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Em 2004 a Waters realizou o lançamento do primeiro sistema de cromatografia líquida de ultra performance, o sistema Acquity UPLCTM, 

desde então esta técnica vem se estabelecendo como uma nova ferramenta analítica, resultando em um crescente número de aplicações. 

O UPLCTM possibilitou o surgimento de novas oportunidades para aperfeiçoar a rotina de laboratórios, antes não permitidas pelas técnicas 

tradicionais, devido ao elevado consumo de tempo e fase móvel.

Tradicionalmente, na etapa de desenvolvimento de métodos cromatográficos o tempo é um elemento crítico, não sendo aceitável o 

investimento de semanas ou até meses no desenvolvimento dos métodos. Contudo, apesar da pressão para a redução do tempo gasto na 

etapa de desenvolvimento, a abordagem geralmente utilizada ainda não permite aumentos significativos na produtividade e na redução 

dos gastos. Tradicionalmente, métodos são desenvolvidos através da abordagem “one-factor-at-a-time (OFAT)”, na qual uma variável 

do sistema cromatográfico é alterada por vez e o seu impacto é avaliado de maneira pontual. Dessa forma, esse procedimento é repetido 

inúmeras vezes com pequenas alterações da variável selecionada e caso não seja obtido sucesso, outra variável é selecionada e novamente 

avaliada pontualmente. Este tipo de abordagem sub-otimiza o desenvolvimento dos métodos cromatográficos, não prevendo de maneira 

efetiva a interação entre as variáveis do método proposto1. 

A necessidade do aumento da produtividade e da eficiência dos laboratórios analíticos fez com que a abordagem por “Quality by Design” 

(QbD) fosse aliada a tecnologia de UPLCTM. Na abordagem por QbD, um design estatístico -”Design of Experiments (DOE)” - é utilizado para 

a avaliação sistemática de multi variáveis, com um número mínimo de experimentos chaves, que exploram de maneira efetiva os fatores 

escolhidos para o método. Sendo assim, a condição cromatográfica ideal é alcançada, considerando a interação das principais variáveis e o 

objetivo do método proposto. Com a utilização da tecnologia de UPLCTM e das ferramentas de QbD atreladas ao DOE, o desenvolvimento e 

aperfeiçoamento de métodos podem ser realizados em apenas 3 dias, com um maior conhecimento do comportamento da separação frente 

as variáveis que mais impactam na qualidade da separação e com avaliação da robustez na etapa de desenvolvimento.

Apesar do DOE já ter sido aplicado para o desenvolvimento de métodos analiticos, a não integração entre os programas de DOE e os 

softwares dos sistemas cromatográficos, juntamente com a necessidade de “peak tracking”, torna o estudo fatorial muito dispendioso em 

relação ao tempo, especialmente, devido a necessidade da criação de todos os métodos manualmente e da revisão e interpretação dos 

dados.

O sistema Waters Acquity UPLCTM H-Class e o programa de controle de sistemas cromatográficos Empower 3TM possuem total integração 

com o programa estatístico Fusion AETM (S-Matrix Corporation, Eureka-CA), responsável pela elaboração do planejamento experimental 

com abordagem por “Quality by Design” para o desenvolvimento de métodos em cromatografia líquida (Figura 1). O programa Fusion AETM 

permite a automatização por completo da elaboração do planejamento experimental e da avaliação dos resultados, não necessitando de 

analistas com vastos conhecimentos em DOE. O sistema Acquity UPLCTM H-Class utilizado para o desenvolvimento de métodos já vem 

configurado com gerenciador de colunas, para permitir a utilização de até 8 colunas de 50mm e 2,1mm de diâmetro interno em paralelo e 

com uma válvula seletora de solventes, instalada na parte interna da bomba quaternária, para permitir a utilização de até seis soluções com 

pHs diferentes.

Com a automatização por completo da plataforma Acquity UPLCTM H-Class com o programa Fusion AETM, a Waters oferece a solução ideal 

para o desenvolvimento de métodos cromatográficos com abordagem por “Quality by Design”, propiciando o desenvolvimentos de métodos 

mais rápidos , robustos e com menor custo.

A integração da Cromatografia líquida de Ultra Performance (UPLCTM) e o 
“Quality by Design”, a escolha perfeita para o desenvolvimento de méto-
dos analíticos

Tiago Campos1 e Fernando de Paula1

1 Waters Technologies do Brasil.
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Figura 1 - Esquema da platorma para desenvolvimento de métodos cromatográficos com abordagem por QbD.

O Laboratório de Aplicações Luis Barssotti da Waters Tecnhologies do Brasil Ltda tem trabalhado com diferentes estudos de casos, para a 

demonstração da solução completa no desenvolvimento de métodos cromatográficos pela abordagem QbD, utilizando-se o sistema Waters 

Acquity UPLCTM H-Class, o Empower 3TM e o programa Fusion AETM. Em 2012 e 2013, mais de 19 experimentos, incluindo aplicações de 

ginsenosídeos, ésteres de forbois, ácido mefenâmico, lipidômica, foram realizados visando a demonstração desta ferramenta. 
Este compêndio de aplicações tem como objetivo divulgar alguns dos resultados obtidos.
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Figura 2 - Esquema das etapas para a realização do estudo de DOE.
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Desenvolvimento de métodos cromatográficos por QbD;
O desenvolvimento de métodos cromatográficos pela abordagem por QbD compreende o estudo das interações entre diferentes fatores, com 

a possibilidade de adicionar vários níveis, podendo estes serem numéricos ou categóricos, o que resulta uma superfície de resposta. Através 

desta, gerada através de um estudo empírico, é possível encontrar uma condição cromatográfica que melhor atende aos requisitos exigidos 

para o método. Por exemplo, a condição cromatográfica que melhor atende ao maior número de bandas cromatográficas separadas com uma 

resolução acima de 1,5. O estudo de QbD pode ser resumido em cinco etapas, apresentadas na figura 2.
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O desenvolvimento dos métodos cromatográficos com QbD é dividido em duas etapas, triagem e otimização. Na triagem são selecionados 

os fatores que apresentam as maiores influências em seletividade, esses são: coluna, pH e o modificador orgânico. Para que o estudo seja 

efetivo, as colunas escolhidas devem possuir comportamento de hidrofobicidade e seletividade distintos, no intuito de obter ortogonalidade 

entre as condições cromatográficas avaliadas. Além disso, o pH precisa ser estudado em uma ampla faixa, por exemplo de 3, 6 a 9 e os 

modificadores orgânicos avaliados apresentarem comportamentos distintos, como a acetonitrila e o metanol no modo reverso de eluição. 

Com os resultados da triagem, são geradas as superfícies de repostas dos parâmetros mais importantes, selecionados para avalilar a 

qualidade do método e, consequentemente, obter a melhor condição cromatográfica. 

Em seguida, realiza-se o estudo de otimização, na qual são avaliados os fatores secundários como: vazão, temperatura, volume de injeção, 

etc. No caso de eluição gradiente, na etapa da triagem é estudado a inclinação do gradiente através da variação do tempo de análise, 

enquanto que na etapa de otimização avalia-se a inclinação do gradiente, através da variação da proporção inicial ou final de modificador 

orgânico.

De maneira geral, o desenvolvimento de métodos cromatográficos por QbD com DOE têm a duração de três dias, seguindo o fluxograma de 

trabalho apresentado na figura 3.
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Figura 3 - Fluxograma de trabalho para o desenvolvimento de métodos pela abordagem de QbD com DOE.

 1°dia: 
 Injeção da amostra em condição 
exploratória; 
 Definição dos fatores primários; 
 Criação do DOE da triagem; 
 Exportar para o Empower; 
 Realizar os experimentos. 

  
  

3°dia: 
 Processamento da otimização; 
 Estudo téorico de robustez; 
 Avaliação empírica da condição 
obtida através da otimização; 
 Ajuste fino da condição final. 

  
  

2°dia: 
 Processamento da triagem; 
 Análise empírica da condição gerada 
pela triagem; 
 Definição dos fatores secundários; 
 Criação do DOE da otimização; 
 Exportar para o Empower e realizar 
 os experimentos. 

  
  

TRIAGEM OTIMIZAÇÃO 

O estudo de robustez é uma das figuras de mérito avaliada na etapa de validação, sendo realizado com um método definitivo ou semi-

definitivo obtido na etapa desenvolvimento. Pequenas alterações de temperatura, vazão, pH e do tempo de gradiente são intencionalmente 

realizadas para avaliar se os resultados continam sendo válidos, ou seja, dentro dos limites estipulados para os parâmetros 

cromatográficos. A resolução cromatográfica é o parâmetro de qualidade mais utilizado para avaliar a robustez de um método. 

Os experimentos para a avaliação da robustez são convencionalmente realizados com DOE. Caso o método não apresente adequada 

robustez, todo o tempo, dinheiro e esforços investidos na etapa de desenvolvimento são disperdiçados, embora o método possa ser 

re-desenvolvido. Mas de qualquer forma, haverá um atraso no cronograma do laboratório, ocasionando, nos piores casos, um prejuízo 

inestimável pela demora na liberação do registo de um novo fármaco.

Com a solução de desenvolvimento de métodos da Waters, a avaliação da robustez pode ser realizada durante a etapa de desenvolvimento 

do método, através da simulação de pequenas alterações dos fatores avaliados na etapa de otimização, sem a necessidade de experimentos 

adicionais, uma vez que para simulação da robustez serão utilizados todos os dados já obtidos na otimização. Sendo assim, minimiza-se o 

risco e o custo de ocorrer falhas nas avaliação da robustez durante a etapa de validação. 

Esta possibilidade é bastante relevante e está alinhada com o que vem sendo preconizado por orgãos reguladores como FDA e ICH. Abaixo 

seguem alguns trechos retirados dos guias de validação do FDA e do ICH que mencionam que a robustez do método deve ser avaliada na 

etapa de desenvolvimento.
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ICH Q2B

“The evaluation of robustness should be considered during the development phase and depends on the type of procedure under study. It 

should show the reliability of an analysis with respect to deliberate variations in method parameters.

In this case of liquid chromatography, examples of typical variations are:

■■ Influence of variations of pH in a mobile phase. 
■■ Influence of variations in mobile phase composition
■■ Different columns (different lots and/or suppliers)
■■ Temperature 
■■ Flow rate” (ICH, Guideline for Industry. Q2B Validation of Analytical Procedures: Methodology)

FDA Reviewer Guidance 

”HPLC Chromatographic Methods for Drug Substances and Drug Product.

Methods should not be validated as one time-situation, but methods should be validated and designed by the developer or user to ensure 

ruggedness or robustness throughout the life of the method.” (FDA, Validation of Chromatography Methods)

Referências:

1-Sandford, L.; Shelver, Graham, S. Using a design of Experiments Approach to Develop Fast LC Methods for Automated Scale-up to 

Preparative Chromatography of Sulfa Drug. Fusion AE Method Development, Application Note 002-09

2-Cela, R.; Ordoñez, E.Y.; Quintana, J.B.; rodil, R. Chemometric-assisted method development in reverphe-phase liquid chromatography. 

J.Chromatogr. A 2013, 1287, 2.

3-ICH Q8-Guidance for Industry Pharmaceutical Development,May2006.
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A alta complexidade química de fitoterápicos torna o controle de qualidade destes produtos de origem vegetal bastante abrangente. 
A maneira tradicional procura identificar e quantificar uma ou duas substâncias responsáveis pelo efeito farmacológico ou até mesmo 
marcadores do material vegetal a ser avaliado. Outra abordagem bastante utilizada é através de cromatogramas fingerprinting, que pode 
ser entendido como a impressão digital dos componentes ativos ou das características química do extrato vegetal. O fingerprinting aliado a 
técnicas quimiométricas de classificação de dados químicos permite uma completa e segura avaliação da qualidade de produtos de origem 
vegetal.

Para se ter sucesso no controle de qualidade utilizando-se fingerprinting, um perfil cromatográfico rico é preciso ser obtido, ou seja, quanto 
maior for o número de bandas presentes no cromatograma mais específico irá ser o método de análise. Desta forma, a técnica de UPLCTM 
aliado ao desenvolvimento de métodos por QbD foi empregado para a análise do extrato de Phyllanthus Niruri, conhecido como “quebra-
pedra”, com o intuito de se obter o máximo de eficiência cromatográfica.

Neste estudo, a etapa de triagem foi realizada avaliando-se a influência de diferentes colunas, pH da fase móvel, tempo inicial isocrático, 
modificadores orgânicos e gradiente (avaliado através da variação do tempo, com a proporção final de modificador orgânico fixo). Já a etapa 
de otimização foi realizada através da variação da temperatura, fluxo, gradiente (com o tempo fixo e a proporção de modificador orgânico 
variável) e faixa estreita de pH.  A tabela 1 possui os parâmetros avaliados na etapa de triagem e otimização para a separação extrato de 
Phyllanthus Niruri.

Tabela 1: Fatores avaliados na triagem e otimização.

Variáveis Triagem Otimização

Colunas Acquity UPLC® CSH Fenil Hexil, HSS C18, CSH Fenil Hexil e HSS T3

(50 x 2,1 mm; 1,7 µm) HSS T3 e HSS PFP

pHs* 2,1; 4,5 e 6,5 2,1; 2,3 e 2,5

Tempo de Gradiente (min) 5 - 10 7,5

Proporção final de 
Orgânico (%)

90 65 - 95

Modificador Orgânico Acetonitrila e Metanol Metanol

Temperatura (°C) 40 35; 40; 45 e 50

Vazão (mL/min) 0,5 0,35; 0,4; 0,5 e 0,6

Inicial Isocrático (min) 0,1 0,1

Volume de Injeção (µL) 2,0 2,0

Comprimento de Onda 
(nm)

254 254

*O pH < 3,0 foi preparado com ácido fórmico em H2O, os demais pHs foram preparados com 
solução tampão acetato de amônio 10mM, ajustando o pH com ácido fórmico.

Produtos naturais;

Desenvolvimento de Método Cromatográfico para Extrato de
Phyllanthus Niruri

Tiago Campos1, Fernando de Paula1, Ricardo F. Sprender2, Quezia B. Cass2.
1 Waters Technologies do Brasil.

2 Universidade Federal de São Carlos.
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Figura 4: Cromatograma obtido após etapa de triagem.

A etapa de triagem foi realizada durante um total de 13 horas e 44 injeções. Já a etapa de otimização foi realizada levando em consideração 

a condição cromatográfica ideal apontada após o estudo de triagem, durando  12 horas e 51 condições cromatográficas. O cromatograma 

presente na Figura 4 demonstra a condição obtida na etapa da triagem.

As superfícies de respostas foram delineadas tanto para o experimento de triagem quanto para a etapa de otimização. Em ambos, cinco 

parâmetros cromatográficos foram escolhidos como resposta, no intuito de se obter o máximo de resolução para os analitos, considerou-se 

o máximo de bandas com resoluções acima de 1,0; 1,5 e 2,0, o máximo de bandas com “tailing” menor do que 2,0 e o máximo de bandas 

presentes nos cromatogramas. A superfície de resposta obtida na etapa de otimização (Figura 5) demonstra a grande influência da vazão e 

da temperatura sobre a eficiência da separação do extrato de Phyllanthus Niruri. Obteve-se melhores resultados com maiores temperaturas 

e menores vazões, considerando tempo do gradiente de 7,5 min, final de orgânico de 95%, pH=2,1, coluna HSS T3 e as constantes 

estipuladas para o experimento.

8



Figura 5: Superfície de resposta obtida para a etapa de otimização.

A superfície de resposta é traçada considerando a interação entre todos os fatores estudados durante os experimentos de triagem e  otimização. 

Avaliando-se o gráfico presente na figura 6a percebe-se a tendência de se ter o máximo de número de bandas ao diminuir a composição final de 

solvente orgânico, neste caso o pH não confere grande influência para a separação. Ao relacionar o pH com a temperatura, percebe-se que  o 

máximo de número de bandas é obtido com altas temperaturas (figura 6b). Já ao diminuir a vazão obtem-se o máximo de número de picos 

quando se utiliza temperatura igual a 50°C (figura 6c).
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Os experimentos de triagem e otimização são realizados, predominantemente, com colunas de UPLCTM de 50mm que apresentam uma razão 

entre o comprimento da coluna pelo tamanho da partícula (relação L/dp ) próxima a 30.000, no intuito de se diminuir o gasto de solvente e 

o tempo de desenvolvimento. Para aplicações complexas, como a de produtos de origem vegetal, é conveniente escalonar a condição final 

obtida para colunas com maior eficiência cromatográfica, ou seja, maior relação L/dp. E com isso, aumentar o poder de separação . Desta 

forma, escalonou-se a condição final obtida pela abordagem QbD para uma coluna de relação L/dp igual a 58.800 (100 x 2,1 mm; 1,8 µm). 

A condição cromatográfica final desenvolvida é capaz de separar, aproximadamente, 100 bandas cromatográficas com 20 minutos de 

análise, já considerando o tempo de re-equilibrio da coluna, o que a torna muito específica para extratos de Phyllanthus (Figura 7).

Figura 6: Interações entre os fatores.

Figura 7: Cromatograma obtido para a separação de extrato

de Phyllanthus Niruri.
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No intuito de se avaliar o perfil cromatográfico de diferentes espécies de Phyllanthus na condição final obtida, comparou-se os 

cromatogramas das espécies Phyllanthus Niruri, Phyllanthus Amarus, Phyllanthus Tenellus, Phyllanthus Caronilienses e Phyllanthus  Stipulates 

(Figura 8).

Figura 8: Cromatogramas obtidos para a separação de extratos de diferentes espécies de Phyllanthus.
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Análises clínicas

Desenvolvimento de Método Cromatográfico para Porfirinas
Fernando de Paula1, Tiago Campos1, Karina Helena Morais Cardozo2, Jéssica Silva Salgueiro2.

1Waters Technologies do Brasil.
2Grupo Fleury.

As porfirinas podem ser utilizadas como marcadores de diversas enfermidades, como por exemplo, de distúrbio em etapas da biosíntese  

de heme proteínas, doença conhecida como Porfirinas. Dentre os principais sintomas desta doença têm-se complicações neurológicas e 

problemas de pele. 

Os métodos para análise de porfirinas, utilizando cromatografia líquida, são conhecidos pela baixa robustez e pela alta concentração de 

tampão que necessitam, o que diminui a vida útil dos componentes de um sistema cromatográfico. Diante deste contexto, desenvolveu-

se um método de UPLCTM com detecção de fluorescência pela abordagem de QbD, para a separação de uma série de 7 porfirinas em urina, 

visando eficiência, rapidez e o uso de menores concentrações de tampão na fase móvel.

Um total de 44 injeções foram realizadas durante a etapa de triagem, os fatores escolhidos para o estudo foram pH da fase móvel, colunas, 

tempo do gradiente e modificador orgânico. Já na etapa da otimização foram avaliadas 37 injeções, variando-se o fluxo, a concentração 

do tampão, a composição inicial de modificador orgânico e a temperatura. A tabela 2 demonstra os fatores e os níveis estudados para a 

separação de 7 porfirinas em urina.

Tabela 2: Fatores avaliados durante o estudo de triagem e otimização.

Variáveis Triagem Otimização

Colunas Acquity UPLC® CSH Fenil Hexil, HSS T3 HSS C18 e HSS T3

(50 x 2,1 mm; 1,7 µm) e HSS PFP

pHs* 2,5; 4,1 e 6,5 5,5; 6,0 e 6,5

Tempo de Gradiente (min) 5 - 10          5

Concentração do Tampão (mM) 100 50, 100

Proporção inicial de Orgânico (%) 10 5-10

Proporção final de Orgânico (%) 70 70

Modificador Orgânico Acetonitrila e Metanol Metanol

Temperatura (°C) 35 35; 37 e 40

Vazão (mL/min) 0,1 0,1

Inicial Isocrático (min) 254 254

Volume de Injeção (µL) 1,0 1,0

Excitação/ Emissão (nm) 400/620 400/620

*O pH < 3,0 foi preparado com solução tampão formiato de amônio, os demais pHs foram preparados com solução 
tampão acetato de amônio, os pHs foram ajustados com ácido fórmico.
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Ao avaliar os gráficos de interações entre os fatores selecionados durante os estudos de triagem e otimização, percebe-se a grande  influência 

que a concentração do tampão possui sobre a robustez dos métodos. Ao se utilizar 50mM de solução tampão obteve-se um maior número de 

bandas com resolução acima de 1,5 ao comparar com o uso de 100mM, por outro lado ao considerar a robustez, valores mais elevados são 

obtidos ao se utilizar a solução tampão com maior concentração (Figura 9).

 Figura 9 - Interações entre os fatores (a) sem considerar a robustez, (b) considerando robustez.

(a)

(b)
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A otimização é uma etapa fundamental do desenvolvimento de métodos pela abordagem QbD, apesar de se estudar os fatores 

secundários em cromatogra líquida, esta etapa influência bastante a condição final obtida. Nos cromatogramas apresentados na figura 10, 

têm-se a comparação entre as separações do estudo de triagem e de otimização, percebe-se que com a primeira etapa o tempo de análise é 

ajustado. Após o estudo de otimização, atinge-se o máximo de eficiência, tanto para a resolução quanto para a assimetria, mantendo-se o 

tempo de análise.

 Figura 10 - Cromatogramas da separação de porfirinas a) triagem, b) otimização.

(a)

(b)

15



Impurezas:

Desenvolvimento de Método Cromatográfico para Prometazina e Impurezas 
Tiago Campos1, Fernando de Paula1, Marcos José Freitas Junior 2

1 Waters Technologies do Brasil.2
  Laboratório TEUTO Brasileiro S/A.

Estudos de produtos de degradação ou de impurezas de novos medicamentos têm sido bastante discutido, desde a abertura de consulta 

pública pela ANVISA, em Janeiro de 2012. Um perfil de impurezas requer a separação de todos os potenciais compostos, que de 

maneira geral, representam no máximo 0,05% da área em relação ao ativo. Devido a grande complexidade das amostras provenientes de 

estudos de produtos de degradação, técnicas ortogonais devem ser priorizadas, visando a obtenção do máximo de informação durante as 

análises.

O desenvolvimento de métodos cromatográficos através da abordagem de QbD se encaixa no conceito de ortogonalidade, em virtude 

da ampla variação dos fatores de estudo, condições cromatográficas muito distintas são avaliadas. Desta forma, para aplicações 

de produtos de degradação a superfície de resposta deve ser traçada com bastante abrangência, ou seja, ampla faixa de pH, de vazão, 

temperatura, tempo de gradiente, composição de modificador orgânico e colunas com diferentes hidrofobicidades e seletividade (tabela 3). 

Neste contexto, o estudo de impurezas por QbD foi realizado para a prometazina, que é um fármaco anti-histamínico, administrado em casos 

de náusea, insônia e vômito. 

Tabela 3: Fatores avaliados na triagem e otimização.

Variáveis Triagem Otimização

Colunas Acquity UPLC® CSH Fenil Hexil, CSH C18, 
BEH C8 e HSS PFP 

BEH C8

(50 x 2,1 mm; 1,7 µm) e HSS PFP

pHs* 3,0; 7,0 e 10,0 9,5; 10,0 e 10,5

Tempo de Gradiente (min) 5 - 12          5,0

Proporção final de Orgânico (%) 90 70 - 95

Modificador Orgânico Acetonitrila e Metanol Acetonitrila e Metanol

Temperatura (°C) 35 30; 35 e 40

Vazão (mL/min) 0,5 0,4; 0,5 e 0,6

Inicial Isocrático (min) 0,5 0,01

Volume de Injeção (µL) 1,0 1,0

Excitação/ Emissão (nm) 400/620 400/620

Comprimento de Onda (nm)                        254                    254

*O pH = 3,0 foi preparado com ácido fosfórico em H2O, o pH = 7,0 foi preparado com tampão fosfato de   
amônio 10mM e o pH > 9,0 com hidróxido de amônio.
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Um total de 80 injeções foram realizadas nos três dias de experimentos, durante a triagem e otimização. Ao avaliar as superfícies de 

resposta é possível visualizar a influência que o estudo de robustez teórico possui sobre a condição cromatográfica final obtida. Ao 

traçar a superfície sem considerar a robustez, a condição ideal seria utilizando 95% de modificador orgânico como composição final do 

gradiente, já ao considerar a robustez, está composição fica entre 84-75% (figura 11).

 Figura 11 - Superfície de resposta a) sem robustez e b) com robustez

(a)

(b)
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A condição final obtida foi transferida para um coluna com maior relação L/dp, no intuito de se ter Resoluções acima de 2,0 para todas as 

bandas cromatográficas com área superior a 0,05% em relação à prometazina. A figura 12 demonstra os cromatogramas obtidos com a 

coluna de relação L/dp de 30.000 e de 58.800.

 Figura 12 - Cromatogramas para o perfil de impurezas da prometazina, a) coluna de 50mm, b) colunas de 100mm

(a)

(b)
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A prometazina possui quatro conhecidas impurezas denominadas como impureza A, B, C e D. Adotou-se como parâmetros de conformidade 

do método resolução acima de 2,0 e assimetria menor do que 2,0, para todas as bandas integradas (tabela 4). 

Peak Name RT Area Resolução Assimetria

1 Placebo 2.595 18371 1.10

2 Impureza A 4.494 87820 36.55 1.58

3 Impureza D 5.468 29445 17.60 0.90

4 Impureza 1 6.187 24398 14.46 1.04

5 Placebo1 6.840 11340 12.99 1.29

6 Placebo 2 7.109 43794 5.13 1.06

7 Impureza 2 7.330 11394 3.99 1.35

8 Impureza B 7.650 469005 5.63 1.05

9 Impureza 3 7.830 43688 3.21 0.93

10 Impureza C 8.091 115720 4.61 1.05

11 Prometazina 8.666 8164304 10.09 1.08

12 Placebo 3 9.032 19809 6.76 1.14

Além das impurezas já conhecidas e caracterizadas, através do método desenvolvido foi possível identificar mais 3 impurezas presentes na 

amostra de prometazina. A Figura 13 demonstra a comparação entre os cromatogramas obtidos para a amostra, o placebo, os padrões de 

impureza D e impureza A,B e C.

Figura 13 - Perfil de impureza da prometazina

 Tabela 4: Parâmetros de conformidade 
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Métodos Farmacêuticos:
Desenvolvimento de método cromatográfico para a Dipirona, Cafeína e para o
Citrato de Orfenadrina

Fernando de Paula1, Tiago Campos1 
1Waters Technologies do Brasil.

A dipirona sódica, um famoso antitérmico e analgésico, é um dos medicamentos genéricos mais vendidos no Brasil. De maneira geral, 

a administração da dipirona é realizada juntamente com o citrato de orfenadrina e cafeína, que possuem efeito anticolinérgico e 

estimulante, respectivamente.

Tradicionalmente, para se realizar o controle de qualidade da mistura de ativos, dois métodos cromatográficos são necessários, em especial, 

devido a diferença de retenção do citrato de orfenadrina em relação aos demais ativos. Diante deste contexto a abordagem por QbD aliado 

a tecnologia de UPLCTM foi aplicada, no intuito de se desenvolver um método cromatográfico com curto tempo de análise e que contemple 

todos os ativos presente na mistura.

Para esta aplicação realizou-se, inicialmente, uma triagem abrangente, visando uma condição que combinasse adequada resolução 

cromatográfica (Rs≥1,5) e um tempo de análise abaixo de 10 minutos. 

 Devido a alta retenção do citrato de orfenadrina, duas rampas de gradiente foram estudadas simultâneamente (Tabela 5). 

Tabela 5: Fatores  avaliados na triagem e otimização.

Variáveis Triagem Otimização

Colunas Acquity UPLC® HSS C18 SB, CSH C18, BEH 
C8 e    

BEH C8

(50 x 2,1 mm; 1,7 µm) HSS PFP

pHs* 2,0; 4,1 e 6,1 6,1

Tempo de Gradiente 1 (min) 4,5 - 9,0  8,0

Tempo de Gradiente 2 (min) 1,0 - 

Proporção final de Orgânico 1 (%) 50 78 - 85

Proporção final de Orgânico 2 (%) 85 -

Modificador Orgânico Acetonitrila e Metanol Acetonitrila 

Temperatura (°C) 30, 35 e 40 30; 35 e 40 

Vazão (mL/min) 0,5 0,5; 0,6 e 0,7

Inicial Isocrático (min) 0,5 0,5

Volume de Injeção (µL)                       0,7 0,7

      Comprimento de Onda (nm)                                  220                                           220

*O pH = 2,0 foi preparado com ácido fosfórico em H2O, os demais pHs foram preparados com tampão 
fosfato dibásico de amônio 10mM, com ácido fosfórico.
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A otimização foi realizada visando, exclusivamente, diminuir o tempo de análise, para isso escolheu-se uma das condições obtidas durante 

a triagem, que tivesse boa resolução entre os ativos e curto tempo de análise, para ser estudada na etapa de otimização. Além disso, 

avaliou-se a superfície de resposta, no intuito de se encontrar o melhor pH e tempo de gradiente para garantir o máximo de eficiência 

cromatográfica (figura 14). Nesta etapa, avaliou-se maiores vazões, temperaturas e proporção de solvente orgânico. 

Figura 14 - Superfície de resposta a triagem.
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A figura 15 demonstra os cromatogramas obtidos após a etapa de triagem e otimização, é possivel observar que os fatores estudados na 

otimização resultaram em uma separação com menor tempo de análise, sem prejudicar a resolução cromatográfica.

Figura 15 - Cromatogramas obtidos para a separação da amostra de dipirona sódica, a) Triagem, b) 
Otimização.

(a)

(b)
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O software Fusion AE aliado ao sistema de UPLCTM Acquity H-Class otimiza a etapa de desenvolvimento de métodos cromatográficos, 

proporcionando reduções siginificativas no tempo de desenvolvimento e na quantidade de solvente orgânico utilizado. A diminuição 

no tempo de desenvolvimento de métodos impacta diretamente no tempo de resposta e no custo operacional. Ao criar a superfície de 

resposta, que relaciona todas os fatores definidos no design do experimento, há um ganho expressivo de eficiência cromatográfica com 

a avaliação da robustez na condição final obtida, gerando condições cromatográficas ideais e minimizando o risco de falhas na etapa de 

avaliação da robustez na validação e também de problemas no método durante a vida útil dos produtos. Outra grande vantagem do uso do 

Fusion AE com o sistema Acquity UPLCTM H-Class é a comunicação integral do software de QbD com o software de controle do Acquity, o 

Empower. Esta integração faz com que seja possível exportar e importar experimentos de um software para o outro, facilitando o dia-a-dia 

do analista. Atualmente, 15 empresas, incluindo o ramo farmacêutico e prestadores de serviço, já possuem a solução Acquity UPLCTM 

H-Class e o Fusion AE, para o otimização da etapa de desenvolvimento de métodos cromatográficos. 

Considerações finais
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