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Método de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) Indicativo de 
Estabilidade para Determinação de Substâncias Relacionadas e Produtos de 
Degradação de Semaglutida Usando a AerisTM Peptide XB-C18

Introdução

A Semaglutida é um fármaco agonista do receptor do peptídeo-1 semelhante ao glucagon 

(GLP-1), utilizado no tratamento do diabetes tipo 2 e da obesidade. O mecanismo de ação 

da Semaglutida envolve o aumento da secreção de insulina, a redução dos níveis de 

glucagon e o retardo do esvaziamento gástrico. Essas ações resultam em melhor controle 

da glicemia e favorecem a perda de peso. A semaglutida emula os efeitos do hormônio 

endógeno GLP-1, responsável pelo controle do apetite e pelo metabolismo da glicose.

A separação de impurezas na produção de semaglutida apresenta desa�os devido 

à natureza complexa das impurezas peptídicas relacionadas. Essas impurezas 

frequentemente incluem isômeros de aminoácidos D, sequências truncadas, formas 

oxidada ou reduzida e outras provenientes de desamidação, fosforilação, acilação e 

glicosilação. Para obter uma separação e�caz dessas impurezas, é necessário um método 

sistemático e uma seleção cuidadosa da fase estacionária. Retenções e seletividades 

aprimoradas são exigidas para distinguir entre as inúmeras impurezas peptídicas que 

se assemelham entre si. Com esse propósito, foi desenvolvido um método HPLC de alta 

capacidade de separação usando coluna Aeris™ Peptide XB-C18. Essa coluna é 

especi�camente projetada para separações de peptídeos. A superioridade dessa coluna 

reside em duas características tecnológicas principais. Primeiramente, a fase estacionária é 

composta por ligantes XB-C18 com cadeias laterais di-isobutila, que resultam em uma fase 

ligada de maneira uniforme e com um maior espaçamento entre os ligantes em 

comparação com as fases C18 convencionais. Esse design permite interações mais e�cazes 

de peptídeos longos (mais de 20 resíduos) com a fase estacionária, otimizando a retenção e 

a seletividade. Em segundo lugar, a coluna utiliza partículas com morfologia core-shell. 

Essas partículas consistem em um núcleo sólido e impermeável envolto por uma camada 

externa porosa. Essa arquitetura minimiza a distância que o analito precisa percorrer dentro 

da partícula, reduzindo a difusão do analito e, consequentemente, o alargamento da banda 

cromatográ�ca. O resultado são picos mais estreitos e e�cientes, proporcionando uma 

resolução e um formato de pico excepcionais, que são cruciais para a separação de 

impurezas que eluem muito próximas umas das outras.

Nesta nota técnica, estudos de degradação forçada foram conduzidos para avaliar a 

natureza indicativa de estabilidade do método. A Semaglutida foi submetida a várias 

condições de estresse, incluindo:

•  Degradação ácida (0,1 mL de HCl 1 N à temperatura ambiente por 5 horas)

•  Degradação básica (0,1 mL de NaOH 0,1 N à temperatura ambiente por 4 horas)

•  Degradação oxidativa (0,1 mL de H2 O2 1% à temperatura ambiente por 1 hora)

•  Degradação térmica (banho-maria a 80 °C por 15 horas)

Este método separou efetivamente a Semaglutida de suas 8 impurezas 

conhecidas e de até 35 impurezas de degradação desconhecidas, 

demonstrando especi�cidade e capacidade indicativa de estabilidade. 

O teste de pureza de pico com detector PDA con�rmou a pureza de pico 

de Semaglutida em todas as amostras de degradação.
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Os padrões de Semaglutida e suas impurezas foram adquiridos 
localmente das empresas ManoTri Pharma e Simson Pharma.
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A Ciência em Benefício de Todos 

H-His-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-D-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-
Gly-Gln-Ala-Ala-Lys (AEEAc-AEEAc-γ-Glu-carboxi heptadecanoil)-

Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Arg-Gly-OH

D-His-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-
Gly-Gln-Ala-Ala-Lys (AEEAc-AEEAc-γ-Glu-carboxi heptadecanoil)- 

Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Arg-Gly-OH

H-His-Aib-Glu-Gly-Thr-D-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-
Gly-Gln-Ala-Ala-Lys (AEEAc-AEEAc-γ-Glu-carboxi heptadecanoil)- 

Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Arg-Gly-OH

H-His-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-D-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-
Gln-Ala-Ala-Lys (AEEAc-AEEAc-γ-Glu-carboxi heptadecanoil)-

Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Arg-Gly-OH

H-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln- 
Ala-Ala-Lys (AEEAc-AEEAc-γ-Glu-carboxi heptadecanoil)-Glu-Phe-

Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Arg-Gly-OH

H-His-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-D-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-
Gly-Gln-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Arg-Gly- OH

H-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gln-
Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Arg-Gly-OH

H-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-D-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-
Gln-Ala-Ala-Lys (AEEAc-AEEAc-γ-Glu-carboxi heptadecanoil)-Glu- 

Phe-Ile-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-Arg-Gly-OH



Preparação das soluções padrão e de impureza:�
Solução padrão/amostra: 1,0 mg/mL de Semaglutida em diluente. 
Padrão de impureza: 1,0 mg/mL em diluente
Amostra Forti�cada: 1% de cada impureza forti�cada à solução padrão de Semaglutida (1,0 mg/mL) como referência.

Estrutura da Semaglutida�

Resultados e Discussão sobre a Aeris Peptide XB C18, 2,6 µm 250 x 4,6 mm para Substâncias Relacionadas�
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Figure 1. Cromatograma do Padrão forti�cado com impurezas conhecidas em 1,0%.
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O cromatograma da solução padrão de semaglutida forti�cada com as impurezas relacionadas conhecidas é apresentado na Figura 1. Conforme observado, o método 

proporcionou uma excelente separação cromatográ�ca da semaglutida das oito impurezas conhecidas adicionadas, juntamente com três impurezas desconhecidas 

presentes na amostra. Três impurezas de degradação também foram observadas, possivelmente devido à degradação adicional das impurezas conhecidas. O cromatograma 

da solução padrão de semaglutida (não forti�cada) é mostrado na Figura 2. Observou-se que o padrão continha três impurezas não identi�cadas em baixas concentrações, 

as quais foram efetivamente separadas do pico de Semaglutida. Todas as impurezas identi�cadas foram bem resolvidas do pico de Semaglutida, com resolução ≥ 1,3, e foram 

con�rmadas usando padrões de referência individuais. Uma sobreposição dos cromatogramas dos padrões individuais é apresentada na Figura 3. A adequação do sistema 

foi validada por meio de seis injeções replicadas da solução amostra, demonstrando alta reprodutibilidade tanto nos tempos de retenção quanto nas áreas dos picos, 

conforme mostrado na Figura 4.

Figura 2. Solução padrão de Semaglutida 1 mg/mL para substância relacionada como amostra.

Figura 3. Cromatograma sobreposto de impurezas individuais conhecidas.

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,30 35,00 40,00 45,00 50,00 55,00 60,00 65,00 70,00 75,00 80,00 85,00 90,00 95,00 100,00 105,00 110,00 115,00 120,00 125,00

A Ciência em Benefício de Todos 



Figura 4. Cromatograma sobreposto de seis injeções replicadas do Padrão forti�cadas com impurezas conhecidas em 1,0%.
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Figura 5. Cromatograma sobreposto de amostras expostas a tipos variados de abordagens de degradação forçada.
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O padrão de Semaglutida (1 mg/mL) foi submetido a uma série de testes de estresse, que incluíram degradação ácida (0,1 mL de HCl 1 N à temperatura ambiente por 5 

horas), degradação básica (0,1 mL de NaOH 0,1 N à temperatura ambiente por 4 horas), degradação oxidativa (0,1 mL de H2O2 1%  à temperatura ambiente por 1 hora) e 

degradação térmica (banho-maria a 80 °C por 15 horas). Os resultados das análises cromatográ�cas para cada amostra após o tratamento são apresentados como um 

cromatograma de sobreposição na Figura 5. Como esperado, a amostra de controle (padrão de semaglutida sem tratamento) continha apenas 3 impurezas desconhecidas 

detectadas em níveis baixos. Durante a degradação ácida, um total de 14 impurezas foram identi�cadas; na degradação básica, 13 impurezas foram observadas, enquanto 

que na degradação oxidativa, 18 impurezas de degradação foram encontradas. A degradação térmica resultou na formação de quase 35 impurezas de degradação. 

Todos os picos de degradação foram distintamente separados uns dos outros. As impurezas de degradação resultantes das degradações ácida e básica apresentaram 

semelhanças, enquanto impurezas distintas foram geradas nas degradações térmica e oxidativa.

Conclusões

Foi empregada uma coluna Aeris Peptide XB-C18 (250 × 4,6 mm, 2,6 µm) para estabelecer um método indicativo de estabilidade para as substâncias relacionadas da 

Semaglutida. O objetivo deste método é quanti�car com precisão as impurezas e os produtos de degradação associados à Semaglutida sob várias condições de estresse, 

garantindo a separação efetiva da Semaglutida de suas impurezas. Estudos de degradação forçada foram realizados para avaliar a estabilidade e a degradação do fármaco 

em diferentes condições de estresse, que incluíram degradações ácida, básica, oxidativa (peróxido) e térmica. Os resultados demonstram que o método desenvolvido é 

altamente e�caz na resolução tanto das impurezas relacionadas ao processo quanto daquelas geradas por degradação forçada. Ademais, o método apresenta excelente 

reprodutibilidade, tornando-o uma ferramenta con�ável para estudos indicativos de estabilidade da Semaglutida.
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Amostra Controle

Amostra de Degradação Ácida

Amostra de Desgradação Básica

Amostra de Degradação Oxidativa

Amostra de Degradação Térmica

0,1 ml de HCl 1N por 4 horas em temperatura ambiente (25 °C)

0,1 ml de NaOH 1N por 4 horas em temperatura ambiente (25 °C)

0,1 ml de H2O2 1% por 1 hora em temperatura ambiente (25 °C)

Em banho-maria a 80 °C por 15 horas
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