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Desenvolvimento de um método analítico para IPC (in process control) por HPLC 

Resumo 

O cloridrato de minociclina é um dos APIs produzidos na Cipan, sendo este produzido em maior 

escala. Este API é sintetizado em 7 passos, sendo que no 4º passo ocorre a formação do 7-HT. 

Apesar de ao longo do tempo todos os passos terem sido melhorados de forma a que o produto 

final cumpra todos os requisitos, gerou-se inicialmente alguns problemas no passo de síntese do 

7-HT, pois este poderia estar a causar variabilidade entre lotes e assim afetar a qualidade do 

produto final. Foi desde então que se tornou fundamental a análise, desenvolvimento e melhoria 

deste passo intermediário de forma a torná-lo cada vez mais eficaz. Posto isto, desenvolveu-se 

posteriormente um novo método analítico para monitorizar este passo de síntese, que ao longo do 

tempo sofreu alterações e estudos de desenvolvimento de forma a garantir a sua viabilidade e 

eficácia, e com isso encontraram-se as condições ideais para se proceder à sua pré-validação. 

Este método apresenta características que o permitem ser versátil, com uma fase móvel 

compatível com LC-MS, permitindo assim a identificação de picos desconhecidos. 

O objetivo desta dissertação foi identificar e quantificar, não só, 7-HT como também outros 

produtos de síntese como a sanciclina e minociclina sal. Comparativamente ao método analítico 

já existente e em estudo, apenas se modificou um parâmetro cromatográfico, mudando o 

comprimento de onda de 350 nm para 280 nm. Através desta mudança, foi possível avaliar e 

perspetivar um acréscimo de informação nos cromatogramas. Outra razão desta mudança, foi o 

uso do mesmo comprimento de onda dos métodos tradicionais, pois assim possibilitou a 

comparação do novo método com o de minociclina ao mesmo comprimento de onda, 280 nm. 

Foram efetuadas análises comparativas para sanciclina e minociclina sal com o método tradicional 

Mino IPC, por forma a verificar as diferenças causadas e a viabilidade da análise destas pelo novo 

método. Foram determinadas linearidades para 7-HT e sanciclina, assim como fator de resposta 

relativo. Procedeu-se também a precisão e analise comparativa com auxílio a testes estatísticos, 

nomeadamente teste F para análise das variâncias e teste T para diferenças entre amostras 

independentes. 

De forma a possibilitar a utilização do novo método no controlo analítico para todas estas 

condições, é necessário proceder à validação do mesmo, de acordo com as guidelines 

regulamentares. 

Palavras-chave: desenvolvimento; HPLC; linearidade; precisão; validação. 
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Development of an analytical method for IPC (in process control) by HPLC 

Abstract 

Minocycline hydrochloride is an active pharmaceutical ingredient (API) produced in substantial 

quantities in Cipan, amongst other APIs. Its production consists of seven steps, being the 4th one 

responsible for the formulation of 7-HT. Despite the improvements applied on the minocycline 

hydrochloride preparation through the years, initially there were indeed a few obstacles on the 

synthesis of 7-HT, regarding its variability throughout batches, affecting the quality of the final 

product. Therefore, it became imperative to analyse, develop and enhance the 4th step, thus 

increasing its effectiveness. Therefore, a new analytical method was designed to supervise the 

aforementioned step, which evolved over time to guarantee its accuracy and efficacy, meeting the 

ideal conditions to progress to its validation. The features of this method make it versatile, with a 

mobile phase compatible with LC-MS, making it possible to identify the unknown spikes. 

The purpose of this dissertation is to identify and quantify 7-HT and other synthesis compounds, 

as in sancycline and minocycline salt. In comparison to the analytical method previously approved, 

only one chromatographic parameter was modified, changing the wavelength from 350 nm to 280 

nm. This adjustment permitted the evaluation and detection of additional information in the 

chromatographers. Using the same wavelength as the traditional methods was another factor in 

favor of this change, facilitating the comparison of the new and previous method of minocycline 

determination in the same wavelength, 280 nm.  

Comparative analyses were performed for sancycline and minocycline salt with the traditional Mino 

IPC method, with the interest of verifying the consequent differences and the analysis viability of 

this new method.  

Linearities for 7-HT and sancycline along with the relative response factor were determined. 

Precision and comparative analysis were also executed through statistical tests, namely the F test 

to address the discrepancy between variances and the T test for the divergences in independent 

samples.  

In the interest of enabling the appliance of the new method in the analytical control, it is necessary 

to proceed to its validation according to the current guidelines.  

Key – words: development; HPLC; linearity; precision; validation.  
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Capítulo 1 
 

Enquadramento e motivação 
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1. Enquadramento e Motivação 

Com mais de 50 anos de existência, a história da Cipan – Companhia Industrial Produtora de 

Antibióticos – começou com a abertura de uma fábrica piloto para a realização de experiências na 

produção de antibióticos de largo espectro bacteriano [1]. Posteriormente, na Vala do Carregado, 

inicia-se a produção de APIs, nomeadamente a tetraciclina, a minociclina, oxitetraciclina, a 

clorotetraciclina, entre outras [2].  

Empenhada no seu crescimento, em 1965 a Cipan recebe a sua aprovação pela agência norte-

americana do medicamento FDA (Food and Drug Administration), um passo de grande sucesso 

que permitiu a exportação de grande parte da sua produção anual, tendo como seu principal 

destino o EUA [3]. 

Com o passar dos anos, a Cipan rapidamente se tornou detentora de uma das maiores unidades 

de fermentação da Europa, caracterizando-se como a única fábrica em Portugal que utiliza 

processos biológicos na produção de APIs, sendo uma das principais empresas na produção em 

processos de fermentação e síntese química [4]. 

Desde o ano de 2016, a Cipan integra o grupo espanhol Suanfarma, uma empresa na área do 

medicamento e com várias unidades produtoras de APIs para investigação e desenvolvimento. 

Utilizando matérias-primas como sanciclina ou cloridrato de minocliclina, são vários os APIs 

produzidos tais como a tetraciclina, a limeciclina ou a omadaciclina, sendo o cloridrato de 

minociclina produzido em maior escala [5]. 

O cloridrato de minociclina é o produto produzido em maior escala, pois a partir dela se produz 

novas tetraciclinas como a omadaciclina. De forma a rentabilizar e a aperfeiçoar todos estes 

métodos de produção a partir do cloridrato de minociclina, têm sido realizados estudos e 

modificações de forma a tornar todo o processo mais rentável, otimizado e eficaz. Assim sendo, a 

síntese da minociclina é efetuada resumidamente em 7 passos, representada na figura 1. Estes 

passos de síntese, têm sofrido modificações ao longo dos anos e por questões de simplicidade 

não se incluem no esquema os ácidos que dão origem aos respetivos sais. 
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Figura 1 – Passos do processo de produção do cloridrato de minociclina 

 

 

1.1. Objetivos 

O objetivo principal da dissertação, é a pré-validação de um novo método analítico, mais versátil e 

eficiente, que permita analisar vários componentes principais e respetivas impurezas dos 

diferentes passos da minociclina. Ou seja, não se pretende uma validação formal, mas antes um 

estudo em que se simula uma validação de modo a avaliar a aplicabilidade do método noutros 

passos do processo de minociclina. 

Para todos os projetos envolvidos, é de extrema importância que o produto final cumpra todos os 

requisitos de qualidade fixados, daí haver a necessidade de melhorias em cada passo, havendo 

por vezes dificuldades no aperfeiçoamento dos mesmos por diversas razões. 

Com o objetivo de cumprir todos os requisitos de qualidade impostos à indústria farmacêutica, a 

Cipan utiliza métodos referenciados nas farmacopeias que regem a qualidade do produto final nos 
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mercados para onde se destinam, e também desenvolve e/ou implementa outros métodos 

analíticos para o controlo de matérias-primas, intermediários e dos próprios processos. 

É importante destacar também, que o controlo de qualidade da empresa é regido por GMPs (Good 

Manufacturing Practices) e por esse motivo, todos os métodos utilizados para controlo dos APIs 

devem estar devidamente validados e verificados com as farmacopeias em questão. 

Atualmente, a Cipan utiliza métodos internos para controlo in process onde são utilizadas técnicas 

como o HPLC para análise e controlo na produção dos vários APIs. No caso do cloridrato de 

minociclina, esta conta com dois métodos implementados e um em fase de implementação para 

o controlo analítico dos vários passos do seu processo de síntese e produto final, sendo estes a 

Mino USP, Mino In Process – implementados – e 7-HT em implementação. 

De forma a simplificar, melhorar e otimizar estes processos, procedeu-se ao estudo do 

desenvolvimento do método analítico 7-HT com o objetivo de utilizar também nos outros passos 

de síntese de minociclina, pois apesar do método em si já existir, está atualmente a ser utilizado 

especificamente para análise do 4º passo de síntese. 

O método in process utilizado atualmente, embora seja versátil na análise de vários passos de 

síntese de produtos intermediários, apresenta algumas desvantagens e com isso algumas 

limitações. Devido a certas limitações, o método torna-se pouco prático e moroso, o que faz com 

que levante alguns problemas técnicos, para além da grande componente salina que possui na 

sua fase móvel e da incompatibilidade com LC-MS. A importância da compatibilidade com 

espetrometria de massa (LC-MS) deve-se a que este tipo de deteção permita aumentar a 

capacidade de identificação e quantificação das substâncias presentes nas amostras, pois não se 

limita a moléculas cromóforas como os tradicionais sistemas de deteção na região de UV-Vis [6]. 

Para além disso, pretende-se utilizar um método menos dispendioso economicamente, que 

permita avaliar o doseamento, não só, do 7-HT como também de sanciclina solução in process e 

Minociclina sal in process (mistura reacional), onde se possam extrair informações relevantes para 

o processo, e possibilite o controlo analítico após a devida validação do mesmo. 

Deste modo, o principal objetivo será o desenvolvimento de um método analítico fiável, que permita 

manter as suas vantagens e eliminar as desvantagens e limitações do método tradicional e com 

isso preceder à validação do mesmo para posterior utilização de rotina, substituindo assim o 

método atual.  
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2. Introdução teórica 

2.1. História das tetraciclinas 

As tetraciclinas foram descobertas na década de 1940 e desde então foram identificadas e 

classificadas como antibióticos de largo espectro de atividade, com produção através da 

fermentação de bactérias presentes no solo. A vasta utilidade das tetraciclinas, desde logo ganhou 

destaque, pois apresentam ótimas propriedades de difusão tecidual e intracelular e podem ser 

usadas no tratamento de infeções urinárias, respiratórias e intestinais. São bastante usadas 

também nos problemas de acne e rosácea [7]. Para além disso, as tetraciclinas atuam enquanto 

antibióticos bacteriostáticos, pois apesar de não eliminarem necessariamente as bactérias, estas 

limitam o seu crescimento ao inibir a síntese proteica.  Devido todas estas características, as 

mesmas constituem o terceiro grupo de antibióticos mais prescritos do mundo, pois o elevado 

consumo deve-se ao seu tipo de atividade, baixa toxicidade e custo [8].  

A denominação de tetraciclina, deve-se ao facto da sua composição de quatro anéis fundidos, cuja 

estrutura é dividida numa região modificável e não modificável (figura 2). Os grupos funcionais 

específicos são necessários para a atividade antimicrobiana, uma vez que a sua remoção ou 

modificação afeta negativamente a farmacocinética [9]. Estas são bastante versáteis, pois ao existir 

uma região capaz de ser modificada através de semissíntese, dá origem a diferentes tetraciclinas 

com diferentes atividades antibióticas e combatem assim a resistência adquirida por muitos 

microorganismos [10]. 

 

Figura 2 – Estrutura geral da Tetraciclina com identificação das regiões modificável e não modificável 
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As tetraciclinas estão divididas em três gerações. As de primeira geração são provenientes da 

fermentação das bactérias. 

As de segunda geração é definida pelo desenvolvimento de tetraciclinas semissintéticas, depois 

de serem realizadas experiências para verificar a sua solubilidade em água com o objetivo de 

aumentar a adsorção oral. 

Por último, a terceira geração foi especialmente criada devido à perda de eficácia das mesmas, 

ou seja, apesar de todas as vantagens e características que as tetraciclinas apresentam, devido 

ao aumento da resistência bacteriana às mesmas, a eficácia vem diminuindo, limitando o seu uso. 

Assim sendo, tem sido desenvolvido esta nova geração de tetraciclinas, especialmente criadas 

para superar os mecanismos de resistência, modificando-as quimicamente [11, 12].  

2.1.1. Cloridrato de Minociclina  

A minociclina (figura 3) é uma tetraciclina produzida pela Cipan, resulta de um processo de 

produção composto por 7 passos (figura 4), sendo comercializada sob a forma de um sal de HCl, 

o cloridrato de minociclina. Este processo inclui 3 passos de catálise, 2 reações não catalíticas e 

dois de purificação, para que se obtenha um produto final com uma pureza de cerca de 99% [13]. 

 

 

Figura 3 – Molécula de Cloridrato de Minociclina 
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Figura 4 – Esquema do processo de produção do cloridrato de minociclina 

 

2.2. Síntese do 7-HT 

A síntese do 7-HT corresponde ao 4º passo e é dos passos mais importantes do processo de 

síntese da minociclina, pois é onde pode ser criada maior variabilidade do processo devido à 

formação de vários isómeros possíveis. Por essa razão, tem sido o passo mais estudado e 

desenvolvido nos últimos anos, tanto na síntese química como na química analítica através de um 

método próprio. Tal como esquematizado na figura 5, esta etapa do processo consiste em fazer 

reagir a sanciclina (DOT.B) com o dibenzilazodicarboxilato (DBAD). Esta reação de substituição 

eletrofílica aromática, que ocorre maioritariamente no carbono 7, dá-se em meio ácido, onde o 

ácido atua como catalisador e é responsável pela protonação do DBAD, tornando-o assim num 

eletrófilo. 

 

 

Figura 5 – Reação do 7-HT 

Embora seja preferencial a entrada do DBAD na posição 7 da DOT.B, esta substituição pode 

também ocorrer na posição 9, e, simultaneamente nas posições 7 e 9, sendo assim formados 

como produtos secundários deste passo da reação, o 9-HT e o 7,9-diHT, respetivamente. Além 

destes, é ainda formada a 4-epi-7-HT, um epímero do 7-HT, formada a partir da reação de 

epimerização do carbono 4 da DOT.B e subsequente reação de substituição eletrofílica aromática, 

ou a partir da epimerização no mesmo carbono do 7-HT. 
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Tal como dito anteriormente, sendo este passo de síntese o mais estudado, foi-se desenvolvendo 

e otimizando ao longo do tempo, um novo método analítico, que permite analisar este passo com 

mais rigor. Depois de encontradas condições cromatográficas que permitiram a sua respetiva 

validação, começou por ser estudada a possibilidade de analisar outros passos de síntese neste 

mesmo método para uma validação nestas novas condições. 

2.3. Introdução aos métodos analíticos 

A área de química analítica é geralmente descrita como a área da química responsável por 

identificar e caracterizar a composição da matéria, tanto quantitativa como qualitativamente e é 

aplicada em vários ramos da ciência, indústria e medicina. 

Através de métodos de análise qualitativos e quantitativos, estes têm o objetivo de revelar a 

identidade química das espécies presentes nas amostras através de métodos qualitativos, assim 

como determinam as quantidades destas espécies através dos métodos analíticos quantitativos. 

Os componentes que se pretendem determinar numa amostra são chamados de analitos. 

Um dos métodos mais conhecidos e utilizados para a determinação quantitativa e qualitativa de 

componentes químicos em misturas complexas é a cromatografia. Apesar deste tipo de técnica 

ter sido inventada no início do século XX, apresenta ainda hoje uma grande eficiência na separação 

de compostos de uma mistura, sendo a técnica mais viável para este tipo de análise [14]. 

O modo de funcionamento passa por uma separação dos compostos de uma mistura numa 

superfície planar cromatográfica ou coluna, que contém uma fase estacionária ao qual se faz 

passar uma fase móvel (eluente), onde os analítos migram para fora da coluna a diferentes 

velocidades, dependendo da afinidade que estes têm com as fases móvel e estacionária. Este 

processo é chamado de eluição, pois os analitos com maior afinidade na fase estacionária têm 

tendência a ficar retidos na coluna por um período de tempo mais longo e assim acabarem por 

serem eluídos mais lentamente que os analitos com maior afinidade com o eluente da fase móvel. 

De forma a detetar os sinais à medida que os compostos se separam, são usados um ou mais 

detetores que farão registo dos compostos em função do tempo de análise ou volume de eluição.  

A divulgação destas análises é descrita através de cromatogramas [15]. 

Existem três tipos de cromatografia através de colunas das quais são designadas por: 

• HPLC (High Performance Liquid Chromatography), em que a fase móvel utilizada é líquida;  
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• GC (Gas Chromatography), onde a fase móvel está no estado gasoso;  

• SFC (Supercritical-fluid Chromatography), cuja fase móvel é um fluído supercrítico 

 

2.4. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência – HPLC 

A Cromatografia Líquida de alta eficiência é uma técnica analítica de separação em que os 

componentes de uma mistura, eluída na fase móvel e sob pressão, são separados através de uma 

coluna analítica (contendo a fase estacionária), num sistema com um certo fluxo e assim, 

permitindo a análise de misturas químicas com uma elevada complexidade, com rapidez e 

maioritariamente com boa resolução entre os componentes.  

Para executar este tipo de cromatografia, recorremos a equipamentos designados por 

cromatógrafos, onde os eluentes são bombeados por ação de bombas peristálticas, que percorrem 

o percurso descrito na figura 6. Após a injeção de uma amostra, esta é arrastada pela fase móvel 

que segue para a coluna cromatográfica, onde ocorre a separação dos componentes presentes na 

mistura que são arrastados para o detetor e este lê os sinais correspondentes [16]. 

O conjunto de fases móveis, tipo de cromatógrafo e coluna cromatográfica, constituem um sistema 

cromatográfico que é maioritariamente desenvolvido para análise de uma certa molécula e 

respetivas impurezas relacionadas. 

 

Figura 6 - Esquema de um sistema de HPLC 

 

Devido ao facto de apresentar grande versatilidade, esta técnica é usada em maior parte das 

indústrias, apresentando uma ampla gama de equipamentos e colunas, dependendo das amostras 

que se pretendam analisar [15]. 
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2.4.1. Sistema de solventes e injeção 

Na cromatografia líquida de alta eficiência, os eluentes da fase móvel são armazenados em 

recipientes de vidro, que por bombeamento arrastam as fases móveis para o interior do 

cromatógrafo. Para evitar a entrada de bolhas nas colunas, os cromatógrafos têm um sistema de 

desgaseificação a vácuo, tornando assim as separações cromatográficas mais reprodutivas e 

eficientes permitindo uma linha de base melhor. A evolução dos eluentes nos sistemas 

cromatográficos podem ocorrer de forma isocrática ou por gradiente, dependendo dos parâmetros 

cromatográficos desenvolvidos. A eluição isocrática consiste no tipo de eluição com composição 

de solvente constante. Por outro lado, na eluição por gradiente, a composição da fase móvel varia 

ao longo da análise, geralmente entre fase aquosa e orgânica.  

A fase móvel é filtrada com o objetivo de evitar entupimentos, tanto no cromatógrafo como na 

coluna, pois estamos perante equipamentos altamente sensíveis, que facilmente poderão passar 

partículas indesejadas e prejudicar os mesmos. 

As amostras são então injetadas por intermédio de um sistema de injeção automática sem parar 

o fluxo de solvente [15, 16].   

 

2.4.2. Bombas 

As bombas têm como principal função o arrastamento dos solventes, e ocorre dos reservatórios 

para o sistema, pois estas controlam o fluxo da fase móvel gerando pressão suficiente para que 

assim atravesse toda a coluna. Com isto, a pressão e o fluxo poderão ser controlados através do 

equipamento, onde são geradas pressões até 5000 psi e fluxos dentro de uma gama de 0,1 a 10 

mL/min, dependendo do tipo de cromatógrafo [15]. 

Há dois tipos de bombas que poderão estar presentes no equipamento e estes dependem da 

forma como os solventes são misturados no sistema. Assim sendo, os dois tipos de mistura 

existentes são a mistura a baixa pressão e a alta pressão. [17, 18]. 
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▪ Mistura a baixa pressão (LPM) 

 

Figura 7 – Mistura de solventes a baixa pressão em HPLC 

Geralmente composto por uma bomba quaternária, com capacidade para misturar quatro 

solventes simultaneamente e a fluxo constante. 

Através da figura 7 podemos visualizar a ordem de funcionamento deste sistema. Os solventes da 

fase móvel, após a mistura numa válvula, os eluentes passam para uma câmara de mistura, 

seguindo para a bomba e posteriormente para o sistema de injeção, passando por fim para a 

coluna [17, 18]. 

▪ Mistura a alta pressão (HPM) 

 

Figura 8 - Mistura de solventes a alta pressão em HPLC 

Como poderemos ver na imagem da figura 8 o sistema de mistura a alta pressão é constituído por 

duas bombas que impulsionam os solventes até à câmara onde se misturam. O fluxo é combinado 

pelos fluxos individuais dos dois solventes [17]. 

 

2.4.3. Detetores em HPLC 

Em cromatografia líquida, existem diversos tipos de sistemas que podem ser utilizados para 

deteção de compostos presentes em amostras. Entre vários detetores usuais como os de índice 

de refração, de fluorescência ou de condutividade, geralmente os mais utilizados para este tipo de 

cromatografia são: 
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➢ Ultravioleta-visível (UV-Vis); 

➢ Espetrometria de massa (LC-MS); 

➢ Fotodíodos (PDA – photodiode array). 

O detetor ideal deverá obter uma eficiência a nível de sensibilidade, reprodutibilidade e seletividade 

e assim possuir características como a linearidade, em que a resposta aumenta 

proporcionalmente de acordo com a concentração de analito [19]. 

Tanto os detetores PDA como os detetores UV-Vis, são categorizados como detetores de 

absorvância, emitindo radiação UV-Vis, integrando uma fonte luminosa através de uma lâmpada 

de deutério na maioria das vezes. No modo de funcionamento deste tipo de detetores durante 

uma análise, a amostra passa por uma célula de vidro transparente denominada por célula de 

fluxo, onde faz passar o fluxo proveniente da coluna cromatográfica onde é irradiada. A amostra 

absorve parte dessa irradiação que atinge de seguida a zona de difração (rede de difração) que 

direciona a radiação eletromagnética não absorvida para a matriz de fotodíodos depois de separar 

em diferentes comprimentos de onda [20]. Este sistema suporta uma larga gama de 

comprimentos de onda, sendo que a parte eletrónica do detetor consegue fornecer uma resposta, 

tanto para um único comprimento de onda, como para uma determinada faixa, ou ainda fazer o 

varrimento completo do espetro [19,21]. A figura 9 representa esquematicamente o 

funcionamento deste tipo de detetor. 

 

 

Figura 9 – Esquema de funcionamento de um detetor UV-PDA 
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Ao passarem pela célula, os compostos absorvem radiação, permitindo assim relacionar a 

concentração da amostra com a absorvância dada pelo sistema, através da lei de Lambert-Beer : 

𝐴 =  Ԑ 𝑏 𝑐 = log. (
𝐼𝑜

𝐼
) Equação 1 

Onde: 

o A = Absorvância; 

o Ɛ = Absortividade molar para um determinado comprimento de onda; 

o b = Comprimento do percurso ótico (cm); 

o C = Concentração da espécie absorvente (M); 

o I0 = Intensidade da luz incidente; 

o I = Intensidade da luz transmitida. 

A passagem dos compostos pelo detetor resulta da variação da absorvância ao longo do tempo de 

corrida da amostra, designando-se por cromatograma. Com auxílio de software específico, o 

cromatograma é processado, que consiste na integração das variações da absorvância – os picos 

– convertendo os valores de absorvância em áreas ou altura do pico, permitindo a quantificação 

dos componentes obtidos [22]. 

O desenvolvimento das técnicas acopladas, permitiu um maior poder de informação retirada 

comparativamente a sistemas de deteção ótico mais usados, pois estas combinam o poder de 

separação do HPLC ao poder de identificação estrutural destas técnicas. Um dos mais 

frequentemente usados para identificação de compostos em desenvolvimento de métodos 

analíticos é o espetrómetro de massa, pois é um instrumento que permite a identificação de 

compostos de uma mistura dos vários picos presentes num cromatograma ao separar iões dos 

analitos em fase gasosa, de acordo com o seu valor da razão a massa/carga (m/z) [23]. 

 

2.4.4. Colunas para HPLC 

Existem colunas cromatográficas de varios tipos e tamanhos, dependendo das caracteristicas de 

cada método ou tipo de separação necessária, sendo usual o uso de colunas em aço inoxidável. 

Estas podem situar-se num forno, o tipo de material é resistente para funcionar a várias 

temperaturas consoante o tipo de parâmetro cromatográfico que esteja estabelecido. Os tipicos 
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comprimentos das colunas podem variar de 5 a 30 cm assim como também pode variar o 

diametro interno, geralmente de 4 a 10 mm. 

Na cromatografia líquida, o tipo de material de suporte da fase estacionária mais usada é a silica, 

embora haja colunas com outro tipo de material que também poderão ser utilizadas.  

O motivo do tamanho das colunas variar, deve-se a vários fatores tais como a vantagem da 

velocidade de análise, o reduzido gasto de solventes ou para maior eficiencia de separação. 

Há casos em que poderão ser usadas pré-colunas, de forma a aumentar o tempo de vida das 

colunas, pois ajudam a remover contaminantes que possam estar presentes nos solventes [15]. 

 

2.4.5. Tipos de separação em HPLC 

Existem diversos tipos de separação em cromatográfica líquida de alta eficiência entre os quais a 

cromatografia de exclusão por tamanho, cromatografia por partição e cromatografia de permuta 

iónica. 

A cromatografia de exclusão por tamanho (SEC) tem como característica e aplicação em espécies 

com elevado peso molecular para além de se usar um tipo de coluna com material muito poroso. 

Este facto, faz com que haja uma maior dificuldade em moléculas pequenas atravessarem a 

coluna, pois estas penetram facilmente nos poros da coluna ao contrário das moléculas maiores. 

Existem dois tipos de cromatografia de exclusão por tamanho, a de filtração em gel (GFC), e a de 

permeação em gel (GPC) [15, 24]. 

Por outro lado, a cromatografia de permuta iónica é caracterizada pela separação com carga 

elétrica, o que faz com que haja repulsão em cargas elétricas iguais e atração em cargas elétricas 

opostas. Assim sendo, a separação de permuta iónica pode acontecer de dois modos, através de 

uma fase estacionária de permutador aniónico que separa iões carregados negativamente ou 

através de uma fase estacionária de permutador catiónico, que por sua vez permite separar iões 

carregados positivamente. Tanto a alteração do pH da fase móvel como a força iónica ajudam a 

controlar a separação dos analitos ionizados [25]. 

• Cromatografia de partição 

A cromatografia de partição é a mais usual em HPLC, podendo mesmo ser considerada a principal 

deste tipo de método de separação. Este facto deve-se à versatilidade e complexidade deste modo 
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de separação pois pode ser dividido em cromatografia de fase normal, fase reversa e de interação 

hidrofóbica e hidrofílica [15, 25]. A retenção das moléculas é determinada pela afinidade dos 

compostos pela fase móvel e estacionária, dependendo das características físico-químicas dos 

analítos (e.g. grupos funcionais, polaridade, pH, solubilidade com a fase móvel e estacionária). 

Sendo que as propriedades das moléculas são determinadas pelo seu grupo funcional, definido 

através de parâmetros como a atividade ou estrutura e outras características, também a sua 

polaridade é dada por este grupo. Deste modo, o tempo de retenção de cada composto na fase 

estacionária é determinado pela localização do grupo funcional de cada molécula. A polaridade 

dos compostos é, na fase móvel e estacionária, a base deste tipo de separação, pois se a 

polaridade for semelhante, serão atraídos uns pelos outros, e repelidos no caso de polaridades 

diferentes [25, 26]. A escolha de fases móveis e estacionárias com polaridades diferentes, faz com 

que a separação seja também influenciada pela velocidade de eluição dos analitos, pois os 

compostos com maior afinidade com a fase móvel, sairão primeiro que os analitos com maior 

atração pela fase estacionária. 

A cromatografia de partição é então dividida em duas principais categorias:  

➢ Cromatografia de fase normal 

Esta categoria foi a primeira a ser descoberta e tem como principal característica o uso de fases 

estacionárias polares e fases móveis apolares. Um bom exemplo deste tipo de cromatografia é a 

cromatografia de interação hidrofílica pois é considerada uma alternativa à cromatografia de fase 

normal onde é adicionada uma pequena quantidade de água à fase móvel orgânica, sendo este 

tipo de cromatografia geralmente usada na separação de açucares [27, 28]. 

 

➢ Cromatografia de fase reversa 

A cromatografia de fase reversa, por outro lado, foi descoberta posteriormente e faz-se representar 

por um método de polaridades opostas à cromatografia de fase normal, uma vez que as fases 

estacionárias são apolares e hidrofóbicas, e as fases móveis polares. Este tipo de método é o mais 

popular e é usado com maior reprodutibilidade.   

A cromatografia de interação hidrofóbica (HIC) é uma variante deste tipo de método e possui uma 

grande aplicabilidade na separação de biomoléculas de grandes dimensões como em proteínas 

[28].  
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2.4.6. Parâmetros cromatográficos importantes 

• Tempo de retenção, tempo morto e tempo de retenção relativo 

Este parâmetro relaciona os diferentes tempos em que os componentes agem de acordo com 

determinada situação, pois temos o tempo morto (tM), tempo de retenção (tR) e o tempo de retenção 

relativo (RRT). Quanto ao tempo morto, significa que é o tempo necessário para que um 

componente não retido na fase estacionária seja eluído, desde a injeção à sua deteção. Por outro 

lado, o tempo de retenção é dado pelo tempo decorrido de um determinado componente da 

mistura desde a injeção à deteção, medido pelo valor máximo do pico correspondente. Por último, 

o tempo de retenção relativo é o quociente entre o tempo de retenção de um analito constituinte 

da amostra e o tempo de retenção do API.   

 

Alargamento da banda (Band broadening) 

O band broadening carateriza-se pelo arrastamento da banda de analito na coluna, influenciando 

assim a eficiência de separação. Isto pode estar relacionado a mais do que um fator, podendo ser 

a idade da coluna e o tipo de utilização, ou a outro tipo de fatores que a equação de Van Deemter 

demonstra que poderão contribuir para um alargamento da banda, relacionando a velocidade do 

fluxo da fase móvel com a altura dos pratos teóricos. A equação de Van Deemter é representada 

da seguinte maneira: 

𝐻 = 𝐴 +  
𝐵

𝑣
+ 𝐶𝑣 Equação 2  

Onde H representa a altura de cada prato (em cm), v representa a velocidade linear da fase móvel 

(em cm/s), enquanto A, B e C são constantes de difusão de Eddy, difusão longitudinal e de 

transferência de massa, respetivamente [14, 29]. 

A difusão de Eddy, representada na figura 10 e identificada no primeiro termo da equação, 

descreve variações nos caminhos que o analito pode percorrer na coluna. No entanto, estas 

alterações podem provocar arrastamento da banda de analito, devido à falta de homogeneidade 

do empacotamento da fase estacionária. De forma a minimizar esta situação, poderá optar-se por 

fases estacionárias com melhores caraterísticas de empacotamento, assim como menor tamanho 

das partículas, limitando também a distribuição de tamanho das mesmas. 
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Figura 10 – Alargamento de banda devido à difusão de Eddy 

Quanto à constante de difusão longitudinal, B (figura 11), representada pelo segundo termo da 

equação, é caraterizada pela difusão do soluto na fase móvel, onde se movimenta nas áreas de 

maior para as de menor concentração. Assim sendo, verifica-se que a diminuição da velocidade 

da fase móvel contribui, em grande parte, para o alargamento da banda uma vez que a utilização 

de fluxos mais baixos causa uma maior dispersão do soluto. Contudo, difusão longitudinal pode 

ser minimizada através de fluxos de fase móvel mais elevados, mantendo os tubos do sistema 

curtos, garantindo a utilização de encaixes corretos. 

 

Figura 11 - Alargamento de banda devido à Difusão Longitudinal 

Por último, o parâmetro C da equação (figura 12) é caraterizada pelo coeficiente de transferência 

de massa, estando relacionado com o movimento dos analitos nas fases móveis e estacionárias. 

Estando perante uma fase estacionária muito porosa, faz com que a fase móvel penetre muito 

mais facilmente nos poros e aí permaneça estagnada, fazendo com que a resistência ao 

movimento por difusão dos analitos entre ambas as fases contribuam para o alargamento da 

banda cromatográfica. A utilização de colunas com diâmetros de poros maiores provoca um 

aumento do tempo de difusão, que consequentemente diminui a eficiência da separação, 

aumentando o arrastamento da banda. 

 

Figura 12 – Ilustração do parâmetro C da equação de Van Deemter 
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Em modo de conclusão, poderemos ver através da figura 13, a variação dos parâmetros da 

equação de Van Deemter, de acordo com a altura dos pratos teóricos da coluna em função da 

velocidade linear do fluxo de fase móvel. É possível verificar, que os parâmetros avaliados, 

permitem determinar um fluxo ótimo para cada analito, minimizando o alargamento de banda.  

 

Figura 13 - Representação gráfica dos parâmetros da equação de Van Deemter 

 

• Resolução 

Em análise por HPLC é importante que a resolução seja superior a 1.5 num espaço de tempo e 

como tal, este parâmetro é calculado através da diferença de tempos de retenção (tR) e das larguras 

da base (Wb1 e Wb2) dos picos em questão. Através da equação 3 poderemos calcular este 

parâmetro.  

𝑅𝑠 =  
2(𝑡𝑅2 − 𝑡𝑅1)

𝑊𝑏1 + 𝑊𝑏2
 Equação 3 

 

Os índices 1 e 2, são atribuídos de acordo com o aumento do tempo de retenção, ou seja, o pico 

1 elui primeiro que o 2, tal como se pode verificar na Figura 14, figura adaptada da fonte [30, 31]. 
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Figura 14 – Parâmetros cromatográficos importantes 

De forma a controlar a resolução obtida a partir de uma separação cromatográfica, é importante 

ter atenção a três fatores importantes: seletividade, eficiência e retenção. Esses três fatores estão 

relacionados através da equação 4 e serão abordados sucintamente nos próximos tópicos.  

 Equação 4 

 

Para garantir que os componentes de uma amostra são bem separados é necessário que o fator 

de resolução entre dois picos seja superior ou igual a 1,5 [31]. Sendo que, segundo as normas 

em vigor pela USP e pela FDA, recomenda-se que o fator de resolução seja superior a 2 [32]. 

• Eficiência 

Como demonstrado anteriormente através da equação 4, a eficiência é o primeiro parâmetro da 

equação onde esta representa a eficiência da separação, medida em função da banda de 

dispersão na coluna [31].  

Uma vez que os analitos mais retidos na fase estacionária têm maior tempo de retenção e com 

isso, geram um maior alargamento de banda que os menos retidos, estes produzem picos com 

maior largura. Devido a esse alargamento, os picos apresentam uma forma tipicamente gaussiana 

e de difícil integração. Para além disso, existe o problema de sobreposição com os outros picos 

que causa certas limitações, ou seja, para picos maiores, a probabilidade de ter sobreposição 

também é maior. 

Posto isto, com o desenvolvimento da cromatografia comparou-se o funcionamento de uma coluna 

cromatográfica à separação de compostos numa coluna de destilação fracionada convencional, 

surgindo assim a teoria de que as colunas são constituídas por pratos teóricos. Deste modo, 

através desta teoria, podemos representar uma região de equilíbrio do analito entre a fase móvel 
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e estacionária. Assim sendo, quantos mais pratos teóricos uma coluna tiver, mais perto das 

condições de equilíbrio estará e com isso haverá uma melhor separação dos compostos.  A 

equação que representa a eficiência de uma coluna em cromatografia líquida de alta eficiência, 

medida pelo seu número de pratos teóricos (N) é a seguinte: 

𝑁 =  
𝐿

𝐻
 Equação 5 

Onde o L representa o comprimento da coluna e o H a altura média dos pratos. 

Como poderemos verificar na equação, uma diminuição da altura dos pratos teóricos, aumenta o 

número de pratos teóricos, logo aumenta a sua eficiência da separação, tendo em conta que a 

altura de cada prato é dada pelo quociente da variância de uma população representada no pico 

cromatográfico pelo comprimento da coluna. 

Tendo em conta que os picos apresentam uma forma gaussiana triangular, poderemos representar 

a altura dos picos (H) pela seguinte forma: 

𝐻 =  
𝐿𝑊2

16 𝑡𝑟2
 Equação 6 

Em que: 

W – Representa a largura do pico 

L – Representa o comprimento da coluna  

tr2 – Tempo de retenção do pico  

  

 

 

 

 

 

 Figura 15 – Determinação da eficiência (N) 
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Assim sendo, a eficiência já poderá ser calculada a partir do tempo de retenção e da largura do 

pico, através da equação 7. 

𝑁 = 16 (
𝑡𝑟

𝑊
)

2

 Equação 7 

 

• Fator de retenção (k) 

O fator de retenção relaciona o tempo de retenção do analito na coluna (tr) e o tempo necessário 

para a fase móvel atravessar a coluna (t0), ou seja, determina a retenção do analito tendo em conta 

o tempo de retenção em causa e o tempo morto. Através da equação 8 poderemos ver essa 

relação, sendo que valores de k elevados estão associados a tempo de retenção elevados, 

enquanto que valores de k baixos, refletem uma baixa retenção entre os picos. 

𝑘 =  
𝑡𝑟 − 𝑡0

𝑡0
 Equação 8 

As melhores resoluções correspondem aos fatores de capacidade k que variam entre 2 e 5, 

enquanto este parâmetro geralmente toma valores entre 1 e 10 [14, 31]. 

Este fator é facilmente ajustado na cromatografia de partilha através da variação da polaridade do 

eluente que depende das percentagens dos solventes utilizados na fase móvel, assim como 

alterando a temperatura da coluna e as propriedades da fase móvel. 

A maneira mais eficaz e conveniente de alterar o fator de retenção de um pico é ajustar a "força 

de eluição" da fase móvel cromatográfica. Isso geralmente é obtido na cromatografia de fase 

reversa, alterando a quantidade de solvente orgânico na mistura da fase móvel. Neste tipo de 

cromatografia, com uma fase estacionária não polar, tendo em conta as caraterísticas hidrofóbicas 

das moléculas, a utilização de fases móveis com baixo teor orgânico, faz com que os analitos 

interajam mais com a fase estacionária, aumentando assim a sua retenção. Por sua vez, o 

aumento da percentagem de fase orgânica diminui o fator de retenção dos compostos, pois o 

aumento da força de eluição diminuiu a retenção. 

Relativamente à influência do fator de capacidade na resolução, se todos os parâmetros 

subjacentes à equação 8 se mantiverem constantes, o aumento de k reflete-se no aumento da 

resolução. No entanto, um valor de k > 10 não será benéfico, pois este procedimento provoca um 

aumento do tempo de análise. Assim sendo, a melhor maneira de melhorar a resolução (R) será 

através do fator de seletividade. Mesmo que a resolução obtida seja dentro do desejado, ainda 
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que, num valor de k elevado, poderá ser preferível alterar outro parâmetro para melhorar a 

separação.   

• Fator de separação ou seletividade (α) 

A seletividade, também conhecida por fator de separação, é a capacidade que um sistema 

cromatográfico tem para diferenciar os componentes de uma amostra. Através a seguinte 

equação, podemos calcular a razão entre fatores de retenção de dois picos que se pretendam 

separar [31].  

𝛼 =
𝑘2

𝑘1
=

𝑡𝑟2 − 𝑡0

𝑡𝑟1 − 𝑡0
 Equação 9 

Sendo este parâmetro caracterizado pela razão entre os tempos de retenção ajustados, de dois 

picos, por definição só toma valores superiores ou iguais a 1. Assim sendo, obtendo-se uma 

seletividade alta, significa uma boa separação dos picos. Já se este valor for igual a 1, significa 

que os picos estão sobrepostos. 

A seletividade de uma separação é afetada por vários fatores tais como o pH da fase móvel, a 

presença de modificadores, temperatura da coluna ou fase estacionária, havendo sempre 

parâmetros mais fáceis de manipular para otimização da separação e resolução. 

• Simetria dos picos 

Os picos cromatográficos nem sempre se apresentam com forma de curva gaussiana devido a 

caraterísticas da separação como volume morto do aparelho, adsorção ou empacotamento da fase 

estacionária. A assimetria de um pico é causada pelo arrastamento dos picos (peak tailing), onde 

a principal causa do arrastamento nos picos é a ocorrência de mais de um mecanismo de retenção 

do analito. Para que a simetria dos picos seja a ideal, é necessário que o coeficiente de partição 

do soluto (KD) seja constante para uma ampla gama de concentrações de soluto ao longo da 

coluna. Através da equação 10 poderemos ver a relação de proporcionalidade entre a 

concentração de soluto na fase estacionária e móvel, CS e CM respetivamente [33].   

KD =  
𝐶𝑆

𝐶𝑀
 Equação 10 

Deste modo, as diferenças na retenção do soluto ao longo da fase estacionária, faz com que os 

picos apresentem assimetrias.  

Através da figura 16 poderemos ver dois tipos de acontecimentos designados como tailing e 

fronting, que se destacam por serem dois tipos de assimetria, já que a parte de trás do pico é 
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mais larga que a da frente no caso do tailing, enquanto que no fronting ocorre o inverso, a parte 

da frente do pico é mais larga que a de trás [33]. 

 

Figura 16 - Assimetria dos picos, correspondendo (a) a tailing e (b) a fronting 

Na figura 16, destaque também para a equação 11 que permite calcular a assimetria de um pico 

através de uma linha horizontal a 10% da altura máxima do pico e outra vertical a partir do máximo 

do pico. 

A =  
Y

X
 Equação 11 

 

2.4.7. Tipos de análise e calibração 

De modo a cumprir com o objetivo dos estudos estipulados para cada análise, são usados dois 

tipos de análise de amostras, sendo estas de forma qualitativa e quantitativa. 

Na análise qualitativa, o objetivo é separar e identificar os constituintes de uma amostra, através 

de padrões de referência. 

Por sua vez, na análise quantitativa, os compostos são quantificados, tendo por base a 

comparação da área e/ou altura dos seus picos com padrões utilizados com concentrações 

conhecidas [34]. Para uma análise deste tipo, a altura do pico é obtida medindo a distância 

perpendicular traçada desde o máximo do pico à sua linha de base. Já a área do pico é dada 

através do algoritmo de integração do software. Já a pureza cromatográfica de um pico, 

corresponde à percentagem da área do pico em relação à área total de todos os picos integrados 

do cromatograma.  
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É através da área dos picos que se poderá retirar a base da informação necessária nos sistemas 

de processamento cromatográfico, pois é menos suscetível ao efeito de variação do tempo de 

retenção e com isso mais reprodutível que a análise com base na altura do pico [15]. 

Através da preparação de soluções padrão com concentrações conhecidas, poderemos comparar 

as áreas e determinar a concentração de um determinado composto presente numa amostra, 

onde existem métodos para efetuar a calibração através desses padrões, tais como a calibração 

externa e calibração interna [23].  

❖ Calibração externa 

O método de calibração externa tem como base a análise das amostras de padrão e analito nas 

mesmas condições, onde a altura ou área do pico da amostra desconhecida é comparado com o 

da amostra de calibração, através da reta de calibração. A altura ou área do pico pode então ser 

representada graficamente em relação a uma gama de concentrações do composto, ao qual esta 

representação gráfica deverá, de preferência, ser linear. Se a calibração for de um ponto único, 

então a curva de calibração caracteriza-se por passar pela origem. A calibração pode também ser 

de múltiplos fatores, de acordo com a gama de concentrações que são analisadas.  

Este método de calibração tem vantagens sobre outros na medida em que a curva é desenhada 

com vários pontos, sendo possível obter um melhor ajuste da função e a resposta do detetor é 

dada com maior rigor, devido à gama alargada de respostas. Através da equação 12, verifica-se a 

concentração do composto desconhecido na amostra e determinar  

Em qualquer um dos casos, a concentração do composto desconhecido na amostra, pode ser 

determinado, através da seguinte relação [23]: 

Conc.unknown = (
Areaunknown

Areaknown
) × conc.known Equação 12 

Onde esta concentração é dada pela razão das áreas da amostra sobre a do padrão, multiplicando 

pela concentração do padrão. 
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❖ Calibração interna 

Embora cada método tenha a sua eficácia, o método de calibração interna tende a produzir mais 

resultados exatos e precisos. A utilização de padrões deste tipo é vantajosa relativamente a 

calibração externa, já que este método tem como base a adição de uma quantidade conhecida de 

um componente que funciona como padrão interno. O padrão em questão, deve ser quimicamente 

semelhante ao analito em questão, tal como ter um tempo de retenção também semelhante. Além 

disso, é importante garantir que o padrão interno seja estável e não interfira com nenhum dos 

componentes da amostra. Pode também ser realizada a calibração de múltiplos pontos, sendo 

que a quantidade de padrão interno adicionada deve ser constante. A quantificação é obtida 

usando relações entre a altura do pico ou área do componente e o padrão interno. A razão das 

respostas dos dois picos de interesse é apresentada pela seguinte equação [23]: 

Conc.unknown = (
AreaInternalStd.in known

AreaInternalStd.in unknown
) × (

Areaunknown

Areaknown
) × (Conc.known ) Equação 13 

 

Em que a concentração da amostra é dada pela razão das áreas do padrão interno na solução 

padrão sobre a do padrão interno da amostra multiplicando pela razão das áreas da amostra sobre 

a do padrão e pela concentração do padrão. 

2.4.8. Cromatografia de fase reversa 

Tal como foi referido anteriormente, o mecanismo de HPLC de fase reversa surge com esta 

denominação após a fase normal, onde a grande diferença se encontra na polaridade das fases 

móveis e estacionárias e com isso na sua componente hidrofóbica. 

Na cromatografia de fase reversa, esta é caracterizada por uma fase móvel mais polar do que a 

fase estacionária, pois a típica fase estacionária é hidrofóbica e está quimicamente ligada à 

superfície de uma partícula de suporte de sílica. 

É fundamental ter uma perceção dos parâmetros mais importantes, sendo um deles a escolha de 

solventes a utilizar, pois convém que os mesmos sejam os mais puros possíveis, com baixa 

viscosidade por forma a manter reduzida a variação de pressão do sistema. Além destas 

caraterísticas, estes também devem obter uma boa miscibilidade e estabilidade, assim como baixa 

deteção por UV. É importante que não sejam muito voláteis para que a constituição da fase móvel 

não se altere com o tempo [35, 36]. 
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❖ Desenvolvimento de um método analítico para HPLC de fase reversa 

Para a realização do desenvolvimento de um método analítico nestas condições, é necessário 

conhecer as propriedades físico-químicas do composto a analisar, facilitando com isso, a escolha 

de condições a definir. Existem várias etapas envolvidas no desenvolvimento de um método 

analítico para HPLC de fase reversa, entre os quais: 

➢ Seleção da coluna 

➢ Seleção da fase móvel 

➢ Seleção do modo de eluição 

No que diz respeito à seleção da coluna, esta deve ser escolhida de forma a estar adaptada aos 

analitos que se pretendem separar para a obtenção de boa resolução. Dependendo do 

desempenho da mesma, pode-se optar por colunas C 18 ou C 8.  

Com o objetivo de manter os melhores resultados possíveis, pode-se recorrer à diminuição de 

tamanho da partícula, assim como do comprimento e diâmetro da coluna. Para além destas 

variações, também se pode recorrer a ajustes da temperatura da coluna ou no fluxo da fase móvel, 

com o objetivo de obter uma separação satisfatória num tempo de análise mais curto [26,28]. 

Quanto à seleção de fases móveis usadas em HPLC de fase reversa, as fases móveis usadas nesta 

técnica consistem numa mistura de solução aquosa com solvente orgânico, onde a água ultra-

pura é o solvente mais polar e por essa razão o aumento da sua quantidade desfavorece a eluição 

dos analitos mais hidrofóbicos devido à sua maior afinidade com a fase estacionária. Por este 

motivo, há um aumento do seu tempo de retenção, embora haja uma polaridade menor dos 

modificadores orgânicos, pois favorece a eluição dos componentes mais apolares da coluna, 

diminuindo assim o tempo de retenção destes. Ou seja, um aumento da percentagem do solvente 

orgânico permite uma eluição mais rápida devido à maior interação deste último com a fase 

estacionária. 

Dois dos solventes orgânicos mais usados neste tipo de cromatografia são o acetonitrilo e o 

metanol, não só por terem um UV-cutoff baixo, como também pelas suas excelentes propriedades 

cromatográficas e capacidade de solubilização [36]. 

De forma a controlar e manter o pH inalterado, em cromatografia de fase reversa usam-se 

frequentemente fases móveis tamponizadas, pois o pH de soluções tampão varia muito pouco 
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com a adição de ácidos e bases. Assim sendo, o uso de uma solução tampão influencia o formato 

dos picos e a seletividade da separação. 

Com o objetivo de identificar compostos presentes nas amostras em estudo, é cada vez mais 

importante desenvolver métodos analíticos compatíveis com espetrometria de massa (MS), pois 

em vários casos, os mesmos não são possíveis de ser identificados por HPLC-UV. Esta técnica 

requer o uso de fase móvel volátil, tornando a escolha dos solventes mais limitada [37]. 

A tabela 1 lista a compatibilidade de vários tampões da fase aquosa para o uso em LC-MS. 

Tabela 1 – Tampões comuns em HPLC e respetiva compatibilidade com LC-MS. Adaptado de Dolan (2012) 

Tampão Gama de pH Compatibilidade com LC-MS 

Fosfato (pK1) 1,1 – 3,1  Não 

Fosfato (pK2) 6,2 – 8,2 Não 

Fosfato (pK3) 11,3 – 13,3 Não 

Acetato de amónio 3,8 – 5,8 Sim 

Citrato (pK1)  2,1 – 4,1 Não 

Citrato (pK2)  3,7 – 5,7 Não 

Citrato (pK3)  4,4 – 6,4 Não 

Ácido trifluoroacético 0,1% 2,0 Sim 

Ácido fosfórico 0,1% 2,0 Não 

Ácido fórmico 0,1% 2,7 Sim 

Formato de amónio 2,7 – 4,7 Sim 

Bicarbonato de amónio 6,6 – 8,6 Sim 

Borato 8,3 – 10,3 Sim 

 

As soluções-tampão devem ser usadas na menor concentração possível, de acordo com a 

separação que se pretende alcançar, pois uma concentração excessiva pode conduzir à formação 

de adutos e à supressão iónica. 

Por fim, a preparação das soluções deve ser cuidadosa, filtrando-as para evitar a entrada de 

partículas no sistema [38]. 

Por sua vez, o modo de eluição por gradiente aumenta significativamente a separação de um 

sistema de cromatografia comparativamente ao método isocrático. Isso deve-se à alteração do 
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fator de capacidade durante a eluição e com isso, o aumento da eficiencia aparente, ou seja, à 

diminuição da largura do pico [28]. 

Como será referido no tópico seguinte com mais detalhe, a eluição por gradiente é obtida ao definir 

diferentes composições entre a fase aquosa e a fase orgânica ao longo do tempo de análise, 

estando a fase móvel inicial mais rica na componente aquosa. Isto faz com que a força de eluição 

seja suficientemente baixa para reter e resolver analitos mais polares, sendo estes os primeiros a 

serem eluidos [39]. 

2.4.9. Métodos de Gradiente 

Existem dois métodos de eluição distintos que são usados em HPLC, dependendo das condições 

cromatográficas que foram estudadas previamente e estas favoreçam a análise. Esses dois 

métodos denominam-se por método isocrático ou de gradiente. A principal diferença entre os dois, 

reside na composição de fase móvel ao longo da análise, pois no modo isocrático esta apresenta-

se constante, enquanto no modo de gradiente vai variar ao longo do tempo de corrida de cada 

analise. 

Embora o método isocrático possa ser preferível em diversas situações, muitos dos problemas 

associados ao método isocrático, podem ser superados no método por gradiente, pois neste modo 

de análise a composição de fase móvel é alterada durante a análise, alterando a percentagem de 

solvente orgânico. Assim sendo, e com uma composição inicial adequada para o caso, esta é 

escolhida de modo que a força de eluição seja apropriada para reter e resolver os analitos mais 

polares no início da análise e assim a força de eluição seja aumentada de forma predeterminada 

para eluir compostos com resolução ideal. Para além disso, a composição final da fase móvel, é 

escolhida para garantir a eluição de todos os compostos de interesse dentro de um tempo razoável, 

podendo posteriormente aumentar a percentagem de solvente orgânico para retirar os 

componentes que estejam fortemente retidos e possam contaminar a coluna. Por último, a coluna 

deve ser equilibrada nas condições iniciais de fase móvel, antes da injeção seguinte [39]. 

Neste tipo de análise, é extremamente importante assegurar que uma mistura de soluções 

aquosas e solventes orgânicos não provoque uma possível precipitação de sais dentro do sistema 

cromatográfico, pois tratam-se de técnicas com alta sensibilidade. Mesmo com essas 

caraterísticas, os benefícios que o método de gradiente possui, são suficientes para que a técnica 

seja bastante aplicada em análises cromatográficas na área de química analítica, pois, não só 
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aumenta a resolução entre picos e a sensibilidade da análise, como também é capaz de reduzir o 

tempo de análise. Assim sendo, conclui-se que o método de eluição de gradiente tem grande 

aplicabilidade no desenvolvimento de métodos analíticos, sendo uma das principais, pois é 

facilmente identificável a percentagem necessária de solvente orgânico para a eluição de todos os 

compostos. Por essa razão, também será necessário ter em conta o tipo de coluna a usar devido 

à polaridade dos compostos e dos tempos de retenção obtidos. 

Geralmente, a componente aquosa da fase móvel é colocada na linha A, enquanto a componente 

orgânica é inserida na linha B do aparelho cromatográfico, apesar desta condição não ser 

obrigatória. Ainda assim, para facilitar a mistura no aparelho, os solventes devem ser previamente 

misturados, ou seja, o solvente A pode conter uma pequena percentagem da B. 

Um dos fatores que mais afeta os métodos de gradiente é a mistura dos solventes, que pode ser 

efetuada, tanto a alta como a baixa pressão, de acordo com a disposição das bombas no sistema. 

❖ Influência de fatores nos métodos de gradiente 

A otimização da resolução entre dois picos (equação 14), num método analítico de gradiente, pode 

ser feita, tal como para métodos isocráticos, a partir do aumento do fator de retenção (k*), de 

seletividade (α), ou mesmo pelo aumento do número de pratos teóricos da coluna (N) [39]. 

𝑅 =
√𝑁

4
× 𝛼 × 𝑘∗ Equação 14 

A diferença na otimização de métodos de gradiente é influenciada pela variação do fator de 

retenção (k*), já que a mesma varia constantemente com a força de eluição como é representada 

na equação 15: 

𝑘∗ =
𝑡𝑔𝐹

𝑆𝑉𝑚𝛥𝛷
 Equação 15 

Sendo que: 

Δ∅ correspondente à variação da componente orgânica; 

F o fluxo de fase móvel; 

S o fator de seletividade dado pela equação 16 considerado para moléculas com massa molecular 

(MW) baixa; 

Vm o volume morto indicado na equação 17; 

Onde dc e L representam, respetivamente, o diâmetro e o comprimento da coluna:  
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𝑆 = 0,25𝑀𝑊0,5 Equação 16 

𝑉𝑚 = 𝜋 (
𝑑𝑐

2
)2 0,68𝐿 

Equação 17 

Assim sendo, o aumento do fator de retenção pode ser feito aumentando o tempo de gradiente, 

diminuindo o comprimento da coluna, aumentando o fluxo ou reduzindo a variação de modificador 

orgânico. Como o declive do gradiente é proporcional a 1/k, é importante ter em conta a variação 

deste valor, pois com o aumento do tempo de gradiente, este pode aumentar a resolução dos 

picos. Posto isto, o aumento do fluxo da fase móvel provocaria uma diminuição do declive de 

gradiente e consequentemente um aumento da resolução entre os picos, já que os tempos de 

retenção são menos sensíveis à variação do fluxo que em métodos isocráticos [40]. Deste modo, 

torna-se fundamental o estudo da variação destes parâmetros de acordo com o modo de eluição 

dos picos. 

 
 

2.5. Critérios para a validação de um método analítico  

A validação de um método analítico é um procedimento usado para provar de forma documentada 

que um método é fiável e adequado, satisfazendo os requisitos necessários através da realização 

de vários testes que permitam resultados fiáveis.  

Assim sendo, estes testes são usados na identificação e quantificação de impurezas e de 

componentes da amostra, seguindo sempre um método rigoroso de análise e que garanta a 

satisfação das especificações exigidas para os resultados analíticos. Importa destacar também, 

que é essencial ter equipamentos devidamente calibrados, qualificados para o efeito e adaptados 

a cada caso, de forma a manter o rigor e veracidade dos resultados, seguindo sempre as 

especificações recomendadas [41, 42]. 

O processo de validação pode ser moroso e exigente, assim como poderá ser necessária a 

revalidação do método devido a alteração da composição do produto final ou o método analítico 

ser alterado, por forma a evitar resultados erróneos e assim levar ao desperdício de tempo, 

dinheiro e recursos, comprometendo assim a fiabilidade de todo o processo. 

Para a validação de um método analítico, é necessário o estudo e análise de vários parâmetros 

entre os quais [32, 41]: 
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➢ Especificidade – trata-se da capacidade de identificar inequivocamente o analito de interesse 

na presença de outros compostos, ou seja, da capacidade de um método identificar um analito 

numa mistura complexa sem interferência de outros componentes; 

➢ Linearidade – este parâmetro representa a capacidade que um método tem, dentro de uma 

certa gama de trabalho, de obter resultados que são diretamente, ou por transformação 

matemática, proporcionais à concentração de analito na amostra; 

➢ Gama de trabalho – define-se como um intervalo de valores entre os limites inferior e superior 

de concentração de analito na amostra, para o qual foi demonstrado um nível de precisão, 

exatidão e linearidade adequado; 

➢ Exatidão – consiste na proximidade dos resultados obtidos nos testes relativamente ao valor de 

referência;  

➢ Precisão – baseia-se na concordância entre resultados obtidos quando uma amostra 

homogénea é analisada repetidamente no mesmo método analítico e nas mesmas condições, 

podendo ser considerados três níveis de precisão: 

➢ Repetibilidade – refere-se ao uso do mesmo método analítico durante um curto espaço 

de tempo, onde as análises são efetuadas nas mesmas condições, pelo mesmo 

laboratório, mesmo analista e mesmos equipamentos;   

➢ Precisão intermédia – expressa as variações que poderão ocorrer dentro do laboratório, 

sendo que neste caso as análises são efetuadas em dias diferentes, com equipamentos 

diferentes e outros analistas;  

➢ Reprodutibilidade – resultado de um estudo colaborativo entre vários laboratórios, 

fazendo uso do mesmo procedimento analítico. 

➢ Limite de deteção – é definido como a concentração mínima de analito que consegue ser 

detetada numa amostra e não quantificada; 

➢ Limite de quantificação – é considerado como a menor concentração de analito presente na 

amostra e pode ser determinada quantitativamente com uma precisão e exatidão adequadas; 

➢ Robustez – demonstra a capacidade que o procedimento analítico tem para não ser afetado 

por pequenas variações nos seus parâmetros e indica-nos a sua confiabilidade durante o uso 

normal. 
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Capítulo 3 

Materiais e Métodos 
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3. Materiais e métodos 

Este projeto foi estudado com base no desenvolvimento e pré-validação de um método analítico in 

house do 7-HT para análise do 4º passo de síntese do cloridrato de minociclina, tendo sido 

adaptado e otimizado para análise de outros passos de síntese, de forma a aproveitar as 

caraterísticas e versatilidade do mesmo. Neste capítulo, apresentaremos o equipamento, material 

e trabalho desenvolvido, para além da comparação com o método analítico original, com mudança 

de um parâmetro cromatográfico, como também com o método analítico tradicional, até aqui 

adotado e validado para doseamento e substâncias relacionadas de compostos de outros passos 

de reação. Por último, serão apresentados estudos de linearidade, precisão, análise comparativa 

e testes estatísticos para comparação e de que forma será viável todo este processo.   

3.1. Equipamentos 

Durante a realização deste projeto, foram usados os seguintes equipamentos: 

▪ HPLC: Waters Alliance, com sistema de separação munido de uma bomba quaternária com 

mistura a baixa pressão, porta amostras e colunas com controlo de temperatura, acoplado de 

detetor PDA (Photo diode array); 

▪ U-HPLC-MS: Ultra-HPLC com um detetor de massa acoplado - módulo de QDA U-HPLC ACQUITY 

Arc QSM 2998; 

▪ Medidor de pH: Mettler toledo Seven Excellence;  

▪ Balança analítica: Mettler Toledo AG285, gama de trabalho entre 0 e 210 g; 

▪ Material variado de laboratório entre os quais: balões, copos, espátulas, vials, filtros, pipetas e 

provetas de vários tamanhos. 

 

3.2. Reagentes 

▪ Água ultrapura 18 M cm para HPLC (milliQ) 

▪ Diluente 1 para HPLC (Honeywell - grau gradiente e Carlo Erba – grau LC-MS) 

▪ Diluente 2 para HPLC (Honeywell - grau gradiente e Carlo Erba - grau LC-MS) 

▪ Reagente 1 (VWR - para HPLC e Fisher - para LC-MS) 

▪ Reagente 2 (Chem-lab - para HPLC) 

▪ Ácido X (VWR – para HPLC e LC-MS) 
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3.3. Método analítico original do 7-HT 

O método analítico original do 7-HT está descrito numa instrução técnica da Cipan [43], onde 

serve de consulta para determinação do doseamento e substâncias relacionadas do 7-HT. Como 

já foi referido anteriormente, este método já estava desenvolvido e serviu de base para estudos de 

monitorização de 7-HT.  

 

3.3.1. Descrição do método 

Na tabela 2 está descrito o método analítico original para HPLC do 7-HT 

 

Tabela 2 – Método analítico original do 7-HT 

Parâmetros do método Descrição 

Coluna C-8 150 mm x 4.6 mm, 5 µm 

Método de eluição Gradiente 

Fluxo 1 ml/min. 

Diluente para amostras Diluente 1 : Diluente 2 (50:50) 

 Eluente A: 

 Fase móvel 
Solução reagente 1 10mM com 0.2mM 

de reagente 2, pH ajustado com ácido X. 

  Eluente B: 

  Eluente A : Diluente 2 (10:90) 

  

Temperatura da coluna 30°C 

Volume de injeção 10 µL 

Comprimento de onda 350 nm 

Tempo de corrida 40 minutos 
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Tabela 3 – Gradiente do método 7-HT 

Tempo (min.) % Eluente A % Eluente B 

0 75 25 

5 75 25 

17 59 41 

23 59 41 

30 25 75 

35 75 25 

40 75 25 

 

3.4. Desenvolvimento do método analítico 7-HT  

Devido à versatilidade do método 7-HT, desenvolvido inicialmente para o passo 4 da reação de 

síntese de minociclina (7-HT), desenvolveu-se um estudo para analise dos passos 2 e 3 de síntese 

(sanciclina) e para o passo 5 de síntese (minociclina sal). Foram estudadas novas condições para 

este método analítico, com o objetivo de adaptá-lo à análise destes outros compostos e substâncias 

relacionadas.  

Seguiu-se então a mesma instrução técnica para determinação das substâncias relacionadas da 

Sanciclina solução In Process e Minociclina sal In Process. 

Para além destas condições, as análises foram efetuadas a um novo comprimento de onda a 280 

nm e ao mesmo tempo a um comprimento de onda original, a 350 nm, para comparação. Este 

método é capaz de detetar a presença do 7-HT, e respetivas substâncias relacionadas, conhecidas 

e desconhecidas. Como referido anteriormente, foi avaliado a um novo comprimento de onda – 

280 nm – pois vai de encontro ao mesmo comprimento de onda dos métodos originais, assim 

como também é possível detetar mais compostos desconhecidos e compostos conhecidos com 

uma intensidade de pico diferente dos 350 nm.  
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3.4.1. Preparação de soluções  

Fase móvel do método 

Sendo um método de eluição por gradiente, a fase móvel é composta pelas soluções descritas 

como eluentes A e B.  

Como solução de lavagem do sistema, usou-se diluente 2 10% seguida de uma solução de diluente 

2 a 60%, para remoção de sais da coluna e posterior acomodação da fase estacionária numa 

solução maioritariamente aquosa. 

Eluente A: Solução reagente 1 10 mM com 0,2 mM de reagente 2 

Pesar 0,79 g de reagente 1, dissolver e completar para balão de 1 L com água para HPLC. De 

seguida, sob agitação, com barra magnética, adicionar à solução 80 mg de reagente 2.  

Acertar o pH com ácido X. Filtrar a solução a vácuo através de membrana no mínimo com 0,45 

µm de porosidade. 

 

Eluente B: Diluente 2 : Eluente A (90:10) 

Num frasco de 1 L, adicionar 900 ml de diluente 2 e 100 ml de eluente A.  

Misturar bem e colocar num banho ultra-sons durante 5 minutos. 

Para preparação da fase móvel a usar em LC-MS, repete-se o procedimento sem acrescentar 

reagente 2 0,2 mM. 

 

Soluções Padrão e de amostra 

Para preparação de uma solução padrão, transferir 40 mg de padrão 7-HT rigorosamente pesado 

para um balão de 50 ml. Adicionar solvente até metade do balão, dissolver o padrão com auxílio 

de ultra-sons e vortex, aferir até ao menisco e colocar num banho ultra-sons durante 1 minuto 

para dissolver completamente. 

Para a solução de amostra, deve-se transferir 25 mg de amostra para um balão de 25 ml e repetir 

o procedimento descrito anteriormente. 
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Para padrões e amostras de outros compostos principais, como no caso da sanciclina ou 

minociclina sal, as diluições mantêm-se de acordo com o método tradicional, validado para 

acompanhar a síntese sanciclina, solução in process, e minociclina sal, solução in process. As 

restantes condições usadas foram as mesmas do 7-HT, embora o tempo de análise dos padrões 

e amostras sejam diferentes, situação essa que será explicada mais adiante. 

Para todas as soluções, os balões preparados são colocados num banho de ultra-sons durante 

cerca de 20 segundos, intervalados com agitação no vortex durante 1 minuto, para garantir a 

dissolução.  

Na preparação de fases móveis e algumas das soluções, estas são filtradas através de um filtro 

de membrana de 0,2 μm para seringa no caso de soluções para LC-MS e um filtro de membrana 

0,5 μm na preparação de fases móveis, de modo a remover qualquer partícula que possam conter 

e assim evitar o entupimento dos equipamentos de HPLC e LC-MS. 

3.4.2. Identificação de compostos e substâncias relacionadas 

Inicialmente, começou por se testar em LC-MS as principais substâncias relacionadas do 7-HT 

através de padrões isolados, de forma a proceder à identificação de certos picos que poderiam 

estar omitidos em HPLC, testados simultaneamente a 2 comprimentos de onda diferentes e assim 

verificar, em tempo real, qual deles se poderia retirar mais e melhor informação. 

Seguidamente, testaram-se várias amostras de sanciclina e minociclina sal através de padrões 

DOT.HCl e minociclina respetivamente, assim como algumas soluções da indústria, tanto em 

HPLC como em LC-MS, de maneira a estudar os tempos de retenção neste novo método e efetuar 

a identificação dos picos de cada substância, recorrendo também ao método tradicional de analise 

desses compostos, Mino IPC, para respetiva comparação. Concluiu-se que os principais 

compostos e substâncias relacionadas tiveram tempos de retenção inferiores a 40 minutos com 

este método (tempo de análise estipulado no método 7-HT), pois não se retirava mais nenhuma 

informação a partir de um certo tempo, havendo com isso a possibilidade destes terem um tempo 

de análise mais curto. 

Irá ser apresentado com mais detalhe no capítulo seguinte, a informação aqui resumida. 
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3.4.3. Análise em LC-MS 

Um dos principais objetivos de adequar este método analítico para controlo de todos os outros 

passos do processo da minociclina, é devido à compatibilidade da sua fase móvel com a 

espetrometria de massa, que permite identificar compostos ainda não identificados, presentes nas 

amostras 7-HT, sanciclina (DOT), DMT ou minociclina sal (msais) nas diferentes partes do 

processo através da sua razão massa/carga (m/z). Foram realizadas várias análises em LC-MS 

para comprovar as substâncias existentes e, quando possível, ter conhecimento das massas 

moleculares de picos não identificados presentes em cada amostra. A fase móvel de 7-HT, no 

entanto, é ligeiramente modificada quando analisada por espetrometria de massa, já que não deve 

ter presença de sais não compatíveis, não sendo a fase móvel preparada com reagente 2, ao 

contrário da fase móvel para HPLC [44].  

Foi utilizado um módulo de QDA com um detetor de massa acoplado ao U-HPLC ACQUITY. 

3.4.4. Condições cromatográficas 

As condições cromatográficas foram praticamente todas mantidas, apenas com alteração no 

comprimento de onda, tendo-se analisado inicialmente várias amostras a dois comprimentos de 

onda simultaneamente. O motivo de análise inicial a estes comprimentos de onda deve-se ao facto 

do método de 7-HT estar inicialmente desenvolvido para correr a um comprimento de onda de 

350 nm, enquanto o método de Mino IPC está desenvolvido e validado a correr a um comprimento 

de onda de 280 nm.  

Avaliou-se simultaneamente nestes dois comprimentos de onda no novo método, de forma a 

verificar o comprimento de onda mais adequado para o estudo e se seria mais vantajoso manter 

a 350 nm (figura 17), ou alterar para 280 nm (figura 18), de acordo com o método tradicional. 

Deste modo, concluiu-se que a um comprimento de onda de 280 nm era possível retirar mais 

informação dos cromatogramas, já que este revela uma maior quantidade de impurezas e de 

forma mais detalhada, sem com isso afetar significativamente a informação do pico do composto 

principal e respetivas substâncias relacionadas já conhecidas. 
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Figura 17 - Cromatograma de uma amostra 7-HT a 350 nm 

 

 
Figura 18 – Cromatograma de uma amostra 7-HT a 280 nm 

 

Analisou-se a sanciclina e a minociclina sal através do novo método sem haver necessidade de 

um tempo de corrida tão longo, conseguindo assim um tempo de análise de 20 e 10 minutos, 

respetivamente, o que acabou por se revelar uma grande vantagem.  

Posto isto, o tempo de corrida standard de 40 minutos foi mantido, enquanto que no fim de cada 

analise de 10 e 20 minutos, é necessário fazer um equilibrate de modo a voltar ao gradiente inicial 

(75:25) na análise seguinte. É necessário fazer este equilibrate para que a amostra seguinte 

injetada entre no sistema cromatográfico nas mesmas condições iniciais de gradiente, ou seja, 

nas mesmas proporções de fase móvel A e fase móvel B, como é habitual na análise de 7-HT. 
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Tabela 4 – Descrição do método 7-HT 

Parâmetros do método Descrição 

Coluna C-8 150 mm x 4.6 mm, 5 µm 

Método de eluição Gradiente 

Fluxo 1 ml/min. 

Diluente para amostras Diluente 1 : Diluente 2 (50:50) 

Fase móvel 

 
 

Eluente A: 

Solução reagente 1 10mM com 0.2 mM 

de reagente 2, pH ajustado com ácido X. 

 

Eluente B: 

Eluente A : Diluente 2 (10:90) 

Temperatura da coluna 30°C 

Volume de injeção 10 µl 

Comprimento de onda 280 nm 

  

Tempo de corrida 

40 minutos – 7-HT; 

20 minutos – Sanciclina (DOT) 

*equilibrate de 3 minutos; 

10 minutos – Minociclina Sal (Msal) 

*equilibrate de 3 minutos. 

 

 

3.5. Fator de resposta relativo e fator de correção 

No decorrer deste processo, uma das substâncias relacionadas da minociclina que interessa 

acompanhar é a sanciclina (DOT), e para isso é do nosso interesse quantifica-la no método 

analítico 7-HT, pois é a matéria prima que origina o 7-HT. Para se conseguir quantificar 

diretamente a DOT nas amostras de 7-HT, evitando a preparação de um padrão de 7-HT, 

determinou-se o fator de resposta relativo da sanciclina – DOT relativamente ao 7-HT e através 

disso o fator de correção [45]. 



 

42 
 

É muito importante que o método analítico tenha capacidade para dosear tanto o 7-HT como a 

DOT, para determinar a quantidade de matéria-prima que não reagiu, embora o método consiga 

visualizar muitas impurezas nas amostras de 7-HT sem ser DOT. 

No procedimento são preparadas e analisadas 24 amostras independentes, sendo 12 amostras 

do padrão de DOT e outras 12 do padrão de 7-HT, tendo sido estas distribuídas equitativamente 

por 2 dias, ou seja, seis amostras de DOT e seis de 7-HT, por dia.  

A análise dos resultados obtidos consistiu na determinação dos fatores de resposta do 7-HT e da 

DOT nos seus respetivos padrões, tendo em conta a massa pesada, o volume de diluição e a 

atividade dos mesmos, que se relacionam através da equação 18.  

𝐹𝑅 =  
𝐴𝑝𝑖𝑐𝑜

𝑎𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 × 𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎/𝑣𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
 Equação 18 

onde:  

FR – Fator de Resposta; 

Apico – Área do pico; 

apadrão – Atividade do padrão (grau de pureza 83,75% e 86,10% no 7HT e DOT respetivamente); 

mamostra – Massa de amostra pesada; 

Vamostra – Volume de diluição da amostra 

De seguida, a partir dos valores dos fatores de resposta de cada composto, é possível determinar 

o fator de resposta relativo da DOT para o 7-HT (FRRDOT/7-HT) através da equação 19:  

𝐹𝑅𝑅𝐷𝑂𝑇/7𝐻𝑇 =  
𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜𝑠 𝐹𝑅 𝐷𝑂𝑇𝐸𝑛𝑡𝑟𝑒 𝐷𝑖𝑎𝑠

𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜𝑠 𝐹𝑅 7𝐻𝑇𝐸𝑛𝑡𝑟𝑒 𝐷𝑖𝑎𝑠
 

Equação 19 

 

Por último, o fator de correção para o doseamento de DOT (FCDOT/7-HT) em amostras a partir de 

padrões 7-HT consiste no valor inverso do fator de resposta relativo da DOT ao 7-HT, através da 

seguinte equação: 

𝐹𝐶𝐷𝑂𝑇/7𝐻𝑇 =
1

𝐹𝑅𝑅𝐷𝑂𝑇/7𝐻𝑇
 Equação 20 
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3.6. Linearidade 

A linearidade representa a capacidade de serem obtidos resultados diretamente proporcionais à 

concentração do analíto na amostra, dentro de uma determinada gama de valores. A mesma 

constitui-se como um dos parâmetros de validação de um método analítico. 

Como foi alterado o comprimento de onda, foi necessário reconfirmar o estudo da linearidade do 

7-HT e da DOT pelo novo método analítico, assim como pelo método tradicional, de forma a avaliar 

e comparar o resultado da alteração do parâmetro. 

Para a análise da linearidade de um procedimento analítico, a ICH recomenda a análise de pelo 

menos 5 níveis de concentrações. Deste modo, foram preparadas três soluções – stock a partir 

dos padrões para cada estudo de linearidade, efetuando 6 diluições de cada uma das soluções – 

stock preparadas, com diferentes concentrações. Para determinação de cada linearidade, houve 

um total de 18 soluções preparadas [41]. 

Posteriormente, é realizada a análise estatística dos resultados, onde se obtém os gráficos através 

dos valores de área de cada pico, em função da concentração da solução apresentada em 

(mg/ml). Para a obtenção dos valores desejados e da respetiva linearidade, é necessário que o 

coeficiente de correlação, r, obtenha valores iguais ou superiores a 0,999 para o composto 

principal e valores iguais ou superiores a 0,99 para as impurezas associadas [46]. 

3.6.1. Análise residual e teste de Mandel 

De modo a certificar as suposições do modelo linear que se adequam aos resultados obtidos para 

os produtos principais de cada uma das linearidades calculadas, foram realizadas análises de 

resíduos e teste de Mandel. 

Depois de reunir os dados obtidos experimentalmente, iniciou-se o procedimento pela análise de 

resíduos dados pela diferença entre a resposta obtida pela análise, e a estimada com base nos 

valores médios alcançados para as concentrações analisadas. Através destes resultados, foi 

possível dispor os mesmos graficamente esperando que apresentem uma distribuição aleatória e 

independente. No caso de não se verificar uma forma aleatória, esta poderá ser caracterizada pela 

ausência de linearidade entre as variáveis analisadas. Apesar da análise gráfica poder ser 

considerada pouco precisa, esta poderá ser suficiente para a identificação de certas situações 

[47]. 
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Para complementar esta análise, efetuou-se o teste de Mandel. Este teste carateriza-se pela análise 

estatística em que determina se o ajuste é linear ou polinomial de 2ºgrau, que melhor se adequa 

aos resultados obtidos experimentalmente [48, 49]. Através da equação 21 poderemos determinar 

o ajuste linear, enquanto na equação 22, o modelo polinomial de 2º grau e com isso comparar os 

valores obtidos na correlação. 

𝑦 = 𝐵𝑥 + 𝐶 Equação 21 

𝑦 = 𝐴𝑥2 + 𝐵𝑥 + 𝐶 Equação 22 

Em que, x representa a concentração, y a área de cada pico, e as constantes A, B e C, 

correspondem aos coeficientes do termo quadrático, do termo linear e à ordenada na origem, 

respetivamente.  

Através das equações descritas em cima, iniciam-se os cálculos para determinar o yestimado para as 

médias das áreas obtidas e concentrações médias de cada nível de concentração das soluções 

preparadas. Posteriormente calculam-se os valores residuais para os dois ajustes da função 

através da diferença entre os valores obtidos de y e de yestimado para cada nível de concentração. 

É então que, através do teste de Mandel, calculamos para o ajuste linear e função de 2º grau, os 

valores de Sy1 e Sy2, dados pelas equações 23 e 24, respetivamente.  

 

𝑆𝑦1 = √
∑ (𝑦𝑖 − 𝑦𝑖1−𝑒𝑠𝑡𝑖𝑚𝑎𝑑𝑜)2𝑁

𝑖=1

𝑁 − 2
 Equação 23 

 
 

𝑆𝑦2 = √
∑ (𝑦𝑖 − 𝑦𝑖2−𝑒𝑠𝑡𝑖𝑚𝑎𝑑𝑜)2𝑁

𝑖=1

𝑁 − 3
 Equação 24 

Em que: 

– yi representa os valores de área média obtida para cada nível de concentração; 

− yi1-estimado, o valor estimado pela função linear para o mesmo nível de concentração;  

− yi2-estimado, o valor estimado pela função polinomial de 2º grau, para o mesmo nível de concentração;  

− N é o número de pontos da reta de calibração, equivalente ao número de concentrações alvo 

testadas.  
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Por último, são calculados os parâmetros DS2 (diferença das variâncias) através da equação 25 e 

o teste PG, através da equação 26 [48, 49]:    

𝐷𝑆2 = (𝑁 − 2)𝑆𝑌1
2 − (𝑁 − 3)𝑆𝑌2

2  Equação 25 

 

𝑃𝐺 =  
𝐷𝑆2

𝑆𝑌2
2  Equação 26 

O valor de PG é comparado com o valor tabelado da distribuição F, valor critico de F (α;f1;f2) para 

um nível de confiança de 0,05, onde f1 corresponde a 1, pois corresponde à diferença entre o 

número de graus de liberdade das equações de 2º grau e linear, enquanto f2 a N-3, uma vez que 

f2 corresponde ao número de graus de liberdade da equação de 2º grau [50]. 

Feita a comparação entre valores referidos anteriormente, podemos confirmar e concluir o ajuste 

mais adequado para cada função sendo que: 

▪ Se PG ≤ Fcrítico, o melhor ajuste para a função é o linear; 

▪ Se PG > Fcrítico, a gama de trabalho deve ser suficientemente reduzida para obter um ajuste 

linear, caso não seja possível será considerada uma função não-linear. 

 

3.7. Precisão 

De forma a avaliar a precisão do método a um novo comprimento de onda, foram injetadas e 

analisadas soluções de 7-HT em dias diferentes, com diferentes analistas, fazendo repetibilidades 

de padrão e de soluções independentes do mesmo lote, com o objetivo de determinar: 

❖ o limite de repetibilidade (r); 

❖ o coeficiente de variação (CV); 

❖ testes estatísticos T e F, de modo a comparar a precisão entre métodos realizados por 

cada analista. 

 

3.7.1. Repetibilidade 

Foram preparadas seis amostras independentes de um lote de 7-HT da indústria para o estudo de 

repetibilidade, para além da solução padrão de trabalho 7-HT, injetada seis vezes e uma solução 

padrão 7-HT de controlo para doseamento (equação 41), que deverá ter um fator de resposta 
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entre 98 % e 102 %. As restantes seis amostras, soluções de repetibilidade, foram injetadas uma 

vez, cada uma. 

3.7.2. Precisão intermédia 

A precisão intermédia foi avaliada sobre a mesma amostra de 7-HT da indústria, utilizando o 

mesmo método, no mesmo laboratório e mesmos equipamentos, mas realizado por diferentes 

analistas em diferentes dias. 

Foram igualmente preparadas seis soluções independentes de 7-HT e uma solução padrão de 

trabalho 7-HT, injetada seis vezes. Foi também injetado uma solução padrão de controlo para 

obter fator de resposta. 

À semelhança das soluções de repetibilidade, as soluções para a precisão intermédia, também 

foram injetadas uma vez cada uma. 

❖ Limite de repetibilidade (r) 

O limite de repetibilidade, r, é o valor abaixo de qual se deve situar, normalmente com uma 

probabilidade de 95 %, a diferença absoluta entre dois resultados de ensaio, (Xi, Xi-1). Na prática, 

aceitam-se duas determinações efetuadas em condições de repetibilidade, se |Xi, Xi-1|≤ r, sendo r 

avaliado segundo a equação 27 [42]. 

𝑟 = 𝑡 × √2 × 𝑆𝑟𝑖 = 1,96 × √2 × 𝑆𝑟𝑖 Equação 27 

Onde o desvio padrão do conjunto de dados obtidos é representado por Sr. 

❖ Coeficiente de variação (CV) 

O coeficiente de variação de repetibilidade, CV, é numericamente igual ao quociente entre o Sr e a 

média dos valores obtidos. Isto é, o valor de CV, é equivalente ao valor de % RSD. Por norma, 

como critério de aceitação, o valor do coeficiente de variação (equação 28) deve ser inferior a 10% 

[42]. No entanto, para o estudo de validação do método, este valor terá de ser inferior a 2 %.  

𝐶𝑉(%) =
𝑆

�̅�
× 100 Equação 28 
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❖ Análise estatística para comparação de ensaios analíticos  

Para comparar os ensaios realizados por cada analista, foi realizado o teste F, que verifica a 

semelhança estatística entre as variâncias dos resultados obtidos. 

O teste F é utilizado para testar a hipótese nula, de modo a avaliar se as variâncias de dois 

conjuntos são estatisticamente semelhantes ou não [42]. 

Hipótese nula, H0: σ2 % Doseamento, analista 1 = σ2 % Doseamento, analista 2 

H1: σ2 % Doseamento., analista 1 ≠ σ2 % Doseamento, analista 2 

Calcula-se o valor de F (equação 29) para a razão de variâncias entre os dois ensaios, nos dias 1 

e 2, e compara-se com o valor crítico da distribuição F com um nível de confiança de 95 % 

representado na equação 30. Sendo “n” a dimensão de cada conjunto de valores, temos então: 

𝐹𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 =
𝜎1

2

𝜎2
2  , 𝑜𝑛𝑑𝑒 𝜎1 > 𝜎2 Equação 29 

 

𝐹𝑐𝑟í𝑡𝑖𝑐𝑜 = 𝐼𝑁𝑉. 𝐹(95 % ; 𝑛 − 1; 𝑛 − 1) 

 

Equação 30 

 

▪ A hipótese nula é rejeitada se Fcalculado > Fcrítico. Neste caso, as variâncias dos resultados obtidos 

pelos ensaios são estatisticamente diferentes. 

▪ Se Fcalculado ≤ Fcrítico, verifica-se que os resultados obtidos pelos dois ensaios são 

estatisticamente semelhantes. 

Por outro lado, após verificar que as variâncias são estatisticamente semelhantes para os dois 

ensaios, realizou-se o teste T. Este teste é utilizado para testar a hipótese nula de que as médias 

de dois conjuntos de dados são iguais. Assim sendo, temos [42]: 

Hipótese nula, H0: µ % Doseamento, analista 1 = µ % Doseamento, analista 2 

H1: µ % Doseamento, analista 1 ≠ µ % Doseamento, analista 2 

Calcula-se então o valor t (para amostras independentes) da estatística de teste, seguidamente 

compara-se este valor com o valor t crítico (equação 33) da distribuição de t-student e temos: 
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𝑡 =
�̅�1 − �̅�2

𝑆√
1
𝑛1

+
1

𝑛2

 
Equação 31 

Assim sendo, terá se ser calculado o valor S global, representado na equação anterior da seguinte 

forma: 

𝑆2 =
(𝑛1 − 1)𝑆1

2 + (𝑛2 − 1)𝑆2
2

(𝑛1 + 𝑛2 − 2)
 Equação 32 

À semelhança da análise estatística anterior, o nível de confiança usado é de 95 % pelo que o 𝛼 é 

dado por 0,05. 

𝑡𝑐𝑟í𝑡𝑖𝑐𝑜 = 𝐼𝑁𝑉. 𝑇. 2𝐶 (𝛼; 𝑛 − 2) Equação 33 

▪ A hipótese nula é rejeitada se tcalculado > tcrítico. Deste modo, as medias dos resultados obtidos 

pelos ensaios são estatisticamente diferentes. 

▪ Se tcalculado ≤ tcrítico, verifica-se que os resultados obtidos pelos ensaios são estatisticamente 

semelhantes. 

Ambos os testes estatísticos foram executados com recurso ao Excel através da ferramenta 

“análise de dados”. 

3.8. Estudo de estabilidade de amostras e análise 

comparativa 

A qualidade e estabilidade do 7-HT, intermediário do 4º passo de síntese do cloridrato de 

minociclina, foi por diversas vezes avaliada pela realização testes de performance no laboratório 

de I&D, através de lotes produzidos industrialmente.  

Neste estudo, a principal razão deste tipo de análise tem como objetivo analisar os mesmos a um 

comprimento de onda de 280 nm, comparando simultaneamente com o comprimento de onda a 

350 nm para comparação das áreas e purezas cromatográficas, tanto do composto principal, 

como das substâncias relacionadas. O estudo incide também sobre a comparação dos 

doseamentos (equação 34) do composto principal (Anexo C – equação 41) e da sanciclina (Anexo 

C – equação 42) entre os dois comprimentos de onda referidos anteriormente.  
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São realizadas análises em HPLC tanto de doseamento do intermediário como das substâncias 

relacionadas, onde a percentagem de pureza cromatográfica (equação 35) das impurezas é um 

indicador importante para os passos de purificação que se seguem.  

% 𝐷𝑜𝑠𝑒𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝐴𝑎𝑚 × 𝑚𝑝𝑎𝑑 × 𝑎𝑝𝑎𝑑 × 𝑉𝑎𝑚

𝐴𝑝𝑎𝑑 × 𝑉𝑝𝑎𝑑 × 𝑚𝑎𝑚
 

 

Equação 34 

 

Onde: 

Aam – área do composto na amostra (A.U.); 

Apad – área do composto na amostra padrão (A.U); 

mam – massa da amostra (mg); 

mpad – massa do padrão (mg); 

Vam – volume da amostra (ml); 

Vpad – volume do padrão (ml); 

apad – atividade do padrão (%). 

 

% 𝑃𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎 𝐶𝑟𝑜𝑚𝑎𝑡𝑜𝑔𝑟á𝑓𝑖𝑐𝑎 =
Á𝑟𝑒𝑎𝑝𝑖𝑐𝑜

Á𝑟𝑒𝑎𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑜𝑠 𝑝𝑖𝑐𝑜𝑠

 × 100 

 

Equação 35 

 

Para o estudo em questão, é importante verificar e comparar, através dos dados fornecidos em 

cada cromatograma, seguido de testes estatísticos, se haverá grandes diferenças na intensidade 

dos picos do composto principal e no doseamento com dois comprimentos de onda diferentes. 

Pois, como foi referido anteriormente, pretende-se usar um comprimento de onda novo, 280 nm, 

em vez de 350 nm. Neste estudo, foi comparado também a relação de pureza cromatográfica com 

o doseamento de sanciclina nos lotes de 7-HT, pois é um composto importante ao longo do 

processo de minociclina e o mesmo revela a sua influência ao estar presente nas amostras de 7-

HT [51].  

Para análise estatística, foram reunidos dados fornecidos dos cromatogramas das análises de lotes 

de 7-HT nos dois comprimentos de onda, no qual se calculou o erro padrão da média dado pela 

equação seguinte: 

𝑆�̅� =  
𝑆

√𝑛
 Equação 36 
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Em que S é definido pelo desvio padrão e n pelo número de amostras. 

Quanto ao intervalo de confiança, este é determinado com recurso ao cálculo em Excel expresso 

pela equação 37: 

𝐼𝐶 = 𝐼𝑁𝑇. 𝐶𝑂𝑁𝐹𝐼𝐴𝑁Ç𝐴. 𝑇(𝛼; 𝑆; 𝑛) Equação 37 

Onde S é o desvio padrão e n é o número de amostras, para um intervalo de confiança de 95 % 

em que o nível de significância, 𝛼, é dado por 0,05. 

Por último, é definido o intervalo de confiança máximo e mínimo através das equações: 

𝐼𝐶𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑜 =  �̅� + 𝐼𝐶 Equação 38 

 

𝐼𝐶𝑚í𝑛𝑖𝑚𝑜 =  �̅� − 𝐼𝐶 Equação 39 

Onde é calculado a soma e subtração da média (�̅�) com o valor do intervalo de confiança. 

A análise estatística usada para este estudo foram os testes F e T, também executados com 

recurso ao Excel através da ferramenta “análise de dados”, tal como no tópico anterior. 
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Apresentação e discussão de resultados 
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4. Apresentação e discussão dos resultados 

4.1. Desenvolvimento do método analítico 7-HT 

Como já foi mencionado anteriormente, procedeu-se ao desenvolvimento do método analítico 7-

HT para validação do mesmo em novas condições, de forma a tirar partido das suas características 

e versatilidade. As condições cromatográficas para este efeito estão apresentadas na tabela 4, 

onde poderemos ver que este é compatível para analises de compostos de outros passos de 

síntese e corresponde a tempos de análise mais curtos comparativamente ao método tradicional.  

É importante destacar que este método possui uma fase móvel compatível com LC-MS e com isso 

permite não só, a descoberta de novos picos a um novo comprimento de onda, já que permite 

analisar a mesma amostra a vários comprimentos de onda instantaneamente, como também 

detetar picos que absorvam a um dos comprimentos de onda utilizados, para além de detetar 

substâncias “escondidas” por baixo de outros picos que não são detetáveis em HPLC.  

Assim sendo, procedeu-se à aplicação do método 7-HT, não só para o passo 4 como inicialmente 

foi criado, mas também para outros passos de síntese de minociclina, aplicando essencialmente 

nos passos 2, 3 e 5 (representados na figura 2.3), como será especificado mais adiante. 

4.1.1. Identificação de compostos e substâncias relacionadas 

em HPLC e LC-MS 

❖ Aplicação do passo 5 – Estudo da Minociclina sal 

 
Figura 19 – Perfil cromatográfico do padrão de cloridrato de minociclina no método 7-HT 

Através da figura 19 pôde-se retirar a informação de que o principal composto e respetivas 

substâncias relacionadas são detetados a tempos de retenção inferiores ao método da minociclina, 
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necessitando apenas de um tempo de corrida de 10 minutos, revelando desde logo uma 

vantagem. Apesar das substâncias relacionadas à minociclina do exemplo da figura já estarem 

identificados, houve necessidade de recorrer ao LC-MS para identificação dos mesmos, pois na 

fase de estudo inicial só o pico da minociclina estava identificado por ser o de maior intensidade. 

 

Figura 20 – Cromatograma com identificação dos picos de massa de Minociclina 
 

 

Tabela 5 – Valores da razão massa/carga dos compostos de Msal 

Minociclina sal - Msal 

Composto m/z 

7-mono 444 

9-mino 458 

DOT 415 

7,9-dimino 501 

Minociclina 458 
 

Como se pode ver pela figura 20, através das massas já conhecidas de cada composto (tabela 5), 

foi possível identificar a região de cada substância e se haveria algum composto a co-eluir ao outro 

que não fosse possível identificar por HPLC. Comprovou-se, mesmo que de forma provisória, a 

compatibilidade de análise da minociclina no novo método. 
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Tabela 6 – Comparação de tempos de retenção de uma solução de Msal entre os dois métodos 

Msal 

Método 7-HT Método Mino_IPC 

Composto RT (min.) Composto RT (min.) 

7-mono 3,35 

3,95 

4,80 

5,50 

6,60 

9-mino 6,75 

8,15 

9,25 

12,20 

16,10 

9-mino 7-mono 

DOT DOT 

7,9-dimino 7,9-dimino 

Minociclina Minociclina 
 

Posto isto, comparou-se os tempos de retenção de cada substância nos dois métodos por forma 

a avaliar os mesmos a um comprimento de onda de 280 nm em ambos os métodos. Como 

poderemos ver através da tabela 6, o pico da 7-mono tem um tempo de retenção inferior ao da 9-

mino no novo método, enquanto no método tradicional acontece o oposto. Este acontecimento 

deve-se à diferente composição da fase móvel dos métodos que faz com que os picos possam 

eluir a tempos de retenção diferentes e acabe assim, neste caso, por ter um tempo de retenção 

inferior ao da 9-mino no novo método. 

❖ Aplicação do passo 2 e 3 – Estudo da DOT 

 
Figura 21 – Perfil cromatográfico do padrão de DOT.HCl no método 7-HT 

À semelhança do estudo da minociclina sal, retirou-se a informação do composto principal e das 

respetivas substâncias relacionadas da sanciclina (DOT) pelo novo método, onde poderemos ver 

os seus tempos de retenção através do padrão de DOT (figura 21). Após a análise, vemos que 

todos eles têm tempos inferiores a 20 minutos, não necessitando igualmente de um tempo de 

análise tão longo, ao contrário do que acontece no método de mino IPC. No entanto, foi necessário 
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recorrer também ao estudo por LC-MS com o objetivo de identificar os picos correspondentes a 

cada substância. 

 

 
Figura 22 – Exemplo do perfil cromatográfico uma DOT pelo método 7-HT 

Através da figura 22, poderemos observar o exemplo de uma amostra de sanciclina (DOT) que 

naturalmente apresenta mais impurezas em relação ao padrão. Estas supostas impurezas 

desconhecidas, apesar de possuírem picos pouco intensos, verifica-se que não pertenciam a 

nenhuma das substâncias conhecidas, e com isso, revelaram-se insignificantes para o estudo em 

causa, pois poderiam ter sido causados por vários fatores, tais como a sensibilidade do aparelho 

ou apenas lixo na composição da amostra. 

 

 

Figura 23 – Cromatograma com picos de massa do padrão de DOT.HCl 
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Tabela 7 – Valores da razão massa/carga dos compostos de Sanciclina 

Sanciclina - DOT 

Composto m/z 

DMT 431 

Epi DOT 415 

DOT 415 

TH DOT 419 
 

Na figura 23, está representado o diagrama de massas com os respetivos picos das substâncias. 

À semelhança do estudo da minociclina, foi possível identificar o tempo de retenção de cada 

substância e se haveria compostos co-eluidos que não fossem possíveis identificar só por HPLC. 

É importante referir que através do diagrama de massas, o epímero da DOT (epi-DOT) tendo a 

mesma massa, aparece numa região imediatamente antes do pico da DOT mas apesar disso, 

verifica-se que este não separa tão bem do pico da DOT neste novo método relativamente ao 

método tradicional. Estas razões poderão dever-se a fatores como a distinta composição das fases 

móveis, assim como o facto do novo método ser por gradiente. Ou seja, no método de gradiente 

os picos co-eluem, fazendo com que os mesmos não se separem com a mesma eficiência.  

Tal como no caso anterior, pôde-se comprovar, mesmo que de forma provisória, a compatibilidade 

de análise da sanciclina no novo método. 

 

Tabela 8 – Comparação de tempos de retenção de DOT entre os dois métodos 

Sanciclina - DOT 

Método 7-HT Método Mino_IPC 

Composto RT (min.) Composto RT (min.) 
DMT 2,45 

3,70 

4,50 

6,80 

DMT 3,97 

7,98 

9,30 

13,10 

Epi DOT Epi DOT 

DOT DOT 

TH DOT TH DOT 

 

Na tabela 8 temos a comparação dos tempos de retenção da DOT e de substâncias relacionadas, 

que, tal como no Msal, os tempos de retenção são inferiores no novo método, ao mesmo 

comprimento de onda do método tradicional. 
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4.2. Fator de resposta relativo e fator de correção 

Para a determinação do fator de resposta relativo e respetivo fator de correção, começamos por 

preparar 24 amostras independentes, sendo 12 do padrão de DOT e outras 12 do padrão de 7-

HT. Estas análises foram distribuídas em dois dias, ou seja, seis amostras de DOT e seis de 7-HT 

por dia. Através da tabela 9, correspondente ao dia 1, poderemos verificar os dados referentes ao 

primeiro dia onde está representado também o fator de resposta (FR), calculado através da 

equação 18.  

Tabela 9 – Dados das análises em HPLC no 1º dia para cálculo do fator de resposta 

      Dia 1     

  Amostra Área (A.U.) Massa (mg) Volume (ml) FR 

  1 9468872 25,18 25,00 11225294 

  2 9896495 25,74 25,00 11476991 

Padrão de 7-HT 3 9627398 25,23 25,00 11390607 

  4 9539546 25,14 25,00 11327071 

  5 9515514 25,21 25,00 11267164 

  6 9530484 25,35 25,00 11222566 

       

  1 19314710 25,60 25,00 21907110 

  2 18841997 25,28 25,00 21641468 

Padrão de DOT 3 19010435 25,45 25,00 21689080 

  4 19509073 25,89 25,00 21879704 

  5 18810352 25,21 25,00 21665112 

  6 18741243 25,11 25,00 21671478 

 

Na tabela 10, verifica-se os dados do segundo dia de analise, procedendo de igual modo ao 

primeiro dia. 
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Tabela 10 – Dados das análises em HPLC no 2º dia para cálculo do fator de resposta 

      Dia 2     

  
Amostra Área (A.U) Massa (mg) Volume (ml) FR 

  
1 9661866 25,50 25,00 11310349 

  
2 9629814 25,41 25,00 11312756 

Padrão de 7-HT 
3 9487215 25,05 25,00 11305407 

  
4 9563900 25,60 25,00 11151936 

  
5 9400948 25,21 25,00 11131508 

  
6 9640746 25,72 25,00 11189093 

       

  
1 18803669 25,30 25,00 21580372 

  
2 19375855 25,64 25,00 21942177 

Padrão de DOT 
3 19270851 25,73 25,00 21746930 

  
4 18995569 25,36 25,00 21749031 

  
5 18992406 25,32 25,00 21779763 

  
6 18944573 25,26 25,00 21776513 

 

Para o cálculo do FR, expresso na equação 18, é necessário a atividade dos padrões, que é o grau 

de pureza do padrão, ao qual, estes têm os seguintes valores expressos na tabela 11. A atividade 

de um padrão é determinada através de estudos de padronização feitos anteriormente, e é 

exemplificado no anexo B deste trabalho, com a padronização do 7-HT. 

Tabela 11 – Atividade dos padrões 

a (padrão 7HT) 83,75 % 

a (padrão DOT) 86,10 % 

 

Após a determinação dos fatores de resposta de todos os 7-HT e DOT, foram calculados os 

parâmetros estatísticos apresentados na tabela 12.  
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Tabela 12 – Fator de resposta e % RSD do 7-HT e DOT nos dois dias de análise 

    Dia 1 Dia 2 Entre dias 

Média dos FR 
7-HT 11318282 11233508 11275895 

  
DOT 21742325 21762464 21752395 

Desvio padrão dos FR 
7-HT 100914 85306 11037 

  
DOT 118335 115215 2206 

% RSD 
7-HT 0,89 0,76 0,09 

  
DOT 0,54 0,53 0,01 

 

A tabela 12 permite ver que, tanto para o 7-HT como para a sanciclina (DOT), os fatores de 

resposta foram semelhantes nos dois dias, pelas respetivas % RSD que é dado pela fração do 

desvio padrão pela média do fator de resposta (FR), expresso em percentagem. 

A partir dos valores médios dos fatores de resposta de cada composto, foi possível determinar o 

fator de resposta relativo da DOT para o 7-HT, apresentado na equação 19.  

Por último, o fator de correção para o doseamento da DOT em amostras a partir de padrões de 7-

HT é dado pela equação 20.  

Através da tabela 13, verificamos os resultados obtidos. 

Tabela 13 – Fator de resposta relativo e fator de correção da DOT para o 7-HT 

FRR (DOT/7-HT) FC (DOT/7-HT) 

1,93 0,52 

Conclui-se então que a resposta da DOT no método analítico 7-HT, é quase duas vezes superior à 

resposta dada pelo 7-HT. Deste modo, considerando a correção do doseamento de DOT em 

amostras e padrões de 7-HT, o doseamento deste composto é muito importante para 

determinação de forma mais rigorosa.  

4.3. Linearidade 

A linearidade tem como objetivo, o estudo de resultados diretamente proporcionais à concentração 

de analito na amostra dentro de uma determinada gama de valores. Como tal, foram preparadas 

três soluções stock para cada estudo de linearidade em amostras padrão de 7-HT e DOT descritas 
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nas tabelas em baixo. Em todas as situações foram feitas seis diluições de cada solução stock, 

com diferentes concentrações.  

Estudou-se a linearidade destes compostos no sentido de avaliar a viabilidade do método, não só, 

em amostras de 7-HT como na DOT, que originalmente era analisada no método mino IPC. 

 

❖ Linearidade do 7-HT 

Começou por se preparar as soluções stock para estudo da linearidade do 7-HT, seguindo-se as 

respetivas diluições, tendo-se obtido os dados representados nas tabelas 14 e 15. 

 
Tabela 14 – Soluções stock de 7-HT preparadas para a linearidade 

 Sol. stock 1 Sol. stock 2 Sol. stock 3 

Atividade (%) 83,750 83,750 83,750 

m (mg) 78,060 78,070 78,030 

V (ml) 50,000 50,000 50,000 

C inicial (mg/ml) 1,308 1,308 1,307 

 

 

Tabela 15 – Soluções diluídas preparadas para a linearidade, com as respetivas concentrações 

C alvo 

(mg/ml) 

V. sol. 

stock (ml) 
Vfinal (ml) C1 (mg/ml) C2 (mg/ml) C3 (mg/ml) 

1,200 4,591 5,000 1,200 1,201 1,200 

1,000 3,826 5,000  1,000 1,001 1,000 

0,800 3,060 5,000  0,800 0,800 0,800 

0,600 4,591 10,000  0,600 0,600 0,600 

0,300 2,295 10,000  0,300 0,300 0,300 

0,015 0,172 15,000 0,015 0,015 0,015 

 

Nos gráficos seguintes, está representado a reta de calibração para cada componente da amostra, 

através da relação entre a área do pico, em cada solução diluída, em função da concentração de 

7-HT na solução, sendo a área considerada com unidade de absorvância, e a concentração dada 

por mg/ml. 
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Figura 24 – Reta de calibração do 7-HT 

 

 

 

Figura 25 – Reta de calibração do 4-epi-7-HT 
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Figura 26 – Reta de calibração da DOT.B 

 

 

 

 

Figura 27 – Reta de calibração do 9-HT 
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Figura 28 – Reta de calibração do 7,9-diHT 

As retas de calibração permitem visualizar uma tendência linear dos resultados obtidos. Através 

do coeficiente de correlação, r, por isso requer-se que o valor de r seja necessariamente maior 

que 0,999 para o produto principal da amostra, neste caso o 7-HT, e superior a 0,99 para as 

substâncias relacionadas [46]. 

Tabela 16 – Coeficiente de correlação para o 7-HT e respetivas substâncias relacionadas 

 r 

DOT-B 0,9995 

4-epi-7HT 0,9917 

7-HT 0,9996 

9-HT 0,9929 

7,9-diHT 0,9997 
 

Através da tabela 16 é possível verificar que todos os componentes da amostra estão dentro dos 

valores exigidos para a linearidade, reconhecendo-se assim que os valores de área 

correspondentes para o 7-HT e respetivas substâncias relacionadas, são diretamente 

proporcionais à concentração do 7-HT na amostra. 

 

❖ Linearidade da DOT – 2 métodos 

Para a linearidade da DOT, procedeu-se à preparação das soluções stock e respetivas diluições 

em dois métodos, 7-HT e Mino IPC, nas mesmas condições, apenas mudando o eluente. Esta 

diferença deve-se ao facto da análise de DOT, pelo método tradicional Mino IPC, estar validado 
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com o solvente Y, enquanto no método 7-HT a DOT é utilizada uma mistura de diluente1 e diluente 

2 (50:50). Essa razão impossibilitou de usar os mesmos eluentes, tendo de se efetuar soluções 

stock e diluições para cada método, injetando posteriormente os vials em dois equipamentos HPLC 

a funcionar simultaneamente, para comparação simultânea da mesma amostra em dois métodos 

distintos.  

É importante realçar que nesta parte do estudo, efetuou-se uma diluição inicial das soluções stock 

da DOT maior que para o 7-HT. Esta diferença deve-se a um ajuste da diluição já existente no 

método de Mino IPC, de forma a manter um fator de diluição idêntico e ao mesmo tempo obter 

retas de calibração idênticas e ajustadas. Para além disso, a DOT é uma substância relacionada 

numa amostra de 7-HT, logo não entra como composto principal. Como tem uma área 

relativamente pequena numa amostra típica de 7-HT (anexo C – figura 51), os níveis de 

concentração da DOT neste estudo, são inferiores ao mesmo estudo efetuado para o 7-HT.  

Nas tabelas 17 e 18 estão presentes os dados obtidos das diluições efetuadas. 

Tabela 17 – Soluções stock de DOT preparadas para a linearidade 

   Método Mino IPC   

 
Sol. stock 1 Sol. stock 2 Sol. stock 3 

Atividade (%) 86,10 86,10 86,10 

m (mg) 39,02 39,01 39,08 

V (ml) 100,00 100,00 100,00 

C inicial (mg/ml) 0,3360 0,3359 0,3365 

 

Tabela 18 – Soluções DOT diluídas para a linearidade, com as respetivas concentrações 

Mino IPC           

C alvo (mg/ml) 
V sol. stock 

(ml) 
Vfinal (ml) C1 (mg/ml) C2 (mg/ml) C3 (mg/ml) 

1,200 4,6154 5,0000  0,3101 0,3100 0,3106 

1,000 3,8462 5,0000  0,2584 0,2584 0,2588 

0,800 3,0769 5,0000  0,2067 0,2067 0,2071 

0,600 4,6154 10,0000 0,1551 0,1550 0,1553 

0,300 2,3077 10,0000 0,0775 0,0775 0,0776 

0,015 0,2884 25,0000 0,0039 0,0039 0,0039 
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Nos gráficos seguintes, está representado o estudo de linearidade de cada componente da 

amostra, através da relação entre a área do pico, em cada solução diluída, em função da 

concentração de DOT na solução, sendo a área considerada com unidade de absorvância, e a 

concentração dada por mg/ml. 

 

 

Figura 29 – Reta de calibração da DOT.B 

 

 

Figura 30 – Reta de calibração da Epi-DOT 

 

 

y = 4E+07x - 8788,9
R² = 0,9994

0

2000000

4000000

6000000

8000000

10000000

12000000

14000000

0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300 0,350

Ár
ea

 (
A.

U
)

Concentração de DOT (mg/ml)

DOT.B

y = 620304x - 38956
R² = 0,976

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

140000

160000

180000

0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300 0,350

Ár
ea

 (
A.

U
)

Concentração de DOT (mg/ml)

Epi-DOT



 

66 
 

 

Figura 31 – Reta de calibração da TH-DOT 

 

 

Figura 32 – Reta de calibração da DMT 

Tal como sucedido anteriormente, as retas de calibração seguiram uma tendência linear dos 

resultados obtidos. No caso do epímero da DOT, este apresentou uma média de valores fora da 

tendência na concentração mais baixa, pelo que não foi considerada esta concentração, mas 

obtém-se linearidade para as restantes concentrações. Procedeu-se à avaliação do coeficiente de 

y = 687666x - 4081,3
R² = 0,9971

0

50000

100000

150000

200000

250000

0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300 0,350

Ár
ea

 (
A.

U
)

Concentração da DOT (mg/ml)

TH DOT

y = 92261x + 218,25
R² = 0,9959

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300 0,350

Ár
ea

 (
A.

U
)

Concentração da DOT (mg/ml)

DMT



 

67 
 

correlação de cada reta, desta vez esperando que o valor de r seja superior a 0,999 para o produto 

principal da amostra, a DOT, e superior a 0,99 para os restantes produtos. 

Tabela 19 – Coeficiente de correlação para a DOT e respetivas substâncias relacionadas 

  r 

DOT-B 0,9997 

Epi-DOT 0,9879 

DMT 0,9979 

TH DOT 0,9985 

Visualizando a tabela 19, é possível verificar que os valores obtidos para todos os componentes 

da amostra estão dentro dos valores exigidos para a linearidade da DOT em Mino IPC, 

reconhecendo-se assim a capacidade do método para obter resultados diretamente proporcionais 

à concentração da DOT na amostra. Esta situação era esperada, uma vez que este método está 

validado para o efeito, servindo apenas para método comparativo, como foi dito anteriormente. 

Nas tabelas (20 e 21) estão presentes os dados obtidos das diluições efetuadas para a DOT, desta 

vez, pelo método 7-HT. 

Tabela 20 – Soluções stock de DOT preparadas para a linearidade 

   Método 7-HT   

 Sol. stock 1 Sol. stock 2 Sol. stock 3 

Atividade (%) 86,10 86,10 86,10 

m (mg) 39,06 39,02 39,10 

V (ml) 100,00 100,00 100,00 

C inicial (mg/ml) 0,3363 0,3360 0,3367 
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Tabela 21 – Soluções DOT diluídas para a linearidade, com as respetivas concentrações 

7-HT           

C alvo (mg/ml) 
V. sol. stock 

(ml) 
Vfinal (ml) C1 (mg/ml) C2 (mg/ml) C3 (mg/ml) 

1,200 4,6154 5,0000  0,3104 0,3101 0,3108 

1,000 3,8462 5,0000 0,2587 0,2584 0,2590 

0,800 3,0769 5,0000  0,2070 0,2067 0,2072 

0,600 4,6154 10,0000  0,1552 0,1551 0,1554 

0,300 2,3077 10,0000 0,0776 0,0775 0,0777 

0,015 0,2884 25,0000 0,0039 0,0039 0,0039 

 

Procedeu-se então ao estudo de linearidade de cada componente da amostra, através da relação 

entre a área do pico, em cada solução diluída, em função da concentração de DOT na solução, 

sendo a área considerada com unidade de absorvância, e a concentração dada por mg/ml. 

 

 

Figura 33 – Reta de calibração da DOT.B 
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Figura 34 – Reta de calibração da epi-DOT 

 

 

 

Figura 35 – Reta de calibração da TH-DOT 
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Figura 36 – Reta de calibração da DMT 

 

Como se poderá constatar, as retas de calibração também seguiram uma tendência linear. Tal 

como nos casos anteriores, espera-se que o r seja superior a 0,999 para a DOT, e superior a 0,99 

para as substâncias relacionadas. 

Tabela 22 – Coeficiente de correlação para a DOT e respetivas substâncias relacionadas 

  r 

DOT-B 1,0000 

Epi-DOT 0,9956 

DMT 0,9979 

TH DOT 0,9999 

 

De acordo com a tabela 22, conclui-se que para o novo método, todos os componentes da amostra 

também estão dentro dos valores exigidos para a linearidade da DOT, reconhecendo a capacidade 

deste método para obter resultados diretamente proporcionais à concentração da DOT. Os 

resultados revelam que para este efeito, neste ponto, o método 7-HT vai de encontro aos objetivos 

propostos. 
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4.3.1. Análise residual e teste de Mandel 

Posto isto, procedeu-se a análise residual e teste de Mandel para averiguar se o modelo de ajuste 

linear se adequa aos resultados obtidos nas situações anteriores. Estas análises servem para 

avaliar o componente de maior interesse da amostra em questão, assim como verificar a sua 

formação durante a reação de síntese. 

Depois de efetuados os cálculos, foram também feitos testes ANOVA e resultado da variação 

residual, através da opção “Análise de dados”, disponível no Excel. 

❖ 7-HT 

 

Figura 37 – Análise residual do 7-HT 

 

De acordo com o gráfico de análise residual, é possível verificar que o 7-HT apresenta uma 
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residuais, dados pelas equações 23 e 24, que permitem determinar o valor de DS2 (Equação 25), 

e, PG (Equação 26). 

 

Tabela 23 – Resultados do teste de Mandel 

Dados 7-HT 

SQRLinear 7,69 x 1010 

SQR2ºGrau 2,09 x 1010 

SY1 1,39 x 1005 

SY2 8,34 x 1004 

DS2 5,61 x 1010 

PG 8,07 
 

Reunidos os resultados da tabela 23, foram comparados então os valores de PG obtidos, com o 

valor de F determinado. 

F (α; 1; N–3) = F (0,05; 1 ;3) = 10,13 

O valor de PG situa-se nos 8,07, enquanto o valor de F, para um nível de confiança de 0,05, situa-

se nos 10,13. Posto isto, com PG < F, conclui-se que o ajuste linear é o melhor ajuste para a 

função, sendo o ajuste da função de calibração do 7-HT. 

❖ DOT – Método mino IPC 

 

Figura 38 – Análise residual da DOT 

 

-200000

-150000

-100000

-50000

0

50000

100000

150000

200000

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35

Es
ca

la
 r

es
id

ua
l

Concentração (mg/ml)

Valores residuais DOT



 

73 
 

De acordo com o gráfico de análise residual descrita na figura 38, é possível verificar que a DOT, 

pelo método tradicional, apresenta uma distribuição aleatória. Tal como no caso anterior para o 7-

HT, através da análise gráfica dos valores residuais é precoce chegar a uma conclusão definitiva 

relativamente ao ajuste que melhor se adequa à função, e assim sendo, foi também utilizado o 

teste de Mandel. 

Começou por se proceder à determinação de yestimado para a área da DOT, baseado nos valores 

médios das áreas obtidas e das concentrações das soluções preparadas, tanto para o ajuste linear 

como para o ajuste polinomial de 2º grau. 

Procedeu-se aos mesmos cálculos onde se determinou os valores residuais associados a cada 

ajuste, bem como a respetiva soma dos resíduos quadrados (SQR). Por último, calculam-se os 

desvios padrão residuais, dados pelas equações 23 e 24, que permitem determinar o valor de DS2 

(equação 25), e, PG (equação 26). 

 

Tabela 24 – Resultados do teste de Mandel 

 

 

Através dos dados da tabela 24, compararam-se então os valores de PG obtidos, com o valor de 

F determinado. 

F (α; 1; N–3) = F (0,05; 1 ;3) = 10,13 

O valor de PG situa-se nos 0,17, enquanto o valor de F, para um nível de confiança de 0,05, situa-

se nos 10,13. Posto isto, com PG < F, conclui-se que o ajuste linear é o melhor ajuste para a 

função, sendo o ajuste da função de calibração da DOT. 

 

Mino IPC 

Dados DOT 

SQRLinear 6,06 x 1010 

SQR2ºGrau 5,73 x 1010 

SY1 1,23 x 1005 

SY2 1,38 x 1005 

DS2 3,28 x 1009 

PG 0,17 
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❖ DOT – Método 7-HT 

 

Figura 39 - Análise residual da DOT no novo método 

Tal como no método tradicional, neste método verificamos que a DOT apresenta uma distribuição 

aleatória. Tal como nos casos anteriores, e de forma a verificar e comparar o comportamento da 

DOT em ambos os casos, determinou-se o melhor ajuste à função, utilizando também o teste de 

Mandel.  

Determinou-se o yestimado para a área da DOT, baseado nos valores médios das áreas obtidas e das 

concentrações das soluções preparadas, tanto para o ajuste linear como para o ajuste polinomial 

de 2º grau. 

Seguindo os procedimentos anteriores, procedeu-se aos mesmos cálculos onde se determinou os 

valores residuais associados a cada ajuste, bem como a respetiva soma dos resíduos quadrados 

(SQR). Posteriormente, calculam-se os desvios padrão residuais, dados pelas equações 23 e 24, 

que permitem determinar o valor de DS2 (Equação 25), e, PG (Equação 26). 

Tabela 25 – Resultados do teste de Mandel 

7-HT  
Dados DOT 

SQRLinear 7,38 x 1008 

SQR2ºGrau 2,06 x 1008 

SY1 1,36 x 1004 

SY2 8,28 x 1003 

DS2 5,32 x 1008 

PG 7,74 
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Através dos dados da tabela 25, compararam-se então os valores de PG obtidos, com o valor de 

F determinado. 

F (α; 1; N–3) = F (0,05; 1 ;3) = 10,13 

O valor de PG situa-se nos 7,74, enquanto o valor de F, para um nível de confiança de 0,05, situa-

se nos 10,13. Posto isto, com PG < F, conclui-se que o ajuste linear é o melhor ajuste para a 

função, sendo o ajuste da função de calibração da DOT. 

Através dos resultados obtidos, concluímos que o novo método pode ser considerado para a DOT, 

pois apresenta resultados dentro dos parâmetros estabelecidos. 

4.4. Precisão 

4.4.1. Repetibilidade 

Como referido anteriormente, foram preparadas seis amostras independentes de um lote de 7-HT 

e duas soluções padrão, de trabalho e controlo para doseamento. A solução padrão foi injetada 

seis vezes (tabela 26), enquanto que as seis amostras de 7-HT foram injetadas uma vez cada 

uma, tendo obtido os valores representados na tabela (27 e 28). Depois de obtidos os valores, 

calculou-se a média, desvio padrão e % RSD do 1º dia, representados na tabela 29. 

Tabela 26 – Solução padrão preparada para a repetibilidade pelo analista 1, 1º dia 

Atividade (%) m (mg) V (ml) C (mg/ml) 

83,75 40,45 50,00 0,678 

 

Tabela 27 – Solução padrão injetada para a repetibilidade pelo analista 1, 1º dia 

Injeções Área (AU) 

Injeção 1 7,55 x 1006 

Injeção 2 7,47 x 1006 

Injeção 3 7,48 x 1006 

Injeção 4 7,49 x 1006 

Injeção 5 7,47 x 1006 

Injeção 6 7,48 x 1006 

Média 7,49 x 1006 
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Desvio Padrão 2,99 x 1004 

RSD (%) 0,40 

 

 

Tabela 28 – Soluções de 7-HT, preparadas para a repetibilidade pelo analista 1, 1º dia 

Soluções  Atividade (%) m (mg) V(ml) C (mg/ml) Área (AU) %Dos. 

Solução 1 

83,75 

25,08 

25,00 

0,840 8,20 x 106 85,10 

Solução 2 25,19 0,844 8,21 x 106 84,80 

Solução 3 25,42 0,852 8,22 x 106 85,40 

Solução 4 25,47 0,853 8,23 x 106 85,40 

Solução 5 25,75 0,863 8,20 x 106 85,30 

Solução 6 25,14 0,842 8,23 x 106 84,90 

 

Tabela 29 – Resultados de 7-HT, 1º dia 

  Área (AU) % Dos. 

Média 8,22 x 1006 85,15 

Desvio Padrão 1,30 x 1004 0,26 

RSD (%) 0,16 0,30 

 

4.4.2. Precisão intermédia 

Para a precisão intermédia, foram preparadas soluções nas mesmas condições, mas realizado 

por diferentes analistas em diferentes dias. A solução padrão foi injetada seis vezes (tabela 30), 

enquanto que as seis amostras de 7-HT foram injetadas uma vez cada uma, tendo obtido os 

valores representados na tabela (31 e 32). Depois de obtidos os valores, calculou-se a média, 

desvio padrão e % RSD do 2º dia, representados na tabela 33. 

 

Tabela 30 – Solução padrão preparada para a precisão intermédia pelo analista 2, 2º dia 

Atividade (%) m (mg) V (ml) C (mg/ml) 

83,75 40,80 50,00 0,683 
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Tabela 31 – Solução padrão injetada para a precisão intermédia pelo analista 2, 2º dia 

Injeções Área (AU) 

Injeção 1 7,68 x 1006 

Injeção 2 7,67 x 1006 

Injeção 3 7,65 x 1006 

Injeção 4 7,62 x 1006 

Injeção 5 7,62 x 1006 

Injeção 6 7,58 x 1006 

Média 7,64 x 1006 

Desvio Padrão 3,69 x 1004 

RSD (%) 0,50 

 

 

Tabela 32 – Soluções de 7-HT, preparadas para a precisão intermédia pelo analista 2, 2º dia 

Soluções  Atividade (%) m (mg) V (ml) C (mg/ml) Área (AU) % Dos. 

Solução 1 

83,75 

25,32 

25,00 

0,848 8,26 x 106 83,50 

Solução 2 25,35 0,849 8,25 x 106 83,40 

Solução 3 25,30 0,848 8,23 x 106 83,30 

Solução 4 25,42 0,852 8,21 x 106 82,70 

Solução 5 25,65 0,859 8,20 x 106 82,90 

Solução 6 25,43 0,852 8,24 x 106 83,00 

 
 
 

Tabela 33 – Resultados de 7-HT, 2º dia 

  Área (AU) % Dos. 

Média 8,23 x 1006 83,13 

Desvio Padrão 2,30 x 1004 0,31 

RSD (%) 0,28 0,37 
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❖ Estudo de precisão – Limite de repetibilidade e Coeficiente de variação 

Através das equações 27 e 28 descritas no capítulo 3, determinam-se o limite de repetibilidade, r, 

e o coeficiente de variação, respetivamente. Os resultados obtidos para estes parâmetros 

encontram-se na tabela 34. 

Tabela 34 – Resultados do limite de repetibilidade e do coeficiente de variação para estudo da precisão 

 Solução repetibilidade, analista 1 Solução precisão intermédia, analista 2 

Nº injeção % Dos. |Xi – Xi-1| % Dos. |Xi – Xi-1| 

1 85,10  83,5  

2 84,80 0,30 83,4 0,10 

3 85,40 0,60 83,3 0,10 

4 85,40 0,00 82,7 0,60 

5 85,30 0,10 82,9 0,20 

6 84,90 0,40 83,0 0,10 

Limite de 

repetibilidade, r 
0,72 0,87 

|Xi – Xi-1|máx 0,60 0,60 

% CV = % RSD 0,30 0,38 

 

Como poderemos ver na tabela, o valor de |Xi – Xi-1|máx ≤ r e CV < 2,0 % para qualquer um dos 

casos, o que significa que existem boas condições de repetibilidade em ambos os ensaios 

realizados pelos analistas. 

Tabela 35 – Resultados dos coeficientes de variação através da média e desvio padrão das áreas 

 Nº de injeção Áreas dia 1 Áreas dia 2 

1 8,20 x 1006 8,26 x 1006 

2 8,21 x 1006 8,25 x 1006 

3 8,22 x 1006 8,23 x 1006 

4 8,23 x 1006 8,21 x 1006 

5 8,20 x 1006 8,20 x 1006 

6 8,23 x 1006 8,24 x 1006 

Média 8,22 x 1006 8,23 x 1006 
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Desvio Padrão 1,30 x 1004 2,30 x 1004 

CV (%) = RSD (%) 0,16 0,28 

   

Através da tabela 35, poderemos ver o resultado do coeficiente de variação através da média e do 

desvio padrão das áreas nos dois dias. Conclui-se que em todos os casos CV < 2,0 %, cumpre 

com o critério de aceitação e por essa razão, também boas condições de precisão antes dos testes 

estatísticos. 

❖ Comparação estatística entre ensaios 

Realizou-se o teste F para comparar os ensaios por cada analista, que verifica a semelhança 

estatística entre variâncias, seguindo-se o teste T que por sua vez verifica a semelhança estatística 

entre médias. Estes resultados foram obtidos através do Excel e estão representados nas tabelas 

36 e 37, respetivamente. 

Tabela 36 – Resultados do teste F, obtidos por Excel, em cada ensaio para análise de precisão 

 Precisão intermédia, 

analista 2 
Repetibilidade, analista 1 

Média 83,13 85,15 

Variância 0,099 0,067 

Observações 6 6 

gl 5 5 

F 1,473  

P (F≤f) uni-caudal 0,341 

Fcritico uni-caudal 5.050 

 

A hipótese nula é rejeitada se F > Fcrítico uni-caudal. Como tal, isso não se verifica, concluindo-se assim 

que as variâncias associadas aos valores das áreas são estatisticamente semelhantes para ambos 

os analistas. 

Depois da realização do teste F, procedeu-se ao teste T para testar a hipótese nula de que as 

médias de dois conjuntos de dados são semelhantes (tabela 37). 
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Tabela 37 – Resultados do teste T, obtidos por Excel, em cada ensaio para análise de precisão 

 Precisão intermédia, 

analista 2 

Repetibilidade, analista 

1 

Média 83,13 85,15 

Variância 0,099 0,067 

Observações 6 6 

Variância agrupada 0,083  

Hipótese de diferença de 

média 
0 

gl 10 

Stat t -2,137 

P (T≤t) uni-caudal 1,3 x 10-7 

tcrítico uni-caudal 1,812 

P (T≤t) bi-caudal 2,6 x 10-7 

tcrítico bi-caudal 2,228 

 

A hipótese nula é rejeitada se Stat t > tcrítico bi-caudal. Uma vez que esta condição não se verifica, as 

médias dos valores de área são estatisticamente semelhantes para os ensaios realizados por cada 

analista.  

Assim sendo, é possível concluir que os valores obtidos são estatisticamente semelhantes ao ser 

realizado por analistas diferentes, confirmando assim, a precisão do método desenvolvido. 

 

4.5. Estudo de estabilidade de amostras e análise 

comparativa 

Neste estudo, o principal objetivo foi analisar as purezas cromatográficas e de que forma poderia 

interferir no doseamento do 7-HT e da DOT nas novas condições, comparando com as condições 

já existentes. Como a percentagem de pureza cromatográfica é dada pela fração entre a área de 

cada substância sobre a área total – expressa na equação 35 – a quantidade detetada de 

impurezas irá afetar as purezas cromatográficas dos compostos principais. 

Através de resultados obtidos experimentalmente, observaram-se diferenças algo significativas em 

alguns aspetos, embora em outros casos não fosse tão significativo, como se poderá observar nas 

figuras a seguir apresentadas e discutidas mais com mais pormenor. 
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Figura 40 - Lote de 7-HT a 280nm 

 

 

 
Figura 41 - Lote de 7-HT a 350nm 

As figuras 40 e 41 são exemplos do mesmo lote de 7-HT a dois comprimentos de onda, 280 

(figura 40) e 350 nm (figura 41), no qual se poderá comprovar a diferença de informação das 

impurezas detetadas na amostra. Apesar de ligeiras diferenças de intensidade dos picos das 

substâncias conhecidas, a informação não foi perdida, procedendo-se à análise e comparação 

mais detalhada da percentagem de pureza e doseamento das substâncias. 
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Figura 42 – Comparação da % de pureza cromatográfica de 7-HT a dois comprimentos de onda 

 

Através da figura 42 vemos que os valores de percentagem de pureza cromatográfica de 7-HT a 

280 nm são inferiores a 350 nm. Esta situação deve-se a uma maior deteção de percentagem de 

impurezas no novo comprimento de onda, mas o doseamento do composto principal veremos que 

não é muito afetado. Há sim esta diferença mais significativa nas substâncias relacionadas a 280 

nm do que a 350 nm devido a uma maior absorvância das impurezas a 280 nm.  
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Figura 43 – Comparação da % de pureza cromatográfica de impurezas a dois comprimentos de onda 

 

Como foi dito anteriormente, na figura 43 poderemos ver que a 280 nm o conjunto de valores 

correspondentes às substâncias relacionadas aumentou face a 350 nm, devido a maior deteção 

de substâncias, possivelmente anidros (substâncias relacionadas que perderam uma molécula de 

água) tornando-se mais detetáveis e doseadas com mais confiança através do cromatograma.  
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Figura 44 – Comparação do doseamento de 7-HT a dois comprimentos de onda 

 

A figura 44 vai de encontro ao esperado, ou seja, o doseamento do composto principal não é 

praticamente afetado pelo comprimento de onda, sendo desta forma afetado pelos restantes 

compostos nesses mesmos comprimentos de onda. 

Apesar da percentagem de pureza cromatográfica de 7-HT diminuir a 280 nm, esta praticamente 

não afeta o seu doseamento quando comparada a 350 nm que era usado até então. Isto porque 

as substâncias relacionadas são mais detetáveis, o que não significa que o seu teor tenha 

aumentado, ou seja, apesar das substâncias relacionadas interferirem, estas não conseguem 

afetar o doseamento do composto principal.  

Posto isto, concluiu-se nesta etapa, a vantagem da continuidade do estudo nas novas condições. 
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Figura 45 – Comparação de % de impurezas relacionadas a 280 e 350 nm 

 

A figura 45, ilustra a diferença de quantidade de impurezas referida anteriormente nas duas 

condições. Através dos eixos representados no gráfico, este confirma de forma percentual, a 

informação de que para cada quantidade de impureza a 350 nm, no respetivo caso, há uma maior 

quantidade a 280 nm.  

Tal como referido, através das figuras 46 e 47, começou por se comparar a diferença de 

percentagem de pureza cromatográfica com o doseamento de lotes de produção de 7-HT nos dois 

comprimentos de onda. 

 

Figura 46 – Comparação de % de pureza cromatográfica e doseamento de 7-HT a 280nm 
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Figura 47 – Comparação de % de pureza cromatográfica e doseamento de 7-HT a 350nm 

 

Na figura 46, poderemos observar uma tendência mais linear entre a pureza cromatográfica do 7-

HT com o doseamento do mesmo, a 280 nm. À medida que aumenta o doseamento, aumenta de 

uma forma mais proporcional a sua pureza cromatográfica. Já na figura 47, a 350 nm, existe uma 

dispersão maior ente a pureza cromatográfica e o doseamento do 7-HT, havendo assim maior 

discrepância devido às impurezas detetadas naquele comprimento de onda. Ou seja, uma vez que 

a 280 nm se detetam mais impurezas, a percentagem de pureza cromatográfica do 7-HT é inferior, 

não havendo assim uma discrepância tão elevada com o doseamento do 7-HT. Assim sendo, a 

350 nm, o composto poderá apresentar mais pureza cromatográfica do 7-HT, devido a menos 

impurezas detetadas, e com mais baixo doseamento. 

Através destes lotes de 7-HT, analisaram-se também os valores da DOT como substância 

relacionada do 7-HT, e de que forma esta poderia variar a sua pureza cromatográfica e 

doseamento nas duas condições, como ilustram as figuras 48 e 49.   
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Figura 48 – Comparação de % de pureza cromatográfica e doseamento de DOT a 280 nm 
 

 

Figura 49 – Comparação de % de pureza cromatográfica e doseamento de DOT a 350 nm 

 

Tal como esperado, e à semelhança do 7-HT, também na DOT se verifica a mesma diferença de 

doseamento e pureza cromatográfica nos dois comprimentos de onda. Ou seja, na figura 48 há 

uma melhor tendência e linearidade entre cada pureza cromatográfica e respetivo doseamento a 

280 nm, ao contrário da figura 49 (350 nm) que revela uma maior discrepância, embora neste 

caso seja a valores muito inferiores em comparação ao 7-HT por ser substância relacionada. 

Poderemos então afirmar a mesma tendência da DOT em relação ao 7-HT nestas novas condições, 

tanto no novo método como no comprimento de onda estudado. 
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Por último, após verificação da percentagem de pureza cromatográfica mostrar-se mais afetada 

devido a impurezas mais aromáticas de um comprimento de onda para outro, conclui-se com 

estes estudos, que apesar dessas diferenças nas purezas cromatográficas, o doseamento de 7-HT 

é pouco ou nada afetado de forma significativa com a mudança de comprimento de onda.  

Torna-se, então, mais viável o uso destas novas condições, uma vez que permite retirar mais 

informação na análise destas amostras (pureza cromatográfica) ao mesmo tempo que o 

doseamento do 7-HT não é praticamente afetado, revelando-se assim mais vantajoso a 280 nm. 

4.5.1. Análise estatística 

Através dos dados recolhidos e identificados na tabela 38, foram realizados cálculos estatísticos 

do doseamento e pureza cromatográfica do 7-HT para comparação estatística, recorrendo também 

à estatística entre variâncias com o teste T e F, obtidos através do Excel. 

 

Tabela 38 – Lotes de 7-HT com valor dos seus respetivos doseamentos e purezas cromatográficas a dois comprimentos de onda 

280 nm 

Lotes 
Dos. 7-HT 

(%) 
P.C. do 7-HT 

(%) 

350 nm 

Lotes 
Dos. 7-HT 

(%) 
P.C. do 7-HT 

(%) 

1 80,00 74,53 1 79,90 76,78 

2 81,50 75,53 2 81,30 77,84 

3 85,70 76,12 3 85,60 76,95 

4 84,30 75,61 4 84,20 76,83 

5 84,00 76,52 5 83,70 78,18 

6 82,10 75,20 6 82,10 76,82 

7 85,10 76,27 7 84,90 77,96 

8 81,70 74,60 8 81,40 77,08 

9 82,50 74,47 9 82,40 76,78 

10 80,90 75,49 10 80,80 77,26 

11 78,20 73,88 11 78,10 77,08 

12 81,80 74,51 12 80,80 77,16 
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13 84,40 75,32 13 84,20 77,74 

14 83,20 74,17 14 83,00 77,24 

15 82,50 73,99 15 82,10 77,08 

16 82,20 74,41 16 81,90 76,98 

17 82,10 73,75 17 81,80 76,43 

18 83,60 74,37 18 83,40 76,56 

19 84,20 74,62 19 84,00 76,59 

20 81,90 72,92 20 81,60 74,71 

 

Começou por se analisar o estudo de doseamento de 7-HT a 280 nm e 350 nm, reunindo os 

dados nas tabelas 39 e 40, respetivamente. 

Tabela 39 – Dados gerais do doseamento do 7-HT a 280 nm 

Doseamento 7-HT a 280 nm (%) 

N 20 

Média 82,60 

Desvio padrão 1,79 

RSD 2,16 

Variância 3,20 

Erro padrão da média 0,40 

Intervalo de confiança 0,84 

Intervalo de confiança máximo 83,43 

Intervalo de confiança mínimo 81,76 

Máximo 85,70 

Mínimo 78,20 
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Tabela 40 – Dados gerais do doseamento do 7-HT a 350 nm 

Doseamento 7-HT a 350 nm (%) 

N 20 

Média 82,36 

Desvio padrão 1,81 

RSD 2,19 

Variância 3,27 

Erro padrão da média 0,40 

Intervalo de confiança 0,85 

Intervalo de confiança máximo 83,20 

Intervalo de confiança mínimo 81,51 

Máximo 85,60 

Mínimo 78,10 

 

Os parâmetros referidos nas tabelas anteriores, dizem espeito ao número de lotes (N), em que foi 

retirado a média e o desvio padrão dos mesmos para cada caso, assim como o respetivo RSD, a 

variância, o valor máximo e mínimo. O valor do erro padrão da média e dos intervalos de confiança 

máximo e mínimo, foram calculados através das equações 36, 38 e 39, respetivamente, 

apresentadas no capítulo 3. 

À semelhança do que foi verificado, os valores do doseamento dos 7-HT não diferem muito de um 

comprimento de onda para o outro, o que faz com que haja semelhança na média, desvio padrão 

e consequentemente no seu intervalo de confiança.  

Para reforçar o estudo feito no tópico anterior, efetuaram-se os testes F (tabela 41) e T (tabela 42) 

de maneira a verificar e confirmar, através de modelos matemáticos, de que forma o doseamento 

de 7-HT é afetado na mudança de comprimento de onda.  

Foi efetuado o teste F (tabela 41), que verifica a semelhança estatística entre as variâncias dos 

resultados obtidos. Para realizar este teste, deve-se determinar as variâncias de cada uma das 

situações em que o doseamento que tenha a variância maior possa ser definido como 

“doseamento 1” e a menor como “doseamento 2”. 
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Já o teste T (tabela 42) é utilizado para testar a hipótese nula, para avaliar se as médias dos 

valores de doseamento são estatisticamente semelhantes.  

Tabela 41 – Teste F: doseamento 7-HT (%) 

 Doseamento 1 Doseamento 2 

Média 82,36 82,60 

Variância 3,27 3,20 

Observações 20 20 

gl 19 19 

F 1,02  

P (F≤f) uni-caudal 0,48 

Fcritico uni-caudal 2.17 

 

Avaliando os valores da tabela 41, poderemos verificar que a hipótese nula não é rejeitada, pois F 

< Fcrítico uni-caudal o que significa que as variâncias associadas aos valores de doseamento são 

estatisticamente semelhantes. 

Após verificar que as variâncias são estatisticamente semelhantes para os dois doseamentos, 

realizou-se o teste T. Neste caso, este teste é utilizado para testar a hipótese nula para variâncias 

iguais. 

Tabela 42 – Teste T: doseamento 7-HT (%) 

 Doseamento 1 Doseamento 2 

Média 82,36 82,60 

Variância 3,27 3.20 

Observações 20 20 

Variância agrupada 3,23  

Hipótese de diferença 

de média 
0 

gl 38 

Tcalculado -0,41 

P(T≤t) uni-caudal 0,34 

tcrítico uni-caudal 1,69 

P(T≤t) bi-caudal 0,68 

tcrítico bi-caudal 2,02 
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Na tabela 42, verifica-se a condição |Tcalculado| < Tcrítico bi-caudal onde fica evidente que as médias dos 

valores de doseamento são estatisticamente semelhantes. Assim sendo, é possível concluir que 

os valores de doseamento obtidos, são estatisticamente semelhantes.  

Conclui-se então que o doseamento não é muito afetado pela mudança de condições. 

Foi também realizado o mesmo estudo utilizando os valores da pureza cromatográfica das mesmas 

amostras, já que, anteriormente se verificou existir uma maior diferença de valores nas duas 

condições. Assim sendo, através das tabelas 43 e 44, obtemos os dados gerais da pureza de 7-

HT nas amostras e de que forma poderá causar impacto neste parâmetro em ambas as condições. 

Tabela 43 – Dados gerais da pureza cromatográfica do 7-HT a 280 nm 

Pureza cromatográfica 7-HT a 280 nm (%) 

N 20 

Média 74,81 

Desvio padrão 0,92 

RSD 1,23 

Variância 0,85 

Erro padrão da média 0,21 

Intervalo de confiança 0,43 

Intervalo de confiança máximo 75,25 

Intervalo de confiança mínimo 74,38 

Máximo 76,52 

Mínimo 72,92 

 

Tabela 44 – Dados gerais da pureza cromatográfica do 7-HT a 350 nm 

Pureza cromatográfica 7-HT a 350 nm (%) 

N 20 

Média 77,00 

Desvio padrão 0,72 

RSD 0,93 

Variância 0,52 

Erro padrão da média 0,16 

Intervalo de confiança 0,34 
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Intervalo de confiança máximo 77,34 

Intervalo de confiança mínimo 76,67 

Máximo 78,18 

Mínimo 74,71 

 

À semelhança do caso anterior do doseamento, os parâmetros referidos nas tabelas anteriores, 

dizem respeito ao número de lotes (N), em que foi retirado a média e o desvio padrão dos mesmos 

para cada caso, assim como o respetivo RSD, a variância, o valor máximo e mínimo. O valor do 

erro padrão da média e dos intervalos de confiança máximo e mínimo, foram calculados através 

das equações 36, 38 e 39, respetivamente, apresentadas no capítulo 3.  

Naturalmente, os resultados obtidos nas tabelas anteriores vão de encontro ao que já foi verificado 

anteriormente, pois existe maior diferença de pureza cromatográfica do 7-HT comparativamente 

ao doseamento entre 280 nm e 350 nm. Foram então efetuados os mesmos testes estatísticos 

representados nas tabelas 45 e 46. Para realizar estes testes, deve-se determinar as variâncias 

de cada uma das situações em que a pureza cromatográfica que tenha a variância maior possa 

ser definida como “pureza cromatográfica 1” e a menor como “pureza cromatográfica 2”. 

 

Tabela 45 – Teste F: pureza cromatográfica 7-HT (%) 

 Pureza 

cromatográfica 1 

Pureza 

cromatográfica 2 

Média 74,81 77,00 

Variância 0,85 0,52 

Observações 20 20 

gl 19 19 

F 1,65  

P (F≤f) uni-caudal 0,14 

F critico uni-caudal 2,17 

 

Verifica-se que a hipótese nula não é rejeitada, pois F < Fcrítico uni-caudal, significando que as variâncias 

associadas aos valores de pureza cromatográfica são estatisticamente semelhantes. Efetuou-se, 

de seguida, o teste T para testar a hipótese nula para variâncias iguais. 
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Tabela 46 – Teste T: pureza cromatográfica 7-HT (%) 

 Pureza 

cromatográfica 1 

Pureza 

cromatográfica 2 

Média 74,81 77,00 

Variância 0,85 0,52 

Observações 20 20 

Variância agrupada 0,68  

Hipótese de diferença 

de média 
0 

gl 38 

Tcalculado -8,37 

P (T≤t) uni-caudal 1,89 x 10-10 

t crítico uni-caudal 1,69 

P (T≤t) bi-caudal 3,80 x 10-10 

t crítico bi-caudal 2,02 

 

Na tabela 46, ao contrário dos casos anteriores, o |Tcalculado| é superior ao Tcritico bi-caudal, o que significa 

que as médias dos valores das purezas cromatográficas não são estatisticamente semelhantes, 

comprovando assim que a maior diferença de valores de pureza cromatográfica é significativa de 

uma condição para a outra. Este resultado vem confirmar que o doseamento do composto 

principal não é afetado pela diferença de pureza cromatográfica de um comprimento de onda para 

o outro, e sim devido às impurezas anidro serem a causa para essa diferença. 

Neste estudo, o teste F e T vêm essencialmente confirmar que o doseamento de 7-HT não é muito 

afetado nas duas condições revelando-se mais concordantes com o que se pretende no uso deste 

comprimento de onda no método. 
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5. Conclusões e perspetivas futuras 

O principal objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de um novo método analítico para 

posterior validação. Pretendia-se com este estudo, não só uma otimização de um método 

provisório para análise de um intermediário de minociclina, 7-HT, como também a inclusão de 

análise a outros compostos de síntese da minociclina, especialmente a sanciclina e minociclina 

sal (passos 2, 3 e 5 das reações de síntese), atendendo também às substâncias relacionadas e 

de que modo poderia haver compatibilidade na inclusão destes compostos, tirando partido da 

versatilidade do novo método. Na medida em que o método tradicional para análise da sanciclina 

apresenta algumas desvantagens que o tornam pouco prático, moroso e por vezes levanta alguns 

problemas técnicos, procurou-se desenvolver um novo método, de forma a manter as suas 

vantagens, mitigando as suas desvantagens. Além disso, o método tradicional apresenta uma 

grande componente salina na sua fase móvel, o que o torna incompatível com LC-MS, ao contrário 

do novo método 7-HT.  

Pretendia-se que este método superasse as limitações associadas ao método atualmente 

implementado na empresa, uma vez que se era essencial identificar os componentes, tanto os já 

conhecidos, como dos compostos desconhecidos que poderão estar a causar variabilidade no 

processo. Assim sendo, poderia passar a ser utilizado para controlo analítico de vários passos do 

processo de produção do cloridrato de minociclina recorrendo apenas a um método. O objetivo 

seria aplicar o método nos passos 2 e 3 referentes à sanciclina (DOT) e passo 5 referente à 

minociclina sal, para além do passo 4 referente ao 7-HT. 

Com as primeiras análises feitas em LC-MS, estas permitiram a identificação dos picos e a sua 

associação aos componentes da amostra. Posteriormente, foi confirmado o fator de resposta da 

sanciclina para o 7-HT, uma vez que demonstrou capacidade para dosear DOT nas amostras de 

7-HT, podendo assim haver um doseamento direto através do padrão de 7-HT. Procedeu-se de 

seguida aos estudos de linearidade do 7-HT no novo método e da sanciclina nos dois métodos 

para efeitos comparativos, provando-se assim que todos os componentes têm uma capacidade de 

resposta diretamente proporcional à concentração do analito na amostra. De modo a certificar as 

linearidades, foram realizadas análises residuais e teste de Mandel, revelando que o ajuste da 

função de calibração é efetivamente linear.  

De seguida, foram efetuados testes de precisão para o método, feito por analistas diferentes, em 

dias distintos, onde a percentagem RSD foi satisfatória e dentro dos parâmetros desejados, 
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confirmando assim uma boa adequabilidade do sistema. Contudo, foram efetuados testes 

estatísticos, nomeadamente o teste Fisher e teste t-student, de forma a confirmar que as variâncias 

associadas aos valores das áreas são estatisticamente semelhantes para ambos os analistas 

através do teste F, enquanto o teste T confirmou a hipótese nula em que as médias das áreas são 

estatisticamente semelhantes para os ensaios realizados por cada analista.  

Por último, foram realizados testes de estabilidade em lotes de 7-HT a dois comprimentos de onda, 

onde se pôde verificar resultados mais favoráveis no novo comprimento de onda de 280 nm. 

Observou-se uma tendência mais linear e com menos dispersão entre a pureza cromatográfica e 

o doseamento, tanto no 7-HT como na DOT, a 280 nm. Conseguiu-se também retirar mais 

informação dos componentes das amostras de 7-HT em que, apesar de uma pureza 

cromatográfica inferior que a 350 nm, o doseamento de 7-HT não era comprometido, já que a 

inferior percentagem de pureza cromatográfica de 7-HT a esse comprimento de onda, se devia a 

mais impurezas anidro detetadas a 280 nm. Foram igualmente realizados testes estatísticos.   

Infelizmente, devido às limitações de tempo para outros testes e respetiva validação, só foi possível 

proceder a uma pré-validação. De um modo geral, os resultados obtidos neste projeto foram 

considerados satisfatórios e prometedores para os objetivos propostos. Este método revelou-se 

vantajoso na compatibilidade de análise dos compostos a um comprimento de onda de 280 nm, 

da fase móvel com LC-MS e a tempos de análise mais curtos na sanciclina e minociclina sal.  

A conclusão deste projeto é essencial para a validação do método analítico, pelo que esta se 

constitui como uma proposta de trabalho futuro na Cipan, de forma a se tornar um método de 

rotina no controlo de qualidade. A validação do método 7-HT será efetuada no laboratório de 

controlo de qualidade da empresa. 
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7. Anexos 

Anexo A – Características do método Mino IPC - Determinação 

do doseamento de sanciclina (DOT.B) e soluções de DMT, DOT.T 

e Msal 

A.1 – Preparação de soluções, diluente e fase móvel 

Diluente I – DOT, DMT ou padrão DOT: Ácido Y 0,01M. 

Diluente II – Msais solução e padrão de minociclina: Diluente 0. 

Soluções (ex. 1L): 

Reagente A – Pesar 28,4 g de reagente A para um balão volumétrico de 1 litro. Dissolver e 

completar com água. 

Reagente B – Pesar 37,22 g de reagente B para balão de 1 litro. Dissolver e completar com água. 

Base X – Diluir 26 ml de base X para balão volumétrico de 100 ml. Dissolver e completar com 

água.  

Fase móvel (ex. 1L): 

Reagente A – 550 ml 

Reagente B – 200 ml 

Reagente C – 250 ml 

Ajustar o pH da mistura com base X, de modo a obter uma boa resolução.  

 

A.2 – Condições cromatográficas 

Comprimento de onda: 280 nm 

Fluxo: 1,0 ml/min. 

Volume de injeção: 20 µl 

Temperatura da coluna: Ambiente 

Tempo de corrida: 35/40 minutos 
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Anexo B – Padronização primária do 7-HT por qNMR 

Foi selecionado um lote de 7-HT para a quantificação por RMN para a obtenção de um padrão 

primário do 7-HT. Neste processo de quantificação do 7-HT, foi usado ácido Z como padrão interno 

(usando o sinal a 6,3 ppm) e solvente A como solvente. Tendo em conta que a molécula de 7-HT 

apenas tem um substituinte no carbono 7, a sua quantificação pode ser baseada na integração 

do pico relativo ao protão do carbono 8 ou 9. 

Foram realizadas duas análises independentes em qNMR para quantificação da amostra de 7-HT, 

designadas por 7-HT (1) E 7-HT (2). Começou por se preparar uma solução stock de ácido Z em 

solvente A (15,90 mg/500 µl). 100 µl desta solução, foram adicionados a uma solução de 7-HT 

previamente dissolvida em solvente A.  

Os espectros de protão usados na quantificação foram adquiridos estabelecendo D1=15s. Na 

figura 50, é visível a integração do pico correspondente ao carbono 9, assim como a do ácido Z 

(definido como 1). 

 

 

 

Figura 50 – Espectros de 1H NMR das amostras 7-HT (1) e 7-HT (2), contendo ácido Z. 
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A pureza da amostra de 7-HT pode ser obtida através da seguinte expressão: 

𝑃𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 =  
𝐼𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜

𝐼𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎
×

𝑁𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎

𝑁𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜
×

𝑀𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜

𝑀𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎
×

𝑚𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎

𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
× 𝑃𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎 Equação 40 

 

Em que: 

Pamostra: pureza da amostra; 

Preferência: pureza do material de referência; 

Ianalito: integral do analito de interesse; 

Ireferência: integral da referência; 

Nanalito: número de protões do pico integrado do analito; 

Nreferência: número de protões do pico integrado da referência; 

Manalito: massa molecular do analito; 

mamostra: massa da amostra; 

Mreferência: massa molecular da referência; 

mreferência: massa da referência.  

 

Tabela 47 – Dados para a quantificação primária do 7-HT 

 7-HT (1) 7-HT (2) Ácido Z 

MW (g/mol) 712,78 712,78 **** 

m (g) 0,01483 0,01526 0,00318 

Icorr
1 0,320189 0,325126 1 

Pureza (%) 84,31 83,20 99,98 

Média 83,75 N/A 

1 Integral corrigido para a proporção 7-HT/epi-7-HT (98,73%) na amostra 

Quantificou-se uma amostra de 7-HT através de RMN quantitativo, constituindo-se assim como 

padrão primário deste composto com 83,75% de pureza. 
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Anexo C – Determinação do doseamento de 7-HT e DOT 

 

Figura 51 – Perfil cromatográfico de uma amostra típica de 7-HT  

 

Calcula-se o do doseamento de 7-HT na amostra analisada através da seguinte expressão: 

 

𝐷𝑜𝑠 (% 7𝐻𝑇) =
𝐴7𝐻𝑇 𝑎𝑚 × 𝑚𝑝𝑎𝑑 × 𝑎𝑝𝑎𝑑 × 𝑉𝑎𝑚

𝐴7𝐻𝑇 𝑝𝑎𝑑 × 𝑉𝑝𝑎𝑑 × 𝑚𝑎𝑚
 

 

Equação 41 

 

A7HT am – área de 7-HT na amostra; 

A7HT pad – área de 7-HT no padrão; 

mam – massa da amostra (mg); 

mpad – massa do padrão (mg); 

Vam – volume da amostra (ml); 

Vpad – volume do padrão (ml); 

apad – atividade do padrão (%). 
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Calcula-se o do doseamento de DOT na amostra analisada através da seguinte expressão: 

 

𝐷𝑜𝑠 (% 𝐷𝑂𝑇) =
𝐴𝐷𝑂𝑇 𝑎𝑚 × 𝑚𝑝𝑎𝑑 × 𝑎𝑝𝑎𝑑 × 𝑉𝑎𝑚

𝐴𝐷𝑂𝑇 𝑝𝑎𝑑 × 𝑉𝑝𝑎𝑑 × 𝑚𝑎𝑚
 × 0,5 

 

Equação 42 

ADOT am – área de 7-HT na amostra; 

ADOT pad – área de 7-HT no padrão; 

mam – massa da amostra (mg); 

mpad – massa do padrão (mg); 

Vam – volume da amostra (ml); 

Vpad – volume do padrão (ml); 

apad – atividade do padrão (%); 

Sendo que 0,5 é o valor arredondado do fator de correção (FC) de DOT para 7-HT. 

 

 

 

 


