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Transferencia de Métodos: HPLC a UHPLC

Ajuste del Flujo

 Mantener constante la
velocidad lineal entre el valor
original y el del nuevo método

Ajuste del Volumen de
Inyeccion

 Mantener constante la relacion
entre volumen de Inyeccion y
el volumen de la Columna

Ajustar el Gradiente (si aplica)

* Mantener constante el perfil de
mezcla del gradiente

100 x 2,1 mm
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Ejemplo: Separacion de Estatinas

Mevastatin Lovastatin

PM:390,52 PM: 404,54

Simvastatin

PM:418,57

H wnh e

Método USP:

Columna: 250 mm x 4,6 mm (L1)

Fase movil: 35:65 (v/v) buffer fosfato
(pH 4.5) : acetonitrilo

Flujo: 1,5 mL/min
Longitud de onda: 238 nm

Requerimientos del método
USP:

Factor de Capacidad (k') > 3

Eficencia (N) > 4500

Asimetria < 2,0

Precision (area de pico, %RSD) < 2,0%
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Separacion en HPLC Convencional

© Columna (ODS):
400 @ i= o 250X 4,6 mm X 5 pm
= @© Loy,
350 g o £ Fase movil:
4! g e A-H,0 35%
300 > 9 < B-ACN 65%
250 = £ Gradiente: Isocratico
n - -
Flujo: 1500 pl/min
2 200 Injeccion: 10 pL
E Deteccion : UV 238 nm
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Calculador para Transferencia de Métodos: HPLC a U-HPLC

] ,..
ntific |

e ML Kot & ik
: Go To Gradient Ask a
Calculate - Print || yathod Transfer || Technical Queastion

Thermo

SCIENTIFIC

Isocratic Methnd TI'EII'ISfEI’ [ Enter your dimensions [ particle sizes in the green boxes below.
Existing Method MNew Method
Parameter Parameter
Column Particle Size 5| pm Column Particle size 1.9\ pm 1.9 pm
e Column length 250| mm spemerschry Column length 100| mm 100 mm
Column ID 4.6 mm Column ID 2.0 mm 2.1 mm
Met‘lilnd Flow rate 1.5| ml/min Het{lllu-d Flow Rate 0.82 mlfmin D.4| mlfmin
it iti
condrtens Injection volume 10| pl condrions Injection volume 0.82 pl 0.82 pl
Analysis Time 12| min Analysis Time 1.8 min 2.8 min
Pressure 2000| | psi W Pressure 14579 psi 7089 psi
Existing Method New Column Dimensions Adjusted Flow Rate
Existing Method Existing Method
wvs. New Column ws. Variable Flow Time Sawved Solvent Saved

— 10.2 8.2|16.5
min min| ml

_ Mew Column  Adjusted Mew Column

Dimensions Flow Rate Dimensions

Analysis Time — Analysis Time
(7= fastar) (3% faster)
Pressure . Pressure

(7= higher) (4 higher)

http://www.hplctransfer.com/
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Separacion de Alta Velocidad (100 x 2,2mm)

Columna:
Hypersil Gold 1,9 nmm, 100 x 2,1 mm
200 -% -% g Fase movil:
7 7 % A-H,0 35%
S| o I 0 B-ACN 65%
150 Q o l = Gradienie-—tsacratico
= | = £ .
N F|UJO.
S Temperattra de la columna: 45 C
T 100 Injeccion: 0,8 mh
Deteccion: UV 238 nm
50
0 N A A AN
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20
Minutes
Simvastatina USP 100 x 2,2 mm, 0,823 mL/min
Tiempo de Retencion (min) 10,5 1,3
Factor de capacidad >3 4,1
Asimetria <2 1,2
Eficiencia (nUmero de platos tedéricos) > 4500 1463 )
Precisién (area de pico, %RSD) <2,0% 0,63%
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Calculador para Transferencia de Métodos: HPLC a U-HPLC

Method Transfer

Technical Question

e, K RN
Part of Therma Fizher Scientific |
&
Go To Gradient ka

Particle size 2.4 pm 2.4 pm
Column length 100| mm 100 mm
Column ID 2.1|mm 2.1 mm

Flow Rate 0.65 ml/min 0.4| ml/min
Injection volume 0.83 pl 0.83 pl
Analysis Time 2.2 min 2.8 min
Pressure 7234 psi

Column Dimensions

Adjusted Flow Rate

En P T X IF
Part of Thermao Fisher Scientific |

Go To Gradient Ask a
Method Transfer || Technical Question

ir dimensions [ particle sizes in the green boxes below.

Particle size 1.9(pm 1.9 pm
Column length 75| mm 75 mm
Column ID 2.1|mm 2.1 mm
Flow Rate 0.82 ml/min 0.4| ml/min
Injection volume 0.62 pl 0.632 pl
Analysis Time 1.4 min 2.8 min
Fressure 109325 psi 5217 psi

Adjusted Flow Rate

i Time Saved Solvent Saved W Time Saved Solvent Saved
— 9./ 8.216.5 — 10.6 9.2|16.9
min min| m! min min| m!
I FI\:I}-?W CD'!JI'I'IFI 'J:U;djus:etd Fg}gw CD'I.JI'I'IH _ TI'\:l;_lw CDl!JITIH llzﬂlxdju*_;j:ef FE}E'LW Cuh.Jmn
http.//www.hplctranster.com/
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Reduciendo el Costo Operativo

| Nuevo ACCELA

| HPLC Estandar hoy | Escenario 1 Escenario 2 Escenario 3
Dimensiones de la
columna 250x4,6 mm 100x2,1 mm 100x2,1 mm 75%2,1 mm
Diametro particula 5 um 1.9 um 2.4 um 1.9 um
Volumen de Iny 10 ul 0.8 ul 0.8 ul 0.63 ul
Flujo: 1.5 ml/min 0.82 ml/min 0.4 ml/min 0.4 ml/min
Tpo Corrida 12 min 1.8 min 3.8 min 2.8 min
Total ml cons/corr 18 ml 1.476 ml 1.52 ml 1.12 ml
% AcN en FM 65 % 65 % 65 % 65 %
Cant total AcN 11.7 ml/corrida 0.9594 ml/corrida 0.988 ml/corrida 0.728 ml/corrida
4lts de AcN 250 dolares 250 dolares 250 dolares 250 dolares
u$s de AcN/corr USD 0.73 délares/corr USD 0.06 ddlares/corr USD 0.06 délares/corr USD 0.05 délares/corr
Tomando 1 dia del HPLC trabajando de :
Cant de hrs/dia 15 Hrs 15 Hrs 15 Hrs 15 Hrs
Cant de corr/dia 75 75 75 75
Consumo AcN/dia USD 54.84 dolares/dia USD 4.50 délares/dia USD 4.63 ddlares/dia USD 3.41 délares/dia
Proyectando el gasto a 1 afio de un total de dias :
Total dias/mes 24 24 24 24
Total dias al afio 288 288 288 288
Cons. AcN/afo USD 15,795.0 doblares/afio USD 1,295.2 ddlares/afio USD 1,333.8 ddlares/afio USD 982.8 dolares/afio

Ahorro Anual c/cant. equipos: 1 USD 14,499.8 1 USD 14,461.2 1 USD 14,812.2

Ahorro Anual c/cant. equipos: 3 USD 43,499.4 3 USD 43,383.6 3 USD 44,436.6

Ahorro Anual c/cant. equipos: 5 USD 72,499.1 5 USD 72,306.0 5 USD 74,061.0
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Consideraciones Regulatorias

Ajustes en |la cromatografia USP <621> y Ph. Eur. 2.2.46

Longitud de la columna + 70%
Diametro interno + 25%
Caudal + 50%
Temperatura de la columna +10°C
Tamano de las particulas Reduccion del 50%

IMPORTANTE: considerar que, en caso de revalidacion, los tiempos de
corrida son muy cortos v la misma se realizara en forma rapida y sencilla!
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Sistema Accela

Detector por Arreglo de
Fotodiodos (PDA)

Inyector Automatico / Horno de
Columnas

Bomba Cuaternaria Accela 600 y
Accela 1250
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Accela: Bomba Cuaternaria

Bomba Accela 600: de 0 a 600 bar (8700 psi) y 5 ml/min

Bomba Accela 1250: de 0 a 1250 bar (18000 psi) y
2 ml/min

Ambas son bombas cuaternarias
Sistema FFC (Force Feedback Control)

Compensacion dinamica segun la compresibilidad
del solvente

No necesita amortiguador de pulsos (“damper”)
70 ul de volumen muerto
Lavado continuo de sellos (opcional)
Desgasificador en linea incorporado
Simple acceso a sellos y pistones

Funcionamiento silencioso
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Accela: Inyector Automatico / Horno de Columnas

Inyector Automatico

Capacidad para 200 viales de 2 ml (40viales/’rack”)
Temperatura de viales controladade 0 C-60 C

Aguja recubierta con un polimero antiadherente por
dentro y por fuera (“carry over” 0,005 % c/1 ml de
lavado)

Horno de Columnas

Temperatura regulable de 5 C -
95 C

Pre-calentador de fase movil (3ul vol.
muerto)

Valvula de inyeccion, columna analitica
y pre-calentador de fase mévil a una
misma temperatura

Permite usar columnas de cualquier
marca

12



Accela PDA
Detector PDA (Arreglo de Fotodiodos) con celda

LightPipe
Velocidad de adquisicion de datos hasta 80hz

Filtro de Holmio incorporado
Exclusivo “Beam Shaper” para tener Alta
Resolucion y Alta Sensibilidad simultaneamente

Celda de 10mm y bajo volumen, 2ul (std) para
lograr baja Dispersion (celda 50mm y 5ul opcional)

/ 1
]
1
1
Ancho de Slit Imm:

Buena Resolucion
Pobre Sensibilidad |

T

1
1
1
1
1
1
1
’ - -
’ Slit convencional
« Alta Resolucion de otros equipos .
e Alta Sensibiidkad | ™
Sefial que se B /ﬂ\/L
1000000 pierde ) |
800000 1 220 230 240 250 260 270 280 290 300
600000 - nrﬂ
2 400000
El “Beam Shaper” realinea .
las fibras opticas enwan_do O Ancho de Slit 4mm:* "
toda la radiacion proveniente s a0 a0 oz om0 a0k Pobre Resolucién i
de la celda a la red de * 220 230 240 250 26(:]m270 280 290 300 Buena Sensibilidad 220 230 240 250 260 270 280 290 300
difraccion fija v
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