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Resumo

A oxitetraciclina célcica e a Limeciclina sao ingredientes farmacéuticos ativos (API) produzidos
na Cipan, possuindo processos de fabrico muito semelhantes entre si, sendo a precipitagéo o

passo critico nas respetivas sinteses.

Um dos principais objetivos deste projeto visa a otimizagao da sintese de oxitetraciclina célcica
de forma a obter valores percentuais de célcio estaveis, dentro dos limites de especificagéo.
Foram estudadas as seguintes variaveis: tempo de adicdo da solugdo precipitante durante a
precipitacéo, eliminacado de uma das etapas do processo e reducéo da concentragdo de solugéo
precipitante adicionada. Verificou-se que adicbes mais lentas conduzem a uma menor
percentagem de calcio no produto, que a eliminagao da etapa seria economicamente viavel e
que a redugao da concentracdo de solugado precipitante para uma proporcédo estequiométrica
(2:1), ou intermédia (2:1,2), seria a solucao ideal para otimizar esta sintese. Foi realizado o scale-
up do processo otimizado. Verificou-se que a falta de semelhanga geométrica entre
equipamentos e a agitacdo do sistema, sio fatores limitantes para obtencédo de resultados

reprodutiveis aos laboratoriais, pois limitam o crescimento do cristal.

Relativamente a Limeciclina, tem-se verificado que se trata de um produto pouco estavel. De
forma a aumentar o tamanho do cristal e diminuir a humidade do produto, aumentando a sua
estabilidade, foram estudadas alteragdes fisicas ao processo padréo na etapa de precipitagao:
temperatura, velocidade de agitacdo e tempo de adigdo da solugdo precipitante. Os lotes
sintetizados foram posteriormente submetidos a condi¢cdes de estabilidade. Constatou-se que a
estabilidade do produto ndo é influenciada pelos fatores estudados, nem consequentemente,
pelo tamanho de grdo. No entanto, a estabilidade aumenta quando a Limeciclina possui valores
de humidade inferiores. Este APl ndo provou ter natureza higroscopica, pelo que a absorcao de

agua também nao influencia a sua estabilidade.

Foi desenvolvido um novo método analitico para estudo de Limeciclina por HPLC, do qual se
obtém boa separacao entre picos, com resolugdes superiores a 1,5 ao utilizar uma coluna C18
monolitica e um modo de eluicdo de gradiente. As fases méveis utilizadas recorrem apenas a
trés solventes, sendo ainda, compativeis com LC-MS, possibilitando a identificacdo de picos
desconhecidos. Este método foi validado ao provar a sua especificidade, linearidade, precisao e

exatidao.

Palavras-chave: precipitagdo; cristalizagéo; scale-up; HPLC; LC-MS; validagao.







Abstract

Calcium oxytetracycline and Limecycline are active pharmaceutical ingredients (API) produced at
Cipan, with manufacturing processes very similar to each other, with precipitation being the critical

step in the respective syntheses.

One of the main objectives of this project is to optimize the synthesis of calcium oxytetracycline
in order to obtain stable percentage values of calcium, within the specification limits. The following
variables were studied: addition time of precipitating solution during precipitation, elimination of
one of the process steps and reduction of the concentration of precipitating solution. It was found
that slower additions lead to a lower percentage of calcium in the product, that the elimination of
the step would be economically viable and that the reduction of the concentration of precipitating
solution to a stoichiometric ratio (2:1), or intermediate (2:1,2), would be the ideal solution to
optimize this synthesis. The optimized process was scaled up. It was found that the lack of
geometric similarity between equipments and the agitation of the system, are limiting factors for
obtaining reproducible results to laboratories, as they limit the growth of the crystal.

Regarding Limecycline, it has been found that it is an unstable product. In order to increase the
size of the crystal and decrease the humidity of the product, increasing its stability, physical
changes to the standard process were studied in the precipitation stage: temperature, stirring
speed and addition time of precipitating solution. The synthesized batches were subsequently
submitted to stability conditions. It was found that the stability of the product is not influenced by
the factors studied, nor, consequently, by the grain size. However, stability increases when
Limecycline has lower humidity values. This API has not proven to be hygroscopic in nature, so

water absorption does not influence its stability either.

A new analytical method has been developed to study Limecycline by HPLC, from which good
separation between peaks is obtained, with resolutions greater than 1.5 when using a monolithic
C18 column and a gradient elution mode. The mobile phases used use only three solvents, and
are still compatible with LC-MS, allowing the identification of unknown peaks. This method was

validated by proving its specificity, linearity, precision and accuracy.

Keywords: precipitation; crystallization; scale-up; HPLC; LC-MS; validation.
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Enquadramento e motivacao

A Cipan — Companhia Industrial de Producdo de Antibidticos - € uma empresa do grupo
SUANFARMA que se dedica principalmente a pesquisa, desenvolvimento e produgdo de
ingredientes farmacéuticos ativos (API) e intermediarios avangados, tendo também um grande
foco na produgéo de antibiéticos por fermentagao e sintese quimica [1]. Muito recentemente tem-

se afirmado também como uma CDMO (contract development and manufacturing organization).

Atualmente, o portefélio de produtos da empresa é composto por APIs e matérias-primas para
produgdo de APIls, como o cloridrato de minociclina, a Limeciclina, base e cloridrato de

tetraciclina, base e cloridrato de Sanciclina, oxitetraciclina calcica e omadaciclina [2].

O presente projeto surge com o objetivo de otimizar o processo de produgado da oxitetraciclina
célcica e da Limeciclina, cuja producao industrial € da responsabilidade do setor das

Transformacdes Nao Estéreis (TNE).

Comparativamente com os restantes APls vendidos pela Cipan, a oxitetraciclina célcica é a que
apresenta menor quantidade produzida anualmente, com uma produc¢do média anual de 600 kg
por cada campanha de venda. Este valor deve-se ao facto de se tratar de um principio ativo com
pouca procura, sendo o Reino Unido o seu Unico mercado. Desta forma, existem apenas entre
uma a duas campanhas anuais (ou a cada dois anos) na Cipan, sendo esta a Unica empresa
produtora deste antibiético.

De acordo com o processo atual, a oxitetraciclina calcica é obtida através de uma reagao de
complexacdo da oxitetraciclina com o calcio, obtida por precipitacdo entre Reagente A e
Reagente B. O seu processo de producdo € bastante empirico, ndo tendo existido
desenvolvimentos no seu método de fabrico ao longo dos anos. Como tal, desde o inicio da sua
produgdo que um dos parametros de especificacdo, o teor percentual de calcio, apresenta
valores fora dos limites da especificacdo estabelecidos. Este problema conduz a custos
adicionais para a empresa, visto que o produto necessita de ser reprocessado. Desta forma, um
dos principais objetivos deste trabalho visa a otimizagdo da sintese deste APl de forma a
aumentar a sua qualidade, com valores percentuais de calcio estaveis, obtendo um produto final

gue cumpra os limites da especificagdo em todos os parametros.

Relativamente a Limeciclina, com uma producao média anual de 50 toneladas por ano na Cipan,
esta é obtida ao combinar Reagente C com Reagente D, na presenca de Reagente E e Reagente
F [3]. Tal como acontece com a oxitetraciclina célcica, também o processo de producao deste
APl é bastante empirico. Ainda hoje, ndo sdo claras informagdes fundamentais, como a
composicao, estrutura e caracterizagao da Limeciclina. Adicionalmente, tem-se verificado que se
trata de um produto instavel. Ou seja, no qual se verifica, ao longo do tempo apéds a sua produgao,

0 aumento de impurezas, assim como reprovacao de determinados parametros da especificagao




que se encontravam inicialmente cumpridos, tais como, principalmente: doseamento em

limeciclina, doseamento de impurezas e impurezas absorventes de luz (IAL).

Existe a hipotese da origem da instabilidade da Limeciclina estar associada a absor¢édo de dgua
por parte deste antibidtico, ao facto desta se tratar de um p6é muito fino e, adicionalmente, por
ser produzido com uma percentagem de humidade significativa. Pretende-se aumentar o
mercado deste produto para paises com condigcbes meteorologicas mais quentes e himidas,
onde a sua estabilidade se prevé ser muito dificil por tempos razoaveis. Desta forma, torna-se
fundamental a melhoria do seu processo de produ¢do que conduza ao aumento da sua

estabilidade, principalmente neste tipo de condigdes meteoroldgicas.

O doseamento em Limeciclina, assim como a quantificagdo de substancias relacionadas, é
obtido por HPLC (High Performance Liquid Cromatography) de acordo com o método compendial
da FE (Farmacopeia Europeia). No entanto, este método apresenta limitagdes, na medida em
que nao analisa limeciclina. A limeciclina é totalmente hidrolisada em tetraciclina e,
seguidamente, analisa-se apenas tetraciclina (Figura 1.1) [4]. Este produto é quantificado como

sendo Limeciclina, tendo em conta as respetivas massas molares.
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Figura 0.1 - Perfil cromatografico de Limeciclina, obtido através do método compendial da FE para
doseamento de Limeciclina e substancias relacionadas por HPLC. Adaptado de: BP 2016 [4].

Ou seja, ndo é possivel, com este método, visualizar o pico da limeciclina no cromatograma,
dificultando assim a verificacdo de um possivel doseamento inferior ao esperado, associado a

esta molécula em particular, presente nos lotes de produgéo de Limeciclina.

Embora se consiga calcular as percentagens massicas de limeciclina e de tetraciclina presentes
na amostra com o método compendial, na realidade, a quantidade total de tetraciclina
quantificada é resultante da hidrélise de limeciclina. Assim, como qualquer outro composto

presente na amostra que hidrolise em tetraciclina, podera ser inadequadamente quantificado




como limeciclina, contribuindo assim para um erro associado ao calculo das respetivas

percentagens massicas.

Deste modo, torna-se necessario o desenvolvimento e validagdo de um novo método analitico
que permita o estudo de Limeciclina, de onde seja possivel determinar as purezas
cromatograficas associadas aos compostos presentes no produto final. Pretende-se ainda,
comparativamente ao método compendial, a diminuicdo da quantidade de solventes utilizados,
a diminuicdo do tempo de analise (de modo também a limitar a hidrélise de limeciclina em
tetraciclina) e a compatibilidade com espetrometria de massa (LC-MS), de forma a identificar

possiveis substancias presentes na Limeciclina, que possam causar variabilidade no processo.

1.1 Objetivos

Os objetivos deste trabalho sao:

» Realizar um downscale da producdo para escala laboratorial, tanto de oxitetraciclina
calcica, como de Limeciclina. Ou seja, tenciona-se mimetizar o mais possivel a produgao
destes compostos numa escala laboratorial para que, seguidamente, sejam estudadas

possiveis alteragdes ao processo padrdao que conduzam:

o No caso da oxitetraciclina calcica, a um produto final com valores percentuais de
calcio estaveis, dentro dos limites da especificagdo, assim como os restantes
parametros. Apos alcancar este objetivo, pretende-se realizar o scale-up do

respetivo processo otimizado.

o No caso da Limeciclina, a um produto com menor percentagem de humidade e

maior estabilidade, com recurso a um desenho de experiéncias (DOE).

+ Desenvolvimento e validagado de um novo método analitico para o estudo de Limeciclina,
do qual se obtém boa separagéo entre picos. Tenciona-se ainda que a fase mével a

desenvolver seja compativel com sistemas de detegao por LC-MS.







2. Introducao

2.1 Tetraciclinas

Apesar de atualmente ja serem obtidas sinteticamente, as tetraciclinas sdo uma familia de
antibidticos provenientes da fermentagdo de bactérias presentes no solo, nomeadamente,
estirpes de Streptomyces aureofacians. Para além de terem 6timas propriedades de difuséo,
tanto tecidual como intracelular, sdo também conhecidas pela sua atividade no tratamento de um
largo espetro de bactérias, micoplasmas e alguns protozoarios [5,6]. As tetraciclinas atuam
enquanto antibiéticos bacteriostaticos, ou seja, ndo eliminam necessariamente as bactérias,

mas, limitam o seu crescimento ao inibir a sintese proteica [7].

Sao denominadas de tetraciclinas pois sdo compostas por quatro anéis fundidos, cuja estrutura
é dividida numa regido modificavel e ndo modificavel (Figura 2.1). Os grupos funcionais
especificos sdo necessarios para a atividade antimicrobiana, pelo que a sua remogao ou
modificacdo, afeta negativamente a farmacocinética [8]. O facto de existir nestas moléculas, uma
regido capaz de ser modificada através de semissintese, dando origem a diferentes tetraciclinas
com diferentes atividades antibioticas, torna-as bastante versateis, na medida em que podem

combater a resisténcia adquirida por muitos microrganismos [9].

— Regido modificavel —’
\ /

Regido ndo modificavel ——
Figura 2.1 - Estrutura geral das tetraciclinas com identificagdo das respetivas regibes: modificavel e ndo
modificavel.

As tetraciclinas estdo divididas essencialmente em trés geragbes. Os primeiros destes
compostos a serem descobertos, provenientes da fermentacao das bactérias, sdo denominadas

de tetraciclinas de 12 geracéo, onde se inclui a oxitetraciclina [10].

Com o objetivo de aumentar a adsorgéo oral, foram realizadas experiéncias para verificar a
solubilidade de tetraciclinas em agua. Desta forma, surgiu a 22 geragao de tetraciclinas. Esta

geragdo é definida pelo desenvolvimento de tetraciclinas semissintéticas, tais como a

Limeciclina.

O aumento da resisténcia bacteriana as tetraciclinas existentes tornou-as menos eficazes, pelo
que foi necessario o desenvolvimento da 32 geragéo de tetraciclinas, especialmente criadas para
superar os mecanismos de resisténcia. Ou seja, a 32 geragao é definida por tetraciclinas com
modificagdo quimica de tetraciclinas de 12 ou 22 geragéo [10,11].




2.2 Oxitetraciclina calcica

A oxitetraciclina calcica é o sal de calcio da oxitetraciclina, sendo a oxitetraciclina um derivado
da tetraciclina, com agoes e utilizacées semelhantes. Estas moléculas diferem entre si devido a

presenga de um grupo OH no carbono 5 de oxitetraciclina [12].

Trata-se de um po cristalino amarelo claro, tipicamente aplicado em combinagdo com outros
agentes, numa variedade de gotas para os olhos e ouvidos, pomadas, cremes e sprays [13].
Como um antibiotico de amplo espectro, tem sido usado em aplicagdes clinicas para o tratamento

ou prevencgao de infegdes na produgdo de bovinos, suinos, aves e peixes [14].

Este produto € obtido através de uma reacdo entre Reagente A e Reagente B, permitindo a
complexacgao da oxitetraciclina com o ido calcio (Figura 2.2). O produto desta reagéo detém boa

solubilidade e estabilidade quimica [14].

Reagente A + Reagente B

Oxitetraciclina calcica

Figura 2.2 — Esquema reacional de obteng¢éo de oxitetraciclina calcica.

Estudos realizados por Hughes et al. (1979) [15] demonstraram que a base livre de oxitetraciclina
pode adotar duas estruturas quimicas bem definidas: zwitterionica — oxitetraciclina (), € nédo
ionizada - oxitetraciclina (0). As duas formas mostram conformag¢ao molecular especifica, mesmo
quando os substituintes, simetria do cristal e ligagdes de hidrogénio intermoleculares diferem. A
forma zwitterionica parece ser a forma predominante mesmo quando pequenas concentragoes
de agua estao presentes. As duas estruturas podem ter interpretadas em termos de equilibrio

dependente de solvente [16] (Figura 2.3).

Meio aquoso ou acido diluido

Oxitetraciclina (0) > Oxitetraciclina ()

Solvente organico

Figura 2.3 — Equilibrio entre as estruturas zwitterionica e ndo ionizada da oxitetraciclina, dependente do
solvente. Adaptado de Hughes et al. (1979) [15].

Para além dos mecanismos de degradagéo frequentes em tetraciclinas, como epimerizagéo e
desidratacdo [17], a oxitetraciclina também se degrada em a—apo-oxitetraciclina e p—apo-
oxitetraciclina (Figura 2.4), sob condi¢des acidas. Estes produtos de degradacéo séo formulados

como lactonas de estequiometria desconhecida [18].




OH OH o] 0 o] OH OH 0 o] o]
a-apo-oxitetraciclina [B-apo-oxitetraciclina

Figura 2.4 - Produtos de degradacgéo de oxitetraciclina sob condigbes acidas.

Uma investigacao relativa a localizagdo dos centros de complexagao de ides de calcio na
oxitetraciclina foi desenvolvida por Newman et al. (1972) [19]. Foi estudada a formagéo destes
complexos através de espetros de dicroismo circular, tanto em solugdo aquosa com pH neutro,
como em metanol 90%. Os autores concluiram que o complexo formado em metanol 90% entre
célcio e oxitetraciclina, cumpre uma propor¢do de 2:1, respetivamente. A formacao deste
complexo 2:1 foi muito favoravel, exigindo apenas quantidades estequiométricas de calcio e de
oxitetraciclina para atingir 100% de complexagdo. Relatam ainda que os ides de célcio se

encontram associados ao oxigénio nos respetivos carbonos: C10, C11 e em C12, C1.

A formacao do complexo de célcio em solu¢do aquosa de pH neutro néo foi tdo favoravel como
em metanol 90%. Foi necessaria a adicido em excesso de Ca?* de modo a forcar a associacao
do primeiro catiao aos oxigénios no local C10, C11, e o segundo catido nao foi adicionado em
nenhuma extensao significativa. Aparentemente, em solugdo aquosa, a remog¢éao das moléculas
de agua da esfera de hidratacédo do iao metalico é mais exigente, dificultando a ligagcao dos ides
de célcio na formagao do complexo [19].

Anos depois, Lambs et al. (1988) [12] ampliaram a informagéo relativamente ao modo como
ocorre a complexacdo entre oxitetraciclina e calcio. Observaram a coexisténcia de diversas
espécies em solugao dentro de uma grande faixa de concentragcdées. Devido a estrutura da
oxitetraciclina, verificaram que esta tem a capacidade de formar complexos de diferentes
estequiometrias, nomeadamente: 2:1, 1:1 e 1:2, sendo que alguns deles, também protonados.

Os autores concluiram também que:

* a oxitetraciclina exibe a mesma conformacao a pH 8 (Figura 2.2), quer na presencga de
calcio, quer em solugdes isentas deste metal;

« A pH 11, com predominancia de complexos 1:1, a oxitetraciclina exibe a mesma
conformagéo que a pH 8. O célcio liga-se, portanto, a oxitetraciclina por meio dos seus
oxigénios doadores em C12 e C1;

- A medida que a concentracdo de complexos 1:2 de oxitetraciclina-calcio se torna
predominante, o primeiro ido Ca?* liga-se aos oxigénios da oxitetraciclina entre os
atomos C12 e C1 enquanto o segundo coordena os atomos de azoto e oxigénio das

posicoes C4 e C12, respetivamente [12].




A existéncia de complexos 1:2 de metal-oxitetraciclina foi relatada por Kenneth et al. (1962) [20]
para pH acima de 7,6. Os autores referem a possivel existéncia de complexos de estequiometria
superior de metal para ligante. No entanto, os complexos de oxitetraciclina 1:1 e 2:1 séo

postulados como sendo as principais espécies moleculares que ocorrem in vivo.

2.3 Limeciclina

A Limeciclina € um antibiético semissintético derivado de tetraciclina. Caracteriza-se por ser um
p6é amarelo muito higroscépico [21]. Comparativamente com as tetraciclinas normalmente
utilizadas, a Limeciclina é considerada muito mais soluvel, estavel em todos os pH fisioldgicos,
de melhor absorgéo oral, de facil permeabilidade no tecido e de eliminagao mais lenta [22,23].
Apds a administragao, é convertida em tetraciclina no trato gastrointestinal antes de ser absorvida
[24]. Devido a estas propriedades farmacolégicas, este antibiético € amplamente utilizado na

medicina, mais especificamente, em tratamentos associados a acne [25].

Este produto é obtido pela reagdo entre Reagente C, Reagente D e Reagente E [22,26] (Figura
2.5).

Figura confidencial: Obtengao de Limeciclina pela reagao entre Reagente C, Reagente D e Reagente E
na presenca de Reagente F

Figura 2.5 - Esquema reacional de obteng¢édo de Limeciclina.

De acordo com Hermansson (1982) [28], a Limeciclina mostrou ser muito sensivel a degradagao
em solugdes aquosas acidas e de pH neutro. Nestas condigbes, a limeciclina é rapidamente
degradada em tetraciclina. O mesmo foi corroborado por Casy e Yasin (1984) [18]. Apés tentativa
de obter um espetro de NMR para a limeciclina, os autores constataram que esta molécula é um
complexo altamente instavel que reverte rapidamente as suas partes componentes aquando
dissolugéo.

Com a degradacgéo da molécula de limeciclina, também a degradagéo de tetraciclina se torna
consequentemente possivel. A tetraciclina pode degradar-se por meio de, pelo menos, quatro
mecanismos: epimerizagao, desidratagao, hidrolise e oxidagdo. Os dois primeiros mecanismos
sdo as reagbes mais frequentes [29]. Destes, Loftin et al. (2008) [30] verificaram que a

epimerizagao é o processo de transformacgao inicial dominante.

A epimerizagdo no carbono 4 leva a obtengdo de uma molécula inativa e nido téxica (4-
epitetraciclina — Figura 2.6). A cinética desta reagdo segue um processo reversivel de primeira
ordem. A velocidade de reacdo de formagdo deste epimero é favorecida tanto a pH
compreendido entre 3 e 5 [17,29,31], como também, observado por Remmers at al. (1963) [32],

pelo aumento de temperatura. O mesmo foi relatado por Hussar et al. (1968) [33].




A desidratacdo e aromatizacao do anel C da tetraciclina conduz a formagao de derivados anidro
a pH baixo. A anidrotetraciclina (Figura 2.6) aparenta ser inativa in vivo, no entanto, o seu epimero
(4-epianidrotetraciclina — Figura 2.6) foi associado a efeitos tdxicos ap6s o uso de produtos de
tetraciclina desatualizados [29].

A desidratacdo da tetraciclina em anidrotetraciclina e de 4-epitetraciclina em 4-

epianidrotetraciclina, ocorre por meio de um processo de pseudo-primeira ordem a pH acido.

A epimerizagdo da anidrotetraciclina é a Unica reagao cuja cinética ainda no foi relatada. No
entanto, as constantes de velocidade de reagéo indicam que a epimerizagdo da anidrotetraciclina

€ mais rapida do que a epimerizacao da tetraciclina [17].

NS

Tetraciclina

N N

OH o] CH o] o] CH o} CH o} o] OH o} OH ] Q

4-epitetraciclina Anidrotetraciclina 4-epianidrotetraciclina

Figura 2.6 - Tetraciclina e respetivos produtos de degradagao por epimerizagao e desidratagéo.

Tanto Remmers at al. (1963) [32], como Qizhen et al. (2016) [34] observaram que a taxa de
hidrélise de tetraciclina aumenta significativamente com o aumento de pH e temperatura,

diminuindo consequentemente, a sua atividade antibacteriana.




2.4 Cristalizacao / Precipitacao

A cristalizagdo é um processo amplamente utilizado na produgcdo de compostos de alta pureza,
incluindo produtos farmacéuticos, agroquimicos e produtos quimicos finos [35]. Na produgéo
industrial de compostos farmacéuticos, a cristalizagao é frequentemente usada para separar e

purificar intermediarios e é de grande importancia para a purificagdo do produto final [36].

A cristalizagao trata-se de uma operagao de separagao, de onde é possivel obter particulas
sélidas (cristais) de um dos componentes de uma solugdo homogénea [35].

O parémetro chave da cristalizagdo é a sobressaturagdo. S6 apds atingir este estado é que

ocorre a formagao do cristal. A formacéo do cristal é essencialmente dividida nos seguintes
passos [37]:

* Nucleagéo (primaria e secundaria);

*  Crescimento.

Sobressaturagao

A sobressaturagao é o estado metaestavel no qual o solvente contém maior concentracéao de
soluto dissolvido do que normalmente conseguiria a temperatura considerada. Ou seja, quando
a concentracao de soluto é superior a concentragcao de saturagao e portanto, excede o limite de

solubilidade [38]. A Figura 2.7 representa um diagrama de solubilidade.

Regido e
Sobressaturada 4

-
—
—
—

Concentragio

Regidao
Metaestavel

Regiao
Sub-saturada (estavel)

Temperatura

Figura 2.7 - Diagrama de solubilidade.

A partir da Figura 2.7 é possivel observar que uma solugdo tem a capacidade de se manter
sobressaturada dentro de uma gama especifica de concentragcdo e temperatura (regido
metaestavel). Uma solugdo encontra-se neste estado quando ndo existe possibilidade de
dissolugdo de maior concentragdo de soluto, mantendo as condi¢gbes termodinamicas. Atinge,
portanto, um equilibrio sélido-liquido.
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A formagdo esponténea da fase sodlida (nucleagédo) ocorre quando a concentragdo aumenta
acima do limite da zona metaestavel (regido sobressaturada) [39]. Ao tempo decorrido desde o
momento em que a solugdo se encontra sobressaturada até a formagao espontinea de uma

nova fase, da-se o nome de tempo de indugao [38].

Nucleagédo

Denomina-se de nucleagao a etapa de formacgéo de particulas de tamanho diminuto de uma nova
fase (nucleos), no interior de uma fase homogénea e sobressaturada. Existem dois tipos de

nucleagao:

» Primaria (sem a presenca de cristais);

» Secundaria (induzida pela presencga de outros cristais e/ou superficies externas) [37].

A nucleacgao primaria denota a formagdo de uma nova particula na solugdo, com um tamanho
suficiente para ser termodinamicamente estavel nas condicdes prevalecentes [36]. Surge como
consequéncia de flutuagbes rapidas e locais a escala molecular sob valores relativamente
elevados de sobressaturacdo. Na solugédo sobressaturada, as moléculas tém de se aglutinar,
contrariando a tendéncia de se dissolver novamente. Ao mesmo tempo, estas necessitam de se
orientar de modo a formar primeiramente clusters e posteriormente cristais tridimensionais bem
definidos [37]. Existe, no entanto, uma barreira energética que contraria a formagao de nucleos.
A Figura 2.8 ilustra o diagrama de energia de ativagao no processo de nucleagao e demonstra a

formacao cristalina a partir da adicdo sequencial de clusters.

Energia

Ag Niicleos < + BRRARR
e o
A AP A
g 2 A AP A Cristais
- .Q‘ A ""‘}"’ ‘:\\,‘q Energia de
. o\ ativagio
< para
= ¥/ clusters * M . nucleagio
T i A
e
Moléculas
s

< »

Diferenca de energia
entre moléculas e
42 cristais em solucao

7
>
3

Tempo de cristalizagio

Figura 2.8 - Diagrama de energia de ativaggdo no processo de nucleacgéo.

A nucleagédo secundaria, diferencia-se da primaria, pois € induzida pela presenga de cristais
preexistentes. Este tipo de nucleagédo ocorre sob valores de sobressaturacéo baixos sendo a
mais importante em cristalizadores industriais, uma vez que é mais rapido e permite obter o

rendimento esperado em menor tempo [40,41].
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A nucleacgéo do cristal tem uma influéncia governante nas propriedades do produto e na robustez
do processo, no entanto, é a etapa da cristalizagdo menos compreendida. Isso leva a problemas
significativos no projeto, operagdo e controle de processos industriais. Por esse motivo,
processos industriais s&o desenvolvidos por tentativa e erro e muitas vezes carecem de robustez
suficiente. Por vezes, a falta de reprodutibilidade requer retrabalho ou mesmo descarte do lote
[361].

Mullin et al. (1961) [42] e Nyvlt et al. (1966) [43] estudaram a influéncia da agitagdo mecénica na
etapa de nucleacdo. Os autores relatam que o aumento da agita¢do contribui para que ocorra
nucleacédo e explicam esses resultados devido a um efeito combinado de difusdo e atrito de
clusters / embrides. Shmidt et al. (1985) [44] estabeleceram uma correlacdo entre a taxa de
nucleagéo e a velocidade do agitador. Verificaram que a taxa de nucleagdo aumenta rapidamente
com o aumento da agitacao e atinge um equilibrio. Relatam também que existe uma velocidade
critica do fluido, abaixo da qual os nicleos ndo se formam, sendo o seu valor dependente do

grau de sobressaturacao da solucéo.

Mersmann (1999) [45] refere que se a concentragdo inicial dos reagentes for alta e, portanto, a
concentracao inicial do produto também for alta, mas a solubilidade for muito baixa, entdo obtém-
se elevada sobressaturagdo que leva a altas taxas de nucleagao primaria, ou seja, a formacao

de varios nucleos.

Crescimento

Uma vez formado o nucleo, o cristal comega a crescer. Trata-se de um processo simultaneo de

difusdo e adsorgao na superficie do cristal. Ou seja:

» Transporte de massa da solugao para a superficie do cristal por difusao, convecgao, ou
combinagédo de ambos (processo difusional).

» Incorporagcédo do material na estrutura cristalina (processo reacional de superficie).

A velocidade de crescimento do cristal € condicionada por parametros operatérios como a

velocidade de agitagéo, grau de sobressaturacao e temperatura [38,46].

De acordo com Mersmann (1999) [45], o tamanho médio do cristal diminui com o aumento da
supersaturacao relativa. O autor refere também que, o crescimento do aglomerado é beneficiado
através da difusdo por agitagcdo. Porém, o aumento da velocidade de agitagdo conduz ao
aumento da velocidade de colisdo dos cristais contra uma resisténcia (parede, outros cristais).
Desta forma, os efeitos do atrito serdo mais significativos, levando a um tamanho maximo e

médio do cristal, reduzidos.
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2.5 Downscale / Scale-up

O conhecimento de métodos de alteracdo de escala de um processo é fundamental quando se

pretende:

» transferir os resultados de um processo desenvolvido a escala laboratorial para a planta
de producéo (scale-up) [47];

+ estudar e otimizar um processo industrial, reproduzindo-o em ensaios laboratoriais
(downscale) [48].

O downscale e scale-up nao sao procedimentos lineares, pelo que variar proporcionalmente
apenas a quantidade de reagentes, nao é suficiente [49]. Para realizar a variagdo de escala de
um processo de forma fidvel, é necesséario garantir a semelhangca da geometria dos
equipamentos, a utilizagdo de material na mesma proporc¢ao e condigdes de processo descritas
por numeros adimensionais iguais entre si, para ambas as escalas. A salvaguarda destas
condi¢des promove a conversdo quimica do material em conjunto com transferéncia de massa,

calor e momento. Estes sao parametros dependentes de escala [47,50].

Similaridade geométrica

Com similaridade geométrica, todas as dimensdes de comprimento no equipamento de grande
escala sdo definidas pelas dimensbes correspondentes no equipamento de escala inferior
[51]. Sejam as dimensbes do tanque definidas de acordo com a nomenclatura apresentada na
Figura 2.9 [52]. Para semelhanca geométrica exata entre unidades (modelo 1 e protétipo 2),

devem ser satisfeitas as proporgdes descritas na Equagéo 2.1 [53].

M W,
— e ~L .
N ==l 7),=6), (),=(),
/ T/1 \1/p’ \1/y \1/y’
. H - Altura de liquido no tanque Hi) _ (Hi) . (Wb _ (wp) .
T - Didmetro do tanque T 1_ T/’ \T 1_ T/y'
D - Didmetro do agitador
N - Velocidade de rotagdo (W) _ (W) . (W) _ (W)
Hi - Altura do fundo do agitador D/4q D/, »\L 1 L/
Wb - Largura das baffles
Hi L - Comprimento da pa do
agitador Equagéo 2.1

W - Largura da pa do agitador

Figura 2.9 - Tanque de agitagdo equipado com baffles.
Nomenclatura das respetivas dimensées. Adaptado de M.
Diego e B. Pablo (2019) [52].

Manter a semelhanga geométrica durante a variagao de escala, permite a definicdo de um Unico
fator de escala, R. Este valor é igual a qualquer quociente entre as dimensdes do tanque do

modelo 1 e do protétipo 2 (Equacgéo 2.2) [53].
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Condicoes do processo

ApoOs mantida a equivaléncia geométrica dos equipamentos, é necessario determinar qual a

velocidade de agitagcéo aplicada na variagdo de escala.

Os dois métodos mais eficazes e frequentemente utilizados quando se pretende realizar um

scale-up ou downscale num processo de precipitacao, sao:

» velocidade da ponta da pa do agitador constante entre as duas escalas [50,51];
» poténcia do agitador por unidade de volume (P/V) constante estre as duas escalas
[50,51,54].

Alteracdo de escala com velocidade periférica do agitador constante, implica cisalhamento
constante na regido do agitador [50]. Ou seja, assegura uma dispersao equivalente em ambos
os sistemas. Neste caso, a velocidade de agitacdo aplicada (N2) é dada pela expressao
representada pela Equacéo 2.3 [51].

N;mD; =N,nmD, - N, =N; (E)

D, Equacéo 2.3

Em que os par&metros N e D s&o indicados na Figura 2.7.

Qian et al. (1987) [55] observaram que o aumento de escala com velocidade de ponta constante
do agitador em processos de precipitacdo, conduz a taxas de nucleagéo iguais em escalas

diferentes.

No entanto, Oldshue (1983) [56] relata que ao aumentar a escala, a taxa de cisalhamento méaxima
na zona do agitador aumenta. Portanto, este critério ndo leva a uma dispersao precisa da mistura,
trata-se apenas de uma aproximacao, com base nas taxas de cisalhamento médias na zona do

agitador.

No caso da utilizagao do critério no qual a poténcia do agitador por unidade de volume (P/V) é

constante, a velocidade de agitacdo (N2) é dada pela Equacéo 2.4 [50,51].

_ NpoN°D®p 2/3

P tant N, =N (Dl)
= = constante - 2=Ni|{—
v v D; Equacéao 2.4
Em que P corresponde a poténcia do agitador e V ao volume de liquido no tanque. Este critério
é preferivelmente aplicado quando a diferenga de densidade (p) entre sélido e liquido é reduzida
[57]. Aplica-se estritamente a condigcbes turbulentas, onde o numero de poténcia (Npo) €

constante [51].
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No estudo de aumento de escala de cristalizadores, PloB et al. (1986) [58] observaram que as
taxas de nucleacdo e crescimento do cristal, em diferentes escalas, sdo as mesmas se a
densidade da suspensdo, a poténcia por volume e o tempo de residéncia forem mantidos

constantes.

Rice e Baud (1990) [59] também recorreram a igualdade poténcia por volume como um critério
de aumento de escala. Concluiram que este critério sé pode ser usado para determinados locais
de pontos de alimentacdo. Da mesma forma, Tipnis et al. (1994) [60] afirmam que o fator mais
importante para o aumento de escala é a mistura da alimentacdo, que é influenciada pelas
concentracoes das espécies quimicas, as taxas de fluxo de alimentagéo, a geometria do agitador
e as localizagbes dos tubos de alimentacdo. Os autores nao fornecem regras rigidas e rapidas
para aumento de escala. No entanto, sugerem que o procedimento seja realizado mantendo a

poténcia por unidade de volume constante.

Varios critérios de aumento de escala para cristalizagdo e precipitacdo foram propostos na
literatura. Verifica-se assim, a dificuldade de variar a escala neste tipo de processos. Uma
explicagdo para a variedade de regras de aumento de escala é a impossibilidade de manter todos
0s grupos adimensionais que caracterizam o processo, constantes [61]. Apesar de se tratarem
de regras tedricas de aumento de escala, na pratica, onde as taxas cinéticas (reagao ou
precipitagdo) sao controladas pelo grau de mistura, estes critérios simples, falham
frequentemente [50]. Nesses casos, deve ser ponderada uma concordancia entre diferentes
grupos adimensionais, de acordo com sua influéncia esperada no processo. O aumento de

escala, perde, assim, a sua base tedrica e torna-se empirico [61].

Alternativamente, pode ser desenvolvido um modelo matematico para explicar os processos
fisicos e quimicos subjacentes considerados importantes para aumento de escala. Os
mecanismos do processo devem ser claramente compreendidos e o modelo ndo deve conter
quaisquer parametros fenomenoldgicos ou dependentes de escala desconhecidos, visto que nao
€ adequado para previsdes quantitativas de aumento de escala [48,61,62]. Nesta situagéo, o
primeiro passo para a realizagdo do scale-up do processo, envolve a determinacdo de
parametros e modelos cinéticos obtidos a partir dos dados a escala laboratorial. As experiéncias
devem ser planeadas de forma a que 0s processos fisicos e quimicos que ocorrem no reator
possam ser claramente compreendidos. Desta forma, sera possivel compreender quais os

parametros que influenciam o processo [61].

Nem sempre é possivel obter informagdes suficientes sobre um processo com recurso apenas a
dados a escala laboratorial. Uma planta piloto, isto €, uma escala entre a laboratorial e a
industrial, pode ajudar a dimensionar um processo quimico ou fisico com sucesso. Ou seja, nao
s6 auxilia na determinagéo da capacidade da unidade comercial, como permite a reducdo de

erros e custos no projeto de aumento a escala industrial [61].
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2.6 Desenho de experiéncias (DOE)

O desenho de experiéncias (DOE) é um método estatistico que permite estudar varios fatores
de um processo em simultadneo, cada um com dois ou mais niveis, permitindo identificar a melhor

combinagao de niveis para cada fator, conduzindo a otimizagao do processo [63].

Um DOE pode ser classificado como de planeamento fatorial completo ou incompleto/
fracionado. O numero de experiéncias necessarias para um fatorial completo é definido por 2K,
onde k representa o numero de fatores que se pretende analisar e 2 representa o nimero de
niveis de cada fator. Normalmente, os dois niveis sdo designados por baixo e alto e designados
na forma codificada por - e +, respetivamente. No que concerne aos fatores, estes geralmente
sao representados por letras maiusculas, por exemplo: A, B, C. Entende-se por experiéncia, cada
ensaio onde se aplicam as diferentes combinagdes possiveis de niveis dos fatores em estudo,

de modo a identificar os efeitos, ou respostas, geradas no produto [64,65].

No caso de haver replicagdo de experiéncias, ou seja, a repeticdo do ensaio sob as mesmas
condigdes, e nao leituras provenientes da mesma experiéncia, entdo o numero total de

experiéncias sera definido por rx2k, onde r representa o nimero de réplicas.

Os fatoriais completos sao muito importantes, pois sao simples de realizar e ndo requerem muitas
experiéncias para cada fator. Permitem detetar interagdes entre os diversos fatores e sdo a base
para a construgao de fatoriais fracionados. No caso dos fatoriais fracionados, apenas se realiza
uma fragdo dos ensaios propostos para o fatorial completo. Este tipo de fatorial € muito util
quando se pretende estudar um grande numero de fatores, com minimo de experiéncias. No
entanto, a sua realizagdo pode fazer com que efeitos principais e interagdes entre dois fatores
se encontrem confundidos, ndo podendo ser separados dos efeitos de outras interagdes de

ordem superior [64].

Antes da aplicagdo do DOE é necessario executar uma reflexao organizada para que a sua
aplicacdo produza resultados positivos. A Figura 2.10 apresenta esquematicamente, de forma
sumarizada, as principais etapas que devem ser tidas em consideracao na fase de planeamento

das experiéncias.

. Identificar quais Selecionar os fatores
Definir os t trolavei
objetivos das as respostas a controlaveis e
experiéncias estudar no respetivos niveis a
P produto experimentar
|
¥
Definir o n? de Planeamento para
experiéncias, executar as
de acordo com experiéncias de forma
o n? réplicas aleatéria

Figura 2.10 - Esquema de abordagem para aplicacdo de DOE.
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Apds arealizagao das experiéncias, realiza-se a analise de variancia (ANOVA) para o tratamento
estatistico dos resultados obtidos. Esta analise de variancia é uma técnica estatistica que permite
identificar, de forma objetiva, quais os fatores e/ou interagdes que afetam significativamente as
respostas, através da reparticdo da variabilidade total dos dados experimentais, pelas diversas

componentes causadoras da variabilidade [63].

Apds a realizagdo da ANOVA, existe necessidade de verificar se os pressupostos matematicos
utilizados, séo verdadeiros. Nomeadamente, se 0 modelo adotado € o correto e se os erros sao
Normal e Independentemente distribuidos com média zero e variancia constante. O método
normalmente utilizado para averiguar o cumprimento dos pressupostos, € a analise dos
chamados “residuos”, sendo estes uma estimativa do erro experimental. Os pressupostos e

respetiva andlise sdo seguidamente apresentados:

* Normalidade: De modo a apurar se os residuos seguem uma distribuicdo Normal, é
elaborado um gréfico das probabilidades da distribuigdo Normal. O pressuposto da

Normalidade é satisfeito se a representagéo for aproximadamente uma reta.

+ Independéncia dos residuos: A elaboracdo de um grafico dos residuos em fungéo do
tempo, isto é, da ordem aleatoria pela qual as experiéncias foram efetuadas, permite
avaliar a existéncia, ou ndo, de correlag@o entre os residuos. Caso o gréafico nao tenha

nenhuma tendéncia especial, entéo verifica-se a independéncia dos residuos.

« Variancia constante: Este pressuposto avalia a homogeneidade da variancia através
da construcao de um grafico dos residuos em fungéo dos valores previstos ou estimados.
Se o modelo é correto e os pressupostos se verificam, entdo este grafico ndo deve

apresentar nenhuma estrutura especial.

Esta andlise deve ser sempre realizada para verificar os pressupostos feitos para a analise de
variancia, pois caso os pressupostos ndo sejam validados, as conclusées retiradas do DOE nao

serao igualmente validas.

Finalmente, apdés a identificacdo dos fatores significativos (isolados ou em interagcao),
estabelece-se a melhor combinagao de niveis dos fatores que ird conduzir a maximizagao dos

objetivos pré-estabelecidos [64,66].

Diversos autores recorrem a este método estatistico com o objetivo de otimizar processos de
precipitacdo, comprovando sua eficacia nestes casos. O DOE permite concluir quais as variaveis
criticas ou condicdes ideias para este tipo de operacdo, conduzindo a sua otimizagao. Por

exemplo:

« Zhang et al. (2013) [67], recorrem ao desenho de experiéncias para avaliar os efeitos

dos fatores potencialmente criticos no desempenho da precipitacéo do etanol.
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* No caso de Daskalakis el at. (2015) [68], determinaram quais as condigdes ideias para
a precipitacdo induzida por bactérias por CaCOs, com o auxilio de um planeamento
fatorial completo com 3 fatores.

e Também Kateja et al. (2016) [69] relatam sucesso na otimizagdo da precipitagdo

baseada no pH, tanto em continuo, como em descontinuo, com recurso a um DOE.

2.7 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Cromatografia

A cromatografia € uma técnica de separagéo quimica e identificagdo de componentes. Esta area
da quimica é caracterizada pela identificacédo e quantificagao dos componentes de uma amostra,
através de métodos de analise, tanto qualitativos como quantitativos. Os componentes de uma

amostra que se pretendem determinar sdo chamados de analitos [70].

Para que a separagao entre analitos seja possivel, a mistura € introduzida numa coluna ou
superficie planar cromatografica, composta por uma fase estacionaria e uma fase mével (a qual
passa através da fase estacionaria). A fase moével permite que os analitos se desloquem através
da coluna a diferentes velocidades, de acordo com a afinidade que tém com as fases moével e
estacionaria, sendo este processo chamado de eluigdo. Os analitos com maior afinidade a fase
estacionaria tendem a ficar retidos na coluna durante mais tempo. Os analitos com maior
afinidade para com o eluente da fase mével sdo excluidos da coluna em primeiro lugar. A medida
que os compostos sao separados e saem da coluna, estes sdo detetados através de um ou mais
detetores. O registo da detecdo de todos os compostos em fungdo do tempo de analise, ou

volume de eluicdo, designa-se por cromatograma [71].
Cromatografia liquida

A grande diferenga entre a cromatografia liquida classica e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia é que na primeira, a fase mével é arrastada através da coluna apenas pela forgca da
gravidade. Na cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) s&o utilizadas fases estacionarias
com particulas menores, sendo por isso necessaria a utilizacdo de bombas de alta pressao para
que a fase movel seja eluida [72]. Estas particulas s&o as responsaveis pela alta eficiéncia, isto
porque com particulas de menor didmetro torna-se possivel aumentar a area de contacto e

portanto, obter maior eficiéncia na separag¢ao dos analitos [72,73].

Num sistema de HPLC, os solventes estdo armazenados em reservatorios, sendo bombeados
através da acdo de uma bomba peristéltica. As analises s&o iniciadas com a injecdo de uma
amostra, que segue para a coluna cromatografica, onde ocorre a separagdo dos seus
componentes. Apoés este procedimento, o eluente com a fragdo separada, é recebido no detetor,
onde € lido o seu sinal. A Figura 2.11 apresenta uma ilustragdo do funcionamento de um sistema
de HPLC [74].
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Figura 2.11 — Esquema de um sistema de HPLC.

Existem varias novas abordagens em HPLC que permitem a reducdo do tempo de analise sem
comprometer resolucao e eficiéncia de separagédo. Entre eles, a cromatografia liquida de ultra
alta eficiéncia (UHPLC). Este tipo de sistema tem a capacidade de acomodar pressoes
operacionais superiores a 1000 bar e os tamanhos de particula da fase estacionaria séo
tipicamente na ordem de 2 um ou inferior, enquanto que em HPLC é caracterizado por particulas
de 3-5 um [75,76]. Tal como relatado por Gika (2016) [75], estas caracteristicas conduzem a
vantagens Obvias de poder de separacao, pois obtém-se maior:

+ Especificidade - analitos sdo menos propensos a coeluir com interferéncias;

» Sensibilidade - menor sinal-ruido de fundo;

* Rendimento analitico - um método de HPLC de 10 min por amostra pode ser reduzido

para 3-4 min em UHPLC.

Sistema de solventes e injecdo do HPLC

O HPLC é constituido por um sistema de gestao de solventes, no qual as fases méveis utilizadas
sdo dispostas em reservatérios, acoplados a um sistema de desgaseificacdo a vacuo. Este
procedimento impede a entrada de bolhas de ar dentro da coluna e aumenta o desempenho do
detetor. Relativamente aos modos de eluigdo dos solventes no sistema, estes podem ser
definidos como:

» lIsocratico — A composicao da fase mével permanece constante ao longo da analise
cromatografica. Pode ser realizada apenas com recurso a um unico solvente ou uma
mistura constante de solventes.

+ Gradiente - A composicdo da fase moével varia ao longo da analise ao utilizar dois

solventes distintos. Recorre-se a uma eluigdo com gradiente quando um Unico solvente
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nao propicia uma eluicdo suficientemente rapida de todos os componentes. Neste caso,

aumenta-se a quantidade adicionada de solvente B ao solvente A.
Apds ser puxado por uma bomba de alta presséao, o fluxo de solvente (ou mistura de solventes)
€ controlado por uma valvula (valvula de permutacéo - Figura 2.11) que conduz a fase mével e o
conteudo do injetor (amostra a analisar) para o interior da coluna a alta presséo. Os sistemas de
injecdo de amostras sdo automaticos devido a esta valvula, uma vez que permite que as
amostras sejam sucessivamente injetadas através de um loop, sem ser necessario parar o fluxo
de solvente [77,78].

Colunas para HPLC

As colunas cromatograficas sdo geralmente de aco inoxidavel e estdo inseridas num forno
adequado com controlo de temperatura. O aquecimento da coluna cromatografica reduz a
viscosidade da fase mével, reduzindo a pressao necesséria, o que permite um fluxo mais rapido.
Contribui também para o aumento da velocidade de difusdo dos solutos, diminuindo assim os
tempos de retengao dos picos cromatogréaficos dos analitos e melhora a resolucao (separagao)
dos mesmos. Simultaneamente, 0 aumento da temperatura pode degradar a fase estacionaria e

diminuir o tempo de vida util da coluna [78].

As colunas podem ter varios tamanhos, tipicamente entre 10 e 30 cm de comprimento, e
diametros internos de 4 a 10 mm. O enchimento (fase estacionaria) mais comum das colunas de
cromatografia liquida séo particulas microporosas de silica de 3-5 pum. A maior parte dos tipos
de silica ndo deve ser usada acima de pH 8, pois dissolve-se em solugbes basicas. Para a
separacdo de compostos basicos, pode ser utilizada silica com pontes de etileno ou com
constituicdo polimérica [78]. As colunas também podem ser constituidas por particulas de

aluminio ou resinas de permuta i6nica [71].

Para além das colunas preenchidas com particulas microporosas de silica, existem também as
denominadas colunas monoliticas. As colunas monoliticas sdo compostas por uma Unica pega
de silica porosa que preenche integralmente o volume da coluna, ndo existindo os espacos
vazios interparticulares, tipicos das colunas empacotadas. Através da Figura 2.12 é possivel

observar a diferenca estrutural fisica dos dois tipos de preenchimento de silica mencionados.
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Figura 2.12 — Representagdo da fase estacionaria de uma coluna cromatogréfica. Legenda: A —
Particulas individuais de silica; B — Silica com estrutura monolitica. Adaptado de Phenomenex [79].

Sao relatadas com inimeras vantagens face as colunas tradicionais como: a redugao de tempo,

uso diminuido de fase movel, oferecendo ainda uma separagdo mais rapida e mais eficiente [80].

Cerca de 80% do volume da estrutura monolitica é espacgo vazio, pelo que o solvente flui através
da coluna com relativamente pouca resisténcia [78]. Tal permite, de acordo com Diaz-Bao (2015)
[76], que estas colunas trabalhem a elevadas taxas de fluxo (até 10 mL/min) com comprimentos

de coluna convencionais, sem gerar altas pressées, mantendo uma boa separagao.

Haghedooren et al. (2009) [80] adaptaram um método analitico para analisar tetraciclina,
oxitetraciclina, clorotetraciclina e respetivas impurezas, originalmente desenvolvido em colunas
C18 com particulas de silica convencionais, para uma coluna monolitica. Os autores observaram
que ambos os tipos de coluna cromatografica foram capazes de separar os compostos com
resolugdo suficiente. No entanto, as colunas convencionais mostraram tempos de andlise mais
longos e contrapressées mais altas, enquanto que com a coluna monolitica obteve-se uma
velocidade de analise aumentada em contrapressées mais baixas, mantendo ou mesmo

melhorando a qualidade de separagéao.

Separacao em HPLC

Existem diferentes modos de separacao de compostos através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A principal é a cromatografia de particdo. Neste tipo de cromatografia, a reten¢do das
moléculas é determinada pela afinidade dos compostos pelas fases moével e estacionéria,
dependendo das carateristicas fisico-quimicas dos analitos (grupos funcionais, polaridade,
solvabilidade com a fase movel) [81].

Uma vez que as propriedades das moléculas sdo determinadas pelo seu grupo funcional,
definido através de parametros como a sua atividade e estrutura, entre outras caracteristicas,
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também a sua polaridade é dada por este grupo. Assim, o tempo de retencéo de cada composto

na fase estacionaria é determinado pela localizagao do grupo funcional de cada molécula.

A separagao cromatografica com base na polaridade assenta na teoria de que compostos com
polaridades semelhantes tendem a ser atraidos uns pelos outros, contrariamente aos compostos

com polaridades diferentes, que sao repelidos [81,82].
A cromatografia de particdo é essencialmente dividida em:

+ Cromatografia de fase normal — A fase estacionaria da coluna é polar e a fase mével é
apolar. Nesta técnica, compostos apolares eluem mais rapidamente. Tal deve-se a fraca
afinidade entre os compostos apolares e a fase estacionaria. Consequentemente,
compostos polares séo retidos na coluna durante mais tempo, devido a elevada afinidade
com a fase estacionaria. Este tipo de cromatografia ndo é geralmente utilizado para
separagdes em aplicagbes farmacéuticas, pois a maioria das moléculas sdo polares,
conduzindo a elevados tempos de eluigéo [83].

+ Cromatografia de fase reversa — Trata-se do modo de separagdo mais popular. Neste
caso, a fase estacionaria é apolar e hidrofébica, enquanto que a fase mével é um
solvente polar. Os compostos polares sdo entdo eluidos em primeiro lugar e os
compostos apolares saem posteriormente. As fases estacionarias mais comuns tém por
base silica modificada pela introdugcdo de grupos organosiloxano, em que a parte
organica pode ser de cadeias de CN (cianoppropilsilil-), C8 (n-octililsilil-) e ainda C18-
ODS (n-octadecilsilil-), aumentando, a hidrofobicidade da fase estacionaria com o
aumento da cadeia de carbono. Ou seja, colunas de empacotamento apenas compostas
por silica sdo extremamente polares, enquanto que as de C18-ODS sao muito apolares
[83].

A seguinte lista de solventes, designada por série eluotrdpica, ordena alguns dos solventes mais
utilizados como fases méveis neste tipo de cromatografia de acordo com a sua forga de eluigao,

do mais polar para o mais apolar: Agua; Alcoois; Acetonitrilo; Tetrahidrofurano (THF) [84].

Detetores em HPLC

Em cromatografia liquida podem ser utilizados diversos tipos de sistemas para detegao dos

compostos presentes nas amostras. Os detetores mais comummente utilizados séo:

» Ultravioleta-visivel (UV-Vis);
» Fotodiodos (PDA — photodiode array)

» Espetrometria de massa (LC-MS).

22



Um detetor ideal deve ser altamente sensivel, reprodutivel, seletivo e que possua caracteristicas
como a linearidade, em que a resposta aumenta proporcionalmente de acordo com a

concentracao de analito [78].

Os detetores UV-Vis e PDA sao categorizados como detetores de absorvancia. Durante a
analise, a amostra passa por uma célula de vidro transparente, denominada célula de
fluxo. Quando a radiagao UV, emitida pela lampada de deutério, € irradiada na célula de fluxo, a
amostra absorve uma parte dessa radiagao. Essa radiacao atinge, seguidamente, uma zona de
difragao (rede holografica concava) que direciona a luz ndo absorvida para a matriz de fotodiodos

[74,78]. A Figura 2.13 representa o funcionamento descrito deste tipo de detetor.

Camara da lampada Fluxo proveniente da coluna

Lampada
de deutério Fenda} de P
referéncia
. ' Espelho 2

-~ R %

== Célula de fluxo

! Conjunto de

|

i fotodiodos

_l

_

Espelho 1

Rede
hologréfica
concava

Figura 2.13 - Esquema de funcionamento de um detetor UV-PDA.

Ao passarem pela célula, os compostos absorvem radiagdo, permitindo assim relacionar a
concentragdo da amostra com a absorvancia dada pelo sistema, através da lei de Lambert-Beer

(Equacgio 2.5).

A =c¢bc = log (17()) Equagéo 2.5
Em que:

* A- Absorvancia;

* ¢ - Absortividade molar para um determinado comprimento de onda;

* b - Distancia percorrida pela luz (cm);

* ¢ - Concentragdo molar da amostra (M);

* I, - Intensidade da luz incidente;

* I - Intensidade da luz transmitida [74].

O constante desenvolvimento técnico evoluiu para o acoplamento dos sistemas de HPLC a
outras técnicas, permitindo um maior poder da informagao extraida, do que os sistemas de
detecao otica mais frequentemente usados. Estas técnicas combinam o poder de separagéo do

HPLC ao poder de identificagcdo estrutural de técnicas como a espetrometria de massa (LC-MS).
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O espetrémetro de massa é um instrumento projetado para produzir e separar ides de fase

gasosa dos analitos, de acordo com seu valor em relacdo massa/carga (m/z) [85].

Existem varios estagios distintos na analise de LC-MS. Geralmente incluem:

Separagado dos componentes da amostra usando uma coluna de HPLC;

As espécies de amostras separadas sdo entdo pulverizadas numa fonte de ibes de
pressao atmosférica, onde sdo convertidas em ides na fase gasosa e a maioria do
eluente € bombeada para o esgoto;

O analisador de massa € usado para diferenciar os ibes de acordo com a razao
massa/carga com o auxilio de campos elétricos e/ou magnéticos;

Os ides que emergem do primeiro analisador de massa, sdo acelerados usando uma
diferenga de potencial e colidem com moléculas de gas neutras como Hz, N2 ou Ar,
causando fragmentagao do analito;

Uma vez produzidos e separados, o detetor € usado para transformar os ides

emergentes do analisador de massa, num sinal utilizavel.

Toda a analise e detegdo de massa sao realizadas sob alto vacuo, de forma a operar de maneira

previsivel e eficiente [86]. O sistema de LC-MS pode ser visualizado na Figura 2.14.

Espetrémetro de massa (MS)

Fluxo —=7—

Coluna

Fonte de ides

600 °C Guia de ides Analisador de Massa

Célula de
colisdo
Detetor

Quadrupolo

Figura 2.14 - Representacédo de um sistema LC-MS.

Os dados de LC/MS sado muito uteis quando se pretende obter informacdes sobre a massa

molecular, estrutura, identidade e quantidade de componentes especificos de uma amostra

[78,86].
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2.8 Desenvolvimento de método analitico para HPLC de fase

reversa

O desenvolvimento de um método analitico desempenha um papel importante na fabricagao de
produtos farmacéuticos. Permitem quantificar separadamente o principio farmacéutico ativo,

impurezas da reacgéo, intermediarios e quaisquer produtos de degradagéo.

Para realizacdo deste procedimento, & necessario conhecer as propriedades fisico-quimicas do

composto a analisar, facilitando assim, a escolha das condi¢gdes cromatograficas a definir [83].

Existem muitas etapas envolvidas no desenvolvimento de um método para HPLC,

principalmente:

e Selegao da coluna;
e Selegao da fase movel,

* Selecdo do modo de eluigdo.

Sele¢ao da coluna

Em primeiro lugar, deve ser escolhido o tipo de coluna a usar, de forma a que, de acordo com os
analitos que se pretendem separar, se obtenha boa retengao e resolugao. Deve-se iniciar pela
escolha de uma coluna C18. No caso de ndo serem obtidos os resultados esperados, deve-se
modificar este parametro, experimentando outro tipo de colunas, como as C8. Para obtengao de
melhores resultados, pode-se recorrer a variagao do tamanho da particula, do comprimento e
didmetro da coluna. Geralmente, sao ainda realizados ajustes na temperatura da coluna e no

fluxo de fase mével, com o objetivo de minimizar o tempo de analise [82,83].

Selegao da fase movel

Segue-se a selecéo dos constituintes da fase mével e do seu pH. Em HPLC de fase reversa, as
fases moveis usadas, consistem numa mistura de uma solugdo aquosa com um modificador

organico, que deve ser completamente miscivel [84].

Tendo em conta que as espécies ionizadas, s&o bastante influenciadas pelo pH da fase mével,
este é frequentemente usado para manipulagdo dos tempos de retengdo, seletividade e
resolugcdo, na analise destes compostos. Assim, a fase aquosa consiste normalmente numa
solugdo aquosa com ajuste de pH de determinado aditivo. E preferivel comegar com valores de
pH mais baixos, tendo em conta os limites inferiores de estabilidade da coluna dados pelo
fabricante. Relativamente aos modificadores orgéanicos da fase moével, as escolhas recaem,
principalmente, entre o uso do acetonitrilo e ou metanol, dependendo da solubilidade do

composto em estudo [83,85,87].
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Cada vez mais se tem como objetivo desenvolver métodos analiticos compativeis com
espetrometria de massa (MS), de modo a identificar os compostos presentes nas amostras em
estudo. Esta técnica requer o uso de fase movel volatil, tornando a escolha dos solventes limitada
[85]. A Tabela 2.1 lista a compatibilidade de varios aditivos da fase aquosa, para o uso em LC-
MS.

Tabela 2.1 - Aditivos comuns em HPLC e respetiva compatibilidade com LC-MS. Adaptado de Dolan

(2012) [85].

Aditivo Gama de pH Compatibilidade com LC-MS
Fosfato (pK1) 1,1-3,1 Nao
Fosfato (pK2) 6,2 —8,2 Nao
Fosfato (pK3) 11,3-13,3 Nao

Acetato 3,8—-5,8 Sim
Citrato (pK1) 2,1-4,1 Nao
Citrato (pK2) 3,7—-5,7 Nao
Citrato (pK3) 44-6,4 Nao

Acido trifluoracético 0,1% 2,0 Sim
Acido fosférico 0,1% 2,0 Nao
Acido férmico 0,1% 2,7 Sim
Formato de amédnio 2,7—4,7 Sim

Bicarbonato de amédnio 6,6 — 8,6 Sim
Borato 8,3-10,3 Sim

Selecao do modo de eluicao

A utilizacdo de um modo de eluicdo com gradiente aumenta significativamente a separagao de
um sistema de cromatografia, comparativamente ao método isocratico. Principalmente, devido

ao aumento da eficiéncia aparente (diminui¢cdo da largura do pico) [83].

A eluicdo com gradiente é obtida ao definir diferentes composicoes de fase aquosa e fase
organica ao longo do tempo de andlise. A composicdo de fase mével inicial € mais rica na
componente aquosa, mas suficientemente forte para reter e resolver os analitos mais polares, os
primeiros a serem eluidos. Por conseguinte, a forga do solvente comega a aumentar, de forma a
gue todos os compostos eluam com a melhor resolugao possivel. A coluna deve ser equilibrada
nas condigdes iniciais de fase movel, antes da injegao seguinte [88].

O aumento do fator de retengao pode ser feito aumentando o tempo de gradiente ou reduzindo
a variagdo de modificador orgénico. Assim, no decorrer do desenvolvimento de um método
analitico de gradiente devem ser estudadas as possiveis alteragdes de composigao organica na
fase moével de acordo com 0 modo de eluicao dos picos, antes de se alterar o tipo de coluna ou

a fase movel [82,87].
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2.9 Validacao de métodos analiticos

A validagao é um procedimento para aferir a qualidade de um método interno de ensaio. Permite
demostrar que este satisfaz os requisitos para o qual foi construido e que conduz a resultados

crediveis e adequados a qualidade pretendida [89].

Os requisitos minimos para a validagao de métodos internos de ensaio dependem do tipo de

método em causa e compreendem o estudo e conhecimento dos pardmetros seguintes:

» Especificidade — é a capacidade de identificar inequivocamente o analito de interesse na
presenca de outros compostos, como impurezas. Portanto, capacidade de um método
identificar e distinguir um analito em particular numa mistura complexa sem interferéncia
dos outros componentes.

+ Linearidade — representa a capacidade que um método possui de, dentro de um
determinado intervalo, obter resultados que sao diretamente, ou por uma transformacao
matematica, proporcionais a concentragao de analito na amostra.

* Limite de detegdo — é definido como a concentragdo minima de analito que consegue
ser detetada numa amostra, e ndo quantificada.

» Limite de quantificacdo — é considerado como a menor concentracao de analito presente
numa amostra, capaz de ser determinada quantitativamente com uma precisdo e
exatiddo aceitavel.

* Precisdo — € baseada na concordancia entre os resultados obtidos quando uma amostra
homogénea é repetidamente analisada no mesmo método analitico e nas mesmas
condigdes, podendo ser considerados trés niveis de precisao:

» Precisao intermédia — expressa as variagcdbes que podem ocorrer dentro do
laboratério, realizando as analises com diferentes equipamentos, em dias
distintos e feitas por varios analistas.

> Reprodutibilidade - resultado de um estudo colaborativo entre varios
laboratérios, fazendo uso do mesmo procedimento analitico.

> Repetibilidade — refere-se ao uso do mesmo método analitico durante um curto
espaco de tempo, sendo as analises efetuadas sempre nas mesmas condigdes,
com o mesmo analista e equipamento.

» Exatiddo — consiste na proximidade dos resultados obtidos nos testes relativamente ao
valor de referéncia.

* Robustez - revela a capacidade que o procedimento analitico tem para nao ser afetado
por pequenas variagdes nos seus parametros.

* Gama de trabalho — é considerado o intervalo entre os limites inferiores e superiores de
concentragdo de analito na amostra, para a qual foi demonstrado um nivel de preciséo,

exatidao e linearidade adequado [89].
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3. Materiais e Métodos

Este projeto foi desenvolvido com base em trés principais objetivos: a otimizagdo do método de
fabrico de dois API’s, distintos entre si, e o desenvolvimento de um método analitico para estudo
de um deles. Desta forma, este capitulo apresenta o equipamento, material e trabalho

desenvolvido, subdividido de acordo com cada objetivo.

3.1 Otimizagao do processo de produgao de Oxitetraciclina
calcica

A otimizagao deste processo de fabrico surgiu com a finalidade de se obter um produto final que
cumpra a especificagdo em todos os parametros, principalmente, o teor percentual de calcio.

Para tal, foi inicialmente realizado um downscale do processo industrial para a escala laboratorial.

® Equipamento:
O equipamento utilizado no desenvolvimento deste projeto, foi o seguinte:

» Agitador mecénico: turbina Rushton
com didmetro=5,3 cm;

» Baffles de metal;
* Copo de vidro de 3L;
* Bomba peristaltica: Masterflex;

* Motor para agitador mecénico: Ibx
instruments;

* Peneiro de malhas 212 pm;
» Elétrodo de pH: Mettler Toledo;

+ Placa de agitagdo: Heidolph MR
3001;

+ Agitadores magnéticos;

» Estufa de secagem com vacuo;

™,

+  Material diverso de laboratorio. Figura 3.1 - Montagem da etapa de
precipitagcdo: copo de vidro de 3L, equipado
com baffles e agitador tipo turbina Rushton.

Legenda: A- Mangueira de adigdo da
solugdo de Reagente B através da bomba
peristaltica. B- Elétrodo de pH.
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% Matérias-primas consumidas:

* Reagente A:
Produto interno Cipan; Lote n® MP9044000120.

+  Agua purificada:
Produto interno Cipan.

* Adjuvante de filtracéo A:
Dicalite Management Group; Lote n® MP9008500420.

» Adjuvante de filtracao B:
Dicalite Management Group; Lote n® MP9008600319.

* Solvente C (>96%):
Produto interno Cipan; Cddigo Cipan: 90595020.

* Reagente B (98%):
Panreac; Lote n2 MP9038000215.

« Acido A:
Chem-Lab.

* Solugao basica A:
Base A: LabChem.

* Adjuvante de filtracao C:
Chemviron France; Lote n2 MP9033000749.

% Trabalho desenvolvido:

O trabalho desenvolvido para melhorar o processo de produgdo de oxitetraciclina calcica, teve
como base, variagdes provocadas no processo original utilizado pela Cipan, em cada sintese
executada em laboratério. O procedimento interno para producao de oxitetraciclina calcica a
escala laboratorial, encontra-se descrita no documento C330RG05080 [90], assim como no

Anexo A e, esquematicamente, na Figura 3.2.

30



+ Agua purificada
+  Solugdo basica A
+  Adjuvantes de filtragdo ABe C

+ Solvente C
* Reagente B

+ Agua purificada
* Solvente C

Reagente A

Dissolugéo

Filtracéo: etapa A

Precipitacéo

Suspensdo de cristais de oxitetracicling célcica

Filtragdo e lavagem
dos cristais

Cristais de oxitetraciclina calcica himidos

Secagem dos

cristais

Oxitetraciclina calcica

Figura 3.2 - Representacdo esquemadtica do procedimento interno Cipan para produgdo de oxitetraciclina

calcica.

Com o intuito de replicar ao maximo as condigbes industriais, foram executados os seguintes

passos:

* a quantidade de matérias-primas consumidas, foi reduzida na mesma propor¢gdo em

relagdo a matéria-prima principal, neste caso, o Reagente A.

« foram utilizados equipamentos com semelhangca geométrica. Assim, tratando-se a

precipitagédo, do passo critico para obter oxitetraciclina calcica, foram sempre utilizados,

em cada sintese laboratorial, um agitador com turbina Rushton e baffles num copo de

3L, de forma a simular as condi¢des operatorias do reator industrial (Figura 3.1).

Na Figura 3.3 encontram-se, por ordem temporal de realizagdo dos ensaios, as condi¢des

estudadas, com vista a sua alteragao no procedimento original, para otimizacdo do método de

fabrico de oxitetraciclina célcica. De salientar que se procedeu a um ajuste da quantidade de

Reagente B adicionada, uma vez que este se apresenta 30% em excesso molar no processo

original.
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* Tempo de adigdo de Reagente B
* Adigdo repentina (47 segundos)

Parametros *3h
fisicos * 5h )

~
Remogio de * Processo sem a etapa A
uma etapa do

processo /

* Reagente A:Reagente B na proporgao estequiométrica (2:1)
Quantidade de| * Reagente A:Reagente B na proporgdo 2:1,2

matéria-prima

Figura 3.3 — Esquema temporal das alteragées feitas ao processo padrdo em cada ensaio, para aumento
da qualidade de oxitetraciclina célcica.

3.1.1 Aumento de escala

Apos se conseguir atingir um procedimento laboratorial que levou a um aumento da qualidade
da oxitetraciclina calcica, o mesmo foi testado numa escala superior, de forma a verificar se as
caracteristicas do produto se mantinham. Desta forma, o processo laboratorial otimizado foi

executado no denominado “Kilo-lab” (Figura 3.4). Trata-se de uma escala superior a de

laboratério, mas inferior a escala piloto. T,

® Equipamento:

* Reator de 110L, ago inoxidavel, equipado com
baffles e agitador do tipo turbina Rushton com
diametro = 16 cm: RAP 2759 (B- Figura 3.4);

» Reator de 96L, ago inoxidavel, equipado com
baffles e agitador do tipo turbina Rushton:
RAP2756 (D- Figura 3.4);

» Reator de 20L, vidro, equipado com uma
hélice: RAP2751 (Figura 3.5);

* Filtro Nutsche com agitagdo mecanica:
FMP2751 (Figura 3.6);

«  Filtro FL2752 (C- Figura 3.4);

T . .vn, i | l@ ‘ e
Bomba peristaltica: Masterflex (A- Figura 3.4); Figura 3.4 - Equipamento de Kilo-lab
» Elétrodo de pH: Mettler Toledo; utilizado no processo otimizado de
. oxitetraciclina célcica. Legenda: A-Bomba
*  Estufa de secagem com vacuo; peristaltica; B- Reator RAP2759; C-Filtro

«  Material diverso de Kilo-lab. FL2752 com tela; D-Reator RAP2756.
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Figura 3.5 - Reator de 20L de vidro, equipado com Figura 3.6 - Filtro Nutsche com agitagéo
uma hélice: RAP2751. mecénica: FMP2751.

® Procedimento realizado:

Foram realizados 2 ensaios do mesmo processo em diferentes equipamentos (Ensaio 1 e Ensaio
2). As suas execugdes foram divididas entre o Kilo-lab e o laboratério. A Tabela 3.1 indica os
equipamentos utilizados em cada etapa do processo em cada ensaio. De salientar que o Ensaio
2 foi propositadamente dividido de forma a comparar a precipitagcado no Kilo-lab (ensaio 2.1) vs.

a precipitagdo em laboratério (ensaio 2.2).

Tabela 3.1 - Equipamento utilizado em cada etapa do processo nos ensaios do Kilo-lab.

Etapa Ensaio 1 Ensaio 2.1 Ensaio 2.2
Reator vidro de 20L RAP2751
1.Etapa A (Figura 3.5)
2. Preparagéo da
Solugéo de Reagente B Copo de 3L em laboratério Copo de 1L em laboratério
Reator de 96L. RAP2756 : :
3 (representado;f)r D na Figura Cepelind 12|'a’geiﬁal'gg?do EEIm 9311128
4 Filtro N(l;tsche;g/)lpz751 Filtro Buchner
igura 3.
5.Precipitagéo Reator de 110L RAP2759 F;%itg)g?sﬁe Copo de 3L em
. representado por B na Figura -
(rep 3?4) & (Figura 3.5) laboratdrio
Filtro FL2752 com tela Filtro Buchner Filtro de placa
6. (representados%r C na Figura 6L porosa (laboratdrio)
7 Estufa de Laboratério
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3.2 Desenvolvimento de método analitico para estudo da

Limeciclina

Neste subcapitulo serdo apresentadas as fases de testes realizadas para o desenvolvimento do
novo método analitico para estudo de Limeciclina, assim como o procedimento de validagao do

mesmo.

® Equipamento:

*+ UHPLC: Waters ACQUITY Arc QSM 2998, equipado com detetor UV-PDA e detetor
QDA;

*  Coluna Onyx monolithic C18, com dimensées 100mm x 3,0mm;
» Balancga analitica: Mettler toledo AG285, gama de trabalho entre 0 e 210g;
*  Medidor de pH: Mettler toledo;

» Material diverso de laboratério.

® Reagentes:

+  Agua purificada, obtida por sistema MilliQ:
Merck.

* Solvente B para HPLC:
Carlo Erba.

» Aditivo A para cromatografia (299%):
Sigma-Aldrich.

« Aditivo B (299,8%) para LC-MS:
VWR.

+ Aditivo C (299%) para LC-MS:
VWR.

« Acido A:
Chem-Lab.

® Padroes:

* Reagente C FE;
»  Cloridrato de 4-epitetraciclina FE;
»  Cloridrato de anidrotetraciclina FE;

*  Cloridrato de 4-epianidrotetraciclina FE.
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® Desenvolvimento de novo método analitico:

O método foi desenvolvido com base no método para doseamento de tetraciclina, segundo a
USP (United States Pharmacopeia) [91]. Os parametros inicialmente adotados, encontram-se

apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Condigbes cromatograficas de partida para desenvolvimento do novo método de Limeciclina.

Parametros Descricdo
Coluna Onyx monolithic C18, 100 mm x 3.0 mm
Temperatura da coluna X°C
Temperatura da cdmara das X °C
amostras
Comprimento de onda Xnm
Volume de injegdo XL
Fluxo X mL/min
Tempo de corrida X min
Tempo de corrida %Fase movel %Fase movel
(min.) aquosa organica
X 20 10
Gradiente X 90 10
X 60 40
X 90 10
X 90 10
Fase Mdvel Aquosa Solvente A
Fase Mdvel Orgénica Solvente B
Diluente Solvente A

Parametros da Tabela 3.2 foram sucessivamente alterados em diferentes fases de testes, de

forma a obter um método analitico compativel com LC-MS e com boa resolugao entre picos.

Foi definido um solvente orgéanico a utilizar durante este processo, o Solvente B, com grau de

gradiente para HPLC.

Relativamente a fase mdvel aquosa, e uma vez que se pretende que esta seja compativel com
LC-MS, foram selecionados os seguintes aditivos [85]:

« Aditivo A;
« Aditivo B;
« Aditivo C.

Para além das fases méveis aquosas, também as diferentes solugbes em que foi diluida a

amostra (diluentes), foram preparadas com estes aditivos.

Para todas as andlises efetuadas relativas ao desenvolvimento do novo método analitico, foi
utilizada Limeciclina de um dos lotes da industria. Esta é imediatamente injetada, de forma a
limitar a sua degradagéo, apds ser dissolvida numa solugédo de diluente e Solvente B, numa
propor¢do 90:10, respetivamente. A metodologia seguida em cada fase de testes para o

desenvolvimento do novo método analitico, encontra-se representada na Tabela 3.3
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Tabela 3.3 - Condigées de realizacdo de cada experiéncia de desenvolvimento de método analitico para

Fase de
testes

12 fase:
Selegao
da fase
moével
aquosa

22 fase:
Selegao
do
diluente

32 fase:
Alteracao
da fase
movel
organica

42 fase:
Alteracéao
do fluxo

52 fase:
Alteracéo
do
gradiente

N2 da
experiéncia

Fase movel
aquosa

H2O + aditivo A

Fase
movel
organica

Diluente

Limeciclina, de acordo com cada fase de testes.

Fluxo
(ml/min)

Gradiente
T = tempo de
corrida (min)

Raza oaguasa/ argénica

1 s
2 HO + aditivo B Solvente Solvente A 0.9 T=x: 60/40
3 H,O + aditivo C B )
— T=x:90/10
4 H.O + aditivo A T=x: 90/10
5 H.O + aditivo A )
S ——
6 H,O + aditivo
A (pH 2,1)
. H:0 + aditivo A H0 * aditivo
(pH 2,1) T=x:90/10
pH 9.1 T=x: 90/10
Solvente H,O + aditivo e
8 0,9 T=x: 60/40
B C (pH3.1) T=x: 9010
o H.O +Bad|t|vo T=x: 90/10
H-0 + aditivo A
(oH 2.3 (pH 3,1)
10 ’ H,O + aditivo
A igH 2,3:
11 H,ZAO( +Haditi\)/o
. pH 2,1
HZo( *Hag'ﬂ")’o A H,0 + aditivo
12 P <, B
(pH 3.1)
13 Solvente H,O + aditivo T=x5 90/10
" _ A (pH 2,5) T=x: 90/10
H.O + aditivo A B: FM = :
H2O + aditivo 0,9 T=x: 60/40
(pH 2,5) aquosa .
14 (90:10) B T=x:90/10
' (pH 3,1) T=x:90/10
15 H2O + aditivo
H.O + Aditivo A A (pH 2.3)
(pH 2,3) H-O + aditivo
16 ’ B
ng 3,1 2
17 Solvente 0,7 Tox: 90/10
25 (7 T=x: 90/10
18 H20 + aditivo A aquosa H20 + aditivo 0,5 Tex: 60/40
(pH 2,3) (90:10) A (pH 2,3) o
T=x:90/10
19 Solvente 0,7 Tox: 90/10
20 B 0,5 -
S ——
T=x:85/15
29 T=x:60/40
T=x: 85/15
T=x:82/18
22 T=x:60/40
T=x:82/18
o3 H,O + aditivo A Solvente | H:O + aditivo 0.7 'I'T==xx:690%70
(pH 2,3) B A (pH 2,3) Tox: 93/7
T=x: 89/11
24 T=x: 60/40
T=6,1-8: 89/11
T=x:88/12
25 T=x: 60/40
T=x:88/12
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Preparacao de solucoes:

Solucédo Solvente A
Misturar 10 volumes de A e 990 volumes de agua purificada.

Solugdes aquosas de Aditivo A / Aditivo B / Aditivo C com diferentes pH
Misturar agua purificada com Aditivo A/ Aditivo B / Aditivo C, fazendo o respetivo acerto
de pH (1,5; 2,1; 2,3; 2,5; 3,1)

Solucdao Amostra de Limeciclina

Pesar 31 mg (+/- 10%) de amostra de Limeciclina para um baldo volumétrico de 50 mL.
Adicionar 15 mL de diluente e agitar no vortex até dissolugdo completa da amostra
(aproximadamente 1 minuto). Iniciar a contagem do tempo entre a dissolugéo e injecao
da amostra. Adicionar 5 mL de solvente B e completar o volume com diluente.

Solucao Amostra Padrao de Reagente C
Pesar 25 mg (+/- 10%) de padrdo de Reagente C para um baldo volumétrico de 50 mL
e dissolver com diluente. Adicionar 5 mL de solvente B e completar o volume com

diluente.

3.2.1 Validacao do método analitico

O processo de validacao incluiu a analise de varias caracteristicas, nomeadamente:

Especificidade;

Linearidade;

Limites de detegao e quantificagao;
Preciséo;

Exatidao.

A metodologia e formulas utilizadas para realizagao da andlise dos parametros de validagéo,

encontra-se seguidamente descrita.

1. Especificidade

Foi preparada uma amostra complexa (multi-componente) constituida de impurezas conhecidas

do Reagente C, de modo a averiguar se o método é capaz de distinguir este composto,

relativamente a outras substancias presentes na amostra [89].
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Preparacao da amostra complexa
Pipetar para um baléao volumétrico de 25 mL:

* 1,0 mL de solucdo de Reagente C;

+ 2,0 mL de solucéo stock de 4-epitetraciclina;

+ 5,0 mL de solucao stock de 4-epianidrotetraciclina.
Completar com HCI 0,01 M.

» Solucao de Reagente C:
Pesar 25,0 mg de padrdo de Reagente C para um baldo volumétrico de 25mL e dissolver
em HCI 0,01 M.

» Solucao stock de 4-epitetraciclina:
Pesar 25,0 mg de padréo de cloridrato de 4-epitetraciclina para um balao volumétrico de
100mL e dissolver em HCI 0,01M

» Solucao stock de 4-epianidrotetraciclina:
Pesar 20,0 mg de padrdo de cloridrato de 4-epianidrotetraciclina para um balao
volumeétrico de 100mL e dissolver em HCI 0,01M

2. Linearidade

Foram preparadas trés solugbes-mae, a partir de padrao de Reagente C. De seguida, foram
realizadas 8 diluicbes de cada uma das solugbes-mae preparadas, com diferentes
concentracoes. Um total de 24 solugbes foram preparadas para aferir a linearidade do método.
Posteriormente, é realizada a analise estatistica dos resultados. Os valores da média da area
obtidos sao graficamente dispostos em fungao da concentragédo da solugao (mg/mL). Obtém-se
assim, a reta de calibragcdo linear. Para que seja verificada a linearidade, o coeficiente de
correlacao, r, deve tomar valores iguais ou superiores a 0,999 para o produto principal, neste
caso, o Reagente C [89].

Foram adicionalmente realizados os seguintes testes estatisticos para avaliar a linearidade do
método:

+ Andlise de residuos e teste de Mandel,

+ Teste de Rikilt;

+ Teste de homogeneidade de variancia;

« Analise de residuos e teste de Mandel:

A analise de residuos é feita através da representacao grafica da concentragdo em fungao dos
residuos. Confirma-se a linearidade do método se os resultados do grafico se apresentarem
aleatoriamente distribuidos, sem nenhuma tendéncia definida [92]. Os valores dos residuos, para
cada nivel de concentracdo, sdo obtidos com base nos valores médios das areas obtidas de

acordo com a Equacao 3.1.
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Residuos = ¥ — Vestimado =Y — (Bx + C) Equacéo 3.1
Em que:

y — Média dos valores de area obtidos para cada concentragao analisada;

x — Concentragao (mg/mL);

B — Declive da reta de calibracéo linear;

C — Ordenada na origem da reta de calibragéo linear.

A andlise grafica dos residuos pode ser considerada subjetiva para tomar uma decisao
relativamente ao ajuste que melhor se adequa a fung¢ao. Assim, foi complementada com o teste
de Mandel. Este teste estatistico tem como objetivo comprovar se a fungéo é linear ou nao-linear,

através do ajuste da curva de calibragdo a uma equagéo polinomial de 2°grau [72,73].

Para aplicar o teste de Mandel é necessario calcular os desvios padrao residuais, tanto para o
ajuste linear como para a equagéao de 2° grau. Estes sdo designados por Sy1 e Sy2 e obtidos pela

Equacao 3.2 e Equagdo 3.3, respetivamente.

_ Zi\il(}Tl B Y1estimad0)2
Sy1 = N-2 5
Equacéo 3.2

S — Zi\il(}71 - yzestimado)2
y2 N-3 2]
Equacéo 3.3

Em que:
y — Média dos valores de area obtidos para cada concentragédo analisada;

Viosrimado- Valor €stimado pela equagéo linear no nivel de concentragéo i;

i . ~ o . o
V2osrimaao” ValOr €stimado pela equagéo de 2°grau no nivel de concentragao i;

N — Namero de concentragdes alvo analisadas.

A diferenca das variancias (DS?) é calculada pela Equagéo 3.4 e o teste PG pela Equacéo 3.5 [89)].

DS? = (N = 2)Sy;* — (N — 3)S,,,” Equacéo 3.4
DS?2
PG = —

Sy2 Equacido 3.5

O valor do teste PG é comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de Fisher com um nivel
de significancia de 0,05: F(o,05; f1=1; f2=N-3).

+ Se PG < F: areta de calibragao é linear.

+ Se PG > F: areta de calibragdo nao € linear. Neste caso, a gama de trabalho devera ser

ajustada de forma a obter uma reta de calibracao linear.
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« Teste de Rikilt:

O teste de Rikilt possibilita a andlise da linearidade em cada ponto da reta de calibragdo. Para
tal, é calculado o fator de resposta FRyx para cada par ordenado da reta de calibragdo. Este é
obtido através do quociente entre a média da area (yi) e a sua concentragao correspondente (xi)
(Equacao 3.6).

Vi
FRy/ = % Equacdo 3.6
1

Onde i representa cada ponto da reta de calibracao linear. Calcula-se também o fator de resposta
médio (Equacéo 3.7).
S

FRym =—x—

Equacéo 3.7
Para assumir linearidade ideal, cada fator de resposta calculado, correspondente a cada ponto
da reta, devera ser igual ao fator de resposta médio. Assim, como critério de aceitagao, define-

se que a razao percentual entre estes valores deve estar compreendida entre 90% e 110%.

% Teste de homogeneidade de variancias:
Este teste consiste na determinagao das variancias associadas ao primeiro (S%;_,) e ultimo ponto

(S%,_n) da gama de trabalho, através da Equacéo 3.8.

2 i1 (i — )
= N—-1 Equacéo 3.8

Em que:
i — Corresponde a cada concentracao analisada (de i=1 a i=N);

j — Corresponde a cada repeticdo de cada concentracao analisada (de j=1 a j=n).

As variancias sédo determinadas de modo a avaliar diferengas significativas nos limites da gama

de trabalho. Para tal, procede-se ao calculo do teste PG (Equacao 3.9 e Equagéo 3.10).

«  Quando S?y > S?;: PG = S2y

TSy Equacédo 3.9
«  Quando S?y < S?;: PG = S2;

T S2y Equacéo 3.10

Compara-se o valor do teste PG com o valor tabelado da distribuicdo F de Fisher com um nivel
de significancia de 0,10: F0,10; n-1; nN-1).
+ Se PG < F: ndo existem diferencas significativas entre varidncias e a gama de trabalho

encontra-se bem ajustada.
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* Se PG > F: existem diferencas de variancias. Neste caso, a gama de trabalho deve ser
reduzida até se obter PG < F [89].

3. Limites de detecao e quantificacao
Os limites de detecdo (L.D.) e quantificagéo (L.Q.) s&o calculados através da Equagéao 3.11 e

Equacao 3.12, respetivamente.

3,3 Sy 4
b Equacéo 3.11
10 S
LQ= —YX i
b Equacdo 3.12

Em que:
Sy/x — Desvio padrao residual da curva de calibragao linear (dado pela Equagéo 3.2).

b — Declive da curva de calibracao linear.

4. Precisao

4.1. Repetibilidade
Foram preparadas sete amostras de Reagente C. Uma delas, a solugdo padrdo de trabalho,
injetada 6 vezes. As restantes seis amostras, solu¢des de repetibilidade, injetadas uma vez, cada

uma.

4.2. Precisao intermédia
A precisdo intermédia foi avaliada sobre a mesma amostra, utilizando o0 mesmo método, no
mesmo laboratério e equipamento, mas realizado por diferentes analistas em diferentes dias.
Foram igualmente preparadas sete amostras de Reagente C. Uma delas, a solugéo padrdo de
trabalho, injetada seis vezes. A semelhanca das solucdes de repetibilidade, as restantes seis

amostras, solucdes de precisao intermédia, foram também injetadas uma vez, cada uma.

De modo a avaliar a precisdao do método, sédo determinados:
* 0 limite de repetibilidade (r);
* o coeficiente de variagao (CV);
* Testes estatisticos T e F, de forma a comparar a precisao entre métodos realizados por

cada analista.

41



+ Limite de repetibilidade (r):

O limite de repetibilidade, r, € o valor abaixo do qual se deve situar, normalmente com uma
probabilidade de 95%, a diferenca absoluta entre dois resultados de ensaio, (Xi, Xi-1). Na pratica,
aceitam-se duas determinagdes efetuadas em condigbes de repetibilidade, se | Xi— Xi-1| <r, sendo
r avaliado segundo a Equagéo 3.13.

r=196v2Ss, Equacgéo 3.13

Onde:

S, - Desvio-Padrao do conjunto dos dados obtidos.

% Coeficiente de variacao (CV):

O coeficiente de variacdo de repetibilidade, CV, € numericamente igual ao quociente entre o
desvio-padrao de repetibilidade (S;) e a média dos valores obtidos (X). Isto é, o valor de CV,
expresso em percentagem, € equivalente ao valor de %RSD (Equacao 3.14). Como critério de
aceitacao, o valor do coeficiente de variacao deve ser inferior a 10%.

S
V= 3T = 100 Equacéo 3.14

« Comparacao estatistica da precisao entre métodos:
Para comparar os ensaios realizados por cada analista, foi realizado o teste F, que verifica a
semelhanga estatistica entre variancias e, seguidamente, o teste T, que verifica a semelhanga

estatistica entre as médias dos resultados obtidos.

O teste F é utilizado para testar a hipotese nula de que as variancias de dois conjuntos de dados

sdo0 iguais. Assim, para os valores de %PC obtidos, tem-se que:

.z . <2 — A2
HlpOtese nlﬂar HO- 0" %PC,analista1 — O %PC,analista 2

. A2 2
Hl- 0" %PC,analista 1 *0 %PC,analista 2

Calcula-se o valor de F para a razao de variancias entre os dois métodos, 1 e 2, (Equacao 3.15),

e compara-se com o valor tabelado da distribuigcdo F de Fisher com um nivel de confianca de
O/ «

95%: F(%; ny

—1inp—1)° Sendo “n” a dimensao de cada conjunto de valores.

2
07
Fialculado = ? ,onde 0, > 0,

2 Equacéo 3.15
* A hipétese nula é rejeitada se Fiaculado > Frabelado- NESte caso, as varidncias dos
resultados obtidos pelos métodos sado estatisticamente diferentes.
+ Caso contrario, verifica-se que os resultados obtidos pelos dois métodos nao sao

estatisticamente diferentes.
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Apds verificar que as variancias sdo estatisticamente semelhantes para os dois ensaios, foi
realizado o Teste T. Este teste € utilizado para testar a hipétese nula de que as médias de dois
conjuntos de dados, sdo iguais. Assim, tem-se que:

Hlpotese nular HO: ”%PC,analista 1= ”%PC,analista 2

Hy: MospCanalista 1  HoPC,analista 2

Calcula-se o valor t da estatistica de teste (Equagao 3.16). Seguidamente compara-se este valor

com o valor tabelado da distribuicdo de t-student: t(%; ny+ ny-2)°

X1 — X,

t= ————
2 2
(o} (o}
142

M e Equacéo 3.16

* A hip6tese nula é rejeitada se taculado > tiabelado- E POrtanto, as médias dos
resultados obtidos pelos métodos sado estatisticamente diferentes.

« Caso contrario, as médias dos dois métodos ndo sdo estatisticamente diferentes.

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

“Andlise de dados”.

5. Exatidao

De forma a avaliar a exatidao do método, foram preparadas nove solugdes de Reagente C: trés
réplicas a trés niveis de concentra¢do para cada (80%, 100% e 120%). Seguidamente, calcula-
se a taxa de recuperacao face a média das areas de uma solugéo padrao de trabalho do mesmo
composto, injetada seis vezes. A taxa de recuperacao, para cada solugao preparada, é obtida
pela Equagao 3.17.

CExperimental

X 100

%Recuperacio =

Cresrica Equacao 3.17
Em que: c B Massa pesada
Experimental ™ y/5lume total de solugiio Equacéo 3.18

C _ Cpadrio de Trabalho X Area mediaPadréo de Trabalho
Teorica Area obtida Equagdo 3.19

Como critério de aceitagao, os valores da taxa de recuperagao devem estar compreendidos entre
95% e 105%.
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3.3 Otimizacao do processo de producao de Limeciclina

Apods o desenvolvimento do método analitico que permite o estudo da Limeciclina, procedeu-se

aos ensaios laboratoriais para otimizagao do seu processo de fabrico.

® Equipamento:

A semelhanca do sucedido para a oxitetraciclina calcica, foi igualmente realizado um downscale
do processo industrial da Limeciclina para a escala laboratorial. Tanto a oxitetraciclina calcica,
como a Limeciclina, sdo produtos obtidos no setor das TNE da Cipan, possuindo processos de
fabrico muito semelhantes entre si. Desta forma, o equipamento utilizado para as sinteses
laboratoriais de Limeciclina, foi o mesmo utilizado na otimizagdo do processo de oxitetraciclina

calcica, descrito no subcapitulo 3.1.

® Matérias-primas consumidas:

* Reagente C:
Produto interno Cipan; Lote n® MP9044101318.

* Reagente H:
Produto interno Cipan; Lote n° 301.45 Q002.

+ Solvente C (>96%):
Produto interno Cipan; Cddigo Cipan: 90595020.

* Reagente D (solugdo 50%):
SUZHOU YUANFANG CHEMC; Lote n° MP9520601418.

* Reagente F:
Arkema; Lote n® MP9163000120.

* Reagente E (solugéo 37%):
Honeywell Riedel-de-Haén; Lote n® MP9067500220.

® Trabalho desenvolvido:

O procedimento interno para sintese de Limeciclina a escala laboratorial, encontra-se descrita

no documento C330RG05081 [93], assim como no Anexo B e, esquematicamente, na Figura 3.7.
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Reagente C

* Reagente E

* Reagente F Dissolucdo
*  Solvente C

*+  Solvente C sl
Precipitacao
+ Reagente D

Suspensao de cristais de Limeciclina

Filtracéo e
+  Solvente C lavagem dos
cristais

Cristais de Limeciclina hdmidos

Secagem dos

cristais

Limeciclina

Figura 3.7 - Representagdo esquemadtica do procedimento interno Cipan para produgdo de Limeciclina.

Pressupdem-se que, ao variar as condi¢des fisicas do processo padrao que conduzam a um
aumento do tamanho de gréao de Limeciclina, diminuido assim, a area superficial especifica de
contacto do p6 com a atmosfera, entao sera possivel diminuir a possivel absor¢cao de agua por
parte deste antibiotico. Estas alteracées surgem com o objetivo de aumentar a estabilidade da

Limeciclina. No seguimento deste raciocinio, foram realizados 4 estudos destintos:

1. DOE com alteracdao dos parametros fisicos do processo original, que conduzam

ao aumento do grao

Foi realizado um desenho de experiéncias, variando simultaneamente, face ao procedimento
interno, varias condigoes fisicas do processo que influenciam a etapa de crescimento do cristal,
durante a precipitacdo. O DOE foi planeado com recurso a 3 fatores com 3 réplicas, pelo que
foram realizadas 24 experiéncias (3 x 23). Os fatores, assim como os respetivos niveis, podem

ser observados na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 - Descrigdo dos fatores e respetivos niveis utilizados no DOE para otimizagdo do processo de
producéo de Limeciclina.

Fator Nivel baixo (-) Nivel alto (+)
A — Temperatura apds total adicdo da solugao de =5 Temperatura
Reagente D ambiente
B — Velocidade de agitagdo durante a adicdo da
_ 80 rpm 200 rpm
solugdo de Reagente D
C — Tempo de adicdo da solugdo de Reagente D 45 minutos 1h30 minutos

No Anexo D encontram-se as matrizes planeamento do DOE na ordem aleat6ria, utilizada para
definir a ordem de realizagdo das experiéncias, € na ordem standard, utilizada para posterior
andlise de resultados do DOE.

No Anexo E consta a explicacao para a construgao de todas as tabelas, assim como as férmulas
utilizadas, necessarias para o tratamento de resultados.

Apds a sintese dos 24 lotes de Limeciclina, obtidos em cada uma das 24 experiéncias do DOE,
estas foram analisadas e seguidamente submetidas a condi¢cdes de estabilidade acelerada. Isto
€, armazenadas durante dois meses numa camara a 40°C com 75% de humidade. Foram
escolhidas estas condicdes, pois para além de serem criticas (caso fossem escolhidas condigcoes
mais banais, haveria o risco de nao se observar diferengas no produto), sdao também aquelas
gue mais se aproximam das condicdes meteorolégicas dos paises para 0s quais se pretende

aumentar o mercado de Limeciclina.

Posteriormente a este periodo, as 24 amostras foram reanalisadas de forma a identificar as
diferencas nos parametros de especificacdo e principalmente, qual a combinagao de niveis do

DOE que levou a um produto mais estavel.

2. Processo com matérias-primas de partida diferentes do processo original

Na reacéo de sintese de Limeciclina, devido a adicdo de Reagente F, forma-se Subproduto A
como produto secundario. Este podera afetar a estabilidade da Limeciclina. Assim, foi realizado
um ensaio com o objetivo de eliminar a adicdo de Reagente F do processo, substituindo-o por
Reagente H.
O procedimento para realizagdo deste ensaio segue 0s seguintes principios:

+ Preparagao da solu¢do de Reagente D com Solvente C;

» Reacado em Solvente C (20V/P)*;

* Reagente H (1 eq.) + Reagente D (1 eq.) + Reagente E (1 eq.)

TV/P — Volume de Solvente C por massa de Reagente H.
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»  Ap0s total adicdo da solugao de Reagente D durante 45 minutos, deixar sob agitacao
durante duas horas a temperatura ambiente. Seguidamente, filtragdo dos cristais de

Limeciclina.

3. Aumento de massa por absor¢cao de agua da atmosfera

De modo a comprovar a higroscopicidade da Limeciclina, ou seja, 0 aumento de massa por
absorgao de 4gua da atmosfera, uma porgao de pd (2,00 g) de um lote aleatério deste produto,
foi colocada numa placa de Petri descoberta. Esta foi pesada no dia 0 e em diferentes intervalos

de dias, durante cerca de trés meses.
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4. Apresentacao e Discussao de Resultados

4.1 Otimizagcao do processo de producao de Oxitetraciclina
calcica

A especificagao para a oxitetraciclina calcica, encontra-se na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Limites de especificagdo da oxitetraciclina calcica, de acordo com a BP.

pH e'::;i?ﬁga IAL IAL Doseamento Humidade :\::Ztiz:g: Calcio
O, 0, O,
(°an) (430n) (490nm) (%an) (%) (ppm) (%an)
6,0-75 -194a-210 <0,30 ‘ < 0,20 ‘ 90 - 100,5 <15 <3000 3,90 - 4,20

® Alteragao dos parametros fisicos:

o Tempo de adigdo da solugdo de Reagente B

Uma vez que a sintese laboratorial possui uma dimenséo inferior a industrial, foi necessario
ajustar o tempo de adigédo da solucao de Reagente B, diminuindo-o, aumentando o caudal. Desta
forma, é promovida a adigdo em continuo, tal como se observa industrialmente, em vez de uma

adi¢ao pulsada.

Para além da realizagao do ensaio padrao com 7h, estudou-se o efeito na oxitetraciclina calcica
para uma adi¢ao repentina da solucdo de Reagente B, para 3h e 5h. Cada ensaio foi realizado
apenas uma vez, a excegao do ensaio de 3h e 5h, que foram repetidos uma vez, cada um. No
entanto, a analise de calcio no LFQ, foi feita em replicado. Os resultados podem ser visualizados
na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Valores de %calcio correspondente a cada ensaio com diferentes tempos de adi¢éo da
solugéo de Reagente B.

Adicdo em

Adicao Adicao Adigao em 3h Adigao 5h Adicao
repentina (47s) em 3h (repeticao) em 5h (repeticio) em 7h
3,13
. 447 4,48 463 3,58 4,42 3,89
%Ca 504 4,87 465 3,62 4.45 3,66
; 4,95 ’ 3,70 ’ 4,01
3,72
Média 4,76 4,77 4,64 3,55 4,44 3,85

A Tabela 4.2 permite observar que 94% dos valores de doseamento de célcio estdo fora dos
limites de especificacdo. Adicionalmente, verifica-se que para o mesmo lote, apresentam uma
variabilidade de valores muito elevada. Desta forma, €& dificil retirar conclusdes, pelo que foi

representada graficamente a média dos resultados obtidos para cada ensaio (Figura 4.1).
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Figura 4.1 — Representacgao grafica da média dos resultados de %calcio, para cada ensaio de alteragao
do tempo de adicdo da solugdo de Reagente B. Legenda: LSE — Limite superior de especificagdo; LIE —
Limite inferior de especificagéo.

A partir da Figura 4.1 é possivel observar uma tendéncia: adicbes mais rapidas levam a uma
maior percentagem de calcio e adigbes mais lentas conduzem a uma menor percentagem de
célcio no produto. Estes dados podem ser explicados assumindo a formagdo de uma série de
diferentes espécies moleculares [12]. Ou seja, tempos de adicdo de Reagente B mais rapidos
correspondem a caudais mais elevados, consequentemente, a propor¢do de Reagente B
adicionada em cada instante, € superior comparativamente a tempos de adicdo mais lentos. Essa
sobressaturagdo momentanea no ponto de adicao de soluto adicionada na solugéo, faz com que
se formem, de acordo com Kenneth et al., (1962) [20], complexos do tipo 1:1 de oxitetraciclina:
célcio e na proporgao de 1:2, tal como representado na Figura 4.2. Para além de complexos
formados com a oxitetraciclina, o calcio podera formar outros complexos, como é o caso de
Ca(OH)2. Os valores obtidos para o doseamento de oxitetraciclina calcica (na Tabela C.1 do
Anexo C) corroboram esta hip6tese, uma vez que se verificam doseamentos superiores para

tempos de adi¢gdo mais longos e vice-versa.

Figura 4.2 - Proposta de sequéncia de reagao de oxitetraciclina com calcio. Adaptado de: Kenneth et al.,
(1962)[20].
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Verifica-se também que para a repeticdo do mesmo procedimento, como € o caso do ensaio com
5h e respetiva repeticao, se obtém valores muito discrepantes de %Ca na oxitetraciclina calcica.
Tal leva a crer, uma vez que foram mantidas todas as condi¢ées do processo, que existe algum
fator que faz variar a quantidade de célcio no produto. Esse fator podera ser a existéncia de uma
elevada quantidade de Solvente C na amostra, como consequéncia de uma secagem pouco
eficiente (valores na Tabela C.1 do Anexo C). Os resultados de célcio sdo expressos em
percentagem de massa, ou seja, relativamente a massa de amostra inicialmente pesada.
Tratando-se o valor de calcio, anidro, entdo o seu calculo ja desconta a quantidade de 4gua na
amostra. No entanto, nao é descontada a quantidade de Solvente C. Desta forma, se o produto
possuir uma quantidade de Solvente C significativa, essa quantidade ira contribuir para o peso

da amostra, originando percentagens mais baixas de calcio.

Um outro parametro onde se verificou alteragdes consoante cada ensaio, foi no tempo de filtragcao
dos cristais de oxitetraciclina célcica. Adicdes mais rapidas levaram a um elevado tempo de
filtracdo e com adigdes lentas obtiveram-se filtragdes rapidas. Esta diferenca pode ser facilmente
explicada pelo facto de quando as adigées de Reagente B sdo muito rapidas, estamos perante
um caso em que o grau de sobressaturagdo é muito elevado. Este é um parametro operatério
que condiciona a velocidade de crescimento do cristal, que consequentemente, leva a que sejam
simultaneamente formados muitos nudcleos, levando a que o produto final seja formado por

cristais com tamanho muito reduzido, dificultando a etapa de filtracao [45].

% Remocao de uma das etapas do processo:
o Processo sem a etapa A

Face aos resultados obtidos para a alteracdo do tempo de adicdo de Reagente B, foi realizado
um ensaio com 5h de adigcdo, sem a etapa de filtracdo com A, sendo este posteriormente
repetido. Foi selecionado o tempo de 5h uma vez que, comparativamente com os restantes, foi
0 ensaio onde o tempo da etapa de filtracdo dos cristais de oxitetraciclina célcica foi mais
favoravel, assim como os valores percentuais de calcio. O objetivo deste ensaio, ao eliminar a
etapa de purificacdo da matéria-prima de partida, foi constatar se existe diferenga, tanto no
doseamento de impurezas, como de calcio no produto final, que justifique este passo na sintese.
Para além de que, a remocgao desta etapa, seria economicamente vantajosa para a industria. Os
resultados dos parametros mais relevantes da especificagdo obtidos para este ensaio,
nomeadamente o doseamento de impurezas absorventes de luz (IAL), de oxitetraciclina calcica
e de célcio, encontram-se representados pelas Figuras 4.3, 4.4 e 4.5, respetivamente. Os

resultados do ensaio realizado com 5h, foram adicionados para termo de comparacdo. Os
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valores destes resultados, assim como os dos restantes parametros da especificacao,
encontram-se na Tabela C.2 do Anexo C.

0,35
LSE (490 nm) = 0,30
0,3 ( ) < 102 LSE = 100,5
0,25 = 100
0,2 9 98
) =
< 0,15 © 22
©
0,1 o 92
0 ] GE«Js 88
IAL (430 nm) IAL (490 nm) 2 g6
O g4

W 5h 1 5h s/ pre-coat m 5h s/ pre-coat - Repeticdo sh 5h s/ pre-coat

Figura 4.3 - Representagdo grafica dos resultados  Figura 4.4 - Representacao gréfica dos resultados
de IAL, para cada ensaio sem A. Legenda: LSE - de doseamento de oxitetraciclina célcica, para cada
limites maximos da especificacdo de IAL lido a 490 ensaio sem A. Legenda: LSE e LIE - limite maximo e

nm e 430 nm. minimo da especificagéo.
4,8
4,6
X 44
° LSE = 4,20
542 T
TU J
O 4 LIE = 3,90
3,8
3,6
3,4
3,2
5h 5h s/ pre-coat 5h s/ pre-coat -
Repeticdo

Figura 4.5 - Representacdo grafica da média dos resultados de %Calcio, para cada ensaio sem A.
Legenda: LSE e LIE - limite maximo e minimo da especificacao.

Verifica-se que a remocao da etapa A aumenta as IAL (impurezas absorventes de luz) (Figura
4.3) e diminui o doseamento de oxitetraciclina célcica (Figura 4.4). Apesar desta variagdo, ambos
os parametros permanecem dentro dos limites de especificacdo. Constata-se também que o
ensaio sem a realizacdo de A, favorece o aumento de %calcio numa adicao de Reagente B mais
rapida — 5h (Figura 4.5).

O que possivelmente acontece, € que ocorre perda de Reagente A aquando da sua filiragcao e
lavagem ineficiente pelo A. Desta forma, contribui para que exista Reagente B que n&o reagiu
no produto final, aumentando assim o valor percentual de calcio na oxitetraciclina calcica no
processo original com adicdo de Reagente B durante 7h.
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% Quantidade de matéria-prima:
o Reagente A: Reagente B na proporgéo 2:1

Uma vez que no método original, a quantidade de Reagente B se apresenta 30% em excesso
molar, entdo estudou-se o processo com uma quantidade de Reagente A e Reagente B numa
propor¢ao estequiométrica. Foram realizadas trés sinteses para este estudo: com 5h de adigcao
de Reagente B, com 3h e repeticdo do ensaio com 3h. Na Figura 4.6 encontra-se graficamente
representada a média dos resultados de %calcio obtidos para cada ensaio. Os valores obtidos

para os restantes parametros da especificacdo, apresentam-se na Tabela C.3 do Anexo C.

4,30
LSE = 4,20

4,20
4,10
4,00

T LIE = 3,90
3,90 T

3,80
3,70 I I

3,60

Calcio (%)

3,50

3,40
Oxi.HCl:CaCl2 1:1 (5h) Oxi.HCl:CaCl2 1:1 (3h)  Oxi.HCl:CaCl2 1:1 (3h) -
Repeticdo

Figura 4.6 - Representacio grafica da média dos resultados de %calcio, para cada ensaio de Reagente
A:Reagente B na proporgdo estequiométrica 2:1. Legenda: LSE e LIE - limite maximo e minimo da
especificacao.

ApOs a realizacdo do ensaio com proporgao estequiométrica com adicdo em 5h, verificou-se que
ainda assim néo se obtinha um valor percentual de célcio dentro da especificagdo. Assim, tal
como foi anteriormente observado: menores tempos de adigdo conduzem a valores superiores

de %_calcio, entdo realizou-se 0 mesmo ensaio com 3h de adicdo da solugédo de Reagente B.

Obteve-se assim, com a adicdo em 3h, o primeiro lote de oxitetraciclina calcica que se encontra
dentro de todos os limites da especificagdao. No entanto, apds a repeticdo deste processo, os
valores obtidos de %célcio séo ligeiramente inferiores. Novamente, e uma vez que os restantes
pardmetros se encontram dentro de especificagao, tal pode acontecer devido a porgcao de
Solvente Cque permaneceu no produto devido a uma secagem ineficiente, afetando os valores

de célcio.
o Reagente A: Reagente B na proporgéo 2:1,2

Com o objetivo de aumentar ligeiramente os valores de calcio obtidos na proporgéo 2:1 com 3h
de adicdo, foi também estudado o processo com uma quantidade de Reagente A e Reagente B
numa proporcao de 2:1,2. Ou seja, um valor intermédio de Reagente B entre a quantidade na

proporcao estequiométrica e a quantidade que é utilizada no processo original. A média dos
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resultados de %caélcio obtidos para cada ensaio, encontra-se graficamente representada na

Figura 4.7.
4,30
4,20 LSE = 4,20
4,10 I
4,00
X 3,90 T LIE = 3,90 T
I i l i
= 380
o
3,70
3,60
3,50
Oxi.HCl:CaCl2 Oxi.HCl:CaCl2 Oxi.HCl:CaCl2 Oxi.HCl:CaCl2
1:1,2 (3h) 1:1,2 (3h) 1:1,2 (3h) - 1:1,2 (3h) -
Repeticdo 1 Repeticao2 Repeticao3

Figura 4.7 - Representacio grafica da média dos resultados de %calcio, para cada ensaio de Reagente
A:Reagente B na proporgdo 2:1,2. Legenda: LSE e LIE - limite maximo e minimo da especificag&o..

Verifica-se, através da Figura 4.7, tal como planeado, um ligeiro aumento no doseamento de
calcio, comparativamente com o ensaio na proporgao de 2:1. No entanto, os lotes obtidos através
das trés repeticdes deste ensaio, encontram-se com valores de célcio abaixo do limite inferior da
especificagdo. Mais uma vez, dado que os restantes critérios se encontram dentro da
especificagéo (Tabela C.4 em Anexo C), entdo a causa para este efeito, poderdo ser os valores
discrepantes de Solvente Cem cada lote.

4.1.1 Aumento de escala

Posteriormente a otimizagdo da sintese de oxitetraciclina calcica em laboratério, foi realizado o
aumento de escala do processo melhorado no Kilo-lab. O processo realizado foi 0 ensaio com
proporcao de 2:1,2 de Reagente A: célcio e 3h de adicdo de Reagente B.

A proporgao de matérias-primas foi aumentada de forma a que, tal como acontece no copo de
laboratério para a etapa de precipitacdo, o nivel de liquido se encontrasse a 2/3 da altura do

reator para a mesma etapa do processo no kilo-lab.

Tal como foi referido na Secg¢ao 3.1.1, foram realizados 2 ensaios do mesmo processo (ensaio
1 e ensaio 2 - Tabela 3.1), sendo que o segundo ensaio foi propositadamente dividido de forma a

comparar a precipitagao no kilo-lab (ensaio 2.1) vs. a precipitagdo em laboratério (ensaio 2.2).

Visto que os ensaios no kilo-lab, foram realizados em equipamentos diferentes, as dimensdes e
condigbes operacionais realizadas durante a etapa de precipitagdo em cada ensaio, encontram-
se representadas na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3 — Dimensées e condigbes operacionais da etapa de precipitagdo no kilo-lab vs. laboratdrio.

. .Llab:)r ator ’.0. 22 Ensaio 1 Ensaio 2.1
equivalente ao ensaio <. . .
do kilo-lab) Kilo-lab Kilo-lab
Volume do copo/reator (L) 3 110 20
Turbina Rushton Hélice naval
Tipo de agitador
Didmetro do agitador (cm) 5,3 16,0 14,5
Velocidade de agitagdo (rom) 200 (M 96 @ 67 @
Equipado com baffles Sim Nao
Caudal de adigdo de Reagente B (mL/min.) 0,28 \ 10,17 1,85

(1) — Utilizada de acordo com o descrito no procedimento original Cipan.
(2) — Obtida de acordo com a Equacgéao 2.4 descrita no Subcapitulo 2.5.
(3) — Intuitivamente ajustada de acordo com o movimento do fluido observado na industria.

Ensaio 1:

O passo de filtragao no filtro FL2752 com tela, foi bastante moroso, pelo que foi retirada uma
porcao dos cristais de oxitetraciclina calcica e estes foram filtrados em laboratério durante a noite.
A dificuldade na etapa de filtragdo dos cristais estd diretamente relacionada com a falta de
crescimento dos mesmos. Tal pode ter ocorrido devido a dois principais motivos durante a

precipitagéo:

+ Adicao rapida de Reagente B: tal como visto anteriormente, para adicdes mais rapidas,
maior a dificuldade na etapa de filtragdo. Uma vez que foi aumenta a escala do ensaio,
a adicdo de Reagente B deveria ter sido ajustada as novas dimensées, em vez da
utilizagdo das 3h do ensaio laboratorial.

» Colisdo do agitador no nivel de liquido: o aumento de escala foi programado de modo a
gue o nivel de liquido se encontrasse a 2/3 da altura do reator. No entanto, devido a falta
de semelhanca geométrica entre o reator do kilo-lab disponivel para a precipitacao
(representado por B na Figura 3.4 da Seccao 3.3.1) e o copo utilizado em laboratério
(Figura 3.1 do Subcapitulo 3.1), fez com que o nivel de liquido coincidisse com o ultimo
agitador do eixo no reator. Esta instabilidade na agita¢do do sistema, para além de levar
a que a velocidade de nucleagéo seja muito elevada, formando simultaneamente muitos
nucleos, provoca também o choque entre cristais, impossibilitando o seu crescimento.
Desta forma, o produto final sera constituido por cristais muito pequenos, dificultando a

sua filtragao.
Ensaio 2:

Devido a escassez de tempo e modo a evitar a situagao ocorrida no primeiro ensaio do kilo-lab,

0 segundo ensaio foi dividido na etapa de precipitagéo:
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» Ensaio 2.1: realizado numa propor¢ao relativamente inferior em comparacdo ao ensaio
1, pelo que a precipitacdo, tal como consta na Tabela 4.3, foi realizada num reator de
20L, substituindo o reator de 110L.

+ Ensaio 2.2: precipitagéo realizada no copo laboratorial de 3L, tal como qualquer sintese

realizada em laboratério para otimizagdo do processo.

A principal diferenga observada entre estes ensaios foi, novamente, a etapa de filtragéo. O tempo
de filtragdo no ensaio 2.1, a semelhanga do ensaio 1, foi bastante extenso, pelo que foi
igualmente retirada uma porcao dos cristais de oxitetraciclina célcica e estes foram filtrados em

laboratério durante a noite. Relativamente ao ensaio 2.2, a filtragédo foi bastante rapida.

Tal como se verifica na Tabela 4.3, esta diferenca na etapa de filtragdo, pode ser facilmente
justificada pelas condigbes operacionais da precipitacdo em cada ensaio (ensaio 2.1 vs.

laboratério):

» falta de semelhanga geométrica;

» diferencga nos tipos de agitador, levando a movimentos de circulagao distintos no interior
do reator, nomeadamente radial e axial para o agitador turbina e hélice, respetivamente
[56];

» auséncia de baffles no ensaio 2.1, conduzindo a formagéo de vortex [47].

Estes sdo fatores criticos que prejudicam o crescimento dos cristais de oxitetraciclina calcica.
Adicionalmente, verificou-se também que a velocidade de agitagdo selecionada no ensaio 2.1,

poderia ser muito elevada.

A Tabela 4.4 apresenta os resultados dos parametros da especificagdo obtidos em cada lote de

oxitetraciclina calcica, obtidos respetivamente pelos ensaios descritos no aumento de escala.

Tabela 4.4 — Resultados dos parametros de especificagdo obtidos em cada lote nos ensaios de aumento
de escala. Legenda: a vermelho, os valores que constam fora dos limites da especificaco.

Ensaio pH Rotacao Especifica IAL IAL Humidade  Calcio
(%an) (430nm) (490nm) (%) (% an)
Ensaio1 | 6,9 -189 0,27 0,13 5,3 4,33
Ensaio 2.1 | 6,9 -192 0,44 0,12 5,0 4,80
Ensaio2.2 | 7,5 -200 0,12 0,07 7,9 3,76

Verifica-se, através da Tabela 4.4, que os lotes obtidos nos dois ensaios onde ocorreram
dificuldades na filtragcdo (ensaio 1 e 2.1), apresentam valores de rotagdo especifica acima do
limite superior, assim como os resultados percentuais de calcio. O valor IAL fora de especificagao
no ensaio 2.1 pode estar relacionado com o tempo que os cristais demoraram a filtrar.
Relativamente aos valores de calcio, tal como ja referido, uma vez que o tempo de adigdo ndo
foi ajustado as dimensdées do ensaio, a rapida adigcdo de Reagente B podera conduzir a formagéo
de complexos de célcio com diferentes estequiometrias, contribuindo para elevados valores de

%calcio.
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No que diz respeito ao ensaio 2.2 (precipitacdo em laboratério), verifica-se que o valor de calcio
se apresenta abaixo do limite inferior da especificagdo. Uma razao plausivel para a obtencao
deste valor é a existéncia de oxitetraciclina que nao reagiu no produto. Uma vez que este ensaio
foi dividido na etapa de precipitacdo, também a solucdo de Reagente B preparada, foi dividida.
Desta forma, apesar de se ter tentado fazer uma medigao criteriosa, para o ensaio 2.2, podera
ter-se utilizado uma quantidade de Reagente B inferior a necessaria para a formagado de
oxitetraciclina calcica. Consequentemente, podera ter sido utilizada uma quantidade de
Reagente B superior a necessaria para o ensaio 2.1, contribuido também para os elevados

valores de calcio observados neste caso.

Assim, apesar de se verificarem resultados tendencionalmente mais satisfatérios quando a
precipitacdo é realizada em laboratério, a diferenga nas dimensdes e condigdes operacionais
utilizadas em cada ensaio (Tabela 4.3), ndo permitecomparar de forma precisa a precipitagdo no

kilo-lab (ensaio 2.1) vs. a precipitagdo em laboratério (ensaio 2.2).

4.2 Desenvolvimento de método analitico para estudo da

Limeciclina

Este subcapitulo apresenta os resultados do desenvolvimento e validacdo do novo método

analitico para o estudo de Limeciclina por HPLC.

4.2.1 Desenvolvimento do novo método analitico

O cromatograma obtido ao utilizar as condigdes de partida descritas na Tabela 3.2, encontra-se

representado na Figura 4.8.
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Figura 4.8 - Cromatograma obtido ao utilizar as condigbes cromatograficas de partida.
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® 12 fase de testes: sele¢dao da fase mével aquosa

A fase mével aquosa de partida € uma solugao de Solvente A com pH 1,5. No entanto, esta ndo
€ compativel com LC-MS. Assim, foram testadas diferentes solugbes com os diferentes acidos
referidos, ajustando o pH o mais proximo possivel ao utilizado na fase mével aquosa de partida.
Foi, no entanto, utilizando Solvente A como diluente das amostras injetadas e solvente B como

fase movel organica. Os restantes pardmetros do método s&o os ja descritos na Tabela 3.2. As

fases méveis experimentadas nesta fase de testes, encontram-se na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Caracteristicas de cada experiéncia, com vista a sele¢do da fase mével aquosa.

N° da experiéncia Fase moével aquosa pH dafase moével aquosa

1

a N W N

Os cromatogramas obtidos para cada experiéncia, encontram-se representados pela Figura 4.9.

H20 + aditivo A 21
H20 + Aditivo B 3.1
H20 + Aditivo C 3.1
H20 + ADITIVO A 1,5
H20 + ADITIVO A 2,3

AU
e
I
" d

Experiéncia 1
Experiéncia 2
Experiéncia 3
Experiéncia 4
Experiéncia 5

Figura 4.9 - Cromatogramas obtidos nas experiéncias da 1° fase de testes, para selecéo da fase movel

T T T T T T
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orgénica.
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Para além da observagao dos cromatogramas, foram também tidos em consideracao os valores
obtidos de resolugcédo entre o pico de limeciclina e o pico de epitetraciclina. O valor deste
parametro retrata o nivel de perfeicdo com que os dois picos referidos sédo separados [74]. Estes
resultados, para cada experiéncia, apresentam-se na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Resolugdo entre os picos da limeciclina e da epitetraciclina para a 12 fase de testes, com
vista a selegdo da fase movel orgénica.

N2 da experiéncia Resolucdo entre picos de limeciclina e epitetraciclina
0,82
0,80
0,70

GONWNMN

1,21

Os resultados da 12 fase de testes revelam que pequenas alteracdes de pH da fase mével aquosa
tém influéncia na eluicdo dos componentes [85]. A pH 3 (experiéncias 2 e 3), os compostos eluem
mais cedo e ndo é alcangada uma boa resolugdo. Com pH 1,5 (experiéncia 4), obteve-se o pior
resultado, no qual ndo se verifica separacdo de componentes. Os melhores resultados
(experiéncias 1 e 5) foram obtidos utilizando o ADITIVO A na fase mével com pH 2,
aproximadamente, pelo que estas fases méveis serao as selecionadas para prosseguir. Verifica-
se ainda, relativamente as duas ultimas experiéncias referidas, que se obtém melhor resolugéo
entre picos e que a eluigdo dos mesmos ocorre mais cedo, ao recorrer a fase movel com pH 2,3,

comparando com a fase movel com pH 2,1.

® 22 fase de testes: selecao do diluente

Na 22 fase de testes, procedeu-se a sele¢do do diluente, utilizando os melhores resultados
obtidos para a fase mével aquosa. Na Tabela 4.7 estdo descritos 0os dados de cada experiéncia
realizada para a 22 fase de testes. Foi também utilizado solvente B como fase mével orgénica

para esta fase. Os restantes parametros do método, séo os ja descritos na Tabela 3.2.

Tabela 4.7 - Caracteristicas de cada experiéncia, com vista a selegdo do diluente.

N da experiéncia Fase movel aquosa Diluente
6 H20 + ADITIVO A (pH=2,1)
H20 + ADITIVO A _
7 H20 + Aditivo B (pH=3,1)
(pH=2,1)
8 H20 + Aditivo C (pH=3,1)
9 H20 + ADITIVO A H20 + Aditivo B (pH=3,1)
10 (pH=2,3) H20 + ADITIVO A (pH=2,3)

Os resultados cromatograficos obtidos para a 22 fase de testes encontram-se respetivamente

representados na Figura 4.10.
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Figura 4.10 - Cromatogramas obtidos nas experiéncias da 22 fase de testes, com vista a selegdo do
diluente.

Os valores obtidos de resolugéo entre o pico de limeciclina e o pico de epitetraciclina, para esta

fase de testes, apresentam-se na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Resolugdo entre os picos da limeciclina e da epitetraciclina para a 2° fase de testes, com
vista a selecéo do diluente.

N° da experiéncia Resolugdo entre picos de limeciclina e epitetraciclina

6 1,19
7 1,28
8 0,85
9 1,19
10 1,05

Melhores resultados sido obtidos quando o diluente coincide com a fase modvel aquosa
(experiéncias 6 e 10), ou quando é utilizado Aditivo B como diluente (experiéncias 7 e 9). Tal
esta de acordo com o descrito por Sabir et al. (2016) [83]. Os autores referem que melhores
separagdes entre picos sao obtidas quando a fase moével e o diluente sdo coincidentes. Caso
contrario, a utilizacdo de diferentes solventes ira afetar a eluicdo dos compostos através da

coluna.

Obtém-se, mais concretamente, melhor resolugdo quando se recorre a solugdo de Aditivo B
como diluente. Posto isto, a hipotese de utilizagdo, como diluente, da solugdo de Aditivo C

(experiéncia 8) é rejeitada.
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® 32 fase de testes: alteragdo da fase mével orgénica

Uma vez que se verificou, na 22 fase de testes, que existe melhor separacao entre picos quando
o diluente coincide com a fase mével aquosa, ou quando este € uma solugédo de Aditivo B de
pH 3,1, optou-se por continuar a testar estas hipéteses. No entanto, desta vez, alterando a fase
movel organica ao introduzir-lhe uma percentagem aquosa, nomeadamente, 10% (v/v) da
respetiva fase mével aquosa que se estiver a testar em cada experiéncia. Foi também introduzida
uma nova fase mével aquosa a avaliar, com ADITIVO A a pH 2,5, de forma a verificar se esta
diferenca de pH, levaria a diferengas cromatograficas significativas. Os critérios seguidos para
efetuar cada experiéncia para esta fase de testes apresentam-se na Tabela 4.9. Os restantes

parametros do método, sao os ja descritos na Tabela 3.2.

Tabela 4.9 - Caracteristicas de cada experiéncia, com vista a alteracdo da fase movel orgénica.

N°da Fase mével
L Diluente Fase mdvel orgénica
experiencia aquosa
11 H.0 + aditivo A | H20 + aditivo A (pH=2,1)
12 (pH=2,1) ” -
H20 + Aditivo B (pH=3,1) Solvente B: FM

13 H.0 + aditivo A | H20 + aditivo A (pH=2,5) aquosa
14 pH=2,1 ” -

( ) H.0 + Aditivo B (pH=3,1) (90:10)
15 H,0 + aditivo A | H20 + aditivo A (pH=2,3)
16 (pPH=2,3) H.0 + Aditivo B (pH=3,1)

A Figura 4.11 representa os cromatogramas resultantes de cada experiéncia da 32 fase de testes.

Experiéncia 11
= Experiéncia 12

Experiéncia 13
02¢] ' —— Experiéncia 14
Experiéncia 15
Experiéncia 16
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T
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0.00 050 1.00 150 200 250 300 1% 400 45 500 550 €.00 650 7.00 750 [l
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Figura 4.11 - Cromatogramas obtidos nas experiéncias da 3° fase de testes, com vista a alteracéo da
fase mével orgénica.
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A resolucéao obtida entre o pico de limeciclina e o pico de epitetraciclina, para a 32 fase de testes,
apresentam-se na Tabela 4.10.

Tabela 4.10 - Resolugdo entre os picos da limeciclina e da epitetraciclina para a 32 fase de testes, com
vista a alteragdo da fase movel organica.

N2 da experiéncia Resolucdo entre picos de limeciclina e epitetraciclina

11 -
12 -
13 0,80
14 0,82
15 0,66
16 0,74

De forma geral, pode afirmar-se que a alteragdo da fase moével orgénica de solvente B para
solvente B com uma percentagem de fase mével aquosa, ndo foi vantajosa, uma vez que em
nenhuma das experiéncias foram obtidos resultados promissores. Os piores resultados foram
verificados para as experiéncias com fase mével aquosa de pH 2,1 (experiéncias 11 e 12), nas

quais se verifica a juncao dos picos cromatograficos da limeciclina e da epitetraciclina.

Relativamente as experiéncias com fase movel aquosa com pH 2,5 (experiéncias 13 e 14),
apesar de se obter, para esta fase de testes, as melhores resolucdes, verifica-se um
arrastamento consideravel do pico da tetraciclina, piorando, portanto, a simetria deste pico.
Assim, a hipétese de continuar a analisar estas fases méveis aquosas, com pH 2,1 e 2,5, é
rejeitada.

® 42 fase de testes: alteracao do fluxo

Na 42 fase de testes foi apenas testada a fase mével com pH 2,3, uma vez que se verificou, na

fase de testes anterior, que os resultados mais favoraveis foram obtidos com recurso a esta.

Comprovou-se também, na fase de testes com vista a selecdo do diluente, que os melhores
resultados sdo obtidos quando o diluente coincide com a fase mével aquosa ou quando este se
trata de uma solugé@o aquosa com Aditivo B de pH 3,1. Assim, para esta fase de testes, de modo
a ajustar os parametros das experiéncias realizadas, optou-se por testar apenas a hipdtese em
que o diluente corresponde a solucao utilizada como fase mével aquosa. Este cenario é também
mais benéfico para a realizacdo do método analitico, uma vez que se minimiza a utilizacao de
diferentes reagentes.

Relativamente a fase moével organica utilizada, apesar de ndo se ter obtido resultados
promissores ao testar o solvente B com uma percentagem de fase mével aquosa, esta
possibilidade foi ainda assim estudada com um fluxo mais baixo, de forma a constatar se, desta
forma, se obtinha maior separacdo entre picos. Os diferentes parametros seguidos para a
realizacdo de cada experiéncia, com vista a alteragéo do fluxo, encontram-se na Tabela 4.11. Os
restantes parametros do método, a excegao do fluxo (critério que se pretende modificar nesta
fase de testes) e o tempo de corrida (critério que é ajustado de acordo com o fluxo), séo os ja
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descritos na Tabela 3.2. Visto que foram experimentados fluxos relativamente mais baixos, em

comparagdo com o fluxo inicialmente definido, o tempo de corrida foi ampliado para 13 minutos.

Tabela 4.11 - Caracteristicas de cada experiéncia, com vista a alterag&o do fluxo.

Ne¢da Fase movel , Fase movel Fluxo
A s Diluente - ,
experiéncia aquosa organica (mL/min)
17 solvente B: FM 0,7
18 H0 + ADITIVO |\ 5 4+ ADITIVO A aquosa 05
A (PH=2.3) (90:10)
19 (PH=2.3) i solvente B 0.7
20 0,5

Os cromatogramas obtidos para experiéncias realizadas com a finalidade de alteragao do fluxo,

encontram-se representados na Figura 4.12.
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Figura 4.12 - Cromatogramas obtidos nas experiéncias da 42 fase de testes, com vista a alteragéo do
fluxo.

A resolugéo obtida entre o pico de limeciclina e o pico de epitetraciclina, para a 42 fase de testes,
apresentam-se na Tabela 4.12.
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Tabela 4.12 - Resolugdo entre os picos da limeciclina e da epitetraciclina para a 42 fase de testes, com
vista a alteragdo do fluxo.

N2 da experiéncia Resolucdo entre picos de limeciclina e epitetraciclina

17 1,02
18 1,00
19 1,19
20 1,45

E possivel observar que as experiéncias em que é utilizado solvente B com 10% (v/v) de fase
movel aquosa (experiéncias 17 e 18), continuam sem ser promissoras comparativamente as
experiéncias nas quais é utilizado solvente B (experiéncias 19 e 20), mesmo com alteragao do

fluxo. Assim, a possibilidade de continuar a utilizar esta fase mével organica, é rejeitada.

No que diz respeito aos melhores resultados desta fase de testes, apesar de se verificar melhor
resolugcéo entre o pico da limeciclina e o pico da epitetraciclina para a experiéncia com fluxo
0,5mL/min (experiéncia 20), também se observa que os picos cromatograficos saem
significativamente mais tarde. Assim, o fluxo selecionado para continuar a préxima fase de testes,

foi definido em 0,7 mL/min.

® 52 fase de testes: alteracdo do gradiente

A 52 fase de testes é baseada na combinagdo dos melhores resultados obtidos nas fases
anteriores, alterando apenas o gradiente. Esses resultados, resumem-se nos critérios
seguidos para efetuar cada experiéncia para esta fase de testes, apresentados na Tabela
4.13. Os restantes parametros do método, a excegao do fluxo (critério modificado na 42 fase

de testes), sdo os ja descritos na Tabela 3.2.

Tabela 4.13 - Caracteristicas de cada experiéncia, com vista a alteragdo do gradiente.

N2 da Fase movel , Fase movel Fluxo Graqit_ente
A . Diluente . ! (%orgéanico em
experiéncia aquosa organica  (mL/min) 0. 4 (-6 o t=8 )
21 85%
22 82%
H20 + H20 + solvente B
23 ADITIVOA | ADITIVO A . 0,7 93%
H=2,3 H=2,3 °
24 (p ) (p ) 89%
25 88%

A Figura 4.13 representa os cromatogramas obtidos para as experiéncias com vista a alteragédo

do gradiente.
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Figura 4.13 - Cromatogramas obtidos nas experiéncias da 52 fase de testes, com vista a alteragéo do
gradiente.

Os valores obtidos para a resolucado obtida entre o pico de limeciclina e o pico de epitetraciclina,

para a 52 fase de testes, apresentam-se na Tabela 4.14.

Tabela 4.14 - Resolugdo entre os picos da limeciclina e da epitetraciclina para a 52 fase de testes, com
vista a alteragéo do gradiente.

N2 da experiéncia Resolucdo entre picos de limeciclina e epitetraciclina

21 0,94
22 -
23 =
24 1,48
25 1,51

Verifica-se que os cromatogramas resultantes das experiéncias 22 e 23, revelam uma fraca
eficiéncia de separagéo, sem resolugao entre picos, pelo que a hipotese de escolha de qualquer
um dos respetivos gradientes testados, é eliminada.

Também a possibilidade de escolha do gradiente utilizado na experiéncia 21 é rejeitada, uma
vez que se obteve um cromatograma no qual os compostos eluem demasiado cedo. Tal
impossibilita a visualizagdo de picos que saem antes do pico da limeciclina, visto que ocorre a

juncao dos mesmos.

Relativamente as duas Ultimas experiéncias desta fase, verifica-se que se obtém um
cromatograma com melhor resolugdo entre picos para a experiéncia 25, no qual também os
compostos eluem mais cedo (comparativamente ao cromatograma da experiéncia 24). Apesar
de a partida, os melhores resultados serem obtidos para a experiéncia 25, antes de se tomar

uma decisao final relativa a escolha de todos os parametros cromatograficos para este novo
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método, e uma vez que se obtém resultados muito idénticos para ambas as experiéncias, foram
feitas algumas repeticdes de cada uma, de modo a concluir qual delas tinha melhor
reprodutibilidade. Os cromatogramas referentes as repeticdes das experiéncias 24 e 25, podem

ser observados através da Figura 4.14 € Figura 4.15, respetivamente.
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Figura 4.14 - Cromatogramas obtidos para as repeticbes da experiéncia 24.
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Figura 4.15 - Cromatogramas obtidos para as repetigbes da experiéncia 25.

66



A resolucdo obtida nos cromatogramas para as repeticoes das experiéncias 24 e 25,

apresentam-se na Tabela 4.15.

Tabela 4.15 - Resolugdo entre os picos da limeciclina e da epitetraciclina para repeticdo das experiéncias

24 e 25.
N2 da experiéncia Resolucdo entre picos de limeciclina e epitetraciclina
24 (repetigao 1) 1 ,42
24 (repeti¢ao 2) 1 ,47
24 (repeti¢ao 3) 1 ,51
25 (repetigao 1) 1 ,37
25 (repeti¢ao 2) 1 ,39
25 (repeti¢ao 3) 1 ,38

Embora se verifiguem melhores resolugdes para as repeticdes das experiéncias 24, também ¢é
possivel perceber que ao repetir esta experiéncia, os picos comegaram a sair sucessivamente
mais tarde. O mesmo ndo aconteceu com as repeticdes da experiéncia 25, nas quais nao se
observaram alteragbes nos tempos de retencédo dos picos, continuando com bons valores de

resolugao.

Obtém-se assim, com a experiéncia 25, a melhor combina¢do de paradmetros cromatograficos.

Quer isto dizer, que este sera o novo método para andlise de Limeciclina.

De forma a tornar os picos do cromatograma mais visiveis e definidos, o volume de injecao foi

alterado, passando de 5 L para 10 pL.

Em forma de resumo, na Tabela 4.16 apresentam-se os pardmetros do novo método analitico

desenvolvido.

Tabela 4.16 - Parametros do novo método analitico desenvolvido, para o estudo de Limeciclina.

Parametros Descricdo
Coluna | Onyx monolithic G18, 100 mm x 3.0 mm
Temperatura da coluna | x °C
Temperatura da cdmara das % °C
amostras
Volume de injegdo | x pL
Comprimento de onda | x nm
Fluxo | 0,7 mL/min
Tempo de corrida | x min

Tempo de corrida % Fase Movel % Fase Movel
(min) aquosa organica
X 88 12
Gradiente X 88 12
X 60 40
X 88 12
X 88 12

Fase Mdvel Aquosa | Solugao aquosa com pH ajustado a 2,3 com ADITIVO A
Fase Mével Orgénica | Solvente B
Diluente | Solugéo agquosa com pH ajustado a 2,3 com ADITIVO A
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Fundamental destacar que, dada a dificuldade de isolar limeciclina, até ao momento, néo foi
possivel determinar o respetivo Fator de Resposta Relativo (RRF). Assim, o método analitico
desenvolvido ndo é utilizado no doseamento desta molécula, mas apenas para o estudo e

determinagéo da percentagem de pureza cromatografica de cada pico.

Adequabilidade do sistema:

O procedimento deste método de analise, requer um padrao de Reagente C (atividade de
97,6%). A técnica para a adequabilidade deste método consiste, inicialmente, em permitir que o
HPLC estabilize e seguidamente, na injecdo da solugdo branco duas vezes, da solugao padrao
seis vezes e uma vez da solugdo amostra de Limeciclina a estudar. Os critérios detalhados na

Tabela 4.17 devem ser atendidos antes do primeiro ensaio no sistema e apds qualquer alteragdo

significativa.
Tabela 4.17 - Adequabilidade do sistema.
Solugdo Numero de Parametros para adequabilidade do Critério de
injecoes sistema aceitacao
Resolugéo entre o pico da limeciclina e o
. . L >1,3
pico da epitetraciclina
Solugdo amostra 1
Resolugéo entre o pico da epitetraciclina e o
. o >1,5
pico da tetraciclina
%RSD para 6 injegoes replicadas para a o
! ! e <2,0%
~ ~ area do pico de tetraciclina
Solugéo padréo 6
Tempo de retencao do pico de tetraciclina 2,9 £ 0,5 min.
Solugao padréo e . . . e
amostra 1 Fator de Simetria para o pico da tetraciclina <2

Perfis cromatograficos tipicos:

Os cromatogramas caracteristicos obtidos pelo método analitico desenvolvido, apresentam-se
na Figura 4.16 e Figura 4.17 para o padrao de Reagente C e para uma amostra de Limeciclina,

respetivamente.
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Figura 4.16 - Perfil cromatografico tipico do padrdo de Reagente C.
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Figura 4.17 - Perfil cromatogréfico tipico de uma amostra de Limeciclina, 2 minutos apods a sua
dissolugao.

4.2.2 Estudo da cinética de hidrolise da Limeciclina

A preparagdo de amostras de Limeciclina para analise em HPLC, principalmente em meio
aquoso, contribui para a hidrélise de limeciclina em tetraciclina. Assim sendo, foi necessério
realizar um estudo da cinética de degradacéo desta molécula em particular, para avaliar a sua
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taxa de decréscimo numa amostra injetada em HPLC. Para tal, foram analisados 3 de Limeciclina
da industria.

Cada amostra foi preparada e injetada a diferentes intervalos de tempo, precisamente a cada 9
minutos, durante 65 minutos. As suas preparagdes e analises foram, evidentemente, realizadas
utilizando o novo método analitico desenvolvido para o estudo da Limeciclina. De forma a apurar
o decréscimo da limeciclina e, consequentemente, o aumento do contelido de tetraciclina ao
longo do tempo. Foram elaborados graficos da %PC em fungédo do tempo decorrido apés a
dissolugdo da amostra. Estes graficos podem ser observados na Figura 4.18.
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Figura 4.18 — Representag&o grafica da cinética de hidrdlise de Limeciclina.

Pela analise da Figura 4.18 é possivel retirar as seguintes observacgdes:

+ Para o intervalo de tempo considerado, a taxa de hidrélise de limeciclina pode ser
considera linear,;

» Ao verificar o declive das retas, verifica-se que a taxa de degradagéo (diminui¢cdo de
%PC por unidade de tempo) néo é igual em todos os lotes;

+ Damesma forma, ao comparar os declives para limeciclina e tetraciclina, verifica-se que
a taxa de degradacéao da limeciclina é relativamente inferior ao aumento de contetdo de
tetraciclina. Ou seja, nao existe proporcionalidade direta entre a diminuigdo do teor de
limeciclina e o aumento do contetido de tetraciclina. Isto significa que, para além da
limeciclina, podem existir mais compostos no produto que se degradam e formam
tetraciclina.
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Assim sendo, uma vez que se verifica uma taxa de hidrélise de limeciclina significativa, surgiu a
necessidade de determinar qual o momento “t” mais adequado para definir a %PC inicial desta
molécula no produto (sendo ‘t' o tempo decorrido apds a dissolugdo da amostra). Os instantes
de tempo a estudar sao:

* =0 min. (Sendo o valor de %PC de limeciclina calculado através da extrapolacéo da
reta ao tempo inicial. Neste caso, surge a necessidade de analisar a Limeciclina em,
pelo menos, 2 pontos, de forma a tragar uma reta representativa).

* =2 min. (Sendo o valor de %PC de limeciclina lido diretamente. Considera-se 2 minutos

o0 intervalo de tempo necessario para realizar a dissolugao e injegao da amostra).

Foi inicialmente realizado o teste F de forma a avaliar se a variancia entre o conjunto de valores
obtidos para t=0 min. sdo estiticamente iguais ao obtido para t=2 min. O teste foi realizado tanto
para os dados de limeciclina, como de tetraciclina. Os resultados obtidos encontram-se na Figura
4.19.

| Limeciclina | | Tetraciclina |
Teste F: duas amostras para variancias Teste F: duas amostras para variancias
t=2 min. t=0 min. t=2 min.  t=0 min.

Meédia 27,14 27,5533333 Média 64,37 64,03
Variancia 4,04576 3,99378667 Variancia 1,563104 1,43832
Observagoes 6 6 Observagoes 6 6
o] 5 5 gl 5 5
F 1,013014 F 1,064464

P(F<=f) uni-caudal 0,494513 P (F<=f) uni-caudal 0,473508

F critico uni-caudal 5,050329 F critico uni-caudal 5,050329

Figura 4.19 — Resultados do teste F para a %PC em t=0 e t=2 minutos, de limeciclina e de tetraciclina,
obtidos por Excel.

A hipo6tese nula é rejeitada se F > Feritico unicaudal. Tal N0 se verifica, nem para o teste F da
limeciclina, nem para tetraciclina. Assim, conclui-se que as variancias dos valores de %PC, tanto
para limeciclina, como para tetraciclina, sdo estatisticamente semelhantes para os dois instantes

de tempo considerados.

Seguidamente, tendo em conta que as variancias dos valores de %PC em t=0 min. e t=2 min.
sdo estatisticamente semelhantes, foi realizado o Teste T. Este teste é utilizado para testar a

hipétese nula, em que as médias de dois conjuntos de dados, sao iguais.

Na Figura 4.20 encontram-se os resultados do Teste T para os valores de %PC de limeciclina e

tetraciclina.
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Limeciclina | [ Tetraciclina |

Teste T: duas amostras com variancias iguais Teste T: duas amostras com variancias iguais
t=0 min. t=2 min. t=0 min. t=2 min.

Média 27,55333333 27,14 Média 64,03 64,37
Variancia 3,993786667 4,04576 Variancia 1,43832 1,53104
Observagdes 6 6 Observagoes 6 6
Variancia agrupada 4,019773333 Variancia agrupada 1,48468

Hipétese de diferenca de média 0 Hipotese de diferenca de média 0

gl 10 gl 10

Stat t 0,357075683 Stat t -0,48330703

P(T<=t) uni-caudal 0,364227734 P(T<=t) uni-caudal 0,319642523

t critico uni-caudal 1,812461123 t critico uni-caudal 1,812461123

P(T<=t) bi-caudal 0,728455469 P(T<=t) bi-caudal 0,639285047

t critico bi-caudal 2,228138852 t critico bi-caudal 2,228138852

Figura 4.20 - Resultados do teste T para a %PC em t=0 e t=2 minutos, de limeciclina e de tetraciclina,
obtidos por Excel.

A hipdtese nula é rejeitada se Stat t > t critico bi-caudal. Tal N0 se verifica, nem para o teste T da
limeciclina, nem para tetraciclina. Assim, conclui-se que as médias dos valores de %PC, em t=0

min. e t=2 min. sdo estatisticamente semelhantes, para ambos os compostos.

Desta forma, é possivel concluir que os valores de %PC para os dois instantes de tempo, sdo

estatisticamente iguais, para ambas moléculas referidas.

Pode entao afirmar-se que, para o estudo de Limeciclina, € aceitavel a determinagéo do valor de
pureza cromatografica, em qualquer um dos instantes testados, considerando o instante t=2 min.,
o escolhido para a determinagcédo da %PC. Neste caso, a escolha do instante t=2 min. é mais
vantajosa, pois ao analisar em t=0 min. seria necessario analisar a Limeciclina em, pelo menos,

2 pontos, de forma a fazer extrapolacéo.

4.2.3 Validacao do método analitico desenvolvido

Tal como anteriormente referido, dada a dificuldade de isolar limeciclina, ndo é possivel obter um
padrdo para esta molécula. Assim, a validacdo do método analitico desenvolvido, foi realizada

para a molécula de tetraciclina com recurso ao padrdao de Reagente C.

1. Especificidade

Foi preparada uma amostra multi-componente constituida de impurezas conhecidas do

Reagente C. O cromatograma obtido encontra-se representado na Figura 4.21.
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Figura 4.21 - Cromatograma de uma mistura complexa de impurezas conhecidas de Reagente C, para
analise da especificidade.

Através da Figura 4.21, verifica-se que o método tem a capacidade de identificar e distinguir o
analito de interesse numa mistura complexa sem interferéncia dos outros componentes,

comprovando a especificidade/ seletividade do mesmo.

2. Linearidade

Foram preparadas trés solugbes-mae, a partir de um padrao de Reagente C, tal como detalhado

na Tabela 4.18.

Tabela 4.18 - Solugbes-mae preparadas para a linearidade.

Solugcao-mae 1 Solucao-mae 2 Solucao-mae 3
Atividade (%) 97,60 97,60 97,60
m (mg) 37,62 37,71 37,60
vV (mL) 50,00 50,00 50,00
C (mg/mL) 0,73 0,74 0,73

Seguidamente, foram realizadas 8 diluicdes de cada uma das solugbes-mae preparadas, com

diferentes concentragbes. Um total de 24 solugdes foram preparadas para aferir a linearidade do

método (Tabela 4.19).
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Tabela 4.19 - Solugbes diluidas preparadas para a linearidade, com as respetivas concentragoes e dreas
médias obtidas.

C aivo Nivel V solugso- Cy C: Cs Area média
(mg/mL) (%) mae(mL)  Diluicdo (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) obtida (AU)
0,01 0,02 0,68 50x 0,0100 0,0100 0,0100 2,51 x 10°
0,25 0,05 1,71 50x 0,0251 0,0252 0,0251 6,21 x 10°
0,05 0,10 1,37 20x 0,0503 0,0504 0,0503 1,28 x 10°
0,15 0,30 4,10 20x 0,1505 0,1509 0,1505 3,96 x 10°
0,30 0,60 4,10 10x 0,3011 0,3018 0,3009 7,75 x 10°
0,40 0,80 5,46 10x 0,4010 0,4019 0,4007 1,08 x 107
0,50 1,00 3,42 5x 0,5023 0,5035 0,5020 1,33 x 107
0,60 1,20 4,10 5x 0,6022 0,6036 0,6018 1,62 x 107

A Figura 4.22 permite aferir a linearidade através da representacao grafica entre a area média do

pico, em cada solugao diluida, em funcdo da concentracdo de Reagente C na solugéo.
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Figura 4.22 - Representagao grafica da reta de calibragdo de Reagente C.

A reta de calibracao, representada na Figura 4.22, permite visualizar uma tendéncia linear entre
os resultados obtidos. Para que seja confirmada a linearidade é necessario averiguar a qualidade
do coeficiente de correlacéo, R. E requerido que este coeficiente seja, necessariamente, superior
a 0,999. Este critério é verificado, uma vez que R = 0,999, reconhecendo-se assim a capacidade
do método para obter resultados diretamente proporcionais & concentracdo de Reagente C na
amostra.
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< Analise de residuos e teste de Mandel:

Seguiu-se a analise de residuos e o teste de Mandel, de modo a averiguar se o0 modelo de ajuste
linear, se adequa aos resultados obtidos. Os residuos foram determinados através da Equacéo
3.1. A representacao grafica dos residuos em fungéo dos niveis de concentragdo estudados,

pode ser visualizada na Figura 4.23.
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Figura 4.23 - Dispersdo de residuos para andlise da linearidade de tetraciclina.

Através da observagdo da Figura 4.23, confirma-se a linearidade do método, uma vez que se
verifica uma distribuicdo aleatdria dos pontos. Contudo, apenas a andlise grafica dos residuos
pode ser considerada subjetiva para tomar uma deciséo relativamente ao ajuste que melhor se
adequa a fungéo, pelo que foi complementada com o teste de Mandel. Os respetivos valores
para os parametros deste teste foram obtidos através da Equagéo 3.2 a Equagéo 3.5 e encontram-
se na Tabela 4.20.

Tabela 4.20 - Valores obtidos para os pardmetros do teste de Mandel.

Parametro Sy1 Sy2 DS? PG F

Valor obtido 1,10 x 10° 9,95 x 104 2,27 x 101° 2,29 16,26

Uma vez que se verifica que PG < F, entdo a funcdo de ajuste linear é adequada.

< Teste de Rikilt:

Os valores obtidos para cada parametro do teste de Rikilt foram determinados com recurso a

Equacdo 3.6 € Equacéo 3.7. Estes encontram-se na Tabela 4.21.
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Tabela 4.21 - Resultados relativos ao teste de Rikilt.

Parametro FR(y/x) FR(y/x) FR(y/x)/ FR(y/x)
=1 2,51 x107 103,45%
j=2 2,47 x107 104,97%
i=3 2,55 x107 101,68%

j =4 2,63 x107 2 60 X107 98,65%
=5 2,57 x107 ’ 100,83%
=6 2,68 x107 96,75%
=7 2,65 x107 97,92%
i=8 2,69 x107 96,44%

Através da observagao dos resultados da Tabela 4.21, é possivel admitir linearidade a reta, uma

vez que os valores estdo compreendidos entre 90% e 110%.

KD

+ Teste de homogeneidade de variancias:

Este teste consiste na determinagéo das variancias associadas a primeira e tltima concentracao
analisada da gama de trabalho (S3-1 e S?-n-s). Os parametros do teste de homogeneidade de
variancias foram calculados com o auxilio da Equagao 3.8 a Equacéo 3.10. A Tabela 4.22 apresenta
os resultados obtidos.

Tabela 4.22 - Resultados do teste de homogeneidade de variancias.

Parametro Sz, SZ s PG F

Valor obtido 1,09x10°" 9,31x10-1° 85,33 99,45

Uma vez que se verifica que PG < F, entdo conclui-se que as diferengas de varidncia ndo sao
significativas e a gama de trabalho encontra-se bem ajustada.

3. Limites de detecao e quantificacao

Os valores para os limites de detegao e de quantificacdo do método analitico foram determinados
a partir da Equacao 3.11 e da Equagéo 3.12, respetivamente. Estes encontram-se na Tabela 4.23.
Para o calculo destes parametros foi necessario o valor do desvio padrao residual (Sy/ -
representado por S,; na Tabela 4.20) e do declive da reta de calibragéo (apresentado na Figura
4.22).

Tabela 4.23 - resultados obtidos para os limites de detecdo e de quantificagéo.

Concentragdo obtida (mg/mL)

Limite de Detecao 0,0135
Limite de Quantificacao 0,0409
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4. Precisao

4.1. Repetibilidade

Foram preparadas sete amostras de Reagente C, uma delas, a solugdo padrao de trabalho,

injetada 6 vezes (Tabela 4.24). As restantes seis amostras, solu¢des de repetibilidade, injetadas

uma vez, cada uma (Tabela 4.25).

Tabela 4.24 - Solugao padrao de trabalho, preparada para a repetibilidade pelo analista 1, no dia A.

Atividade (%) m (mg) V (mL) C (mg/mL)
97,6 \ 25,11 | 50 \ 0,490 |
a a a a a a io-
o 2 o 8 4 8 6 yedia DeSVIOr | opgp
injecao | injecao | injecdao | injecao | injecao | injecao padrao
Area | 1270x | 1,274x | 1,276 x | 1275x | 1273x | 1,272x | 1,278 | 2,192x | ¢ 172
(AU) | 107 107 107 107 107 107 x 107 104
uPC | 962 96,5 96,7 96,6 96,5 96,4 96,5 0,2 0,2

Tabela 4.25 - Solugdes repetibilidade de Reagente C, preparadas para a repetibilidade pelo analista 1, no

dia A.
Solugoes  pjividade (%) m(mg) V(mL) C(mgimL) Area(AU) %PC
repetibilidade
SO/UQéO 1 25,14 0,491 1,285 x 107 97,4
SO/UQéO 2 25,36 0,495 1,284 x 107 97,3
Solugédo 3 25,24 0,493 1,288 x 107 97,3
i 97,6 50

Solugao 4 25,85 0,505 1,317 x 107 97,3
Solugéo 5 25,27 0,493 1,300 x 107 97,3
SO/UQéO 6 25,80 0,504 1,306 x 107 97,4
Média 1,297 x 107 97,3

Desvio-padrio 1,323x10° | 0,05

%RSD 1,020 0,05

4.2. Precisao intermédia

Foram igualmente preparadas, por outro analista num dia diferente, sete amostras de Reagente

C, sendo uma delas, a solugado padrao de trabalho, injetada seis vezes (Tabela 4.26). As restantes

seis amostras, solugbes de precisao intermédia, foram também injetadas uma vez, cada uma

(Tabela 4.27).
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Tabela 4.26 - Solugao padrao de trabalho, preparada para a precisdo intermédia pelo analista 2, no dia B.

Atividade (%) m (mg) V (mL) C (mg/mL)
97,6 \ 25,42 | 50 \ 0,496 |
o 2 ¥ 0 & 5 8 | yedia | DeSVIO- | opgp
injecdo | injecdo | injecao | injecao | injecao | injecao padrao
Area | 1,303x | 1,305x | 1,304x | 1,307x | 1,305x | 1,806x | 1,305 | 1,327x | ¢ 102
(AU) | 107 107 107 107 107 107 x 107 104
%uPC | 970 97,2 97,1 97,3 97,2 97,2 97,2 0,1 0,1

Tabela 4.27 - Solugbes de preciséo intermédia de Reagente C, preparadas para precisdo intermédia pelo
analista 2, no dia B.

Solugoes Atividade ,
precisdo (%) m (mg) V(mL) C (mg/mL) Area (AU) %PC
intermédia
Solugéo 1 25,14 0,498 1,305 x 107 97,2
Solugéo 2 25,36 0,497 1,306 x 107 97,3
Solugéo 3 25,24 0,488 1,266 x 107 97,2
Solucéo 4 97,8 25,85 >0 0,500 1,315 x 107 97,3
Solucdo 5 25,27 0,495 1,314 x 107 97,1
Solugéo 6 25,80 0,492 1,308 x 107 97,2
Média 1,302x 107 | 97,2
Desvio-padrio 1,853 x 10° 0,1
%RSD 1,423 0,1

< Limite de repetibilidade e Coeficiente de variacao:

O limite de repetibilidade, r , e o coeficiente de variagédo, CV, sdo determinados de acordo com o
descrito pela Equacdo 3.13 e Equacdo 3.14, respetivamente. Os resultados obtidos para estes

parametros encontram-se na Tabela 4.28.
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Tabela 4.28 - Resultados do limite de repetibilidade e do coeficiente de variagdo, para estudo da preciséo.

Solugéo repetibilidade, analista 1 Solugéo precisdo intermédia, analista 2
N2 injecdo %PC [Xi - Xi-1] %PC [Xi - Xi1]
1 97,4 97,2
2 97.3 0,1 97,3 0,1
3 97.3 0 97,2 0,1
4 97,3 0 97,3 0,1
° 97,3 0 97,1 0,2
6 97.4 0,1 97,2 0,1
repl;Z'Zlijzi‘aIZe, r 0,143 0,209
Xi = Xi-1/méx 0,100 0,200
%CV = %RSD 0,053 0,077

Uma vez que |Xi - Xitjmax < r € CV < 10%, entao verifica-se que existem boas condi¢bes de

repetibilidade em ambos os ensaios, realizados por cada analista.

< Comparacao estatistica entre os dois ensaios:

Para comparar os ensaios realizados por cada analista, foi realizado o teste F, que verifica a
semelhanca estatistica entre variancias e, seguidamente, o teste T, que verifica a semelhanca
estatistica entre médias das %PC. Estes resultados foram obtidos através do Excel. A Tabela
4.29 apresenta os resultados do Teste F para os valores da %PC em cada ensaio.

Tabela 4.29 - Resultados do teste F obtidos por Excel, para os valores de %PC em cada ensaio para
analise da preciséo.

Precisao intermédia, analista 2 Repetibilidade, analista 1
Meédia 97,2 97,3
Variédncia 5,67E-03 2,67E-03

Observagdes 6 6

gl 5 5
F 2,12
P(F<=f) uni-caudal 0,21
F critico uni-caudal 5,05

A hipétese nula é rejeitada se F > Feritico unicaudal. Tal ndo se verifica. Assim, conclui-se que as
variancias associadas aos valores das %PC ndo sdo estatisticamente diferentes, para os ensaios

de ambos analistas.

Seguidamente, tendo em conta que as variancias das %PC para os dois ensaios sao
estatisticamente semelhantes, foi realizado o Teste T. Este teste é utilizado para testar a hipotese
nula de que as médias de dois conjuntos de dados, sdo iguais. Os resultados obtidos para este

teste, encontram-se na Tabela 4.30.
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Tabela 4.30 - Resultados do teste T obtidos por Excel, para os valores de %PC em cada ensaio para
analise da precisao.

Precisao intermédia, analista 2 Repetibilidade, analista 1

Média 97,2 97,3
Varidncia 5,67E-03 2,67E-03
Observagoes 6 6
Varidncia agrupada 4,17E-03
Hipdtese de diferenca de média 0
gl 10
Stat t 3,130
P(T<=t) uni-caudal 0,005
t critico uni-caudal 1,812
P(T<=t) bi-caudal 0,011
t critico bi-caudal 2,228

A hip6tese nula é rejeitada se Stat t > t eritico bi-caudal. Uma vez que esta condigdo nao se verifica,
entdo as médias dos valores da %PC nao sdo estatisticamente diferentes para os ensaios

realizados, por cada analista.

Desta forma, é possivel concluir que os valores obtidos, sdo estatisticamente semelhantes ao
realizar o método por analistas diferentes, confirmando, portanto, a precisdo do método

desenvolvido.

5. Exatidao
De forma a avaliar a exatiddo do método, foram preparadas nove solugdes: trés réplicas a trés
niveis de concentragcao para cada (80%, 100% e 120%), tal como retratado na Tabela 4.32. Foi

adicionalmente preparada uma solugédo padrédo de trabalho, injetada seis vezes (Tabela 4.31)

Tabela 4.31 - Solugao padréo de trabalho, preparada para avaliar a exatiddo do método

Atividade (%) m (mg) V (mL) C (mg/mL)
97,6 | 25,11 | 50 | 0,490 |
o F o o & 8 8 | media | PV opsp
injecao | injecdo | injecao | injecao | injecao | injecao padrao
Area | 1270x | 1274x | 1.276x | 1,275x | 1278x | 1272x | 1,273 | 2,192x | 0177
(AU) | 107 107 107 107 107 107 x 107 104

Seguidamente, foi determinada a taxa de recuperacao face a média das areas da solugao padrao

de trabalho (esta média encontra-se representada na (Tabela 4.31)

Tabela 4.31). Os resultados obtidos para a taxa de recuperagao, encontram-se na Tabela 4.32. Os

parametros desta tabela foram determinados com base na Equagéo 3.17 a Equacgéo 3.19.
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Tabela 4.32 - Solugbes de Reagente C preparadas a 3 niveis e resultados obtidos para analise da

exatidao.
Nivel de ~ N n¢ ~ Atividade m (mg) \') Cexperimental (fl:'l-lg:_]e/‘:;]klia) Recu?;;agéo
concentragdo  injecao (%) (mL) (mg/mL) °
1 20,55 0,401 0,405 98,9
80% 2 20,69 0,404 0,405 99,8
3 20,61 0,402 0,411 97,9
1 25,14 0,491 0,495 99,2
100% 2 97.6 2536 0% [ 0495 0,494 1001
3 25,24 0,493 0,496 99,4
1 30,49 0,595 0,605 98,4
120% 2 30,34 0,592 0,606 97,7
3 30,77 0,601 0,608 98,9

Uma vez que os valores de percentagem de recuperagéo se encontram dentro do intervalo de
aceitacao (entre 95% e 105%), para todas as solugdes preparadas, entado verifica-se que existem

boas condi¢des de exatidao para o método analitico desenvolvido.

4.2.4 Analise em LC-MS

Uma vez que o novo método analitico para a Limeciclina é compativel com LC-MS, foi finalmente
possivel realizar a identificagcdo dos compostos presentes através da massa estimada, dada pela
massa/carga (m/z).

Para esta analise foi utilizado o médulo de QDA, um detetor de massa acoplado ao UHPLC

ACQUITY. O resultado desta analise encontra-se representado na Figura 4.24.
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Figura 4.24 - Cromatograma de analise de Limeciclina em LC-MS.
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A partir da Figura 4.24, foi possivel associar as massas obtidas por espetrometria a massas
conhecidas de compostos presentes na Limeciclina e identificar alguns picos desconhecidos.
Esta analise revelou também a presencga de vestigios de compostos derivados da degradacéo

da Limeciclina. A Tabela 4.33 resume essa identificagao.

Tabela 4.33 - Identificagdo dos compostos de Limeciclina através de LC-MS.

RRT Tempo de. retengao Massa molar Composto
(min.) (g/mol)
RRT~ 0.256 0,917 146 Reagente D
RRT~ 0.284 1,020 101 Reagente F
RRT~ 0.391 1,408 460 Por identificar
RRT~ 0.407 1,469 113 Por identificar
RRT~ 0.503 1,810 473 N-(aminometil)tetraciclina
Limeciclina 2,150 641 (602+39) Limeciclina
RRT~0.716 2,567 483 (444+39) Epitetraciclina
Epitetraciclina 2,822 444 Epitetraciclina
Tetraciclina 3,583 444 Tetraciclina
RRT~ 1.266 4,546 418 Por identificar
RRT~ 1.344 4,834 447 Por identificar
RRT~ 1.385 4,985 426 Epianidrotetraciclina
RRT~ 1.503 5,403 479 Clorotetraciclina
RRT~ 1.685 6,067 426 Epianidrotetraciclina
RRT~ 1.784 6,419 426 Anidrotetraciclina

4.3 Otimizagcao do processo de producao de Limeciclina

O processo de fabrico da Limeciclina foi estudado com a finalidade de obtengdo de um produto

final mais estavel.

® DOE com alteracdo dos parametros fisicos do processo original:

Como referido no Subcapitulo 3.3, para o estudo da otimizagao do processo de produgao de
Limeciclina, recorreu-se a um desenho fatorial completo com trés fatores e trés réplicas, cada
um com dois niveis, ou seja, a representacdo genérica é 3 x 23. Apds a realizagdo dos ensaios,
foram retirados quatro tipos de respostas, ficando assim com quatro tratamentos de dados, foi

aplicado um intervalo de confianga de 95%.

Visto que o DOE foi executado com a finalidade de obter uma Limeciclina mais estavel e uma
vez que apoés a sintese de produto, este foi submetido a condi¢gdes de estabilidade, entéo foi

possivel obter as seguintes respostas:
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*  %PC de limeciclina, antes da estabilidade;
+ doseamento de impurezas totais, antes da estabilidade;
» variagdo da %PC de limeciclina apds estabilidade;

» variacdo do doseamento de impurezas totais apds estabilidade.

Sendo o resultado de cada variagdo dado pelo médulo da diferenga entre o valor antes de
estabilidade e o valor apos estabilidade.

Devido a degradacao de limeciclina, tal como seria espectavel, a submissao de Limeciclina a
condicbes adversas, como as praticaveis na estabilidade, levaram a diminuicdo da %PC de

limeciclina e ao aumento do doseamento de todas as impurezas.

Adicionalmente, foi medido o tamanho do grdo em determinados lotes onde se obtiveram
resultados criticos, de forma a verificar se este parametro tem influéncia nas diferencas

observadas nos diversos lotes, e consequentemente, na estabilidade do produto.

De salientar que o doseamento das impurezas da Limeciclina foi obtido através do método
analitico compendial da FE, realizado pelo CQ, e nao pelo novo método analitico desenvolvido
no ID, uma vez que as impurezas ainda se encontram em fase de estudo. Ja os valores de %PC

de limeciclina, foram obtidos através do novo método analitico desenvolvido.

<+ Analise a %PC de limeciclina

Relativamente a analise feita ao valor percentual de pureza cromatografica de limeciclina, apds
a elaboracao do Algoritmo de Yates (representado pela Tabela F.2 no Anexo F: Resultados do
DOE) foi entédo possivel contruir a ANOVA, representada pela Tabela 4.34. Tal como se encontra
integralmente explicado no Anexo E: Formulas e elaboragao de tabelas para estudo do DOE,
foi determinado o valor da distribuicao de Fisher, F10%,1,16=3,05. Neste caso, aumentou-se o nivel
de significancia, a, de 5% para 10%, caso contrario, nao se obteriam fatores significativos. Ao
observar a Tabela 4.34, verifica-se que apenas uma interagao rejeita a hipétese nula Fo > Feritico
(interacdo A, assinalada a cinzento escuro).

Tabela 4.34 - Tabela ANOVA - %PC de limeciclina.

Fonte de Variacao SSx Vx MSx FO

A 491 | 1 | 491
B 0,30 | 1 |030 0,20
AB 025 | 1 |025]0,17
c 0,14 | 1 | 0,14 0,09
AC 212 | 1 | 212|146
BC 09 | 1092063
ABC 023 | 1023 0,16
Erro 2328 | 16 | 146 | -

Total 32,14 23| - | -

83



Seguidamente, foi construida a tabela ANOVA condensada (Tabela 4.35), na qual consta apenas
o fator significativo A. Recalculou-se o valor da distribuicdo de Fisher de modo a comprovar que
o fator continua a rejeitar a hipétese nula: Fio%,122=2,95. Uma vez verificada esta condigéo, foi
calculado o valor da contribui¢éo liquida do erro (p) e constatou-se que este possuia um valor
superior a 50,0%. Assim, foi diminuido o intervalo de confianga de 90% para 75%, no entanto,
verifica-se 0 mesmo cenario. Este valor pode ser tomado como consequéncia de existir uma
grande variagdo provocada por outros fatores alheios ao desenho de experiéncias realizado,
como é o caso do tempo. O tempo decorrido entre a andlise feitas entre diferentes lotes, podera
favorecer a variabilidade da %PC de limeciclina, uma vez que ocorre espontaneamente uma

reacao de degradagao desta molécula.

Tabela 4.35 - Tabela ANOVA condensada - %PC de limeciclina.

Fonte de Variacdo SSx Vx MSx FO0 px

A 4,91 1 1491 396 |0,11
Erro 27,23 | 22 | 1,24 - 0,89
Total 32,14 | 23 - - 1

Apds a realizagdo da ANOVA, existe necessidade de verificar se os pressupostos matematicos
utilizados, sédo verdadeiros. O método normalmente utilizado para averiguar o cumprimento dos
pressupostos, € a andlise dos residuos (valores na Tabela F.3 do Anexo F). As Figuras F.1, F.2
e F.3 representam, respetivamente, o pressuposto da normalidade, da independéncia de
residuos e da homogeneidade da variancia. Todos os pressupostos sdo cumpridos, tal como se

encontra mencionado no Anexo F.

Finalmente, foi determinado o somatério das respostas para o nivel alto e baixo do fator
significativo A (Tabela 4.36). Como o objetivo é que o produto de Limeciclina, tenha a maior %PC
de limeciclina possivel, entdo o melhor nivel sera o alto, visto que apresenta um valor superior
(sombreado a cinzento escuro). Relativamente aos restantes fatores do DOE, B e C, dado que
estes ndo foram considerados significativos, entdo foram escolhidos os seus niveis mais
econdmicos, neste caso, o nivel baixo para ambos (velocidade de agitacdo de 80 rpm e 45

minutos de adi¢do da solugéo de Reagente D).

Tabela 4.36 - Melhores niveis - %PC de limeciclina.
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« Andlise ao doseamento de impurezas totais

Relativamente a analise do doseamento de impurezas totais na Limeciclina, depois do algoritmo
de Yates (Tabela F.5 no Anexo F) foi entdo construida a ANOVA (Tabela 4.37). Ao verificar o
valor da distribuicdo de Fisher Fs«;1;16=4,49 constatamos que apenas o fator A rejeita a hipdtese

nula (sombreado a cinzento escuro).

Tabela 4.37 — Tabela ANOVA - Doseamento de impurezas totais.

Fonte de Variacdo SSx Vx MSx FO

A 204 1 204

B 0,00 | 1 | 0,00 0,00
AB 0,04 | 1 004/ 0,23

c 01| 1 | 0,11 0,58
AC 0,04 | 1 004 0,23
BC 033 1 /033 1,78
ABC 0,00 1 000 0,01
Erro 293 |16 018 | -
Total 5,49 | 23 - -

Uma vez gerada a ANOVA condensada (Tabela 4.38), foi entdo necessério averiguar se o fator A
continuava a rejeitar a hipotese nula para o novo valor da distribuicdo de Fisher Fs%;1,20=4,30, 0

que se comprova.

Tabela 4.38 - Tabela ANOVA condensada - Doseamento de impurezas totais.

Fonte de Variacao SSx Vx MSx FO pPX

A 2,04 | 1 | 2,04 | 13,01 | 0,34
Erro 3,45 |22 | 0,16 - 0,66
Total 5,49 | 23 - - 1

Calculou-se a contribuicado liquida do erro, de modo a verificar se este era inferior a 50%. Este
critério ndo € novamente cumprido, pelo que foi diminuido o intervalo de confianga para 75%.
Contudo, o valor permanecia superior a 50%. Como referido anteriormente, a persisténcia deste
valor pode dever-se ao facto de o tempo ser um fator significativo, influenciando os resultados
do DOE.

Foram avaliados os pressupostos assumidos para a andlise de variancia, representados
graficamente pelas Figuras F.4, F.5 e F.6. Tal como se encontra no Anexo F, todos os

pressupostos foram satisfeitos.

Finalmente, foram determinados os somatérios das respostas de cada nivel (Tabela 4.39). Visto
que se pretende o menor doseamento de impurezas totais possivel na Limeciclina, entdo o
melhor nivel sera o baixo (sombreado a cinzento escuro). Novamente, para os restantes fatores

¢ selecionado o nivel mais econémico, neste caso, o nivel baixo para ambos.

85



Tabela 4.39 - Melhores niveis - Doseamento de impurezas totais.

A+ A-

43,30 m

7

% Variacao da %PC de limeciclina apds estabilidade

Como ja referido, apds a sintese dos 24 lotes de Limeciclina obtidos através das experiéncias do
DOE, estas seguiram para condicbes de estabilidade, sendo, posteriormente, reanalisadas.
Assim, foi possivel obter o valor da diferenga entre a %PC de limeciclina antes de estabilidade e
%PC depois da estabilidade (Tabela F.7 no Anexo F). O objetivo é obter uma diferenga minima
entre estes valores, sendo esta variacdo, um dos pardmetros que avaliara a estabilidade do
produto.

Foi entdo construida a ANOVA (Tabela 4.40) apds a realizagdo do Algoritmo de Yates (Tabela
F.8 no Anexo F). Ao verificar o valor da distribuicdo de Fisher: Fase;1:16=1,43, constatamos que
as interacoes AC e BC rejeitam a hipétese nula (sombreado a cinzento escuro). Foi utilizado um
valor nivel de significAncia igual a 25%, pois, caso contrario, ndo se verificariam fatores ou
interag6es significativas.

Tabela 4.40 - ANOVA — Variagdo da %PC de limeciclina apds estabilidade.

Fonte de Variacdo SSx Vx MSx FO

A 0,01 | 1 | 0,01 |0,0043
B 0,07 | 1 | 0,07 | 0,0492
AB 0,06 | 1 | 0,06 | 0,0433
c 122 | 1 | 1,22 |0,8765
AC 350 | 1 | 350 |EEAER
BC 229 | 1 | 229 RIGIE
ABC 0,07 | 1 | 0,07 | 0,0540
Erro 22,18 | 16 | 1,39 | -

Total 29,39 23 - -

Procedeu-se entdo a construgcdo da ANOVA condensada (Tabela 4.41), incluindo somente as

interacoes significativas (AC e BC).

Tabela 4.41 - ANOVA condensada - Variagdo da %PC de limeciclina apds estabilidade.

Fonte de Variacdo SSx Vx MSx FO0 px

AC 350 | 1 | 350 | 3,11 | 0,08
BC 229 | 1 1229 |2,04 0,04
Erro 23,60 | 21 | 1,12 - 0,88
Total 29,39 | 28 - - 1
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Foi necessario averiguar se as interagdes continuavam a rejeitar a hipétese nula para o novo
valor da distribuicao de Fisher F25%;1;21=1,40, o que se comprova. Contudo, quando ¢é avaliada
a contribuicdo liquida do erro, este valor mostra-se superior a 50%. A explicagéo para este

cenario, foi ja explicada anteriormente.

Os pressupostos assumidos para a andlise de variancia, foram avaliados através das
representacdes graficas retratadas pelas Figuras F.7, F.8 e F.9 para o pressuposto da
normalidade, da independéncia de residuos e homogeneidade da variancia, respetivamente.

Novamente, foram todos cumpridos.

Foram entao determinados os somatérios das respostas para a combinacao de niveis de cada
interacao (Tabela 4.42). Visto que se pretende o menor valor de variacdo de %PC de limeciclina
apos o processo de estabilidade, entdo a melhor combinagdo de niveis sera A+C- e B-C-

(sombreado a cinzento escuro).

Tabela 4.42 — Melhores niveis — Variagdo da %PC de limeciclina apds estabilidade.

A+C+ A+C- A-C+ A-C- B+C+ B+C- B-C+ B-C-

46,98 m 42,59 ‘ 44,47 ‘ ‘ 43,25 ‘ 4426 46,32

« Variacao do doseamento de impurezas totais apés estabilidade

Neste caso, pretende-se igualmente que a diferenga entre o doseamento de impurezas totais
inicialmente medido e o doseamento apds estabilidade, seja minimo. Caso contrario, significa

que a quantidade de impurezas no produto, aumentou.

A ANOVA encontra-se representada na Tabela 4.43. Ao verificar o valor da distribuicao de Fisher:

Fsu%:1:16=4,49, conclui-se que o fator A € o Unico significativo (sombreado a cinzento escuro).

Tabela 4.43 - ANOVA — Variagdo do doseamento de impurezas totais apds estabilidade.

Fonte de Variacdo SSx Vx MSx FO

A 1,30 | 1 | 1,30 7,42\
B 0,00 | 1 | 0,00 | 0,00
AB 0,00 1 | 0,00/ 0,01
C 0,00 | 1 | 0,00 | 0,01
AC 0,02 1 |0,02]0,12
BC 048 | 1 | 048|276
ABC 0,01 | 1 ]0,01]0,07
Erro 2,80 | 16 | 0,18 | -

Total 4,62 | 23 - -

Procedeu-se entdo a construcdo da ANOVA condensada (Tabela 4.44), que inclui apenas o fator

A significativo.
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Tabela 4.44 - ANOVA condensada — Variagdo do doseamento de impurezas totais apos estabilidade.

Fonte de Variacdo SSx Vx MSx FO0 px

A 1,30 | 1 | 1,30 | 8,60 0,25
Erro 332 /22|015| - 0,75
Total 462 | 23 | - . 1

Tendo em conta o novo valor da distribuicao de Fisher Fse;1:20=1,40, foi necessério averiguar se
as interagdes continuavam a rejeitar a hipétese nula, o que se comprova. Novamente, quando é
avaliada a contribuicéo liquida do erro, este valor revela-se superior a 50%. A explicacao para
esta condicao podera dizer respeito ao facto de o tempo ser significativo no estudo do DOE, tall

como explicado anteriormente.

Todos os pressupostos assumidos para a andlise de variancia, foram cumpridos. Este foram
avaliados através das representacdes graficas retratadas pelas Figuras F.10, F.11 e F.12
(Anexo F) para o pressuposto da normalidade, da independéncia de residuos e homogeneidade

da variancia, respetivamente.

Por fim, foram determinados os somatérios das respostas para a combinagao de niveis de cada
interacdo (Tabela 4.45). Uma vez que se pretende o menor valor possivel de variagdo do
doseamento de impurezas totais na Limeciclina ap6s esta ser submetida a condicdes de

estabilidade, entdo o melhor nivel sera o alto (sombreado a cinzento escuro).

Tabela 4.45 — Melhores niveis — Variagdo do doseamento de impurezas totais apds estabilidade.

<+ Melhores niveis

Na Tabela 4.46 estdo compilados os melhores niveis obtidos para cada resposta, assim a
conclusao para os melhores niveis que conduzem a otimizagado do processo, neste caso, que

levariam a obtencao de um produto mais estavel.

Relativamente a conclusao do melhor nivel para o fator A, a maioria das respostas obtém o nivel
alto como melhor nivel, pelo que este sera concedido. O fator B néo é significativo para a maior
parte das respostas, sendo atribuido o nivel mais econdémico. Uma vez que o nivel mais
econdmico é o baixo, e visto que para a variacao da %PC de limeciclina apds estabilidade, se
obteve o nivel baixo, entdo este serd o nivel concedido. A semelhanca do fator B, o mesmo

acontece para o fator C.
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Tabela 4.46 - Conclusdo da escolha dos melhores niveis dos fatores que conduzem a otimizagdo do
processo de Limeciclina.

Fator A B c
%PC limeciclina + +Econ. | +Econ.
Doseamento impurezas totais - +Econ. | +Econ.

Respostas | Variagéo de %PC de limeciclina apos

estabilidade
Varllagaoldo dosegmento de impurezas . +Econ. | +Econ.
totais apos estabilidade

Concluséao + - -

Assim sendo, descodificando os niveis e fatores, os melhores pardmetros que conduzem a

otimizagao do processo, encontram-se na Tabela 4.47.

Tabela 4.47 - Descrigdo dos melhores niveis que conduzem a otimizagdo do processo de Limeciclina.

Fatores Melhores niveis
. _— ~ Temperatura
Temperatura apds adicao da solugao de Reagente D ambiente
Velocidade de agitacao durante a adicdo de solugdo de Reagente D 80 rpm
Tempo de adi¢do da solugédo de Reagente D 45 minutos

Embora tenha sido possivel chegar a uma concluséo relativamente aos melhores niveis gerais,
verificou-se também que todas as analises aquando da construgdo da ANOVA condensada,
possuiam um valor de contribuicdo liquida do erro superior a 50%. Desta forma, as conclusdes
nao devem ser tomadas como vaélidas. Este valor significa que ficou uma grande percentagem
da variacao sofrida nos resultados fora de observagéo, ou seja, fora dos fatores considerados

neste estudo.
« Andlise do tamanho de grao

A andlise do tamanho de grdo de Limeciclina foi realizada apds a submissdo dos lotes a
condicdes de estabilidade e respetiva reanalise dos parametros de especificagao. Desta forma,
foi possivel averiguar quais os lotes que mais divergiam nos seus resultados apds a estabilidade,
comparativamente aos restantes, sendo analisado o tamanho de grao apenas para esses casos.
O objetivo sera verificar se este parametro tem influéncia nas diferencas observadas nos diversos

lotes, e consequentemente, na estabilidade do produto.

Na Figura 4.25 encontra-se graficamente representada, para os 24 lotes obtidos através das
experiéncias do DOE, a variacao obtida apds estabilidade dos valores de %PC de limeciclina e

dos valores de doseamento de impurezas totais. Adicionalmente, encontra-se assinalado:
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+ Avermelho: os lotes onde se verifica elevadas variagdes tanto da %PC limeciclina, como
do doseamento de impurezas totais. Ou seja, onde o teor de limeciclina desceu mais,
aumentando as impurezas.

» A verde: os lotes onde se verifica ligeiras variagbes nos mesmos parametros. Ou seja,
onde o teor de limeciclina ndo desceu tanto, nem as impurezas subiram tao

consideravelmente, portanto, os lotes que permaneceram relativamente “estaveis”.

Variagdo da %PC limeciclina

M Varia¢do do doseamento de impurezas totais

29 6,50

O

&

r§5,5o
4,50
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Figura 4.25 - Representacao gréfica das variagbes de %PC de limeciclina e de doseamento de impurezas
totais, apds estabilidade, para os 24 lotes de Limeciclina obtidos através das experiéncias do DOE.

Os 6 lotes de Limeciclina assinalados com as cores vermelha e verde na Figura 4.25, foram os
escolhidos para analise granulométrica. Foi ainda analisado o lote obtido através do ensaio
padrao, e um lote da industria utilizado para comparacgao.

A analise granulométrica foi realizada na FCT com recurso ao Malvern Morphologi G3. Este trata-
se de um microscépio automatizado que, juntamente com o respetivo software, permite a
caracterizagao de particulas. O instrumento mede o tamanho e forma de particulas de uma

amostra de p6, apresentando os dados de acordo com as preferéncias do utilizador.

Dado que nem todos os componentes de uma amostra tém o mesmo tamanho, entdo existe a
necessidade de representar os resultados matematicamente através de uma distribuicao. Neste
caso, os resultados foram obtidos por distribuicdo do tamanho de particulas em volume (Dv),
com base na analise de 30000 particulas por cada lote. Através desta distribuicao, sdo adquiridos
3 resultados, nomeadamente:

* Dv (90) — corresponde ao tamanho, até e incluido, do qual 90% do volume total dos
componentes na amostra estdo “contidos”. Por exemplo, se Dv (90) = 220nm, entao
significa que 90% do volume da amostra tem um tamanho igual ou inferior a 220nm.

» Dv (50) — valor abaixo do qual 50% do volume da amostra esta contido.

+ Dv (10) — tamanho abaixo do qual 10% do volume da amostra esta contido.
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Assim, os resultados obtidos para cada lote analisado de Limeciclina, encontram-se graficamente
representados na Figura 4.26.

Os valores que permitiram a construgao grafica da Figura 4.26, encontram-se na Tabela G.1 do
Anexo G: Anadlise do tamanho de grao. Neste anexo é possivel encontrar também, pela Figura
G.1, a representacdo grafica dos resultados da distribuicdo de tamanho em volume, para todos
os lotes analisados.
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Figura 4.26 — Representagao grafica dos resultados da distribuicdo de tamanho em volume, para os lotes
de Limeciclina analisados, obtidos através do software do Malvern Morphologi G3.

Pela observagdo da Figura 4.26, constata-se que todos os lotes de Limeciclina analisados,
seguem uma distribuicao de tamanho muito semelhante. Ou seja, os resultados encontram-se
todos na mesma gama, nao existindo praticamente variacdo entre experiéncias. Assim, é
possivel concluir que o tamanho de grdo nao influéncia as diferengas que se observaram nos
diferentes lotes. Esta conclusdo é também corroborada, ndo s6 pelos baixos valores de %RSD
para cada conjunto de valores de Dv (10), Dv (50) e Dv (90) (Tabela G.1 em Anexo G), como
também pela Figura G.1 (Anexo G) que demostra a homogeneidade de distribuicdo de tamanhos
dos varios lotes.

KD

+ Influéncia no método de secagem

Ao observar a Figura 4.25, verifica-se uma descida das variagdes, tanto de %PC de limeciclina,
como de doseamento de impurezas totais, a partir do lote 75-1.2-16. Coincidentemente, o método
de secagem realizado no processo de producao de Limeciclina, foi alterado a partir deste lote.

Os métodos de secagem executados em cada conjunto de lotes, apresentam-se na Figura 4.27.
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1° método 2° método

Estufa: 60 °C com vacuo (2h)

Estufa: 55 °c com vacuo (8h)

Peneiracao

Estufa: 50 °C com vacuo (12h)

Embalagem e armazenamento

I
T

Embalagem e armazenamento

76-1.2-16 Lotes
{erdem de execucdo das
sinteses de acordo com o DOE]

Figura 4.27 - Representagcédo esquematica dos métodos de secagem executados na sintese dos lotes de
Limeciclina.

Como seria espetavel, também a humidade de Limeciclina diminuiu a partir da sintese do referido
lote (Figura 4.28). Tal acontece porque, apdés a peneiragdo, ocorre a fragmentacdo de
aglomerados de cristais (unidos devido a humidade). Assim, de acordo com o 1° método de
secagem, cristais que se encontrassem no centro do aglomerado, continuariam humidos. No

entanto, o 2° método de secagem, promove a desidratagcdo dos mesmos.
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Figura 4.28 - Representacéo grafica dos valores percentuais de humidade dos lotes de Limeciclina.

Desta forma, verifica-se, tal como se encontra graficamente representado pela Figura 4.29, que
existe uma relacao de proporcionalidade direta entre a humidade do produto e a sua estabilidade,
uma vez que quanto maior a humidade, maior a variagéo (diminui¢do) de pureza cromatografica

de limeciclina, aumentando a formacgao de impurezas.
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® Variagdo da %PC de limeciclina  ® Variagcdo do doseamento de impurezas totais

Figura 4.29 - Representacéo grafica da variagcdo de %PC de limeciclina e da variacdo do doseamento de
impurezas totais, em fungdo da humidade percentual dos respetivos lotes de Limeciclina.

® Processo com matérias-primas de partida diferentes do processo original:

Na Figura 4.30 encontra-se representado o cromatograma da Limeciclina sintetizada pelo
procedimento original Cipan vs. a Limeciclina obtida através da sintese com Reagente H, ou seja,

sem a adigdo de Reagente F.

0.55] Tetraciclina

=  Padrao
0s0] = TCbase

Limeciclina

0.404

0.30+4

0.254

0.204

0.104 Epitetraciclina

0.05+4
Anidrotetraciclina

0.00+

Minutos

Figura 4.30 - Cromatograma de Limeciclina obtida pelo processo padrao vs. obtida a partir de Reagente
H.
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Verifica-se, através da Figura 4.30, que a Limeciclina obtida com recurso a Reagente H,
comparativamente a Limeciclina produzida pelo processo padrao, possui menor quantidade de
limeciclina e maior quantidade de impurezas, principalmente, epitetraciclina e anidrotetraciclina.

A diferenca entre lotes é de cerca de 40% e 75%, respetivamente, para cada impureza.

A diferengca na impureza de epitetraciclina deve-se possivelmente a diferenca de temperatura
durante a etapa de precipitagdo: no procedimento original procede-se a um arrefecimento entre
5e 10 °C, ao passo que no processo com Reagente H, esta etapa ocorre a temperatura ambiente.
Assim, a temperaturas mais elevadas, é natural que ocorra epimerizagao da tetraciclina [17, 29].
No que diz respeito a diferenga na impureza de anidrotetraciclina entre os dois lotes, podera ser
explicada devido a discrepancia de humidade de cada po6: 5,3% no lote padréao e 6,2% no lote
com Reagente H [17].

A semelhanga dos lotes produzidos em cada experiéncia do DOE, também estes lotes de
Limeciclina, padrdo e com Reagente H, foram submetidos a condi¢des de estabilidade. O
cromatograma obtido para ambos os lotes apds a estabilidade, encontra-se representado na
Figura 4.31.

Tetraciclina
o] = Padrio

=  TCbase

0.50-
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Limeciclina
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Figura 4.31 - Cromatograma de Limeciclina obtida pelo processo padrdo vs. obtida a partir de Reagente
H, ap6s submetida a condigbes de estabilidade.

Identicamente ao observado na Figura 4.30, também na Figura 4.31 se verifica menor quantidade
de limeciclina e maior quantidade de impurezas no lote sintetizado com Reagente H, apds
submetidos a condigdes de estabilidade. E necessario averiguar qual a percentagem de variagao
de %PC de limeciclina e de %PC de impurezas em cada lote. Os resultados obtidos para estes

valores, encontram-se na Tabela 4.48.
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Tabela 4.48 - Valor percentual observado na diminui¢do de limeciclina e aumento de impurezas, em cada
lote, apds estabilidade.

Ensai %Diminuicdo de %Aumento de %Aumento de %Aumento de
nsaio . i ) " .y . L s
limeciclina epitetraciclina tetraciclina anidrotetraciclina
Padrao 29% 37% 0,6% 88%
Reagente 31% 24% 2,1% 63%

Verifica-se, através da Tabela 4.48, que o lote de Limeciclina obtido pelo ensaio padrao € aquele

em que se obtém maior aumento de impurezas (epitetraciclina e anidrotetraciclina).

Apesar de se obterem aumentos de impurezas superiores no ensaio padrdo, ndo é possivel
afirmar que o ensaio realizado com Reagente H, conduz a Limeciclina mais estavel, uma vez que
aumentos de 24% de epitetraciclina e 63% de anidrotetraciclina sdo também altamente
consideraveis.

% Aumento de massa por absorcao de agua da atmosfera:

De modo a confirmar a natureza higroscépica da Limeciclina, uma porgao deste pé (2,00 g) foi
deixada ao ar e pesada em diferentes intervalos de dias, durante cerca de trés meses. Os
resultados da variagdo percentual da massa de Limeciclina, face ao valor medido no dia 0,

encontram-se graficamente representados na Figura 4.32.
0,25

0,2

0,15

Variagao de massa (%)

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (dias)

Figura 4.32 — Representagdo grafica da variagdo de massa de Limeciclina descoberta, durante cerca de
3 meses.

Através da Figura 4.32, € visivel um aumento de massa de Limeciclina, principalmente nos
primeiros 15 dias. Apds esse periodo, observa-se que a variagdo de massa se mantém
constante. Apesar de realmente se constatar absorcdo de 4gua da atmosfera por parte deste
produto, a variagdo de massa nao excede os 0,2%, 0 que leva a crer que a Limeciclina podera

n&o ter, ao contrario do que se acredita, natureza higroscopica.
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5. Conclusoes e propostas de trabalho futuro

A principal finalidade deste projeto foi a otimizagao da sintese de oxitetraciclina célcica e de
Limeciclina, assim como, o desenvolvimento de um novo método analitico para cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC) que permitisse o estudo deste ultimo produto.

No que diz respeito a oxitetraciclina calcica e ao facto deste produto apresentar valores de calcio
frequentemente fora dos limites de especificagdo, verificou-se que esta situa¢do pode ocorrer
devido a rapida adigado de Reagente B na industria (7h), conduzindo a formagdo de diferentes
complexos de calcio e de oxitetraciclina calcica com diferentes estequiometrias. Constatou-se
também, nos ensaios laboratoriais, que o tempo de adicao de Reagente B é um fator critico na
etapa de filtragéo dos cristais de oxitetraciclina calcica, uma vez que rapidas adigdes (~3h) levam

a elevados tempos de filtracao.

Foi estudada a eliminagao de uma das etapas do processo: a purificagao de Reagente A (através
de adicao de adjuvante de filtragao C e filtragdo por etapa A). Constatou-se que a eliminagao
desta etapa favorece os resultados de calcio no produto, uma vez que 40% dos valores obtidos
nesta fase de testes, ficaram dentro dos limites de especificacdo. Devido a vantagem econoémica
€ uma vez que, a partida, nao se justifica a etapa A no processo, sugere-se que futuramente se
estude com maior detalhe a eliminagdo da mesma, de forma a remové-la por completo do

processo de producao industrial.

Uma vez que o Reagente B se encontra 30% em excesso molar no processo original, foi testada

a reducao da concentracao adicionada de duas formas:

» Obtengéao de proporgao estequiométrica entre cloridratro de oxitetraciclina e Reagente
B (2:1);

* Quantidade intermédia de Reagente B adicionada (2:1,2).

Conclui-se que é possivel diminuir a concentracdo de calcio na oxitetraciclina calcica através da
reducdo da concentragdo de Reagente B adicionada durante a precipitacdo. No entanto, devido
a variabilidade dos resultados obtidos, nao é possivel quantificar esse efeito, nem comprovar que
o efeito a nivel laboratorial sera semelhante ao efeito a nivel industrial em termos quantitativos.
Sugere-se, portanto, uma diminui¢cdo gradual da [Reagente B] adicionada no processo industrial,

de modo a observar o seu efeito.

Nos estudos em torno da oxitetraciclina calcica, observou-se que uma secagem eficiente é
fundamental para obtencdo de bons resultados de célcio, uma vez que a concentracdo de

Solvente C que permanece no produto (quando superior a 3000 ppm) influencia estes resultados.

Foi realizado o scale-up do processo otimizado, de forma a verificar se os resultados obtidos em
laboratério, se mantinham. Os ensaios de kilo-lab ndo foram reprodutiveis aos laboratoriais
devido a perturbagdes na etapa de filtragdo. Concluiu-se que esta falha no aumento de escala

se deve a falta de semelhanca geométrica, principalmente, no reator onde ocorre precipitagéo.
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No entanto, fatores como o tempo de adi¢cdo de Reagente B e velocidade de agitagdo durante a
precipitagdo, também se mostraram fatores criticos para obtencdo de bons resultados no

aumento de escala.

Antes de prosseguir com ensaios para a otimizagao do processo de producao de Limeciclina, foi
fundamental o desenvolvimento de um novo método analitico para o seu estudo. Pretendia-se
que este método superasse as limitagbes associadas ao método compendial atualmente
implementado na empresa, nomeadamente:
* nao ser possivel visualizar o pico da limeciclina no cromatograma (uma vez que a
limeciclina é totalmente hidrolisada em tetraciclina);
* recurso a um numero elevado de solventes;

+ elevado tempo de analise (60 minutos) e de preparagao das amostras (16 a 24 horas).
O objetivo inicialmente estipulado foi cumprido:

+ o estudo de Limeciclina, através da visualiza¢édo de picos cromatogréaficos bem definidos
e com boa resolucao entre estes (superior a 1,5);
* recurso a uma quantidade de solventes reduzida (apenas Aditivo A, agua e Solvente B),

assim como o tempo de preparacao (2 minutos) e tempo de corrida.

Além disso, é um método compativel com espetrometria de massa (LC-MS), o que permitiu a
identificacdo de cerca de 73% dos compostos presentes na Limeciclina através da massa

estimada, dada pela massa/carga.

Verificou-se que, devido a rapida hidrélise de limeciclina, o0 momento adequado para
determinagéo do valor de pureza cromatografica, seria o instante t=2 min (tempo minimo entre a

preparacao e injecdo da amostra).

O método analitico desenvolvido demonstrou-se, nas condicoes em que é praticado, que tem as
caracteristicas necessarias para a obtencao de resultados com a qualidade exigida, uma vez que

foi provada a sua especificidade, linearidade, precisdo e exatidao.

Até ao momento, ndo foi possivel determinar o Fator de Resposta Relativo (RRF) de limeciclina,
pelo que o método analitico desenvolvido permite apenas o estudo e determinacado da %PC de
cada pico. Assim, propde-se uma investigagcdo com o objetivo de isolar limeciclina e determinar
o respetivo RRF, permitindo ndo s6 o doseamento desta molécula através do método analitico

desenvolvido, como a respetiva validagdo do mesmo para limeciclina.

A otimizag&o do processo de producéo de Limeciclina foi realizada com o intuito de obtengéo de
um produto mais estavel. Considerava-se a hipétese de que a instabilidade da Limeciclina se
devia ndo s6 a absorgao de agua da atmosfera, como também a sua percentagem significativa

de humidade. No entanto, foram alcangadas as seguintes conclusdes:

+ Com o objetivo de aumentar o tamanho de grdo de Limeciclina, foram realizadas

alteragOes da temperatura, velocidade de agitagdo e tempo de adigdo de Reagente D
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durante a precipitagdo. Verificou-se que a alteragio destes pardmetros nao influencia a

estabilidade do produto.

* Na&o se observaram alteracées no tamanho de grdo de Limeciclina, pelo que este fator
ndo € influenciado pelas condigbes alteradas durante a precipitacéo.
Consequentemente, este parametro fisico do cristal ndo é responsavel pela instabilidade
do API.

+ A estabilidade de Limeciclina é afetada pelo método de secagem. Valores mais baixos
de humidade no produto levaram a variagées mais reduzidas de %PC de limeciclina e

de doseamento de impurezas totais, apds estabilidade.

+ O ensaio com Reagente H, do qual se obtém um produto sem cariz higroscépico, nao se
mostrou mais estavel comparativamente com o ensaio padrdo. Assim, ndo € a producao

de sais com cariz higroscopico, que faz com que a Limeciclina ndo seja estavel.

+ A Limeciclina ndo provou ser higroscopica. Apesar de realmente se constatar absorcéo
de dgua da atmosfera por parte deste produto, a variagdo de massa nédo excede 0s 0,2%.
Assim, a instabilidade da Limeciclina nao se encontra relacionada com absor¢ao de agua

atmosférica.

Para os estudos realizados, a estabilidade da Limeciclina mostrou ser afetada apenas pela
percentagem de humidade na sua constituicdo: quanto menor a humidade, maior a sua

estabilidade.

Desta forma, sugere-se que estudos futuros incidam na alteragdo do método ou do modo de
secagem deste produto no processo industrial. Propde-se ainda a identificagcdo de impurezas

desconhecidas na Limeciclina que provaram ser significativas na sua estabilidade.
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Anexos

Anexo A: Técnica de preparacao de oxitetraciclina calcica a
escala laboratorial (procedimento interno Cipan)

O Anexo A compreende o procedimento de produgdo de oxitetraciclina calcica a escala

laboratorial. Trata-se de informagédo confidencial, pelo que foi removida.
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Anexo B: Técnica de preparacao de Limeciclina a escala

laboratorial (procedimento interno Cipan)

O Anexo B apresenta o procedimento de produgéo de Limeciclina a escala laboratorial. Trata-
se de informacao confidencial, pelo que foi removida.
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Anexo C: Resultados dos parametros da especificacao

O Anexo C contém todos os resultados obtidos relativos aos parametros de especificagcao da

oxitetraciclina célcica, em cada ensaio de otimizagcdo do seu processo de producgao.

® Alteracao dos parametros fisicos:

o Tempo de adicao da solucao de Reagente B

referentes a otimizacao de oxitetraciclina calcica

A Tabela C.1 apresenta os resultados obtidos em cada parametro de especificacdo da

oxitetraciclina calcica, para os ensaios com alteracao do tempo de adicdo de Reagente B.

Tabela C.1 - Resultados obtidos nos pardmetros da especificagao, para os ensaios com alteragao do
tempo de adicdo de Reagente B. Legenda: a vermelho, os valores que constam fora dos limites da

especificacéo.
Rotagdo IAL IAL Doseamento Humidade Metanol Calcio
Alteracao pH Especifica o o residual
(%an) (430nm) (490nm) (%an) (%) (opm) (% an)
3,89
Padréo (7h) 7,5 -195 0,05 0,11 96,5 12,1 - 4,01
3,66
Adicéo 4,47
repentina 6,9 -182 0,12 0,10 92,0 10,3 - 504
(47 seg.) ’
4,48
Adicdo de 3h 6,8 -186 0,12 0,10 93,7 10,2 - 4,87
4,95
Adicdo em 4,63
3h - 6,5 -195 0,36 0,12 - 3,9 249 465
Repeticao ’
3,13
3,72
Adicdo de 5h 7,2 -180 0,12 0,04 96,0 6,5 - 3,70
3,58
3,62
Adicdo em 4,45
5h - 7,5 -191 0,13 0,08 - 8,3 10446
e 4,42
Repeticao

% Remocao de uma das etapas do processo:

e}

Processo sem a etapa A

Na Tabela C.2 encontram-se os resultados obtidos nos parametros de especificacdo da

oxitetraciclina célcica, para os ensaios sem a etapa de filtragdo através de A.
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Tabela C.2 - Resultados obtidos nos pardmetros da especificagao, para os ensaios sem a realizagao da
etapa A. Legenda: a vermelho, os valores que constam fora dos limites da especificagcéo.

Rotacao . Metanol I

- pn IAL IAL Doseamento Humidade . Calcio
Alteracéo pH Especifica residual

o 430nm '490nm %an % % an
(_an) ( ) ( ) ( © ) ( °) (ppm)) ( ° )

4,23

oh sem 6.7 198 0,15 0,18 96,0 11,4 0 4,18

4,18

5h sem 4,42

A- 7,7 -194 0,16 0,20 94,7 5,7 7974
Repeticao 4,44

% Quantidade de matéria-prima:

o Reagente A: Reagente B na proporgéo 2:1

A Tabela C.3 apresenta os resultados obtidos nos parametros de especifica¢do da oxitetraciclina

calcica, para os ensaios com Reagente A: Reagente B na proporgao estequiométrica 2:1.

Tabela C.3 - Resultados obtidos nos parametros da especificagado, para os ensaios com Reagente A:
Reagente B na proporgdo estequiomeétrica 2:1. Legenda: a vermelho, os valores que constam fora dos
limites da especificacdo.

Rotacao . Metanol o
~ o IAL IAL Humidade p Calcio
Alteracao pH Especifica residual
o 430nm, 490nm, % % an
(%an) ( ) (- ) (%) (pPM) (% an)
Reagente A: 3,77
fleagente B2:1 | ¢ g -195 0,17 0,06 56 331
(5h) 3,72
Reagente A:
fleagente B2:1 | 7 4 194 0,14 0,05 4,0 2243 | 391
(3h)
Reagente A: 7
Reagente B 2:1 3,75
(3h) 7,0 -198 0,15 0,05 6,1 8861
Repeticao SN

o Reagente A: Reagente B na proporgéo 2:1,2

A Tabela C.4 apresenta os resultados obtidos em cada parametro de especificacdo da
oxitetraciclina calcica, para os ensaios com Reagente A: Reagente B na proporgcéao
estequiométrica 2:1,2.
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Tabela C.4 - Resultados obtidos nos parametros da especificagao, para os ensaios com Reagente A:
Reagente B na proporgdo de 2:1,2. Legenda: a vermelho, os valores que constam fora dos limites da

especificacao.
Rotacao . Metanol .
~ o IAL IAL Humidade p Calcio
Alteracao pH  Especifica residual
o 430nm 490nm % % an
(_an) ( ) ( ) ( °) (PPITI) ( ° )
Reagente A:
Reagente B U
2:1,2 7,3 -200 0,14 0,04 7,1 6715
(3h) 4,11
Reagente A:
Reagente B 2:1,2 e
(3h) 7.4 -194 0,12 0,04 7.4 2812
Repeticao 1 3,89
Reagente A:
Reagente B 2:1,2
(3h) 7.4 -199 0,13 0,04 7,5 13673 3,84
Repeticao 2
Reagente A:
Reagente B 2:1,2
(3h) 7.4 -199 0,12 0,04 6,5 17526 3,88
Repeticao 3
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Anexo D: Planeamento do Desenho de experiéncias

O Anexo D contém as matrizes planeamento das experiéncias realizadas com o objetivo de

otimizar o processo de produgéo de Limeciclina.

A Tabela D.1 representa a matriz planeamento na ordem standard das experiéncias realizadas

para otimizacao do processo produtivo de Limeciclina.

Tabela D.1 - Matriz planeamento na ordem standard.

Ordem Padréo A B Cc
(1) : - -

a + - -

b = + =

ab + + -

c - - +

ac + - +

bc - + +

abc + + +

A matriz planeamento na ordem aleatoria permite definir a ordem pela qual as 8 experiéncias x

3 réplicas, foram realizadas. Esta matriz é representada pela Tabela D.2.

Tabela D.2 - Matriz planeamento na ordem aleatdria.

N2 da experiéncia A B C
5 = = +
3 - + -
6 + - +
4 + + -
8 + + +
2 + - -
7 = + +
1 - - -

114



Anexo E: Férmulas e elaboracao de tabelas para estudo do DOE

O Anexo E apresenta todos os passos realizados para analise do DOE realizado. Inclui formulas

de todos os parametros calculados, assim como o esclarecimento do preenchimento das tabelas.

Na Tabela E.1 é possivel encontrar um exemplo de um DOE. Considerando “a” tratamentos de
um fator que requerem uma comparagao, e em cada um deles, “n” observacdes correspondentes
acada réplica, entao existirdo N = n x a experiéncias. O valor Yijcorresponde ao valor da variavel

Y que pertence ao tratamento i para a observacao j.

Tabela E.1 — Comparagéo de varios tratamentos de um DOE.

N2 do tratamento (i=1, 2,...,a) Observagoes (j=1,2,...,n) Soma Meédia

1 Y11, Y12, ... Yin Y1 Y,
2 Y21, Y22, ... Yon Y2 Y,
a Yat, Ya2, ... Yan Ya Ya

O objetivo é estimar os valores esperados de cada tratamento e compara-los de forma a apurar
se o0s seus efeitos, 7;, sdo ou nao significativamente diferentes de zero. Para testar se existem
diferencas entre os diversos tratamentos, a hip6tese nula e alternativa serdo representadas,

respetivamente, por:
Hyti=1==17,=0
Hl: Tl ¢ O

Para prosseguir com a analise do desenho de experiéncias, é necessario o calculo dos efeitos e
das somas dos quadrados (SS) para cada tratamento. A determinagéo destes parametros pode

ser mais facilmente obtida através da utilizagdo do Algoritmo de Yates (Tabela E.2).

Tabela E.2 - Exemplo do Algoritmo de Yates, para fatoriais com dois niveis e 3 fatores (2¢=9).

Ordem Padrao Resposta Coluna Coluna2 Coluna3 Efeito SS

(1) 10 10420 =30 | 30+70 TM T® | FC
a 20 30+40 =70 | 110+150 SSa
b 30 50+60 =110 | 10+10 SSo
ab 40 70+80 = 150 | 10+10 SSab
c 50 20-10=10 | 70-30 SSc
ac 60 40-30 =10 | 150-110 SSac
be 70 60-50 =10 | 10-10 SShe
abc 80 80-70 =10 | 10-10 SSac
(1) - Corresponde ao somatério das N observagdes
(2) - Corresponde a média global das N observagdes
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Para aplicar o Algoritmo de Yates, comeca-se por escrever a ordem standard correspondente ao
caso em estudo e as respostas obtidas para as combinag¢des correspondentes. No caso de terem
sido realizadas réplicas, ou seja, existir mais do que uma observagao para cada tratamento,

entao a resposta sera o somatério, ou a média, das observagcbes em cada tratamento.

Considerando um fatorial 2, serdo geradas k colunas. Cada coluna é gerada da anterior da
seguinte forma: os primeiros 2¢' nimeros da coluna 1 sdo somas de pares sucessivos da coluna
das respostas; os 2“' nimeros seguintes, sdo diferencas entre pares sucessivos da coluna
respostas (0 niumero de topo € subtraido do namero inferior). O mesmo se aplica as colunas

subsequentes até a coluna k.

Relativamente a coluna dos efeitos: o primeiro valor é calculado de acordo com a Equagéo E.1;

os restantes valores, sdo determinados pela Equacgéao E.2.

Valores da Coluna 3

T =
n x 2K
Equacéo E.1
Efeito = Valores da Coluna 3
eito = X 2T
Equacéo E.2

As Somas dos Quadrados (SS), obtém-se de acordo com a Equacao E.3. De salientar que o
primeiro valor desta coluna corresponde ao Fator de Correcao (FC), utilizado na Andlise de

Variancia.

_ (Valores da Coluna 3)?

n x 2k

SS
Equacéo E.3

Alternativamente, a resposta pode ser a média das observagbes, em vez do somatdrio, e nesse

caso nao é necessario multiplicar os divisores pelo nimero de réplicas, n.

Apbs o total preenchimento da tabela do Algoritmo de Yates, procede-se a Andlise de Variancia
(ANOVA). O preenchimento da tabela ANOVA (Tabela E.3) inicia-se na coluna de Fonte de

Variagéo, na qual constam os fatores em estudo, respetivas interac¢des, erro e total.

Seguidamente, encontra-se a coluna da Soma dos Quadrados (SS), cuja qual é preenchida com
os mesmos valores de SS obtidos no Algoritmo de Yates. Os dois Ultimos valores desta coluna,

SStotal € SSero, S80 respetivamente calculados pelas Equacoées E.4 e E.5.
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Tabela E.3 - Exemplo de uma tabela ANOVA e respetivo método de célculo de cada coluna.

Fonte de Variacdo SSx Ux MSx Fo
A SSa Va SSa/va MSa/ MSero
B SSp 12 SSb/ vb MSb/ MSEmo
AB SSab | vap SSab/vab | MSab/ MSEemo
C SSc Ve SSc/ ve MSc/ MSErro
AC SSac | vac SSac/vac | MSac/ MSero
BC SSbe | wic SSoc/ Vo | MSbe/ MSero
ABC SSabc | Vabc | SSabc/ Vabe | MSabe/ MSero
Erro SSero | VEmo | SSero/ VEMo -
Total SStotal | VTotal = =

a n
SStom = Y > (y)? = FC

i=1 j=1
Equacao E.4

Onde ¥, XL (yy)* corresponde ao somatério de todas as observagdes ao quadrado.

$Strro = SStom — ) SS%

Equacao E.5

A terceira coluna da tabela ANOVA representa os graus de liberdade. Estes valores sao obtidos
subtraindo um ao ndmero de niveis que o fator possui. Ou seja, um fator com dois niveis (alto,

+, € baixo, -), apresenta 1 grau de liberdade, v. O valor de vrota € Ve S0 calculados através
das Equacoées E.6 e E.7, respetivamente:

Urotal =N Xa—1=N-1
Equacéo E.6

VErro = VTotal — Z Uy

Equacao E.7

Os valores das restantes colunas, sdo determinados tal como se encontra representado na

Tabela E.3.

Uma boa estatistica para testar a Hipotese nula é dada pelos valores de Fo, que seguem uma
distribuicao de Fisher com (a-1) e (N-a) graus de liberdade. Apds o calculo dos valores de FO,
comparam-se os valores obtidos com o valor da distribuicdo F correspondente a um determinado

nivel de significancia a, dado por Fa;@a-1); (v-a). Caso Fo > Fai@a-1); (v-a), €ntdo a hipétese nula é
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rejeitada e, portanto, existem diferencas significativas entre os diversos tratamentos. Ou seja,
um fator e/ou interagdo no qual se verifique que Fo > Fa;a1); (N-a), trata-se de um fator e/ou

interacao significativo.

Apds determinados os fatores que rejeitam a hipétese nula, é construida uma nova tabela apenas
com os fatores e interagdes significativos, sendo necessario recalcular as vérias colunas, da
mesma forma como foram calculadas na tabela ANOVA. Quando todos os fatores nela
presentes, rejeitarem a hipétese nula, entdo obtém-se a tabela ANOVA condensada. A Tabela
E.4 representa um exemplo de uma ANOVA condensada, na qual os fatores e interagdes

significativos séo A, B e BC.

Tabela E.4 - Exemplo de ANOVA condensada e respetivo método de calculo de cada coluna.

Fonte de Variacdo  SSx VUx MSx Fo Px
A SSa Va SSa/va MSa/ MSero
B SSp 12 SSb/ v MSb / MSgrro
BC SShe | e SShe/vbe | MSbe/ MSEro
Erro SSkero | VEmo | SSero/ VENM - 1-Y px
Total SSrotal | VTotal = - 1

Finalmente, é necessario determinar os valores correspondentes a contribuicdo liquida (p), de
modo a avaliar se a Andlise de Variancia foi bem concebida. Estes, a excegao de pero (calculado
de acordo com o apresentado na Tabela E.4), sdo obtidos através da Equacao E.8. Caso se
verifique que pemo < 0,5, entdo conclui-se que a ANOVA foi bem construida.

SSx — vx X MSgyro
SSTotal

Px =

Equacéo E.8

Tal como referido na Subcapitulo 2.6, a andlise de residuos deve ser sempre efetuada para
verificar a validade dos pressupostos feitos na Analise de Variancia. Desta forma, é fundamental
o célculo dos residuos, ej, que se obtém de acordo com a Equacéao E.9.

eij = Yij — ¥y
Equacéao E.9

Onde yj; representa o valor de cada observagéo e 7; representa o valor esperado, obtido pela

Equacao E.10. Uma vez que no exemplo utilizado até agora, existem 8 tipos de combinacdes
dos diferentes niveis, ou seja, 8 tratamentos, entdo existirdo 8 valores esperados,
correspondentes a cada combinacdo. A influéncia da combinacdo dos diferentes niveis é

fornecida por xa, xs e Xc, representado estes, o valor +1 ou -1. Visto que os fatores significativos
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no exemplo aplicado séo A, B e BC, entéo sao os efeitos referentes a fatores que sao incluidos

na férmula.

__ EfeitoA Efeito B Efeito BC

Equacéo E.10

Para o exemplo dado, os 8 valores esperados seriam calculados de acordo com o apresentado
na Tabela E.5.

Tabela E.5 - Férmula de calculo do valor esperado para o exemplo utilizado.

Valor esperado, y,, OrdemPadrao A B C BC
_  Efeito A Efeito B Efeito BC
T+fTX(—1)+fTX(—1)+fTX(+1) (1) - - = +
_  Efeito A Efeito B Efeito BC
T+TX(+1)+TX(—1)+TX(+1) a + - - +
_  Efeito A Efeito B Efeito BC
T+fo(—1)+fo(+1)+fo(—1) b = + = =
_  Efeito A Efeito B Efeito BC
T+TX(+1)+TX(+1)+T><(—1) ab + + - -
_  Efeito A Efeito B Efeito BC
—— X (D) +—— X (D +————x (-1 c = = + =
2 2 2
_  Efeito A Efeito B Efeito BC
T+TX(+1)+T><(—1)+TX(—1) ac + - + -
_  Efeito A Efeito B Efeito BC
T+Tx(—1)+Tx(+1)+Tx(+1) bc = + + +
_  Efeito A Efeito B Efeito BC
T+Tx(+1)+Tx(+1)+Tx(+1) abc + + + +

Para a verificag@o do pressuposto da normalidade é necessario construir um gréfico dos residuos
em funcao da sua probabilidade da distribuicdo normal. Para tal, os valores dos residuos tém de
ser organizados no sentido crescente e calcular a sua probabilidade, como mostra 0 esquema
da Tabela E.6.

Tabela E.6 - Esquema de organizagdo dos valores dos residuos e calculo da respetiva probabilidade.

Residuos e;; Residuos e;; i p i-0,5
(ordem das experiéncias) (ordem crescente) N
12 valor mais baixo | 1 - _NO’S
Valores aleatérios | 2% valor mais baixo | 2 2 _NO'S
Valor mais elevado | N N _NO’S
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Ainda relativamente aos residuos, é essencial avaliar a existéncia de outliers. Estes séo
calculados apenas para o menor e maior valor de residuo, através da Equacdo E.11,
representando, respetivamente, o valor minimo e maximo esperado da normalidade. Este
parametro tem o objetivo de averiguar a possivel existéncia de valores muito discrepantes, pelo

que idealmente, estes devem pertencer ao intervalo [-3,3].

eij

vV MSErro

Outlier =

Equacéo E.11

Tal como ja mencionado, para além da construgao do grafico dos residuos em funcgdo da sua
probabilidade da distribuicdo normal, sdo também elaborados os graficos dos residuos em
fungéo da ordem pela qual as experiéncias foram feitas e dos residuos em fungdo dos valores

previstos.

Concluindo, para a melhoria do processo, determina-se também quais os melhores niveis dos
fatores que foram estudados. Para tal, analisam-se as respostas para os niveis alto e baixo dos
fatores significativos e para as combinagbes dos niveis nas interagdes significativas, como se

segue:
Fator A:

Y. At = soma de todas as respostas das experiéncias onde A esta no nivel alto.

Y. A~ = soma de todas as respostas das experiéncias onde A esta no nivel baixo.

Fator B:

Y B* = soma de todas as respostas das experiéncias onde B esta no nivel alto.

Y. B~ = soma de todas as respostas das experiéncias onde B esta no nivel baixo.

Interacao BC:

Y B*C* = soma de todas as respostas das experiéncias onde B e C estdo ambos no nivel alto.

Y B~C* = soma de todas as respostas das experiéncias onde B esta no nivel baixo e C no nivel

alto.

Y B*C~ = soma de todas as respostas das experiéncias onde B esta no nivel alto e C no nivel

baixo.

Y. B~C~ = soma de todas as respostas das experiéncias onde B e C estdo ambos no nivel baixo.
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Anexo F: Resultados do DOE

O Anexo F inclui todos os resultados obtidos nas experiéncias realizadas no estudo de

otimizacdo do processo de producéo de Limeciclina.

® %PC de limeciclina

Na Tabela F.1 encontram-se as respostas obtidas de %PC de limeciclina, em cada experiéncia
do DOE e respetiva réplica.

Tabela F.1 - Valores de cada observagdo do DOE, relativos a %PC de limeciclina.

Respostas
Ordem Padrdo | Y1 Y2 Y3 | SOMA | MEDIA
24,21 | 26,26 | 23,20 | 73,67 | 24,56
25,82 | 25,92 | 24,06 | 75,80 | 25,27
25,21 | 25,62 | 25,88 | 76,71 | 25,57
25,01 | 27,48 | 23,95 | 76,44 | 2548
24,22 | 23,85 | 25,13 | 73,20 | 24,40
26,67 | 26,21 | 24,83 | 77,71 | 25,90
24,72 | 24,50 | 23,49 | 72,71 | 24,24
26,74 | 26,70 | 23,75 | 77,19 | 25,73
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A Tabela F.2 corresponde ao Algoritmo de Yates relativo as respostas obtidas de %PC de

limeciclina.

Tabela F.2 - Algoritmo de Yates, relativo a %PC de limeciclina.

Ordem Padrao Resposta Coluna1 Coluna2 Coluna3 Efeito SSx

(1) 73,67 149,47 302,62 603,43 | 25,14 | 15171,99

a 75,80 153,15 300,81 10,85 0,90 4,91

b 76,71 150,91 1,86 2,67 0,22 0,30
ab 76,44 149,90 8,99 -2,43 -0,20 0,25

c 73,20 2,13 3,68 -1,81 -0,15 0,14
ac 77,71 -0,27 -1,01 7,13 0,59 2,12
bc 72,71 4,51 -2,40 -4,69 -0,39 0,92
abc 77,19 4,48 -0,03 2,37 0,20 0,23

Os valores esperados e residuos determinados, relativos as respostas obtidas de %PC de
limeciclina, podem ser visualizados na Tabela F.3.
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Tabela F.3 - Valores esperados e residuos - %PC de limeciclina.

Ordem Padrao Valor esperado, y, Residuos 1, e;; Residuos 2, e;; Residuos 3, e;;

1 24,69 -0,48 1,57 -1,49
2 25,60 0,22 0,32 -1,54
3 24,69 0,52 0,93 1,19
4 25,60 -0,59 1,89 -1,65
5 24,69 -0,47 -0,84 0,44
6 25,60 1,08 0,61 -0,77
7 24,69 0,03 -0,19 -1,20
8 25,60 1,15 1,11 -1,85

Verificacdo dos pressupostos matematicos:

As Figuras F.1, F.2 e F.3 representam, respetivamente, o pressuposto da normalidade, da

independéncia de residuos e da homogeneidade da variancia.
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Figura F.1 - Probabilidades da distribuicdo normal - %PC de limeciclina.

Pela Figura F.1 verifica-se que os valores aparentam formar uma regressdo linear.
Adicionalmente, foi avaliada a existéncia de outliers, analisando o menor e maior valor de
residuos: - 1,845 e 1,885, respetivamente. Os valores obtidos foram -1,66 e 1,69, uma vez que
pertencem ao intervalo [-3,3], ndo se verifica existéncia de outliers, pelo que o pressuposto da

normalidade é cumprido.

Da mesma forma, foi analisado o pressuposto da independéncia de residuos (Figura F.2) e da

homogeneidade de variancia (Figura F.3).
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Figura F.2 — Representagdo gréfica dos residuos  Figura F.3 — Representagdo grafica dos residuos
em fungdo da ordem de realizagdo - %PC de em funggo dos valores previstos - %PC de
limeciclina. limeciclina.

E possivel afirmar que o pressuposto de independéncia de residuos foi obedecido, uma vez que,
na Figura F.2 os pontos estdo dispostos de forma aleatéria, ndo apresentado qualquer

tendéncia.

Analisando a Figura F.3 conclui-se que também o pressuposto da homogeneidade de varidncia
€ cumprido, visto que os valores residuais se encontram dispersos de forma desigual entre os

dois valares esperados.

% Doseamento de impurezas totais

Na Tabela F.4 encontram-se as respostas obtidas de doseamento de impurezas totais na

Limeciclina, em cada experiéncia do DOE e respetiva réplica.

Tabela F.4 - Valores de cada observagdo do DOE, relativos ao doseamento de impurezas totais.

Respostas
Ordem Padrao | Y1 | Y2 | Y3 | SOMA | MEDIA
2,80 | 3,00 3,40 920 | 3,07
3,30 | 3,60 | 4,10 | 11,00 | 3,67
2,80 | 2,70 | 2,80 | 8,30 | 277
2,90 | 3,30 | 4,30 | 10,50 | 3,50
3,00 | 2,80 | 3,40 | 9,20 | 3,07
3,20 | 3,50 | 3,70 | 10,40 | 3,47
3,00 | 2,80 | 3,80 | 9,60 | 3,20
3,30 | 3,80 4,30 | 11,40 | 3,80
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A Tabela F.5 corresponde ao Algoritmo de Yates relativo as respostas obtidas de doseamento

de impurezas totais na Limeciclina.
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Tabela F.5 - Algoritmo de Yates - Doseamento de impurezas totais.

Ordem Padrao Resposta Coluna1 Coluna2 Coluna3 Efeito SSx
(1) 9,20 20,20 39,00 79,60 3,32 | 264,01
a 11,00 18,80 40,60 7,00 0,58 | 2,042
b 8,30 19,60 4,00 0,00 0,00 0,000
ab 10,50 21,00 3,00 1,00 0,08 | 0,042
c 9,20 1,80 -1,40 1,60 0,13 0,107
ac 10,40 2,20 1,40 -1,00 -0,08 | 0,042
bc 9,60 1,20 0,40 2,80 0,23 0,327
abc 11,40 1,80 0,60 0,20 0,02 | 0,002

Os valores esperados e residuos determinados, relativos as respostas obtidas de doseamento

de impurezas totais na Limeciclina, podem ser visualizados na Tabela F.6.

Tabela F.6 - Valores esperados e residuos - Doseamento de impurezas totais.

Ordem Padrao Valor esperado, y,

Residuos 1, e;; Residuos 2, e;;

Residuos 3, e3;

W N O O AN QON

3,03 -0,225 -0,025 0,375
3,61 -0,308 -0,008 0,492
3,03 -0,225 -0,325 -0,225
3,61 -0,708 -0,308 0,692
3,03 -0,025 -0,225 0,375
3,61 -0,408 -0,108 0,092
3,03 -0,025 -0,225 0,775
3,61 -0,308 0,192 0,692

Verificacdo dos

pressupostos matematicos:

As Figuras F.4, F.5 e F.6 representam, respetivamente, o pressuposto da normalidade, da

independéncia de residuos e da homogeneidade da variancia.
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Figura F.4 - Probabilidade da distribuicdo normal - Doseamento de impurezas totais.
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Verifica-se que todos os pressupostos s&o cumpridos, visto que: a Figura F.4 segue
aproximadamente uma regresséo linear; a Figura F.5 ndo segue nenhuma tendéncia especial,
estando os pontos aleatoriamente distribuidos em torno no eixo das abcissas e a Figura F.6

apresenta os valores dos residuos dispersos de forma desigual entre os dois valores esperados.

A inexisténcia de outliers, foi também um parametro que validou o pressuposto da normalidade,

uma vez que os respetivos valores para o menor e maior valor de residuos, -1,79 e 1,96, se

encontram dentro do intervalo [-3,3].

® Variacao da %PC de limeciclina apos estabilidade
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Na Tabela F.7 encontram-se os resultados da diferenca entre os valores de %PC de limeciclina,

antes e apoés estabilidade, em cada experiéncia do DOE e respetiva réplica.

Tabela F.7 - Valores de cada observagdo do DOE, relativos a variagdo da %PC de limeciclina apds

3,20

Valores esperados

Figura F.6 Representacdo grafica dos residuos em
fungdo dos valores esperados - Doseamento de

impurezas totais.

estabilidade.
Respostas
Ordem Padrao | Y1 Y2 | Y3 A SOMA | MEDIA
1 6,70 | 8,25 | 5,88 | 20,83 6,94
2 6,81 | 7,86 | 4,41 | 19,08 6,36
3 8,03 |7,82 779 | 23,64 7,88
4 6,64 | 8,31 | 5,67 | 20,62 6,87
5 6,67 | 6,78 | 8,63 | 22,08 7,36
6 8,36 | 8,50 | 7,38 | 24,24 8,08
7 7,17 | 7,61 | 5,73 | 20,51 6,84
8 8,94 | 7,78 | 6,02 | 22,74 7,58

3,60
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A Tabela F.8 corresponde ao Algoritmo de Yates relativo as respostas obtidas de variagéo de
%PC de limeciclina apés estabilidade.

Tabela F.8 - Algoritmo de Yates - Variagdo da %PC de limeciclina apds estabilidade.

Ordem Padrdo Resposta Coluna1 Coluna2 Coluna3 Efeito SSx

(1) 20,83 39,91 84,17 173,74 | 7,24 | 1257,73
a 19,08 44,26 89,57 -0,38 -0,03 | 0,01
b 23,64 46,32 -4,77 1,28 0,11 0,07
ab 20,62 43,25 4,39 -1,20 -0,10 | 0,06
c 22,08 -1,75 4,35 5,40 0,45 1,22
ac 24,24 -3,02 -3,07 9,16 0,76 3,50
bc 20,51 2,16 -1,27 7,42 -0,62 | 2,29
abc 22,74 2,23 0,07 1,34 0,11 0,07

Os valores esperados e residuos determinados, relativos as respostas obtidas de variacao de

%PC de limeciclina apés estabilidade, podem ser visualizados na Tabela F.9.

Tabela F.9 - Valores esperados e residuos - Variagcdo da %PC de limeciclina apds estabilidade.

Ordem Padrao Valor esperado, y, Residuos 1, e;; Residuos 2, e;; Residuos 3, e;;

1 7,31 -0,61 0,94 -1,43
2 6,55 0,26 1,31 2,14
3 7,93 0,10 -0,11 -0,14
4 7,17 -0,53 1,14 -1,50
5 7,17 -0,50 -0,39 1,46
6 7,93 0,43 0,57 -0,55
7 6,55 0,62 1,06 -0,82
8 7,31 1,63 0,47 -1,29

Verificacdo dos pressupostos matematicos:

As Figuras F.7, F.8 e F.9 representam, respetivamente, o pressuposto da normalidade, da

independéncia de residuos e da homogeneidade da variancia.
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Figura F.7 - Probabilidades da distribuicdo normal - Variagdo da %PC de limeciclina apods estabilidade.
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Através da observacao das figuras, verifica-se que todos os pressupostos sdo cumpridos, visto
que: a Figura F.7 segue aproximadamente uma regressao linear; a Figura F.8 ndo segue
nenhuma tendéncia especial e a Figura F.9 apresenta os valores dos residuos dispersos de

forma heterogénea entre os valores esperados.

A inexisténcia de outliers, foi também um parametro que validou o pressuposto da normalidade,
uma vez que os respetivos valores para o menor e maior valor de residuos, -2,02 e 1,54, se

encontram dentro do intervalo [-3,3].

127



® Variacao do doseamento de impurezas totais apos estabilidade.

Na Tabela F.10 encontram-se os resultados da diferenca entre os valores de doseamento de
impurezas totais na Limeciclina, antes e apds estabilidade, em cada experiéncia do DOE e
respetiva réplica.

Tabela F.10 - Valores de cada observagdo do DOE, relativos a variagdo do doseamento de impurezas
totais apds estabilidade.

Respostas
Ordem Padrao | Y1 | Y2 | Y3 | SOMA | MEDIA
4,26 | 4,10 | 3,39 | 11,74 3,91
3,69 | 3,71 | 2,86 | 10,26 & 3,42
458 | 4,20 | 3,92 | 12,70 4,23
3,95 | 3,98 | 3,11 | 11,03 A 3,68
4,09 | 4,32 | 419 | 12,60 4,20
3,77 | 3,89 | 3,54 | 11,20 & 3,73
4,34 | 4,01 | 3,23 | 11,58 3,86
4,06 | 3,32 | 3,17 | 10,54 @ 3,51
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A Tabela F.11 corresponde ao Algoritmo de Yates relativo as respostas obtidas de variagcao de

doseamento de impurezas totais na Limeciclina apo6s estabilidade.

Tabela F.11 — Algoritmo de Yates — Variagdo do doseamento de impurezas totais apds estabilidade.

Ordem Padrao Resposta Coluna1 Coluna2 Coluna3 Efeito SSx

(1) 11,74 22,00 45,73 91,65 3,82 | 350,02
a 10,26 23,73 45,92 -5,58 -0,47 1,30
b 12,70 23,80 -3,14 0,05 0,00 0,00

ab 11,03 22,12 -2,44 0,17 0,01 0,00
c 12,60 -1,48 1,73 0,19 0,02 0,00

ac 11,20 -1,66 -1,68 0,70 0,06 0,02

bc 11,58 -1,40 -0,18 -3,41 -0,28 | 0,48

abc 10,54 -1,05 0,35 0,53 0,04 0,01

Os valores esperados e residuos determinados, relativos as respostas obtidas de variacdo de
doseamento de impurezas totais na Limeciclina apds estabilidade, podem ser visualizados na
Tabela F.12.
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Tabela F.12 - Valores esperados e residuos - Variagdo do doseamento de impurezas totais apos
estabilidade.

Ordem Padrao Valor esperado, y, Residuos 1, e;; Residuos 2, e;; Residuos 3, e;;

1 4,05 0,20 0,05 -0,67
2 3,59 0,11 0,12 -0,72
3 4,05 0,53 0,14 -0,13
4 3,59 0,36 0,39 -0,48
5 4,05 0,04 0,27 0,14
6 3,59 0,18 0,30 -0,05
7 4,05 0,29 -0,04 -0,82
8 3,59 0,47 -0,27 -0,42

Verificacdo dos pressupostos matematicos:

As Figuras F.10, F.11 e F.12 representam, respetivamente, o pressuposto da normalidade, da

independéncia de residuos e da homogeneidade da variancia.
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Figura F.10 - Probabilidades da distribuicdo normal - Variagdo do doseamento de impurezas totais apos
estabilidade.
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Todos os pressupostos sdo cumpridos: a Figura F.10 segue aproximadamente uma regressao
linear; a Figura F.11 ndo segue nenhuma tendéncia especial e a Figura F.12 apresenta os

valores dos residuos dispersos de forma heterogénea entre os valores esperados.

Avaliou-se a existéncia de outliers, sendo este também um parametro para validar o pressuposto
da normalidade. Uma vez que os respetivos valores para o menor e maior valor de residuos, -
2,11 e 1,36, se encontram dentro do intervalo [-3,3], entdo confirma-se o pressuposto da

normalidade.

130



Anexo G: Analise do tamanho de grao

O Anexo G apresenta os resultados obtidos na analise granulométrica de Limeciclina, realizada
através do Malvern Morphologi G3.

Através da Tabela G.1 é possivel visualizar os resultados da distribuicdo de tamanho em volume,

dos lotes de Limeciclina analisados, assim como a respetiva média, desvio-padrao e %RSD.

Tabela G.1 - Resultados da distribuicdo de tamanho em volume, dos lotes de Limeciclina analisados,
obtidos através do software do Malvern Morphologi G3.

Lote Dv(10) Dv (50) Dv(90) Diametro min. Diametro max.

Padrdo 75-1.1-75-01 | 16,12 | 36,79 | 61,86 0,22 106,14
75-1.1-81-01 | 15,32 | 34,67 | 57,63 0,22 87,35
75-1.1-87-01 | 18,28 34,9 55,33 0,22 79,63
75-1.1-89-01 | 16,42 | 32,52 51,4 0,22 75,34
75-1.2-12-01 | 14,37 | 30,07 | 49,78 0,22 70,36
75-1.2-18-01 | 16,91 34 52,92 0,22 76,1
75-1.2-22-01 | 14,02 | 29,99 | 49,57 0,22 74,98

Industria 305.45 K018 | 15,6 32,77 | 52,07 0,22 67,64
Meédia | 15,88 | 33,21 53,82 0,22 79,69

Desvio-padréo | 1,29 2,22 3,96 0,00 11,43

%RSD | 8,12 6,68 7,36 0,00 14,34

A Figura G.1 representa graficamente a distribuicdo de tamanho em volume, dos lotes de

Limeciclina analisados.

CE Diameter (um) smoothed over 11 points Diameters (I.IITI)

Mean (38.53 - 45.84): 6.22
D[n, 0.1] (19.91 - 28.07): 0.23

Median D[n, 0.5] (35.37 - 42.70): 3.07

ost b
I A : : : D[n, 0.9] (57.52 - 69.48): 16.53

0.0 ; ;
0.1 : 10 100 1000 10000 D[v, 0.1] (32.93- 39.69): 15.6
CE Diameter (um)
D[v, 0.5] (49.26 - 65.84): 32.77
— Record 1: 75-1.1-75-01 Record 2: 75-11-77-01
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Record 5. 75-1.1-89-01 Record 6: 75-1.2-12-01
——— Record 7: 75-1.2-18-01 Record 8: 75-1.2-22-01 o
——  Record 9: 305.45 K018 # Particles: 30019

Figura G.1 - Representagao grafica da distribuicdao de tamanho em volume, para todos os lotes de
Limeciclina analisados, obtida através do Malvern Morphologi G3.
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