil

cromatografico dos picos envolvidos no célculo.

Quando um pico interferir na medicao da largura do pico a 50% da altura, deve ser
preferida a equacao da proposta 1, onde utilizam-se os pontos de inflexdo do pico e suas retas
tangentes na intersecdo com a linha de base. Um exemplo desta situagdo ¢ quando algum pico

sO esta resolvido acima dos 50% da altura.

Quando houver alguma interferéncia no pico que prejudique a determinagao de algum

dos pontos de inflexdo, a equacdo da proposta 2 deve ser priorizada, utilizando medicdes a 50%
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da altura do pico. Alguns exemplos dessa situagdo sdo quando o pico apresenta alguma

deformagao, por baixa eficiéncia cromatografica ou por alguma coeluigao.
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4 CONCLUSOES

As duas equagdes propostas apresentaram resultados de resolu¢do maior quando os
picos estdo mais vem resolvidos enquanto as equagdes convencionais geraram resultados

incoerentes de resolugdao, com valores mais altos para picos menos resolvidos.

Para picos simétricos os resultados gerados com as propostas sdo iguais aos resultados
gerados pelas equagdes convencionais, enquanto para picos assimétricos as propostas descritas
neste trabalho sdo capazes de levar a resultados mais coerentes que os calculos convencionais.
Uma vez que os resultados gerados pelas equagdes propostas sdo muito mais condizentes com
o grau de separagao de dois picos. Deste modo os resultados numéricos de resolugao continuam
com mesma parametrizacao, tornando automatica validade dos mesmos valores de referéncia

ja difundidos para a avaliagdo do grau de separagdo entre os picos.

Ha indicios suficientes para se afirmar que o calculo de resolucdo pode ser atualizado
para tornar-se aplicavel a picos assimétricos sem impactar em alteragdes no resultado para picos

simétricos com as propostas descritas neste trabalho.

Como atualmente ndo sdo raros os casos em que o pico principal fica assimétrico para
que sejam quantificadas as impurezas, seria prudente ndo negligenciar a possibilidade de um

método cromatografico possuir picos assimétricos sem prejuizo das quantificagoes.
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