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Resumo

As diversas analises efetuadas a matérias primas, produto a granel e produto acabado sdo uma
pratica bastante comum na rotina laboratorial das industrias farmacéuticas. Estas efetuam-se com o
objetivo de assegurar que os produtos se encontram dentro dos padrdes de qualidade exigidos e, a
sua execucdo, requer a utilizacdo de material de laboratério adequado e isento de contaminacdes,
sendo de extrema importancia garantir que os procedimentos de limpeza dos materiais estdo a ser
efetuados corretamente.

Assim, um dos principais objetivos deste trabalho consiste na qualificacdo da performance das
trés maquinas de lavar material de laboratério do Controlo da Qualidade dos Laboratérios Vitéria
(G7835CD, PG8583CD e G7733). A gualificacdo inclui a contaminacdo do material por diversas
substancias: detergentes utilizados nos programas de lavagem das maquinas, uma substancia
solavel em agua e outra insollvel, sendo efetuada uma analise de risco para a escolha do pior caso.
Inerente a qualificacdo, pretende-se também validar um método analitico por HPLC para a detegéo
da substéncia pior caso, correspondente a substancia insoltvel.

O método analitico para a detecdo da substancia pior caso por HPLC mostrou ser seletivo,
linear (r=0,99993), exato (Taxa média de recupera¢éo=99,63%), preciso (CV=2,88%) e robusto (as
alteracdes efetuadas a cada fator ndo produzem um efeito significativo no método analitico),
cumprindo todos os critérios de aceitacdo estabelecidos.

No decorrer dos procedimentos de qualificacdo das maquinas Miele G7835CD e PG8583CD
constatou-se que o neutralizante utilizado contaminava o material, o que levou a sua substituicdo
por agua purificada nos programas de lavagem respetivos. Apds isso, verificou-se que os
equipamentos executavam uma correta lavagem/descontaminacdo do material, assegurando os
limites de aceitacdo estabelecidos através das técnicas de condutividade, TOC e HPLC.

Apos a qualificacdo da performance da maquina Miele G7733 verificou-se que esta realiza a
lavagem do material de forma eficiente, deixando-o com residuos de substéncias contaminantes em

niveis aceitaveis.

Palavras-chave: Qualificac@o de performance, validagdo de método analitico, contaminacéo,

maquinas de lavagem de material de laboratério
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Abstract

The various analyzes carried out on raw materials, bulk product and finished product are a fairly
common practice in the laboratory routine of the pharmaceutical industries. These are performed with
the aim of ensuring that the products meet the required quality standards. Their execution requires
the use of suitable laboratory material and free from contamination, so it is extremely important to
ensure that the cleaning procedures of the materials are carried out correctly, i.e, that material’s
washing machines are efficient in contaminants removing.

Thus, one of the main objectives of this work is to qualify the performance of three laboratory
washing machines of Quality Control department of Laboratérios Vitoria (G7835CD, PG8583CD and
G7733). The qualification includes the contamination of the material by several substances, such as,
detergents used in washing programs, a water-soluble substance and an insoluble substance, and a
risk analysis is carried out to choose the worst case. Inherent in the qualification, it is also intended
to validate an analytical method by HPLC for the detection of the worst case substance,
corresponding to a insoluble substance.

The analytical method for the detection of the worst case substance by HPLC showed to be
selective, linear (r = 0.99993), exact (Mean recovery rate = 99.63%), precise (CV = 2.88%) and robust
(the changes made to each factor do not produce a significant effect on the analytical method),
fulfilling all established acceptance criteria.

During the qualification procedures of the Miele G7835CD and PG8583CD machines it was
found that the neutralizer contaminated the material, which led to its replacement with purified water
in the respective washing programs. Afterwards, the equipment was verified to perform a correct
washing / decontamination of the material, assuring the limits of acceptance established through the
technigues of conductivity, total organic carbon and high performance liquid chromatography.

After qualifying the performance of the Miele G7733 machine it was verified that it performs
efficiently the washing of the material, leaving that with residues with acceptable levels of

contaminated substances.

Keywords: Performance qualification, analytical method validation, contamination, laboratory

material washing machines
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1. Introducao

1.1 Enquadramento e motivacgéao

Com o objetivo de assegurar que 0s produtos se encontram dentro dos padrdes de qualidade
exigidos, os diversos ensaios de matérias primas, produto a granel e produto acabado sdo uma
pratica bastante comum na rotina laboratorial das industrias farmacéuticas. Para realizar estes
ensaios é necessario utilizar material de laboratério adequado que, por sua vez, tem de se
apresentar limpo e dentro dos critérios de descontaminagdo aceitaveis. Como tal é de extrema
importancia garantir que os procedimentos de limpeza dos materiais estdo a ser executados
corretamente, ou seja, que as maquinas de lavar material apresentam a capacidade de retirar todas
as particulas e substancias contaminantes presentes no material.

Nesta dissertacdo de mestrado pretende-se realizar a qualificacdo da performance das
maquinas de lavagem do material de laboratério do Controlo da Qualidade dos Laboratérios Vitoria,
por forma a garantir que estas funcionam de acordo com as especificagcdes, eliminando quaisquer
contaminag@es residuais que poderiam provocar interferéncias no material em questéo.

A qualificacdo destes trés equipamentos ira contribuir para o aumento da fiabilidade e confianca

dos resultados obtidos nos ensaios desenvolvidos no setor.

1.2 Laboratérios Vitoria, S. A.

Os Laboratoérios Vitéria, S. A. sdo uma empresa farmacéutica portuguesa inserida no grupo
FAES FARMA.

O primeiro laboratério nasceu em 1941 como forma de colmatar as necessidades existentes no
mercado devido a segunda guerra mundial. Por sua vez, a sua acdo iniciou-se apenas dois anos
mais tarde, em 1943, assumindo desde logo uma posi¢cdo de destaque no mercado devido a
preparacdo de arsenicais trivalentes e pentavalentes que rapidamente se categorizaram e se
tornaram substitutos de similares franceses e alemé&es. Nos anos seguintes foram lancados para o
mercado outros produtos que tiveram uma larga expansao, como por exemplo o Venosmil (molécula
Hidrosmina) em 1978.

Estes tém vindo a desenvolver acordos de licenciamentos com algumas das maiores
multinacionais quimico-farmacéuticas e os produtos comercializados vao desde anti-inflamatorios e
antibiéticos a antidepressivos, entre outros. A empresa alcancou notoriedade junto da classe
profissional médica, sendo reconhecida pelos seus valores de rigor, qualidade e confianca,

ocupando um lugar de destaque no sector farmacéutico nacional.



Atualmente centram a sua atividade na Investigagao, Fabrico e Comercializa¢do. Relativamente
a investigacao, nos Laboratérios Vitoria existe uma forte colaboracdo com alguns Departamentos de
Farmacologia de diversas Universidades, contando também com a cooperagdo de alguns Centros
de Investigagéo.

A tecnologia avancada existente nas instalacBes fabris permite o fabrico especializado de

formas farmacéuticas sélidas, liquidas e semi-sélidas, como:

- Comprimidos e capsulas;

- Solugbes orais (em frascos e ampolas);
- Solugdes injetaveis de pequeno volume
- Supositérios e 6vulos;

- Pomadas, géis e cremes.

Inovagéo, qualidade e garantia de eficacia sdo aspetos valorizados, fazendo dos Laboratérios Vitoria
uma empresa moderna com elevados padrfes de rigor e qualidade [1].

A empresa fornece produtos para o mercado portugués e exporta para a FAES FARMA que,
por sua vez, exporta para mercados externos. A sua area total é de 7660 m2, dividido em 4 edificios.

A éarea total superficial dos principais edificios encontra-se dividida em:

Tabela 1.1 - Area ocupada por cada se¢éo [2]

Seccéo Area (m?)
Escritorios 2400
Armazém de materiais 1512
Armazém de produtos acabados 320
Produgéo 3020
Manutengéo 270
Controlo e Garantia da Qualidade 300

Na Unido Europeia, a industria farmacéutica necessita de manter elevados padrfes de gestéo
da qualidade no desenvolvimento, fabrico e controlo dos produtos comercializados [3]. Como tal os
Laboratérios Vitéria seguem as regulamentaces estabelecidas pelas boas préaticas de fabrico —
BPF.




2. Qualidade Farmacéutica

A qualidade é uma preocupacdo permanente na industria farmacéutica, sendo de extrema
importdncia cumprir e manter os elevados padrdes da sua gestdo nas fases de producéo,
desenvolvimento e distribuicdo de medicamentos.

De modo a garantir o cumprimento dos requisitos de seguranca, qualidade e eficacia adotou-se
um sistema de autorizacdo de comercializagdo que assegura que todos os medicamentos séo
avaliados por uma autoridade competente. Este sistema garante que todos os produtos autorizados
no mercado europeu sao fabricados ou importados apenas por fabricantes autorizados, cujas
atividades séo regularmente inspecionadas [4].

Alguns medicamentos sdo comercializados de forma global, tornando-se assim dificil a
harmonizacdo mundial dos requisitos de qualidade. Foi com base nisto que se estabeleceu a ICH
(Internacional Council for Harmonization), que tem como misséo atingir a harmoniza¢cdo mundial,
garantindo a seguranga, eficiéncia e elevada qualidade dos medicamentos, através do uso mais
econdmico de recursos humanos, animais e materiais [5]. A harmonia é atingida através da
implementacao das chamadas ICH Guidelines, que sao normas que resultam do acordo cientifico
entre entidades reguladoras e profissionais da industria. As guidelines estédo divididas em quatro
categorias (Qualidade, Seguranca, Eficiéncia e Multidisciplinaridade), sendo as referentes a

qualidade aquelas que representam um maior interesse para este trabalho.

2.1 O Sistema de Qualidade Farmacéutica

O sistema de qualidade farmacéutica € constituido por um conjunto de normas regulamentais
que visam verificar, gerir e garantir o controlo de tudo o que possa influenciar, direta ou
indiretamente, a qualidade dos produtos farmacéuticos. Como tal, baseia-se nas normas ISO
referentes a qualidade, incluindo a aplicagao das boas préticas de fabrico (BPF). Este sistema pode
ser implementado ao longo das diferentes etapas do ciclo de vida do produto, facilitando a inovacéo
e fortalecendo a ligacdo entre o desenvolvimento farmacéutico e as atividades industriais. O sistema
de qualidade farmacéutica deve garantir [6]:

e Aimplementacdo de um plano pré-definido para a concec¢édo do produto, plano esse que vai
sendo melhorado, promovendo a qualidade adequada do mesmo;

¢ Os medicamentos sao desenvolvidos e produzidos segundo as Boas Praticas de Fabrico;

e Osresultados obtidos do produto e da monitorizacdo do processo séo tidos em consideracéo
na libertacdo do lote e na investigacdo de desvios, como acdo preventiva para evitar

potenciais desvios que possam ocorrer no futuro;



e A melhoria continua é facilitada através da implementacdo de melhorias da qualidade,
apropriadas ao nivel do processo decorrente e ao conhecimento que se tem sobre o produto;
e Apos a implementacdo de qualquer mudanca, deve ser realizada uma avaliagdo de forma a
comprovar que os objetivos para a qualidade estéo a ser cumpridos;
¢ Nenhum medicamento pode ser vendido ou fornecido sem que os requisitos de autorizacao
de comercializacdo e producéo estejam conformes e sem a aprovacéo do certificado do lote
de producéo;
E particularmente nesta area, farmacéutica, que a qualidade do produto final esta diretamente
relacionada com a saude e seguranca do consumidor, uma vez que se trata de medicamentos que
servem para curar ou prevenir doencas. Como tal o controlo deve ser maximo e rigoroso e o produto
0 mais seguro possivel [7].

2.1.1 Boas Praticas de Fabrico

As boas praticas de fabrico (BPF), do inglés Good Manufacturing Practices (GMP) sdo um
conjunto de normas, aceites internacionalmente, que devem ser adotadas por parte das empresas,
neste caso pelas industrias farmacéuticas, de modo a garantir a qualidade em todo o processo de
fabrico. Estas encontram-se descritas em “EU Guidelines to Good Manufacturing Practice Medicinal
Products for Human and Veterinary Use” [8].

As BPF aplicam-se a producdo e ao controlo da qualidade, e 0s seus requisitos basicos séo os
seguintes [9]:

- Todo o processo de fabrico é claramente definido e revisto periodicamente, de forma a
verificar-se que os medicamentos produzidos correspondem as suas especificagdes;
- As etapas criticas e alteragfes ao processo devem ser validadas;
- Para a aplicacdo das boas préticas de fabrico é necessério:
e Pessoal qualificado
e Locais apropriados
e Equipamentos, materiais e servicos
e Armazenamento e meios de transporte adequados
e Produtos, embalagens e etiquetas corretos
e Procedimentos aprovados
- Instru¢des e procedimentos documentados com vocabulério claro e sem ambiguidade;
- Os operadores recebem formacéo para efetuarem os procedimentos de forma adequada;
- Sao recolhidas amostras, manualmente ou por meio de aparelhos especificos, que

provam que todos os passos requeridos para o procedimento tém sido seguidos



efetivamente, demonstrando que o produto obtido esta conforme as suas especificacdes.
Qualquer desvio significativo € registado e estudado;

- Os registos de fabrico, incluindo a distribuicdo, sdo elaborados com vista a tracar o
historico completo de um lote e sao escritos de forma clara e acessivel,

- Deve existir um sistema que permita retirar ou substituir do mercado um lote de um
produto, caso necessario;

- Reclamacd@es referentes a produtos sao investigadas, sendo tomadas medidas de modo
a prevenir situacdes semelhantes no futuro.

2.1.2 Controlo da Qualidade

O controlo da qualidade é parte das boas préticas de fabrico. Representa-se por um conjunto de
operacdes que tém o objetivo de verificar e assegurar que os produtos estao dentro dos padrées de
qualidade exigidos, podendo assim ser langcados para o mercado. Neste setor sdo realizadas
técnicas de amostragens, especificacdes e ensaios para matérias-primas, materiais de embalagem,
produtos intermédios, produto a granel e produto acabado.

Efetua-se também a organiza¢do, documentacgéao e procedimentos que asseguram que nenhuma
das matérias-primas a utilizar no fabrico e que nenhum dos medicamentos aprovados para venda

ou distribuicdo seréo libertados, até que a sua qualidade seja considerada satisfatoria [9].

2.1.3 Garantia da Qualidade

A garantia da qualidade € um conceito muito amplo, na medida em que engloba todos os
contelidos que influenciam, individual ou coletivamente, a qualidade do produto. Considera-se como
um conjunto de procedimentos que assegura que os medicamentos tém a qualidade exigida para o
fim a que se destinam. O departamento € responsavel por fazer cumprir as boas préticas de fabrico

[9].

2.2 Legislacado Farmacéutica

Na industria farmacéutica, amplamente regulamentada, todas as atividades realizadas
necessitam de cumprir certas normas estabelecidas internacionalmente, de forma a garantir a

qualidade, seguranca e eficacia dos medicamentos comercializados.



Dentro da Europa, a EMA (European Medicines Agency) é a agéncia responsavel pela avaliagao
cientifica, supervisdo e monitorizacdo de seguranca dos medicamentos produzidos nas unidades
industriais. Esta protege a saude publica e animal de cerca de 28 estados membros da Unido
Europeia [10].

Relativamente a Portugal, a entidade responsavel por regular e supervisionar os sectores dos
medicamentos, dispositivos médicos e cosméticos, e garantir que os profissionais de salude tém
acesso aos mesmos é o INFARMED, Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Salde

I.P. As principais competéncias do INFARMED baseiam-se em [11]:

- Contribuir para a formulagdo da politica de salde, nomeadamente politicas dos
medicamentos de uso humano e produtos de saude;

- Regulamentar, avaliar, autorizar, disciplinar, fiscalizar, verificar analiticamente, como
laboratério de referéncia, e assegurar a vigilancia e controlo da investiga¢do, producéo,
distribuicao, comercializacéo e utilizagdo dos medicamentos e produtos de saude;

- Assegurar a regulacdo e supervisao das atividades de investigacéo, producgéo, distribuicao,
comercializagdo e utilizacdo de medicamentos de uso humano e dos produtos de saude;

- Garantir a qualidade, seguranga, eficacia e custo-efetividade dos medicamentos de uso
humano e dos produtos de saude;

- Assegurar a adequada integragéo e participacdo no ambito do sistema da Unido Europeia
relativo a avaliagdo e supervisédo de medicamentos de uso humano, incluindo a articulagéo

com a Agéncia Europeia de Medicamentos, a Comisséo Europeia e outras tantas instituicdes.

A Farmacopeia Portuguesa refere-se a um documento oficial que engloba um conjunto de normas
e métodos que permitem a garantia da qualidade dos medicamentos, de uso humano e veterinario,
estabelecendo também os requisitos a que devem obedecer os farmacos, matérias-primas,
substancias de uso farmacéutico e métodos analiticos usados em Portugal. Destina-se a farmacias,
fabricantes, distribuidores e laboratérios de controlo, sendo que compete a Comissdo da
Farmacopeia Portuguesa, 6rgéo consultivo do INFARMED, a sua elaboragéo, revisdo e atualizagéo
[12].

Um medicamento antes de entrar em circulacdo necessita de autorizacdo de introdugcdo no
mercado (AIM) por parte do INFARMED. A organizacdo necessita também de autorizar as
modifica¢cdes que o medicamento vai sofrendo ao longo do tempo, de modo a que este se mantenha
atualizado - Alteracfes aos termos da AIM. Todo este sistema de autorizacdo e manutengédo de um
medicamento no mercado pode funcionar apenas a nivel nacional, ou pode ser feito de forma
concertada com os outros estados-membros da Uniéo Europeia. Estes procedimentos concertados
entre os estados-membros constituem o que se chama de sistema europeu de avaliacdo de

medicamentos.



Nos Estados Unidos da Ameérica, cada produto antes de ser lancado para o mercado, €
submetido a testes, sendo aprovado pela FDA (Food and Drug Administration). Este érgdo do

governo controla os medicamentos e alimentos através de diversos testes e pesquisas [13].

2.3 Limpeza na Industria Farmacéutica

Na industria farmacéutica, a limpeza é realizada de modo a remover materiais contaminantes de
produtos e ndo produtos. Uma limpeza ineficiente pode levar a produtos adulterados, podendo
originar consequéncias muito graves. Como tal uma limpeza eficiente é a chave para garantir a
qualidade do produto em causa.

Praticamente todas as etapas de fabrico de um medicamento envolvem processos de limpeza,

desde as etapas de producédo a granel até a colocacdo na embalagem.

2.3.1 Contaminacdo na industria farmacéutica

Contaminacéo é definida como a presenca, no produto de interesse, de material que ndo devia
estar presente e que néo é tido na formulagdo como um dos ingredientes. Com base nesta definigao,
e tendo em conta que um dos principais objetivos, neste tipo de industria, € a minimizagdo da
contaminagédo dos produtos, torna-se conveniente referir como essa contaminacgéo pode ocorrer [14].

Existem diferentes tipos de contaminacgéo, de entre 0s quais se destacam 0s seguintes:
e Contaminac¢éo por atividade microbiana

Um sério problema de contaminacdo resulta da presenca microbiana. A potencialidade da
contaminagcdo poder ser desenvolvida a qualquer momento, mesmo depois da limpeza ter sido
considerada eficaz, é grande. O principal fator causador do crescimento microbiolégico é existéncia

de um ambiente humido, que fornece o meio adequado ao crescimento das bactérias [14].

e Contaminacéo cruzada (Substancias ativas)

A contaminagdo cruzada, do inglés cross contamination, consiste na contaminacdo de
determinada matéria-prima, produto intermédio, produto a granel ou produto terminado por outra
matéria-prima, produto intermédio, produto a granel ou produto terminado, quando estes sdo
produzidos no mesmo equipamento ou contactam os mesmos equipamentos durante 0 processo de
fabrico [15]. O principal problema da contamina¢&o cruzada por substancia ativa reside no facto do
produto passar a ser constituido por multiplos substancias ativas e ndo apenas por um. Como

resultado da contaminacdo, a acdo do substancia ativa pode ser aumentada (efeito sinergistico),



reduzida ou inibida (efeito antagonistico), ou pode ter um comportamento completamente diferente

do esperado [14].

e Contaminacao por agentes de limpeza

Por vezes, na industria farmacéutica, existe a necessidade de utilizar agentes de limpeza téxicos
nas operacdes de remocédo de residuos mais dificeis. No entanto, estes agentes representam uma
ameagca potencial como contaminantes. Uma forma de resolver este problema consiste na utilizagdo
de agentes de limpeza com baixa toxicidade, mas com a capacidade de remover 0s contaminantes

de igual forma a atuacdo de um agente mais téxico, garantindo uma limpeza eficiente [14].
e Contaminacao por materiais diversos

Da mesma forma que existem alguns contaminantes espectaveis na industria farmacéutica,
também existem outros ndo tdo usuais que podem afetar as operagfes, contaminando
consequentemente os produtos. Exemplos disso sdo excipientes, filamentos de escovas, filtros de
papel, fragmentos das luvas de borracha, materiais utilizados na limpeza dos equipamentos (fibras

de algodao de panos), pedacos de metais, entre muitos outros [14].

2.3.2 Agentes e mecanismos de limpeza

A limpeza de material de laborat6rio € muitas vezes uma etapa negligenciada ou deixada um
pouco de lado nos procedimentos de rotina laboratorial. Porém, trata-se de uma etapa que se
encontra entre as mais importantes e determinantes. Uma lavagem correta do material implica uma
maior confiangca nos resultados obtidos de ensaios analiticos, uma vez que podem ser evitadas
contaminagBes com substéncias, particulas, solventes, etc [16].

Os agentes de limpeza também apresentam um papel fulcral nos procedimentos de limpeza.
Estes devem ser capazes de remover todo o tipo de sujidade sem deixar nenhum residuo. Nos
procedimentos de limpeza é comum a utilizagdo de 4gua, ndo necessariamente como agente de
limpeza, mas como dissolvente. O seu baixo custo, o facto de ndo apresentar toxicidade e a
inexisténcia de residuos apdés o enxaguamento sdo algumas das vantagens da sua utilizagao.
Normalmente, a agua adicionam-se aditivos (como detergentes) de movo a facilitar e aumentar a
eficacia da limpeza.

O uso de detergentes também apresenta algumas desvantagens, principalmente a
contaminagédo por residuos, a fonte de toxicidade e o aparecimento de novos produtos quimicos, o
que implica uma maior atencdo relacionada com a decomposicdo destes quando se efetuam

procedimentos de limpeza [17].



2.3.3 Analise derisco e identificacdo do pior caso

Quando se realiza um processo de validacdo de limpeza de equipamentos ou validacao de
limpeza de material, a analise de risco e identificagdo do pior caso sdo dos primeiros passos a serem
efetuados.

A escolha do pior caso visa reduzir os trabalhos de validacdo, uma vez que seria moroso
validar a limpeza para todos os produtos de interesse. Assim, 0 produto que apresentar as piores
caracteristicas a nivel de limpeza é considerado o pior caso, e a sua selecdo é baseada nos

seguintes parametros:

e Toxicidade
e Solubilidade da substancia ativa em agua

e Concentracdo da substancia ativa na formulacéo do produto

Aquando da aprovacao da validacdo para o pior caso assume-se que 0s outros produtos também

estardo validados [18].

2.3.4 lIdentificacdo dos pontos criticos

Os pontos criticos de um equipamento sdo os locais que apresentam maior dificuldade de
limpeza. No caso das maquinas de lavar material, 0 conhecimento destes pontos permite ter uma
melhor percecéo do funcionamento das mesmas e dos locais onde a lavagem néo é tao eficiente. A
dificuldade de limpeza associada as maquinas de lavar pode estar relacionada com diversos fatores,
como o formato do equipamento, caracteristicas dos materiais submetidos a lavagem e tipo de

substéancia que se encontra no material.

2.4 Validacéao e Qualificacao

Segundo a FDA, a valida¢éo de processo refere-se a uma evidéncia documentada que assegura,
com elevado grau de confianca, que um determinado processo ira originar produtos de forma
consistente, cumprindo assim as especificagbes pré-definidas e caracteristicas de qualidade [19].
Assim sendo, a validagdo vai comprovar que um determinado processo consegue originar
consistentemente resultados confiaveis, atestando a sua reprodutibilidade [20].

Como parte integrante da garantia da qualidade, a validacdo envolve o estudo sistematico de
sistemas e processos com o objetivo de determinar se estes executam as fun¢des pretendidas de
forma adequada. E necessario ter em conta que a validago, por si s6, ndo melhora um processo,

mas comprova que o mesmo foi desenvolvido corretamente e que se encontra sob controlo [21].



Quando esta abordagem se refere a uma maquina ou a um equipamento entéo fala-se em

qualificacéo. A qualificagcao é um conjunto de atividades que verifica e evidencia, documentalmente,

gue um sistema ou equipamento foi concebido, esta instalado e funciona de acordo com as

especificacdes pré-estabelecidas [22]. A validacao incorpora o conceito de qualificacao.

2.4.1 Tipos de validacéo

Dependendo da etapa no ciclo de vida do produto em que se situa, a validacao é caracterizada

por ser de dois tipos [21]:

Validagdo prospetiva - € realizada durante a fase de desenvolvimento do produto,
através da analise dos riscos do processo de fabricacéo.
Validagdo concorrente - € realizada durante a rotina de producdo, podendo esta ndo

estar concluida aquando da venda dos produtos.

2.4.2 Etapas de uma validacéao

A validacédo de processo envolve uma série de fases que ocorrem ao longo do ciclo de vida do

produto e processo. As atividades relacionadas com os estudos de validacido agrupam-se assim em

trés etapas:

Desigh do processo — o processo de fabricacéo € estabelecido durante esta etapa com
base no conhecimento adquirido durante a fase de investigacdo e desenvolvimento
como também nas atividades de scale-up. E nesta etapa que se efetuam diversas
atividades, como a formulacdo do produto, estudos em lotes piloto e a sua deslocacao

para a escala comercial e o estabelecimento das condi¢fes de estabilidade [19].

Processo de qualificagdo - Nesta etapa, o design do processo é avaliado de modo a
determinar se a manufatura comercial, no processo, € reprodutivel. Confirma se todos
os limites estabelecidos sdo vélidos e garante que os produtos podem ser produzidos
até nas condigdes definidas como o “pior caso”. Envolve a qualificacdo de design (QD),

instalacdo (QIl), operacéo (QO) e desempenho/performance (QP) [19].

Etapas da gualificacdo

Uma qualificac@o é constituida pelas atividades que permitem certificar e documentar que

quaisquer instalacfes, sistemas e equipamentos se encontram devidamente instalados e/ou

funcionam corretamente, produzindo os resultados esperados. A qualificacdo € uma parte da
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validacdo, mas as etapas individuais de qualificagdo ndo constituem, por si s6, uma validacdo de
processo.

Na figura 2.1 é apresentada uma representacdo esquematica das diferentes etapas da
qualificagédo de um processo. A piramide € a melhor forma de planear um processo de qualificacéo,
isto é, se for investido mais tempo durante o inicio do projeto (qualificacdo de design), as préximas
etapas (qualificacdo de instalacéo, de operacédo e de performance), irdo certamente requerer menos

tempo e menos custos associados [14].

Requalificagao
Qualificacao de
Performance
/ Qualificagéo de Operagéo \
/ Qualificagéo de Instalagéo \
/ Qualificagdo de Design \

Figura 2.1 - Etapas de uma qualificacdo (Adaptado de [14])

Uma qualificacdo é constituida, como foi referido anteriormente, por quatro etapas [15]:

e Qualificacdo de Design: Consiste na verificacdo de que o equipamento ou sistema apresenta
um desempenho consistente e reprodutivel, de acordo com as especifica¢des definidas, por
longos periodos de tempo.

e Qualificacdo de Instalacdo: E o conjunto de operacdes realizadas para certificar que as
instalagdes (como equipamentos, infraestrutura, instrumentos de medigéo, utilidades e areas
de fabricac@o) presentes nos processos produtivos, estdo selecionadas e instaladas
apropriadamente e em concordancia com as especifica¢des estabelecidas.

e Qualificacdo de Operacdo: conjunto de operac¢des que estabelece, sob determinadas
condicdes, que o sistema opera conforme o previsto, em todas as faixas operacionais
consideradas. E necessario que todos os aparelhos utilizados nestes testes estejam
devidamente identificados e calibrados.

e Qualificacdo de Performance: Permite comprovar que as instala¢cfes, sistemas de suporte,
utilidades, equipamentos e processos foram desenvolvidos de acordo com os requisitos das

Boas Praticas de Fabrico.
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iii. Verificagcdo continua do processo — Assegura que 0 processo permanece num

estado de controlo durante a rotina de produgéo.

2.4.3 Validacdo de métodos analiticos

A validacdo de um método analitico € um processo que pretende comprovar que um
procedimento analitico proporciona, com elevado grau de segurancga, a obtencao de resultados
precisos e exatos, dentro das especificacdes e dos atributos de qualidade pré-estabelecidos. O
facto de se trabalhar com um método validado, que assegura resultados seguros, permite a
minimizacao do nimero de falhas e repeticdes. Este tipo de validacé@o aplica-se usualmente a

quatro tipos de ensaios realizados em laboratério, como [23]:

e Ensaios de identificacao;

e Ensaios para a determinacao de um analito de interesse de uma matéria-prima ou das
especialidades farmacéuticas produzidas: doseamento de substancias ativas,
conservantes e impurezas;

e Ensaios para a determinacdo de caracteristicas farmacotécnicas intrinsecas (ex:
ensaios de dissolucéo);

e Ensaios limites de impurezas e de quantificagdo de impurezas.

Entre as situacdes que exigem a validacdo ou revalidacdo, podemos destacar: a colocacao de
um novo método em uso, algumas mudancas que tenham sido efetuadas no método, a
indicacao, pela parte do controlo de qualidade, de que um método estabelecido tem vindo sofrer
alteracbes com o tempo, alteracdes na formulacdo dos produtos ou ainda a necessidade de
demonstrar a equivaléncia entre dois métodos (um novo método e um método ja implementado).

Segundo a Guideline “ICH-Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2
(R1)”, os pardmetros a que um método deve obedecer para ser considerado valido sdo os
seguintes: Seletividade, Linearidade, Precisédo, Exatiddo, Gama de Trabalho, Limite de Detecéo,
Limite de Quantificacao e Robustez.

A avaliacdo de uns ou outros parametros depende do tipo de método analitico que se quer

validar, como se demonstra na tabela 2.1.
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Tabela 2.1 - Caracteristicas estudadas dependendo do tipo de procedimento analitico que se pretende

[24],[25]

Parametro Identificagado Quantificac;r;c?urezas Dimite Doseamento
Seletividade Sim Sim Sim Sim
Linearidade Nao Sim Nao Sim

Preciséo:

Repetibilidade N&o Sim N&o Sim
Precisédo intermédia Nao Sim Nao Sim
Exatidao N&o Sim Néo Sim

Gama de trabalho N&o Sim Néo Sim
Limite de detecéo N&o N&o Sim N&o
Limite de quantificagdo Nao Sim Néo N&o
Robustez Néo Sim Néo Sim

Para este trabalho em especifico foi também avaliada a adequabilidade do sistema e a

estabilidade das solucgdes.

2.4.3.1 Parametros da validacdo de métodos analiticos

Seletividade

A seletividade ou especificidade corresponde a capacidade de um método analitico para
identificar simultdnea ou separadamente os analitos de interesse, de forma inequivoca, em presenca
de outras substancias quimicas que podem estar presentes na amostra. Um método € considerado
seletivo quando possibilita a medida de uma ou de vérias substancias especificas, presentes na
amostra estudada, sem a interferéncia de outras substancias (como excipientes, produtos de

degradacdo ou impurezas) presentes na matriz complexa [23].

Critérios de aceitacao

v" A resolugdo entre picos vizinhos devera ser = 1,5.

Linearidade

A capacidade do método para originar resultados que sdo diretamente proporcionais a
concentragcao da substancia ativa na amostra, numa dada faixa de aplicagdo, da-se o nome de
linearidade. Para este ensaio devem ser estudados, no minimo, 5 niveis de concentragdo e o método

apenas ficara valido para a gama de concentragdes estudada [24]. A avaliacdo é realizada através
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de uma regressdo linear, representada graficamente, estando no eixo das abcissas as
concentragdes e no eixo das ordenadas as respetivas areas dos picos. A comprovacdo da
linearidade é obtida através do coeficiente de correlagdo (r) da equacao da curva de calibracéo

obtida, que deve ser préximo de 1 de modo a garantir o ajuste dos dados obtidos.

Critérios de aceitacao

v" O coeficiente de determinacao (r?) = 0,999
v' Para testar a homogeneidade das variancias (teste de Cochram):
GEXP < GTAB

v' Para a andlise de variancias (ANOVA), no estudo da normalidade dos residuais:
F1EXP > F1TAB, demonstra a existéncia de um declive diferente de zero

F2EXP < F2TAB, a dispersao deve-se somente a erros de ordem experimental

v' Parao calculo de t e intervalos de confianca (verificagédo da ordenada na origem e do declive)
v A verificagao do declive ou da linearidade cumpre com o teste de t se:

tEXP > tTAB, e
O intervalo de confian¢a n&o deve incluir o valor zero.

v' A verificagdo da variavel independente ou de proporcionalidade cumpre com o teste de t se:
tEXP <tTAB, €;

O intervalo de confiancga incluir o valor zero.

Os valores de GTAB, FTAB e tTAB sédo obtidos pela analise das tabelas do Teste de Cochran, Teste

de Fisher-Snedecor e Teste t de Student, respetivamente.

Todos estes testes estatisticos encontram-se desenvolvidos no tépico 2.6

Preciséo

A precisao de um procedimento analitico reflete o grau de concordancia entre uma série de
resultados, obtidos por aplicagfes sucessivas do método a multiplas tomas de uma amostra Unica e
homogénea, sendo expressa como Coeficiente de Variagao (CV) (também denominado por Desvio
Padrdo Relativo - RSD) [24]:
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X (xi—x)2
Z n-1)

Equacao 2.1 — Calculo do desvio padrao

x 100

S
cv (%) =§

Equacéo 2.2 — Calculo do coeficiente de variagao

Onde s é o desvio padrao e x a média aritmética.

A precisdo €é determinada em trés niveis: repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade.

Repetibilidade — Estuda a variabilidade efetuando uma série de andlises sobre a mesma
amostra, nas mesmas condi¢des operativas (pelo mesmo analista, com 0s mesmos equipamentos

e reagentes), no mesmo laboratério, num intervalo de tempo curto.

Critérios de aceitacao

v" Os resultados do doseamento deverdo ter um RSD < 2%

Precisé@o intermédia — Estuda a variabilidade efetuando uma série de andlises sobre a
mesma amostra, no mesmo laboratério, mas em condi¢cdes operativas diferentes, isto €, diferentes

analistas, equipamentos e dias.

Critérios de aceitagao

v" Os resultados do doseamento deverdo ter um RSD < 2%

Reprodutibilidade — Expressa a variabilidade entre laboratérios, tendo como principal
objetivo verificar que o método reproduz os mesmos resultados quando é executado em diferentes
laboratérios. O estudo deste parametro na validacdo de método é (til quando vao ser efetuados
estudos colaborativos entre laboratorios.

Neste trabalho a reprodutibilidade ndo € um parametro estudado.
Exatiddo

A exatiddo de um procedimento analitico indica a proximidade entre o valor aceite

convencionalmente como o valor verdadeiro (valor de referéncia ou valor nominal) e o valor
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experimental encontrado (concentracdo determinada). Esta é expressa em percentagem de

recuperacéo (TR) [24]:

Resultado recuperado
TR(%) = — —x 100
Concentrag¢do nominal

Equacéo 2.3 - Calculo da taxa de recuperagéo

Critérios de aceitacao

v' Calcular a taxa de recuperagao:
Limite: 98% a 102% de taxa média de recuperacao.
v' O fator de concentragdo nédo influencia os resultados se através do teste de Cochram o
GEXP < GTAB;

v' O RSD da taxa de recuperagao deve ser no maximo 2%.

Gama de trabalho

Também denominada por gama de concentracdes de um procedimento analitico, € o intervalo
entre a concentracdo mais baixa e mais alta de analito na amostra para o qual se demonstrou que o

método analitico tem niveis de precisédo, exatidao e linearidade adequados.

Critérios de aceitacao

v" A gama sera definida como o intervalo de concentra¢des obtido de acordo com o definido

acima para a linearidade e para a exatidao e com um RSD < 3%.

Limite de quantificacdo e detecao

Entende-se por limite de quantificacdo de um dado método, a quantidade minima de analito
presente na amostra que se pode quantificar com uma adequada precisao e exatidao. Ja o limite de
detecdo é a quantidade minima de analito de uma amostra que se pode detetar e nédo
necessariamente quantificar com um valor exato, de acordo com as condigbes experimentais.
Segundo a Associacdo Espanhola de Farmacéuticos da Industria (A.E.F.l.) a determinag&o destes
limites pode basear-se na avaliacao visual, na relacdo sinal-ruido, no desvio-padréo da resposta do
branco e do declive da reta de calibracdo e na extrapolacdo da reta de calibracdo a concentracao
zero. Este Ultimo método € ainda classificado em outros dois: Métodos instrumentais que corrigem o
sinal frente a um branco e métodos que ndo o corrigem.

Tendo por base a avaliagao visual, o LD é determinado através da andlise de amostras

com concentragbes conhecidas e decrescentes de analito, estabelecendo-se visualmente a
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concentracdo minima detetavel assim como a concentracdo limite que permite quantificar com
razoavel preciséo e exatiddo o sinal obtido [26].

A avaliacdo com base na razéo sinal-ruido é apenas aplicavel a procedimentos analiticos
gue apresentem ruido na linha de base. A razao sinal-ruido determina-se através da comparacao de
sinais que provém de uma amostra com baixa concentracao de analito com um branco, de modo a
estabelecer-se qual a concentracdo minima a partir da qual pode ser detetado o analito. Uma razéo
sinal/ruido entre 3 e 2:1 é considerada aceitavel para estimativa do limite de detecéo [24].

Nos métodos baseados no desvio-padréo da respostado branco e do declive daretade
calibragdo o limite de deteg&o é calculado a partir do conhecimento do desvio padréo atribuido a

resposta de uma amostra placebo e do declive da reta de calibragéo do analito [26].

e Aplicando a correcéo do sinal frente aum branco

Equacéo 2.4 — Calculo dos limites de detecéo e quantificagdo
Sendo: CL — Concentrac¢ao do analito no LD (limite de dete¢&o) ou LQ (limite de quantificacéo) (%)
K — Constante que normalmente se considera igual a 3 para o LD e igual a 10 para o LQ
Sw — Corresponde a ordenada na origem da reta resultante da representacdo gréafica dos
residuos em funcdo das concentracdes estudadas
B - Declive da reta de regressao linear obtida para a linearidade na gama que se supde
vizinha do LD

e N&o aplicando a correcéo do sinal frente a um branco

Y+ (KXsp)
L b*\/ﬁ

Equacdo 2.5 — Calculo dos limites de detecéo e quantificagdo

Onde, n representa o numero de réplicas e Yu 0 ruido de fundo do sistema.
Se 0 método realiza a leitura das amostras em duplicado ou triplicado, melhorando a preciséo entdo
€ necessério introduzir na formula as repeticdes efetuadas.

O método baseado na extrapolacao da reta de calibracdo a concentracdo zero consiste em
efetuar uma reta de calibragcao com trés niveis de concentracdo que se espera que estejam perto do
limite de quantificagdo. O calculo do limite de detecdo e de quantificacdo efetua-se aplicando a
equacao 2.5 mencionada no método anterior. O valor de Yu obtém-se extrapolando a equacéo da
reta a concentracdo zero (ordenada na origem da reta obtida). Para o calculo do valor de sn €
necessario produzir um grafico do desvio padrdo das respostas y (neste caso o desvio padrédo das

areas) em funcéo das concentracfes estudadas. A ordenada na origem da reta obtida corresponde
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ao valor de spn. Uma vez calculados estes valores € possivel obter os limites de detegdo e
quantificacdo aplicando a equacao 2.5, com K=3 para o LD e K=10 para o LQ.

Critérios de aceitacao

v" O sinal-ruido devera ser =2 3 para o pico de interesse

v O RDS das inje¢des efetuadas devera ser < 15%

Adequabilidade do sistema — SST (System suitability tests)

O estudo da adequabilidade do sistema é realizado através de um conjunto de ensaios que
pretendem comprovar que o sistema cromatogréfico é adequado ao fim a que se destina, isto é, o
principal objetivo € demonstrar que o sistema se encontra em perfeitas condi¢cdes para a realizacdo
do ensaio e que se mantém em funcionamento sem a perda das caracteristicas analiticas. Como tal,
sdo avaliados os parametros fator de capacidade (k), nimero de pratos teéricos (N), fator de simetria
(T) e a resolugéo entre picos (Rs) [23].

O fator de capacidade (k') representa o volume de fase movel necessaria para eluir um
composto. O nimero de pratos teéricos (N) expressa o nimero de picos que podem aparecer no
cromatograma por unidade de tempo. O fator de simetria (T) determina a assimetria do pico. E por

fim, a resolucéo entre picos (Rs) mede a separacao entre dois picos.

Critérios de aceitagao

v"Aresolucéo entre qualquer pico potencialmente interferente e o pico de interesse deve ser
=1,5;

O numero de pratos tedricos (N) devera ser preferencialmente = 2000;

O fator de capacidade (k) devera ser = 2;

O fator de simetria devera situar-se entre 0,8 e 1,5;

D U NI NN

O RSD das injecbes da solugdo padrao devera ser < 2.

Os limites estabelecidos estdo de acordo com as recomendag8es da FDA [27].

Estabilidade das solucdes

A estabilidade das solucgbes refere-se a capacidade que um método analitico possui para
comprovar que as solu¢cdes se mantém inalteradas durante o tempo em que sédo submetidas ao

estudo, fornecendo resultados confiaveis, reprodutiveis e estaveis por um periodo razoavel de tempo
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(dias, semanas ou meses, dependendo da necessidade). Este estudo é crucial para o caso de
ocorrer algum atraso durante a realizacéo da validagéo, de forma a néo influenciar os resultados.
Para o estudo de estabilidade é importante ter em conta os pardmetros tempo e temperatura.
Se uma solugdo néo for estavel a temperatura ambiente entdo a diminuicdo da temperatura vai
favorecer a estabilidade. Em relac&o ao tempo, algumas solucfes tém de ser preparadas e utilizadas
apenas num curto periodo de tempo, apesar de ser desejavel que a sua estabilidade se mantivesse

por dias ou meses [28].

Critérios de aceitacao

v" O desvio entre a concentracdo final e a concentragdo inicial devera ser < 2%

Robustez

A robustez é a capacidade que um dado método apresenta para permanecer inalterado através
da introducdo deliberada de pequenas variagbes nos paradmetros experimentais, fornecendo
igualmente uma indicagdo da confianca do sistema durante o uso normal. Os pardmetros que podem
sofrer essas variagdes, no caso da técnica utilizada ser HPLC, sdo: pH da fase movel, temperatura
da coluna, volume de injecdo, percentagem de componente organico na fase maével, detecdo
eletroguimica (variagdo do comprimento de onda - UV), fluxo e tipo de coluna utilizada (diferentes
fabricantes, lotes ou antiguidade da mesma). Como exemplo da variagdo aos parametros analiticos,

segundo a Farmacopeia Europeia, podemos ter [29]:

o pH do componente aquoso da fase mével: + 0,2;
o Temperatura da coluna: + 10 °C, quando a temperatura é especificada;
o Fluxo: + 50%.
o Dimensdes da coluna:
= Comprimento da coluna: + 70%;
= Diametro interno da coluna: + 25%;
*» Dimensado da particula: reducdo méaxima de 50%, ndo sendo permitido
qualquer aumento;
o Composicao da fase mével: a quantidade do solvente minoritario pode ser ajustada entre +
30% em valor relativo e + 2% em valor absoluto, independentemente de qual dos dois for o
maior (pode sempre ser efetuado qualquer um dos ajustes). Os outros componentes nao

podem ser alterados em mais de 10%, em valor absoluto.

A forma mais eficaz de estudar a robustez é através da realizacao de desenhos fatoriais. Desta
forma, sem ser necessario realizar todas as combinagbes possiveis, pode concluir-se, com um

namero razoavel de experiéncias, quais as variaveis que mais influenciam o resultado. Normalmente
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os desenhos fatoriais que se utilizam sdo os desenhos fatoriais completos e fracionados e os
desenhos de Plackett-Burman e Youden-Steiner [26].

Os desenhos de Plackett-Burman sdo os mais utilizados. Estes permitem avaliar a influéncia de
diversos fatores a dois niveis de significancia - nivel alto (+) e nivel baixo (-), com N=f+1 experiéncias,
sem ter em conta as possiveis interacdes combinadas entre eles. N representa o nimero de ensaios
e f o nimero de fatores estudados.

Para gerar a matriz que permite construir o desenho fatorial é apenas necessario conhecer a

distribuicao da primeira coluna. Para 8 ensaios a primeira coluna é a seguinte:

Ensaio Nivel
1 +
2 +
3 +
4 -
5 +
6 -
7 -
8 -

Figura 2.2 - Primeira coluna num desenho fatorial para N=8 [26]
A segunda coluna é obtida a partir da primeira, colocando-se o Ultimo elemento da coluna anterior
na primeira posicdo desta e movendo-se os elementos de cada linha para baixo uma posicéo, e
assim consecutivamente para as restantes colunas. A Ultima linha da tabela é constituida apenas

por niveis baixos, completando assim o planeamento.

Jtor A B c D E F G
Ensaio
1 + - - + + - +
2 + + - - - + +
3 + + + - + - -
4 - + + + - - +
5 + - + + - + -
6 - + - + + + -
7 - - + - + + +
8 - - - - - - -

Figura 2.3 - Matriz usada num desenho fatorial de 7 fatores com 8 experiéncias [26]

Para a avaliagcéo estatistica dos resultados efetua-se o célculo do efeito de cada fator:

_IYH) ZYE)

E
X n/2 n/2

Equacdo 2.6 — Calculo do efeito de um fator x [26].

Onde:
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Ex= efeito do fator x
2Y (+) = somatorio dos resultados obtidos para o fator x no nivel alto do intervalo definido
2Y (-) = somatdrio dos resultados obtidos para o fator x no nivel baixo do intervalo definido

n = n° total de ensaios

Critérios de aceitacao

v" A percentagem de influéncia exercida por cada fator devera ser o mais baixa possivel.
Quanto maior a percentagem de influéncia de um fator mais significativa sera qualquer
pequena alteracdo desse mesmo fator.

2.5 Metodologia Analitica

Um método analitico consiste num conjunto de procedimentos que explicam detalhadamente
todas as operacdes necessarias para efetuar uma andlise em concreto, envolvendo técnicas
laboratoriais criteriosamente desenvolvidas e planeadas. Para tal, é necesséario que o método seja o
mais adequado e fiavel possivel.

Na pesquisa de residuos quimicos, a escolha do método analitico a aplicar depende
essencialmente da natureza quimica do residuo, isto é, se este é organico ou inorgéanico, sollvel em
agua ou noutros solventes, entre outros aspetos. Podem ser utilizados métodos especificos ou ndo
especificos, dependendo da necessidade de detetar apenas um residuo ou uma variedade deles.
Os métodos especificos incluem os métodos cromatograficos, como por exemplo a cromatografia
liquida de alta eficiéncia — HPLC e a cromatografia gasosa — GC, por sua vez, como exemplos de
meétodos ndo especificos tem-se a condutimetria, potenciometria, carbono organico total - TOC e
espetrofotometria no ultravioleta - UV [30].

Neste trabalho vao ser utilizados dois métodos analiticos ndo especificos (Carbono organico
total e Condutimetria) e um método especifico (Cromatografia liquida de alta eficiéncia).

2.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC-UV)

Os métodos de separacdo representam normalmente uma parte essencial dos ensaios
efetuados em laboratdrios fisico-quimicos e, a cromatografia liquida €, sem davida, uma das técnicas
separativas mais importantes em quimica analitica. Este conceito foi definido no inicio de 1900

através do trabalho efetuado pelo botanico russo Mikhail Tswett. Os seus estudos centravam-se em
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separar compostos (pigmentos de folhas) extraidos de plantas, usando um solvente que percorria
uma coluna empacotada com particulas de carbonato de calcio.

A cromatografia liquida é uma técnica de separacdo cromatografica que se baseia na
migracgdo diferencial dos componentes de uma mistura devido a diferentes intera¢des entre duas
fases imisciveis. Uma delas é a fase estacionaria e encontra-se inserida numa coluna, a outra é a
fase mével, liquida, que atravessa a fase estacionaria. Tendo por base a definicdo anterior, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés High Performance Liquid Chromatography - HPLC)
é o tipo de cromatografia que emprega o uso da fase mével liquida e da fase estacionaria (coluna
empacotada com particulas de diametro da ordem de 3 a 10 um) e que, para ter um fluxo razoavel,
opera a pressfes elevadas. Trata-se de uma ferramenta muito utilizada e apresenta a capacidade
de identificar, separar e quantificar todos 0os componentes que se encontram presentes numa
solucdo. Atualmente, até mesmo componentes na ordem dos ppt (partes por trilido) podem ser
facilmente identificados por este método [31], [29]. A constitui¢cdo do sistema de HPLC é apresentada
na figura 2.4.

Cromatograma

[ |

Coluna cromatografica

TR | Injetor

ke
4

Amostra

Reservatorio
Fase Movel

Bomba Detetor

Residuo

Figura 2.4 - Percurso efetuado pela fase mével no sistema de HPLC (Adaptado de [31])

A fase mével é armazenada num reservatdrio para posteriormente percorrer todo o sistema
através da acédo de uma bomba de alta presséo. Esta bomba é utilizada para colocar no sistema um
fluxo controlado e especifico de fase mével, em mL/min. Posteriormente, um injetor introduz a
amostra que se pretende estudar no fluxo de fase mével, fluxo este que a transporta até a coluna
cromatografica. A coluna apresenta componentes cromatograficos que promovem a separagao,
sendo que o enchimento desta constitui a fase estacionaria. A presenca de um detetor é
imprescindivel, uma vez que permite a observacao das bandas de compostos separados, conforme

estes eluem na coluna cromatogréfica. O sinal enviado pelo detetor é representado num grafico em
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funcdo do tempo, designado por cromatograma, que fornece informag8es Uteis para a analise
qualitativa e quantitativa. Por fim, a fase movel sai do detetor e é enviada para os residuos [31],[17].
Os principais modulos que constituem o aparelho HPLC séo: sistema de bombagem, um

injetor, uma coluna cromatogréfica, um detetor e um sistema de obtencéo de dados.

Sistema de bombagem

O sistema de bombagem fornece a fase moével com um débito controlado, preciso e exato.

A fase mével pode ser libertada com uma composicdo constante durante a andlise - eluicéo
isocratica, ou com composicao variavel - eluicdo em gradiente, segundo um programa definido.

Devem evitar-se as variagfes de pressdo no sistema. Como tal, os tubos e as ligagbes
devem possuir as caracteristicas certas de modo a resistirem as pressdes desenvolvidas pela
bomba. Por sua vez, as bombas também podem ser equipadas com um dispositivo de purga que
elimina as bolhas de ar incorporadas.

Um fluxo incorreto de fase mével pode ser facilmente identificado, uma vez que se pode
manifestar pela variagdo de tempos de retencdo (tempo despendido por um componente desde a

sua injecdo na coluna até a sua detecao) [29].

Injetores

O injetor, concebido para funcionar a pressdo elevada, tem a funcédo de introduzir na fase
movel a amostra que se pretende analisar.

Os injetores podem ser em ansa (“loop”) ou de volume variavel, de funcionamento manual
ou ainda comandados por um injetor automético (autosamplers). Estes Ultimos devem ser
submetidos a programas de lavagem de modo a evitarem a transferéncia da substancia em andlise
[29].

Coluna cromatogréafica

A coluna cromatogréfica € onde ocorre o processo de separagdo dos componentes que
compdem a amostra, sendo como tal um dos constituintes mais criticos e fundamentais do processo.

A escolha da coluna a utilizar depende de diversos fatores, como as caracteristicas da
amostra, 0 mecanismo de separac¢do adotado, fatores quimicos relacionados com o enchimento e
fatores mecanicos relativos ao revestimento (comprimento, didmetro interno, material, etc).

O tipo de amostra a analisar condiciona a escolha do enchimento da coluna. Se a amostra
for apolar o enchimento da coluna deve ser polar — coluna de fase normal (o revestimento das
particulas possui grupos funcionais polares). Por outro lado, se a amostra for polar o enchimento da
coluna deve ser apolar — coluna de fase reversa (o revestimento das particulas possui grupos
funcionais apolares). As colunas de fase reversa sdo mais dificeis de danificar, sendo as mais

utilizadas.
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Quando a fase movel é apolar requer a utilizagdo de uma coluna de fase normal, por sua
vez se a fase mével for polar entéo utiliza-se uma coluna de fase reversa.

Na separacdo de fase normal, o aumento da polaridade faz com que o poder de eluicdo
aumente. Em contrapartida, na separacdo de fase reversa, o aumento da polaridade provoca a
diminuicdo do poder de eluicéao.

Relativamente ao mecanismo de separacdo adotado, existem diferentes materiais que

podem constituir o enchimento de uma coluna [29]:

e Silica, alumina ou grafite porosa — utilizadas em cromatografia de polaridade de fase normal
em que a separacdo assenta numa adsorcao diferencial e/ou numa distribuicdo massica
(cromatografia de particao);

e Resinas ou polimeros com grupos acidos ou basicos — utilizados em cromatografia de troca
iGnica, onde a separacéo assenta ha competicdo entre ides a separar e ides da fase movel;

e Silica ou polimeros porosos — utilizados em cromatografia de exclusdo em que a separacao
assenta nas diferencas de volume entre moléculas, o que corresponde a uma exclusao
esférica;

e Diversos suportes quimicos modificados — preparados a partir de polimeros de silica ou de
grafite porosa, utilizados em cromatografia liquida de fase normal (cromatografia de
adsorcao) e de fase reversa, em que a separagdo assenta principalmente na partilha das
moléculas entre a fase moével e a fase estacionaria;

e Fases estacionarias quimicamente modificadas especiais — como derivados de celulose ou
da amilose, das proteinas ou dos péptidos, para a separacdo dos enantiomeros

(cromatografia quiral).

A maioria das separacgdes utiliza silica quimicamente modificada como fase estacionéria e
solventes polares como fase movel.

A fase estacionaria quimicamente ligada (composta por silica modificada) é obtida através
da ligacdo covalente entre os grupos silanol da silica (Si-OH) e um grupo funcional (polar ou
apolar) que Ihe confere uma grande estabilidade quimica. Os derivados silados obtidos vao
ocupar um numero variavel dos locais reativos da &rea de suporte. Na tabela 2.2 estédo

especificadas as fases ligantes mais utilizadas.

Tabela 2.2 - Fases ligantes correntemente mais utilizadas (Adaptado de [29])

Fase ligante Férmula quimica Designacao Polaridade
Octil Si-[CH2]7-CH3 Cs Moderadamente apolar
Octadecil Si-[CH2]17-CHs Cis Altamente apolar
Fenil Si-[CH2]n-CsHs CsHs Moderadamente apolar
Cianopropil Si-[CH2]3-CN CN Moderadamente apolar/polar
Aminopropil Si-[CH2]3-NH2 NH2 Polar
Diol Si-[CH2]3-O-CH(OH)-CH2-OH Polar
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No geral, as colunas de fase reversa com base em silica sdo estaveis para a utilizacdo de fases
moveis com pH compreendido entre 2 e 8.

O tamanho das particulas que constituem as fases estacionarias situa-se entre os 2 e 10 um.
Estas podem apresentar forma esférica ou irregular e porosidade variavel.

O diametro interno da coluna é um parametro critico dado que esta relacionado com a
quantidade de composto injetado. Colunas com um diametro interno menor sao preferiveis uma vez
que implicam um menor consumo de solventes.

As colunas de HPLC mais comuns sé&o de aco inoxidavel com um didmetro interno de 4,6 mm,
constituidas por fase estacionaria ligada a particulas esféricas de silica de pequenas dimensdes (5
pum é o mais usual). Uma menor dimensao das particulas implica uma maior superficie de contacto,

logo uma melhor capacidade de separacao [29].

Detetor

O detetor cromatografico € um dispositivo conectado ao sistema que emite sinais elétricos,
registados sob a forma de picos, quando em contacto com os analitos presentes no eluente.

Existe uma vasta gama de detetores para HPLC. A detecdo pode ser feita por detetor de UV-
visivel, detetor de fluorescéncia, detetor de indice de refracdo, detetor eletroquimico, detetor
condutimétrico, detetor de espetroscopia de massa, entre outros. A escolha do detetor utilizado
dependera, principalmente, das caracteristicas quimicas ou estruturais dos analitos a detetar.

O detetor de UV-visivel é o mais utilizado uma vez que é aquele que apresenta o menor custo,
€ praticamente insensivel a pequenas variacdes de fluxo e temperatura e é compativel com a

utilizacé@o de gradientes de solventes [32].

Sistema de obtencéo de dados

Os detetores de HPLC emitem um sinal de saida potenciométrico, em mV. Para que esse sinal
possa ser quantificado é necessario obter um registo grafico do mesmo ou entdo a existéncia de um

aparelho que possua a capacidade de tratar esse sinal, de forma automatica [32].
2.5.2 Carbono Organico Total (TOC)
Nas industrias farmacéuticas, a qualidade da agua purificada utilizada é fundamental para as
atividades que envolvem o seu uso. A andlise da concentragdo de Carbono Organico Total (do inglés

Total Organic Carbon, TOC) € um método bastante aplicado nos dias de hoje para a determinacao

dessa qualidade.
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O Carbono Organico Total € encontrado na agua em pequenas quantidades, desta forma a sua
guantificacdo s6 pode ser feita em partes por milhdo (ppm) e em partes por bilido (ppb), sendo o seu
principal objetivo avaliar a contaminacéo da agua através da presenga de impurezas organicas.

No ramo da industria, as utilizagdes da metodologia de carbono organico total sdo limitadas,
incidindo particularmente na monitorizacdo dos sistemas de producdo de agua para fins
farmacéuticos, Na industria farmacéutica a aplicabilidade do método destina-se a validacdes de
limpeza de equipamentos (usado para testar residuos de produtos fabricados anteriormente,
detergentes quimicos, solventes de produtos e contaminantes microbioldgicos), qualificacdes e a
manutencéao e controlo de sistemas de aguas (purificadas e para injetaveis).

O analisador TOC baseia-se no principio de oxidacdo completa a didoxido de carbono das
moléculas organicas contidas na amostra de agua, seguida da analise quantitativa do diéxido de
carbono produzido e, a partir do valor obtido, determinacéo, por célculo, do teor em carbono da agua
[33].

O célculo do TOC pode ser efetuado de duas formas:

e Através da purga inicial do Carbono Inorgénico (IC) existente na amostra, onde algumas
substancias organicas podem ser purgadas também. Estas Ultimas vao ser oxidadas,

originando o CO2, sendo classificadas de Carbono Orgéanico Purgado (POC) [34]:

TOC = POC + NPOC
Equacéo 2.7 — Calculo do valor do carbono orgénico total

NPOC corresponde ao Carbono Orgéanico Nao Purgado

e Determinagdo do Carbono Orgéanico Total pela diferenca dos valores obtidos de Carbono
Inorgénico e Carbono Total (TC) [34]:

TOC =TC —IC
Equacéo 2.8 — Calculo do valor do carbono orgéanico total

A oxidacdo completa dos compostos organicos a diéxido de carbono pode efetuar-se por diferentes
processos:

Tabela 2.3 - Processos pelos quais pode ocorrer a oxidagdo de compostos organicos a COz2, por TOC [33]

Processo de oxidacdo dos compostos organicos
Combustéo

Persulfato aquecido

Radiacdo UV

Radiacdo UV / Persulfato

Radiacéo UV / Dioxido de titanio
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Os diferentes métodos que permitem a quantificacdo do CO2 sdo os seguintes:

Tabela 2.4 - Processos pelos quais pode ser efetuada a analise quantitativa do Dioxido de Carbono [33]

Processos de detecdo e quantificacdo de CO;
Infravermelho néo disperso (NDIR)

Condutividade direta

Membrana de condutividade

Funcionamento do analisador TOC Sievers DataPro 900

Tubo dosador
ou amostrador
o automatico | r———
! frascos
Valvula

Bomba de

seringa Bomba de
para feides artucho i
{7 de reagente Cartucho
4cldo Lij de reagente
oxidante

—

RCI (opcional)
Bobina misturadora
[ -
Bobina de
5:,:':&%" retardo
o~ "%
Médulo de medida Mddulo de medida

Condutividade

A Condutividade
‘ de temperatura

de temperatura ’

Médulos de Médulos de
transferéncia ferénci
de CO2 g‘:ncsoeé =

amostras

Figura 2.5 - Representacdo esquematica do aparelho TOC [35]
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Tendo em conta a figura 2.5, inicialmente, a amostra a analisar € introduzida num vial de 40 mL
e este é colocado no amostrador automatico GE. A amostra € injetada no sistema através de uma
seringa que procede a recolha de um certo volume de solugdo. De seguida, a amostra € acidificada
com acido fosférico 6M, de modo a reduzir o pH da amostra para um valor entre 2 e 3, permitindo a
medicédo precisa de TOC e IC.

O sistema apresenta uma unidade removedora de carbono inorganico opcional, e, se esta for
usada, o IC em excesso é removido por desgaseificacdo a vacuo. A amostra que foi acidificada é
entdo combinada com um agente quimico oxidante, persulfato de amonio a 15%, de modo a
promover a oxidagdo de compostos orgénicos. A amostra vai passar por uma bobina misturadora e
seguir para um divisor de fluxo. O divisor de fluxo divide o fluxo de amostra em dois fluxos iguais,
sendo um fluxo processado para a medi¢édo do IC e o outro processado para a medi¢cdo do TC [36].

O fluxo de TC passa por um reator de oxidacdo onde a amostra é exposta a luz UV. A
combinacd@o da luz UV e do persulfato oxida os compostos orgénicos presentes na amostra,
convertendo o carbono em COz2. O reator € um tubo espiral de quartzo situado em volta da lampada
UV, que emite luz a 185 e 254 nm. Formam-se assim agentes de oxidacdo quimicos potentes sob a
forma de radicais hidroxilo, produzidos pela fotolise da dgua (eg. a) e persulfato (eqg. b e c):

a. H,0+hv(185nm) > OHe+ He
b. S,0§™ + hv(254 nm) - 250,
c. SOy +H,0 - HSO; + OH »

Os radicais hidroxilo (OH¢) irdo oxidar completamente 0s compostos organicos, convertendo 0s
atomos de carbono do composto orgénico em COz:

d. Compostos organicos + OH « —» C0, + H,0

No caso da concentracdo de TOC na amostra ser baixa (<1 ppm), a oxidacdo completa pode ser
obtida usando apenas os radicais hidroxilo da fotdlise da agua (eqg. a), sem a adi¢éo de persulfato.

O fluxo de IC passa pela bobina de retardo, designada para tornar iguais o tempo total de
andamento do fluxo de IC e de TC através do analisador.

Quando o fluxo de IC sai da bomba de retardo e o fluxo de TC do reator de oxidag&o, dirigem-
se ambos para os respetivos médulos de transferéncia de CO2. Nesta secc¢éo, a transferéncia de
CO: é realizada por uma membrana permeavel a gases. A membrana separa o lado da amostra do
analisador do lado do sistema de agua desionizada (DI). O lado de DI do analisador constitui um
circuito fechado e apresenta duas células de condutividade (uma para o fluxo de TC e outra para o
fluxo de IC), uma bomba de agua desionizada, um reservatorio de agua desionizada e a resina de
troca i6nica (cama de resina).

A permeabilidade da membrana ao CO2 permite que este a atravesse, difundindo-se, através

dela, para um compartimento que contém agua desionizada. Enquanto isso, alguns compostos
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interferentes e outros subprodutos da oxidacdo sédo bloqueados pela membrana e permanecem no
lado da amostra. O CO:2 reage com a agua e forma acido carbénico. Este dissocia-se em ides
hidrogénio (H*) e ides bicarbonato (HCOs3"):

CO, + H,0 < H,CO; & H* 4+ HCO3

A &gua desionizada é continuamente bombeada através do lado de DI do analisador, efetuando a
recolha dos i6es H* e HCOs. As moléculas de H2COs3 e CO2 provenientes dos mddulos de
transferéncia de CO2, sdo levadas para as células de condutividade para andlise. A resina de troca
i6nica tem a funcéo de remover o HCOs e outros ides. Por sua vez, a 4gua é bombeada de volta ao
modulo de transferéncia de CO: e repete a sequéncia.

O CO:2 presente nos fluxos de amostra de TC e IC é medido pelas respetivas células de
condutividade, e essas leituras sdo usadas para calcular a concentragcédo de TC e IC. Depois de 0s

valores serem medidos, o TOC sera calculado pela sua diferenca:

TOC =TC —IC
Equacéo 2.9 — Calculo do valor de TOC

A leitura de TC, IC e TOC é expressa em unidades de concentracdo de carbono (ppb de C ou ppm
de C) [36].

2.5.3 Condutimetria

A condutimetria € um método de analise de ides que se baseia na medida de condutividade
elétrica de uma solucdo. Por sua vez a condutividade elétrica é a capacidade que uma solugéo
aquosa apresenta para conduzir a corrente elétrica. Esta depende da concentragdo e natureza das
varias espécies quimicas presentes na solugdo, que definem a capacidade de transporte de carga
[37].

A corrente | (em amperes) que passa num condutor é diretamente proporcional a forca

eletromotriz aplicada E (em volts) e inversamente proporcional a resisténcia R (em ohm) do condutor:

I ==

Equacao 2.10 — Calculo da corrente

A condutividade de uma solugao (k) corresponde ao inverso da resistividade (p). Esta & definida
como sendo o quociente do campo elétrico pela densidade da corrente. A resisténcia R (em ohm)

de um condutor de seccdo S (em cm?) e de comprimento L (em cm), é dada pela expressao:

L
R =p§

Equacdo 2.11 — Calculo da resisténcia
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Onde:

1
p= %
Equacédo 2.12 — Célculo da resistividade
Logo:
1L 1L
R==--ou k=-.=
k'S R'S
Equacédo 2.13 — Calculo da condutividade

L N , . . ~ , PN .
3 corresponde a constante da célula ideal. A sua determinacdo pelo calculo da distancia entre os

elétrodos e da sua area nao é possivel pelo facto do campo elétrico entre eles ndo ser homogéneo.
Como tal deve ser determinada através da medicdo de uma solucéo de resistividade conhecida e
esta deve ser da mesma ordem de grandeza da solucdo a determinar. A solucéo de referéncia
utilizada, em geral, € uma solugéo padréo de cloreto de potéassio.

No sistema internacional, a unidade da condutividade é o siemens por metro (S/m). Mas na
pratica, a condutividade elétrica de uma solucdo é expressa em siemens por centimetro (S/cm) ou
em microsiemens por centimetro (uS/cm). A resistividade, segundo o sistema internacional, tem
como unidades o ohm.metro (Q.m), sendo mais usual expressar a resistividade de uma solugédo em
ohms.centimetro (Q.cm).

Por norma, utiliza-se uma temperatura de referéncia de 25 °C para exprimir a condutividade
ou a resistividade [38].

O condutimetro Cyberscan 300 permite determinar o valor da resisténcia da coluna de
liguido compreendida entre os elétrodos do elemento de medida imerso (célula de medida). O
aparelho é alimentado por tenséo alterna de modo a evitar os efeitos da polarizacdo dos elétrodos.
E constituido por uma sonda de temperatura e um dispositivo de compensacao de temperatura. A
célula de medida é constituida por dois elétrodos de platina paralelos, recobertos de negro de platina,
apresentando, cada um, uma superficie S, mantidos a uma distancia L entre si e, geralmente,
protegidos por um invélucro de vidro [38].

2.6 Tratamento de resultados - Testes estatisticos

A estatistica € uma ferramenta fundamental na analise qualitativa e quantitativa de um
determinado analito, é através dela que se consegue assegurar a qualidade, comprovar a eficiéncia
e demonstrar a exatiddo dos resultados das medicbes nas analises quimicas. Algumas das

estatisticas aplicadas na validacéo sdo enumeradas de seguida [23]:

e Média Aritmética (%): E dada pela soma de todos os dados divididos pelo nimero total de dados.

n
— i=1Xj
% =

n
Equacéo 2.14 — Célculo da média aritmética
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Sendo:
Xi — valor do elemento i

n — nimero total dos elementos
A média da populacdo simboliza-se por p.

Variancia (s?): E a média da soma dos quadrados das diferencas entre cada dado e a média

aritmética da amostra.

SZ _ Zin=1(xi - X)2

Equacéo 2.15 — Célculo da variancia

Sendo:

Xi— valor do elemento i

n — namero total dos elementos

X — média aritmética

A variancia da populagéo simboliza-se por o2.

Graus de liberdade (9): E a diferenca entre o tamanho da amostra (n) e o nimero (a) de
parédmetros estimados a partir da amostra.
9=n-a

Equacéo 2.16 — Calculo dos graus de liberdade

Desvio padréo (s): E a raiz quadrada da variancia.

S =4/s?
Equacéo 2.17 — Célculo do desvio padréo
Sendo s? a variancia.

Coeficiente de variacdo (CV) ou desvio padréo relativo (RSD): E o quociente entre o desvio
padrdo e a média.
S
CV(%) = §x100

Equacéo 2.18 — Célculo do desvio padréo relativo
Sendo:

s — desvio padrédo

X — média aritmética
Linearidade: Para estudar a linearidade é necessaria uma representacdo gréafica dos valores

obtidos pelo método (y), que podem ser por exemplo absorvéncia ou areas dos picos, em fungao

da concentragdo de analito (x). Obtém-se uma representacao do tipo y=mx+b que é ajustada
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pelo método dos minimos quadrados. Dela podem-se retirar os parametros declive da reta (m),
ordenada na origem (b), coeficiente de correlacéo (r) e o coeficiente de determinacgéo (r?).

No seguimento do estudo procede-se a uma andlise de variancia — ANOVA.

e Analise de variancia — ANOVA: Técnica estatistica que permite comparar métodos através da

relacdo de uma variavel independente categ6rica com uma variavel dependente quantitativa.

Tabela 2.5 - Andlise de variancia - ANOVA

Somade Quadrados Graus de Liberdade Variancia
(SQ)
n SQ
Regressio SQrec = Z(}_/n -y)? 1 Vegg = ———
- 9lrec
n=1
n SQ
Residual SQras = Z(yn — 9n)? Z n; =2 Vigs = —r—
- i 9lres
n=1
ng
_ o, SQra
Falta de ajuste SQpa = Z(yi —9)° Xn; n; —2 Vea = P
— 9lra
ni
E-rro SQexp = Z Z(yij Z n—n Vieep = SQexp
Experimental ! J ; 9lexp
- ¥)?
Total SQr = SQggs + SQrrc Z n—1
i

Sendo: y — o valor médio de todas as areas dos picos.
y; — 0 valor médio das areas dos picos de um grupo i de concentracdes
¥; — o0 valor estimado de areas dos picos do grupo i de concentragfes (¥; = mx;+b)
yij — valores de areas dos picos de todos 0s grupos
n — n° total de ensaios
ni— j — n° de ensaios no grupo i de concentracfes
i — grupos com a mesma concentracao

j — séries
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Teste de Fisher-Snedecor

F, = REG  [,(g=0,05,Vrec, Vres) tabelado

17 Vres
,=—FA  Fo(0=0,05,Vea,Vexp) tabelado
VExp

F1>FO0 — declive diferente de zero

F2<F0 — a dispersao obtida deve-se somente a erros de ordem experimental

e Teste de proporcionalidade

texp = ';il sa obtém-se a partir do calculo de variancia residual s?yx
a

Os intervalos de confianca obtém-se a partir da expressdo: a = t X Sa, sendo t o valor da
distribuicao de Student para n-2 graus de liberdade e um grau de significancia a=0,05.

O intervalo de confianca n&do deve incluir o zero.

A . . 2 .
e Varianciaresidual (sy x):

, _Zi—y)?

VX
Equacéo 2.19 — Célculo da variancia residual

e Repetibilidade: Avalia a precisdo do método (precisdo entre ensaios)

R=txCVxV2
Equacéo 2.20 — Célculo da repetibilidade

Sendo:
t — valor estatistico de t-student para um nivel de confianca de 1-a e 5 graus de liberdade
CV - Coeficiente de variacdo

e Recuperacdo (R%): Calcula a percentagem de recuperacdo de uma amostra em relacdo ao
valor médio especificado.

X

Equacéo 2.21 — Célculo da percentagem de recuperagao
Sendo:

x — valor da concentracao encontrada
M - valor aceite como verdadeiro

¢ Residuos: Avalia a diferenca entre a medida efetuada e o valor médio especificado.

Residuos = X — X

Equacéo 2.22 — Férmula de célculo dos residuos
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e Teste de Cochran: Permite testar a homogeneidade das variancias (Linearidade) e determinar

se o fator de concentrag&o influi nos resultados (Exatidao).

2
G _ Sméax
exp — Z‘S'z
19

Equacéo 2.23 — Célculo do valor de Gexp (Teste de Cochran)

Sendo:

s? — Variancia de cada grupo K
s2max — Variancia maxima dos k grupos

Gexp < Go — determina-se a partir das correspondentes tabelas

e tde student (t): Permite calcular a repetibilidade (Precisdo entre ensaios).

e Teste de student (t): Permite avaliar se a recuperacao é satisfatéria (Exatidao).

Vn

texp = 1100 — x| Xﬁ
Equacéo 2.24 — Célculo do texp (Teste de Student)

Sendo:
X — média obtida
n —n° de amostras

CV - coeficiente de variagéo

e Adequabilidade do sistema (HPLC)

Fator de capacidade (k):
tr — T

to
Equacéo 2.25 — Célculo do fator de capacidade

k =

Sendo:
to — tempo de retencdo da fase mével

tr — tempo de retencdo da substéncia ativa

N° de pratos tedricos (N):

N =16 x (tR)z
B w

Equacéo 2.26 - Célculo do numero de pratos teéricos
Sendo:

tR — tempo de retencéo da substancia ativa
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W — largura do pico na linha de base, determinado pela tangente ajustada a 1% da altura do

pico

Fator de simetria (T):

Wo.05
T=16 X
2F

Equacéo 2.27 — Célculo do fator de simetria

Sendo:
Wo.05 — largura do pico a 5% da altura do pico
F — distancia entre a perpendicular tracada desde o maximo do pico e 5% da altura do pico

Resolucéo (Rs):

tr1 — tr2
Rs=CX——mF+
W, =W,
Equacéo 2.28 — Célculo da resolugdo
Sendo:

tr1 € tr2 — (tr1 > tr2) tempo de retencd@o (tempo de eluicdo do méximo do pico medido desde o
inicio da injecéo)
C — Constante cujo valor varia segundo o critério com que se mede a largura do pico

W1 e W2 — largura do pico a meia altura (C = 1,18 (EP)).

2.7 Descricao das substancias utilizadas na qualificacéo

Sulfametoxazol

O sulfametoxazol é um antibiético do grupo das sulfonamidas com atividade bacteriostatica (detém
o crescimento de determinadas bactérias, dificultando a sua proliferagdo). Este é frequentemente
combinado com trimetropim, também um antibiético. A FAES FARMA comercializa um medicamento,
BRONQUIDIAZINA CR, que apresenta na sua constituicdo estes dois substancias ativas. Este é
indicado para o tratamento de infecBes no aparelho respiratério e para a prevenc¢éo ou tratamento

da pneumonia [39].

N/O
Oss2° M CHs
NH
H,N

Figura 2.6 - Estrutura quimica do sulfametoxazol [40]
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Cloreto de Sédio

O cloreto de sédio € um dos mais importantes e conhecidos sais da quimica inorganica. Na sua
constituicdo, por cada atomo de cloro existe um atomo de sddio, sendo a sua férmula quimica NaCl.
Dotado de uma elevada hidrossolubilidade e solubilidade na maioria dos solventes polares, é
comumente designado por sal de cozinha e apresenta o aspeto de pequenos soélidos cristalinos de

cor branca [41].

Na* 048\'\0'
O

Figura 2.7 - Estrutura quimica do Cloreto de Sédio [42]
A sua elevada solubilidade faz com que esta substancia seja importante para o trabalho em
questdo, uma vez que a sua pesquisa no material lavado permite tirar conclusdes sobre a eficicia

do processo de lavagem.
Neutralizante Neodisher Z

O neodisher z € um detergente e agente de neutralizacdo acido. Este é responsével por efetuar
a neutralizacdo de residuos alcalinos e/ou uma acidificacdo pré-lavagem, sendo aplicado sob
diversos instrumentos médicos (como utensilios cirdrgicos e de anestesia) e material de vidro
utilizado em laboratorios industriais.

E constituido essencialmente por acido citrico anidro, com uma concentragdo entre 25 e 50%. A
auséncia de fosfatos e surfactantes na sua constituicdo faz do neodisher z um forte agente de

neutralizacao de material de vidro laboratorial para analises rigorosas de aguas [43],[44].

Detergente Neodisher FLA

O detergente Neodisher FLA é um detergente universal, alcalino e com uma elevada quantidade
de dispersantes. Segundo o fabricante, apresenta na sua composi¢éo 5-10% de &cido nitrilotriacético
e sal trissédico e 20-40% de hidréxido de potassio, ndo contendo fosfatos, surfactantes ou agentes
de oxidacgéo.

O detergente é apropriado para lavagens automaticas de material de laboratério (de vidro, aco

inoxidavel, plastico ou ceramica) nas areas da medicina, biologia, microbiologia e quimica [45].
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Detergente Labwash

Existem diferentes tipos de detergente Labwash, sendo o Labwash Premium Powder PF o
utilizado no Controlo de Qualidade dos Laboratérios Vitéria.

O Labwash Premium Powder PF é um detergente alcalino em pé, designado para maquinas
de lavar laboratoriais. E composto por alcali caustico (>30%), aditivos dispersantes e silicatos, ndo
apresentando na sua constituicdo surfactantes, fosfatos nem cloro ativo. O detergente remove
efetivamente até os residuos mais persistentes, devido a combinacdo da elevada alcalinidade e da

eficiéncia dos aditivos dispersantes [46].
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3. Metodologia, materiais e métodos

3.1 Qualificacdo da performance das maquinas de lavagem de
material

A principal finalidade da qualificagdo da performance das maquinas de lavar material de
laboratério € comprovar que estas cumprem a funcéo a que se destinam, em condi¢des normais de
funcionamento, eliminando assim quaisquer indicios de contaminag8es residuais.

A existéncia de contaminac&o residual no material de laboratério (material utilizado em analises
fisico-quimicas e microbiolégicas) podera originar, nos ensaios posteriores, resultados errados ou
desviados dos habituais. Por essa razao, pretende-se garantir que 0s processos de lavagem
utilizados pelas maquinas apresentam a capacidade de retirar todas as particulas e substancias

contaminantes depositadas no interior do material em questao.

3.1.1 Planeamento da qualificacao

A qualificacdo da performance vai consistir na contaminacdo de diverso material de
laboratério por diferentes substancias quimicas. Estas substancias sdo o Cloreto de sédio
(substancia soluvel em agua), o Sulfametoxazol (substancia insolivel em agua), os detergentes
Neodisher FLA e Labwash e o neutralizante Neodisher Z, sendo estes trés ultimos utilizados pelas
maquinas nos respetivos programas de lavagem.

Inicialmente o material é contaminado e, ap6s a secagem com o ar, este é submetido ao
processo normal de lavagem. Depois de sair da maquina, o material é deixado na bancada a secar,
de forma a eliminar os vestigios de agua que ndo foram eliminados no processo de secagem do
equipamento. Posteriormente, o material € enxaguado repetidamente, recolhendo-se e reunindo-se
as aguas dai resultantes para analise subsequente.

A analise que se efetua posteriormente depende da substancia contaminante, uma vez que
para cada uma das substancias existe um método analitico que se adequa melhor a sua detecao.
Neste caso, para detetar a presenca do sulfametoxazol no material utiliza-se um método analitico
especifico, sensivel e rigoroso, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Por sua vez,
guando se pretende rastrear a presenca ou de cloreto de sodio ou de neodisher FLA o método
utilizado é a condutimetria. Este método € comum na detegdo de produtos inorganicos dissolvidos
em agua, sendo sensivel e rapido. Por fim, para detetar a existéncia de neodisher Z e labwash utiliza-
se um método analitico ndo especifico, o carbono organico total (TOC).

A aplicacdo desta metodologia pretende verificar a eficacia da sequéncia da lavagem e
secagem na remocgao de contaminantes.

A tabela 3.1 apresenta o planeamento da qualificacdo de forma resumida.
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Tabela 3.1 - Planeamento da qualifica¢éo

Material Produto a detetar Método analitico

Critérios de aceitacao

Baldes volumétricos:
10 ml e 1000 ml

Pipetas graduadas: Sulfametoxazol HPLC
5mle 10 ml
Pipetas diferenciais:
20 ml e 50 ml

<1 pg/ml

Provetas:
50 ml

Tubos de ensaio:

30 ml Neodisher FLA

Condutimetria

Copos polipropileno: 50 ml Cloreto de sodio

e 250 ml

Copos de filtracéo:
300 ml

<3 uS/cm

Frascos e tampas:
100 ml,2000 ml e 2000 ml

Almofariz e pildo Neodisher Z TOC <500 ppb (< 0,5 mg/)
Espétulas Labwash
Pincas
) Sais Condutimetria <3 uS/cm
Agua Purificada

Compostos organicos TOC

<500 ppb (£ 0,5 mg/l)

3.1.2 Materiais e equipamentos

Equipamentos
e Condutivimetro
e Cyberscan pH 2000
e Sistema de HPLC (Waters 7)
e Analisador TOC Sievers DataPro 900
e Balanca Metler MX5
e Balanca Mettler XS 205 Dual
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Materiais
e Frascos (vials) e septos para HPLC
e Frascos (vials) e tampas para TOC
e Micropipeta 10-100 pl
e Material volumétrico - Classe A

e Material diverso de laboratorio

Reagentes
e Agua purificada
¢ Cloreto de Sédio
e Sulfametoxazol
e Detergente Labwash
¢ Neutralizante Neodisher Z

o Detergente Neodisher FLA

Para se proceder a qualificagdo foi selecionado algum material de laboratério. Esta selec¢éo foi
cuidadosamente definida de forma a abranger todo o tipo de material utilizado nos ensaios diarios
do Controlo da Qualidade (material utilizado em ensaios fisico-quimicos e microbiolégicos).

Com isto pretende-se demostrar que, mesmo aquele de menor dimensao ou calibre, apdés um
ciclo normal de lavagem, se apresenta num estado de limpeza adequado para posterior utilizagédo —
validagdo de limpeza do material de laboratério.

O material selecionado € o seguinte:

e Baldes volumétricos aferidos: constituem o grupo de material mais utilizado num
laboratério sendo aqueles que contactam com o produto no estado final da analise.

e Pipetas aferidas: sdo ensaiados os tamanhos (volume minimo e maximo) utilizados no
laboratorio.

e Provetas, copos de polipropileno e tubos de ensaio: utilizadas no laboratério para
conter, medir ou transferir solu¢des diversas.

e Copos defiltracdo: utilizados no laboratério de microbiologia para efetuar a filtracdo em
diversas andlises.

e Frascos e tampas de frascos: utilizados no laboratério de microbiologia para recolha de
pontos de aguas para posterior analise, armazenar meios de cultura (TSB), entre outros.

e Espétulas, pincas, almofariz e pilao: utilizadas no laboratério de microbiologia para

diversas analises.
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3.1.3 Analise derisco e identificagcdo do pior caso

Para se proceder a qualificacdo da performance das maquinas de lavar material e,
simultaneamente, a validacdo de limpeza do material de laboratério, este foi contaminado com
diferentes substancias, sendo uma delas muito insolUvel em agua. Para determinar qual a substancia
insoltivel a utilizar na contaminacéo do material foi efetuada uma andlise de risco e identificou-se o
pior caso.

Tal como foi referido no capitulo 2, na identificacdo do pior caso foram estudados trés
pardmetros. Cada um apresenta uma pontuacdo de 1 a 3 consoante o valor de toxicidade,
solubilidade ou concentracao, e o produto considerado o pior caso é aquele que apresentar a maior
pontuacdo. As tabelas 3.2, 3.3 e 3.4 mostram os diferentes parametros analisados e as respetivas
categorias e pontuacdes.

A toxicidade é medida em dose letal (DLso) que corresponde a dose necessaria de uma dada
substancia capaz de matar 50% dos individuos de uma popula¢do em teste.

Tabela 3.2 - Categorizacéo do parametro toxicidade do produto

DLso (mg/Kg) Categoria Pontuacéo
= 5000 Baixa 1
4999-601 Média 2
<600 Alta 3

Tabela 3.3 - Categorizagdo do parametro solubilidade da substancia ativa na agua

Solubilidade (g/l) Categoria Pontuacédo
>10 Solavel 1
1-10 Pouco soluvel 2
<1 InsolGvel / Muito pouco solavel 3

Tabela 3.4 - Categorizagéo do parametro da concentracdo de substancia ativa no produto

Concentracdo de substancia ativa (%) Categoria Pontuacédo
<30 Baixo 1
31-70 Média 2
>71 Alto 3

Neste trabalho em especifico, como se trata de uma analise de risco para determinacéo da

substancia mais insolGvel, foram considerados apenas os fatores toxicidade e solubilidade da
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substancia ativa em agua. Assim, a substancia que apresentar uma menor solubilidade e elevada

toxicidade é a escolhida como pior caso.
Para a analise de risco foram analisadas 3 substancias ativas:

e Sulfametoxazol
e Hidrosmina

e Mesalazina

O sulfametoxazol é a substancia considerada pela FAES FARMA como o melhor candidato a pior
caso visto ser muito insolvel em agua. Por sua vez, as duas ultimas substéncias correspondem as
substancias ativas do Venosmil e Claversal, respetivamente. A principal razéo que levou a escolha
destas duas ultimoa substancias ativas deve-se ao facto de serem dos produtos que mais “passam”
pelo controlo de qualidade dos Laboratérios Vitéria, quer em ensaios de estabilidade, produto

acabado ou validagdes.

Tabela 3.5 - Resumo da andlise de risco para os trés substancias ativas estudados [47],[48],[49],[50],[51],[52]

Solubilidade (g/l) Toxicidade (mg/Kg) | Pontuacéao
Sulfametoxazol Insolavel (0,61) Média (2300) 5
Hidrosmina Pouco soluvel (8,48) Baixa (5000) 3
Mesalazina Insolavel (0,84) Baixa (5000) 4

A partir da tabela 3.5 conclui-se que a substancia ativa que apresenta as melhores
caracteristicas para ser a escolhida como o pior caso € o sulfametoxazol, uma vez que é a mais
insolavel e a que apresenta uma toxicidade mais elevada, adquirindo uma maior pontuacdo. O
sulfametoxazol sera entdo a substancia insollvel utilizada para a qualificacdo da performance das

maquinas de lavar material de laboratorio.

3.1.4 Preparacdo das substancias contaminantes

e Solucédo contaminante de Sulfametoxazol

Os ensaios com sulfametoxazol foram executados com uma solugdo contaminante a 1% em
fase moével (Agua acidificada a pH 2,5 e acetonitrilo, ha proporgéo 65:35).

Como tal, adicionou-se 2 g de sulfametoxazol a um baldo volumétrico de 200 ml. Dado que o
sulfametoxazol é insoltvel em agua, se este fosse dissolvido diretamente na fase movel nao se iria
dissolver. Assim, adicionou-se ao bal@o os 70 ml de acetonitrilo e colocou-se no banho de ultrassons

durante cerca de 10 minutos, de modo a dissolver a totalidade da substancia. Posteriormente
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adicionaram-se os 130 ml de agua acidificada, agitou-se e homogeneizou-se a solugédo, deixando-a

repousar por uns minutos.

e Solucao contaminante de Cloreto de Sédio

Os ensaios com o cloreto de sédio executaram-se com uma solugdo contaminante a 10% (p/v)
em agua purificada.

Inicialmente pesou-se 20 g de cloreto de s6dio para um baléo volumétrico de 200 ml. De seguida,
adicionou-se a agua purificada e colocou-se nos ultrassons durante cerca de 5 minutos. Por fim,

completou-se o volume com 0 mesmo solvente e agitou-se a solucéo obtida.

e Solucdo contaminante de Neodisher Z

Nos ensaios com o0 neutralizante Neodisher Z utilizou-se uma solugdo a 5% (v/v) em agua
purificada.

A preparacgéo da solug&o consistiu em pipetar 10 ml de neutralizante para um bal@o volumétrico
de 200 ml, adicionando-se a agua purificada até completar o volume. No final, agitou-se a solugéo
obtida.

e Solucéo contaminante de Neodisher FLA

Os ensaios com o detergente Neodisher FLA foram efetuados com uma solugéo a 10% (v/v) em
agua purificada. Assim, introduziu-se 20 ml de detergente num baldo volumétrico de 200 ml. De

seguida adicionou-se a agua purificada até perfazer o volume e agitou-se a solugéo.

e Solucado contaminante de Labwash

Nos ensaios com o detergente Labwash utilizou-se uma solugdo a 5% (p/v) em agua purificada.
Como tal, pesou-se 10 g de detergente para um baldo volumétrico de 200 ml, sendo colocado
posteriormente nos ultrassons, ja com agua purificada, durante cerca de 10 minutos. De seguida

completou-se o volume com 0 mesmo solvente e agitou-se a solucéo obtida.

3.1.5 Determinacéo dos critérios de aceitacéo

Neste trabalho em especifico, é necessario estabelecer critérios de aceitagdo para o cloreto de
sédio, neodisher FLA, neodisher Z, labwash e sulfametoxazol, demonstrando-se assim a eficacia de

remocéao destes no processo de lavagem nas maquinas.

44



A tabela 3.1 demonstra os critérios de aceitacéo para cada uma das substancias.

As 4guas de enxaguamento resultantes da lavagem do material contaminado com cloreto de
sédio e neodisher FLA podem apresentam um valor maximo de condutividade de 3 uS/cm. Este valor
€ o limite maximo de condutividade considerado para a agua purificada, garantido a auséncia de
qualquer residuo [53].

A presenca de neodisher Z e labwash nas aguas provenientes do enxaguamento de material é
detetada pelo método do carbono organico total, apresentando um limite maximo de 500 ppb (0,5
mg/l). Este valor corresponde ao valor maximo de TOC aceitavel para a agua purificada e agua para
a preparacgédo de injetaveis [54]. Admitindo como valor maximo para as aguas de enxaguamento o
valor maximo da agua purificada garante-se que ndo existem vestigios das substancias em causa.

Relativamente ao sulfametoxazol, a sua detecdo nas aguas de enxaguamento do material

submetido a lavagem apresenta o limite maximo de 1 pg/ml, valor estabelecido pela FAES FARMA.

3.1.6 Funcionamento das maquinas de lavagem de material do Controlo da
Qualidade

A qualificagdo da performance foi realizada em trés maquinas de lavar material existentes no
Controlo da Qualidade, duas delas presentes no laboratério fisico-quimico (Miele G7835 CD e Miele
PG8583 CD) e a outra no laboratério de microbiologia (Miele G7733).

Miele G 7835 CD

A maquina Miele G 7835 CD trata-se de uma maquina de lavar material de laboratério, sendo
utilizada nos Laboratérios Vitéria para a lavagem da maioria do material existente (como material de
vidro, de plastico ou de metal). Nos seus programas de lavagem utiliza um detergente liquido
(Neodisher FLA) e um produto neutralizador (Neodisher Z). A descricdo da maquina encontra-se

detalhada na figura 3.1.

Miele PG 8583 CD
A maquina Miele PG 8583 CD é uma maquina de lavagem e desinfe¢do de vidraria e utensilios
de laboratério. Esta utiliza o Neodisher FLA como detergente liquido e o Neodisher Z como agente

de neutralizacdo, estando a sua descri¢éo presente na figura 3.2.

Miele G 7733

A maquina Miele G7733 encontra-se no laboratério de microbiologia, sendo responsavel
pela lavagem de todo o tipo de material envolvido nos ensaios microbioldgicos, como frascos, copos
de filtragcdo, almofarizes e pildes, espatulas, ping¢as, tubos de ensaios, entre outros. O programa de

lavagem desta maquina requer apenas a utilizacdo do detergente em po6 Labwash.
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Unidade de secagem

Reservatorios para produto
neutralizador (vermelho) e detergente
liquido (azul)

Combinacéo de filtros

Deposito para sal de regeneracao
(descalcificador de agua)

Tampa de inspecao

Entrada da sonda de medi¢do para
validagéo

Ligagdo para modulo DOS G 60
‘Bomba doseadora para produto
neutralizador” (branco) e “Bomba
doseadora para produto desinfetante
quimico” (verde) — zona posterior
Porta série — zona posterior (em cima
a esquerda, por tras da chapa de

cobertura)

Figura 3.1 - Descricdo da maquina Miele G 7835 CD [55]
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Unidade lateral

Reservatorios para

produto

neutralizador (vermelho) e detergente
liquido (azul)

Unidade de secagem

Trilhos para cestos e unidades
moveis

Fechadura da porta da maquina
Ponto de teste para verificacbes de
desempenho

Médulo de encaixe para um maédulo

de comunicacao

10.

11.

12.

13.
14.

Bragco superior de pulverizagdo da
maquina

Conexdes de &gua para unidades
moveis e cestos

Brago inferior de pulverizacdo da
maquina

Parte traseira da maquina: Conexdes
elétricas e de agua

Combinacéao de filtros

Porta de abertura e fecho da maquina

Reservatorio de sal de regeneracao

Figura 3.2 - Descrigdo da maquina Miele PG 8583 CD [56]

funcionamento, utilizando as condi¢des de trabalho habituais.

O procedimento da qualificacdo de performance executou-se com 0s trés equipamentos em

E de notar que a capacidade de limpeza de cada maquina se encontra inquestionavelmente
dependente do tipo e dimensdo do material, tempo médio da incidéncia dos jatos, pressdo e
velocidade de lavagem. Torna-se entdo necessdario conhecer quais os programas de lavagem

adotados por cada maquina (Tabela 3.7) e quais as suas caracteristicas (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6 - Caracteristicas dos programas de lavagem utilizados por cada maquina

Modelo/Programas de lavagem
Fase do programa de lavagem G7733 G7835CD PG8583CD

1 2 3

Circulagado de agua fria X X - X X

Circulagdo de agua quente 50°C 50°C - X X

Pré-lavagem

Mudanca de 4gua X X - - -

Circulacdo de agua quente 50°C 50°C - - -

Circulagdo de agua quente 50°C 50°C - - -

Mudanca de agua X X - - -
Circulacdo a4gua quente com detergente 50°C 50°C 60°C | 60°C | 60°C

Lavagem principal Mudanca de 4gua X X X - -

Circulacao a4gua quente com detergente - - 60°C - -

Circulacdo de 4gua quente 50°C 50°C - - -

Circulagao agua fria X X - - -

Circulacao agua fria com neutralizador X X - - -
Circulagdo agua quente com neutralizador 50°C 50°C 60°C | 60°C | 60°C

Mudanca de agua X X X X -

Circulagao com agua quente - - X X -

E
nxaguamgnto Circulagao de agua quente com neutralizador 50°C 50°C - - -
intermédio

Circulacao de agua fria com neutralizador X X - - -

Circulacao de agua purificada fria X X X X X

Mudanca de agua X X - - X

Circulacao de agua purificada fria X X - - X

Circulagao de agua purificada fria X X - -
Enxaguamento final

Circulacao de agua purificada quente 50°C 50°C 60°C | 60°C | 60°C

Condensacao do vapor - 50°C - - -

Secagem

Secagem - 50°C 60°C | 60°C | 60°C
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Tabela 3.7 - Identificagdo das maquinas de lavar e respetivos programas de lavagem

Marca / o x
Modelo Programas de lavagem Localizagéo
Miele G 7835 Sala lavagem
- o
cD LAB-STANDAR n° 50 FO
1 — ORGANICA (remoc&o de residuos organicos como 6leos, gorduras,
ceras, agar, etc — média a muita sujidade)
Miele PG 2 — UNIVERSAL (remogéo de residuos organicos e condicionalmente Sala lavagem
8583 CD . . A . - FQ
residuos inorgénicos — pouca a meédia sujidade)
3 - PIPETAS
. Salal
Miele G7733 2xH,0 PUR ala ‘avagem
Micro

3.1.7 Contaminacdo do material

Como ja foi referido no planeamento da qualificagdo, o material antes de ser submetido a lavagem

nas maquinas tem de ser contaminado, de modo a testar-se a eficicia da remocéo de residuos

contaminantes. Assim, introduz-se o volume de solu¢cdo contaminante (especificado na tabela 3.8)

sobre o material a ensaiar, efetuando-se o procedimento descrito a seguir:

Balbes volumétricos: introduz-se 40,0 ml de solucdo contaminante em cada proveta de 50,0
ml e passa-se o volume fixado pelos baldes, comeg¢ando pelos de maior volume.

Pipetas aferidas: introduz-se 50,0 ml de solucdo contaminante em cada proveta de 50,0 ml e
procede-se a passagem do volume fixado na tabela 3.8, com duas cargas de solu¢cdo em cada
pipeta, comecgando pelas de menor volume e devolvendo a solugéo a proveta.

Tubos de ensaio: introduz-se 10,0 ml de solucdo contaminante num tubo, agitando-se 10
segundos e passando a solu¢do para o tubo seguinte, até completar o procedimento nos dez
tubos.

Copos de polipropileno: introduz-se 40,0 ml de solu¢cdo contaminante no copo de maior
volume, agita-se 10 segundos e procede-se a transferéncia da solugao para o de menor volume.
Repete-se o procedimento anterior.

Copos de filtracdo: introduz-se 40,0 ml de solu¢cdo contaminante no copo, agita-se 10
segundos e procede-se a transferéncia da solugao.

Frascos e almofarizes: introduz-se 40,0 ml de solugcdo contaminante nos fracos de maior
volume, agita-se 10 segundos e procede-se a transferéncia da solu¢éo para o de menor volume.
Repete-se o procedimento anterior.

Espatulas, pincas e tampas: passar 10,0 ml da solu¢éo contaminante pelo material.
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A impregnacao do material com as solugBes contaminantes é executada do seguinte modo:

= BalBes e frascos: tapa-se com as respetivas tampas e agita-se manualmente, assegurando

assim uma distribuicdo uniforme da solucdo para total impregnagéo.

= Pipetas: aspira-se duas vezes a solugdo contaminante.

=  Provetas, copos de filtracdo e copos de polipropileno: agita-se manualmente com gestos

circulares impregnando toda a superficie.

= Espéatulas e pincas: mergulha-se o material na solugéo.

Tabela 3.8 - Volume de solugdo contaminante necessario para a contaminagao do material

Maquina de lavagem de microbiologia
MIELE G7733

Volume de solugé@o contaminante (ml)

Proveta 50,0 (1) Proveta 50,0 (2)
Tubos de ensaio 30,0 ml (x 10 un) 10,0 (x10)
Copos de polipropileno 50,0 (x2) e 250 (x2) ml 40,0
Copos de filtragdo 300 ml 40,0 -
Copos de filtragao 300 ml - 40,0
Almofariz e pildo 40,0 -
Almofariz e pildo - 40,0
Frascos 100 mL 40,0 R
Frascos 100 mL - 40,0
Frascos 1000 mL 40,0 -
Frascos 1000 mL - 40,0
Frascos 2000 mL 40,0 -
Frascos 2000 mL - 40,0
Espatulas (x2) e pingas (x2) 10,0

Maquinas de lavagem

Volume de solugao contaminante (ml)

MIELE G7835CD Proveta 50,0 (1) Proveta 50,0 (2)
Baldo volumétrico 1000,0 ml (1) 40,0 -
Baldo volumétrico 1000,0 ml (2) - 40,0
Baldo volumétrico 10,0 ml (1) 10,0 -
Bal&o volumétrico 10,0 ml (2) - 10,0
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Tabela 3.8 - Volume de solu¢édo contaminante necessario para a contaminag¢éo do material (continuacéo)

Proveta 50,0 ml (1)

40,0

Proveta 50,0 ml (2)

40,0

Pipeta graduada 5,0 ml (1)

1,0 (x2)

Pipeta graduada 5,0 ml (2)

1,0 (x2)

Pipeta graduada 10,0 ml (1)

10,0 (x2)

Pipeta graduada 10,0 ml (2)

10,0 (x2)

Pipeta diferencial 20,0 ml (1)

20,0 (x2)

Pipeta diferencial 20,0 ml (2)

20,0 (x2)

Pipeta diferencial 50,0 ml (1)

50,0 (x2)

Pipeta diferencial 50,0 ml (2)

50,0 (x2)

Tubos de ensaio 30,0 ml (x 10 un)

10,0 (x10)

Copos de polipropileno 50,0 (x2) e 250 (x2) ml

40,0

Espéatulas (x2) e pingas (x2)

10,0

Maquinas de lavagem

MIELE PG8583CD

Volume de solucd@o contaminante (ml)

Proveta 50,0 (1)

Proveta 50,0 (2)

Bal&o volumétrico 1000,0 ml (1) 40,0 -
Baldo volumétrico 1000,0 ml (2) - 40,0
Baldo volumétrico 10,0 ml (1) 10,0 -
Baldo volumétrico 10,0 ml (2) - 10,0
Proveta 50,0 ml (1) 40,0 -
Proveta 50,0 ml (2) - 40,0
Pipeta graduada 5,0 ml (1) 1,0 (x2) -
Pipeta graduada 5,0 ml (2) - 1,0 (x2)
Pipeta graduada 10,0 ml (1) 10,0 (x2) -
- 10,0 (x2)

Pipeta graduada 10,0 ml (2)
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O material impregnado, e depois de seco, é colocado diretamente na maquina de lavar utilizando,

para cada caso, 0 acessorio adequado a cada tipo de material:

= BalBes volumétricos e frascos: colocados de maneira a que a saida de agua ndo possa ser
obstruida pelo fundo do mesmo

= Pipetas aferidas: colocadas no suporte conforme indicado pelo fabricante

= Tampas e tubos de ensaio: colocadas no acessorio para tubos de ensaio

=  Provetas, copos de filtracdo e copos de polipropileno: colocados no local adequado de
modo a que a saida de agua ndo possa ser obstruida

= Espatulas e pincas: colocados na vertical de modo a nao ficar com vestigios de agua

Uma vez terminado o programa de lavagem e com material bem seco, procede-se a extracao do
residuo a analisar.

3.1.8 Enxaguamento apds lavagem - Preparacédo das solu¢gfes amostra

A amostragem por enxaguamento envolve a recolha de um liquido que esta em contacto com
a superficie a amostrar e que escorre sob a mesma. Ou seja, 0 enxaguamento trata-se de um método
de amostragem que permite avaliar a eficiéncia da lavagem, através da recolha de residuos a
superficie do material (como substancias contaminantes, substancias ativas e detergentes), casos
estes estejam presentes.

Preparagao das solugfes amostra

Ap6s a lavagem do material, este é submetido a um enxaguamento de forma a extrair residuos
contaminantes gue possam estar presentes.

Este procedimento de extracdo depende da substéncia com que se contaminou o material,
sendo para cada uma delas efetuado de forma diferente. Os diferentes procedimentos de extracio

estdo indicados nas tabelas seguintes.

Sulfametoxazol

O solvente indicado para a solubilizagcao do sulfametoxazol é a fase mével (4gua acidificada a
pH 2,5 e acetonitrilo, na proporcdo 65:35), logo € com esta solu¢do que o enxaguamento vai ser

realizado.
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Tabela 3.9 - Procedimento de extracdo do sulfametoxazol, apés o processo de lavagem

Material

Procedimento de extragéo

Baldes volumétricos:
10,0 ml

1000,0 ml

Introduzir um volume de fase moével igual ao volume da solugéao
contaminante e agitar manualmente cerca de 30 segundos:
10,0 ml

40,0 ml

(Repetir o procedimento para cada um dos baldes)

Pipetas aferidas

Introduzir num copo limpo e enxaguado previamente com fase mével
0 volume nominal de cada pipeta. Executar duas vezes a operagdo
de enchimento e descarga de cada pipeta;

Enxaguar o copo com fase mével nova antes de cada extracao.

(Repetir o procedimento para cada pipeta)

Provetas de 50 ml

Introduzir 25 ml de fase movel e agitar manualmente cerca de 30

segundos.

Assegurar que toda a superficie da proveta é enxaguada.
(Repetir o procedimento para cada proveta)

Tubos de ensaio 30 ml

Introduzir 10 ml de fase mével e agitar cerca de 30 segundos no
vortex.

Assegurar que toda a superficie do tubo é enxaguada.
(Repetir o procedimento para cada tubo)

Copos de polipropileno
50 ml

250 ml

Introduzir 25 ml de fase mével e agitar manualmente cerca de 30

segundos.

Assegurar que toda a superficie dos copos é enxaguada.
(Repetir o procedimento para cada copo)

Copos de filtragdo 300 ml

Introduzir 25 ml de fase movel e agitar manualmente cerca de 30
segundos.

Assegurar que toda a superficie dos copos é enxaguada.

Frascos:

100 ml

1000 ml

2000 ml
Almofariz e pildo

Introduzir um volume de fase movel igual ao volume da solugao
contaminante e agitar manualmente cerca de 30 segundos:
40,0 ml

(Repetir o procedimento para cada um)

Espatulas e pincas

Passar 10 ml de fase mével no material.
Assegurar gue toda a superficie dos materiais € enxaguada.

As aguas obtidas do enxaguamento sdo devidamente identificadas com o material a que pertencem
e colocadas diretamente nos vials para HPLC.
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Cloreto de Sé6dio e Neodisher FLA

O cloreto de sédio e neodisher FLA sédo duas substancias que apresentam uma elevada

solubilidade em agua, portanto para o enxaguamento do material contaminado com estes dois

compostos utiliza-se agua purificada.

As duas substancias sao detetadas através do mesmo método analitico, como tal o

procedimento de extracdo destas no material lavado é também idéntico.

Tabela 3.10 - Procedimento de extracdo do cloreto de s6dio e neodisher FLA, ap6s o processo de lavagem

Material

Procedimento de extracéo

Baldes volumétricos:
10,0 mi

1000,0 ml

Numa proveta de 50 ml, previamente enxaguada 5 vezes com agua
purificada, introduzir o volume de agua purificada correspondente ao
volume do baldo a ensaiar e determinar a condutividade;
Adicionar a 4gua ao balao:
< Baldo de 10,0 ml: 10,0 ml
% Baldo de 1000,0 ml: 40 ml
Enxaguar durante 30 segundos (assegurar que toda a superficie do baldo é

enxaguada) e transferir a &gua para outra proveta de 50 ml, previamente
enxaguada 5 vezes com agua purificada;

Determinar diretamente a condutividade da solugéo obtida;
Repetir 0 procedimento para cada um dos balbes.

Pipetas aferidas

Introduzir num copo limpo e previamente enxaguado 5 vezes com agua
purificada, o volume nominal de cada pipeta de &gua purificada e
determinar a condutividade;

Executar duas vezes a operagédo de enchimento e descarga da pipeta;
Determinar diretamente a condutividade da solucéo obtida;

Repetir o procedimento com cada uma das pipetas.

Provetas de 50 ml

Introduzir 25 ml de agua purificada numa proveta de 50 ml, previamente
enxaguada 5 vezes com agua purificada e determinar a condutividade;
Transferir a Agua para a proveta em ensaio e agitar manualmente cerca de
30 segundos (assegurar que toda a superficie da proveta é enxaguada);
Determinar diretamente a condutividade da solucao obtida;

Repetir o procedimento com cada uma das provetas.

Tubos de ensaio 30 ml

Numa proveta de 25 ml, previamente enxaguada 5 vezes com agua
purificada, introduzir 25 ml de 4gua purificada e determinar a condutividade;

Transferir a agua para o tubo de ensaio e agitar cerca de 30 segundos no
vortex (assegurar que toda a superficie do tubo é enxaguada);

Determinar diretamente a condutividade da solucéo obtida;
Repetir 0 procedimento para cada um dos tubos de ensaio.

Copos de polipropileno

50 e 250 ml

Numa proveta de 50 ml, previamente enxaguada 5 vezes com agua
purificada, introduzir 40 ml de 4gua purificada e determinar a condutividade;

Transferir a agua purificada e agitar manualmente cerca de 30 segundos
(assegurar que toda a superficie dos copos é enxaguada);

Determinar diretamente a condutividade da solucéo obtida;
Repetir 0 procedimento para o copo de 1000 ml.

Copos de filtrac&o

Numa proveta de 50 ml, previamente enxaguada 5 vezes com agua
purificada, introduzir 40 ml de 4gua purificada e determinar a condutividade;

Transferir a agua purificada e agitar manualmente cerca de 30 segundos
(assegurar que toda a superficie dos copos é enxaguada);

Determinar diretamente a condutividade da solucéo obtida;
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Tabela 3.10 - Procedimento de extracdo do cloreto de sédio e neodisher FLA, ap6s o processo de lavagem

(continuagéo)

Almofariz e pilao

Frascos: °
100 ml
1000ml R
2000 ml

Numa proveta, previamente enxaguada 5 vezes com agua purificada,
introduzir o volume de agua purificada correspondente ao volume do frasco a
ensaiar e determinar a condutividade;

Juntar a 40,0 ml de agua ao frasco;

Enxaguar durante 30 segundos (assegurar que toda a superficie do baldo é
enxaguada) e transferir a agua para outra proveta de 50 ml, previamente
enxaguada 5 vezes com agua purificada;

Determinar diretamente a condutividade da solucéo obtida;
Repetir 0 procedimento para cada um dos frascos e almofariz e pildo.

Espatulas e pincas .

Numa proveta de 25 ml, previamente enxaguada 5 vezes com &agua
purificada, introduzir 10 ml de agua purificada e determinar a condutividade;

Passar a agua pelo material e recolher a agua para outra proveta de 25 ml,
previamente enxaguada 5 vezes com agua purificada;

Determinar diretamente a condutividade da solugéo obtida;
Repetir o procedimento para cada um dos materiais.

Neodisher Z e Labwash

Tanto o neodisher Z como o Labwash sdo sollveis em agua, sendo esta utilizada como

solvente para efetuar o enxaguamento.

Estas duas substancias sdo detetadas pelo mesmo método analitico, apresentando também

0 mesmo procedimento de extracdo do material lavado.

Tabela 3.11 - Procedimento de extragdo do Neodisher Z e Labwash, apds o processo de lavagem

Material

Procedimento de extracdo

Baldes volumétricos:
10,0 ml

1000,0 ml

Introduzir um volume de agua purificada igual ao volume da solugéo
contaminante e agitar manualmente cerca de 30 segundos:
10,0 ml

40,0 mi

(Repetir o procedimento para cada um dos baldes)

Pipetas aferidas

e Introduzir num copo limpo e enxaguado previamente com agua
purificada o volume nominal de cada pipeta. Executar duas vezes a
operacgédo de enchimento e descarga de cada pipeta;

e  Enxaguar o copo com agua purificada nova antes de cada extragdo.
(Repetir o procedimento para cada pipeta)

Provetas de 50 ml

e Introduzir 25 ml de 4gua purificada e agitar manualmente cerca de 30
segundos.

e  Assegurar que toda a superficie da proveta é enxaguada.
(Repetir o procedimento para cada proveta)
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Tabela 3.11 - Procedimento de extracdo do Neodisher Z e Labwash, apos o processo de lavagem
(continuagéo)

e Introduzir 10 ml de agua purificada e agitar cerca de 30 segundos no
vortex.

e  Assegurar que toda a superficie do tubo é enxaguada.
(Repetir o procedimento para cada tubo)

Tubos de ensaio 30 ml

. . e Introduzir 25 ml de agua purificada e agitar manualmente cerca de 30
Copos de polipropileno

segundos.
50 ml e  Assegurar que toda a superficie dos copos é enxaguada.
250 ml (Repetir o procedimento para cada copo)

e Introduzir 25 ml de agua purificada e agitar manualmente cerca de 30
segundos.

®  Assegurar que toda a superficie dos copos é enxaguada.

Copos de filtracdo 300 ml

Frascos:

100 mi e  Introduzir um volume de agua purificada igual ao volume da solugéo
1000 ml contaminante e agitar manualmente cerca de 30 segundos:

2000 ml 40,0 mi

Almofariz e pildo
e  (Repetir o procedimento para cada um)

Espatulas e pincas e  Passar 10 ml de 4gua purificada no material.
e  Assegurar que toda a superficie dos materiais é enxaguada.

As solucdes obtidas do enxaguamento do material véo ser colocadas diretamente em vials para
serem analisadas no aparelho TOC.

3.2 Validagdo do método analitico por HPLC — Sulfametoxazol

De forma a detetar a presenca do sulfametaxol apds a lavagem do material nas maquinas
de lavar (Miele G 7835 CD, Miele PG 8583 CD e Miele G 7733) deve recorrer-se a utilizacdo de um
método analitico especifico, a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Como tal € necessario que
este método esteja validado para esta substancia.

A validacdo tem como objetivo determinar, em percentagem, a quantidade exata de
sulfametoxazol recuperada das respetivas solugdes, tendo em conta uma quantidade previamente
conhecida. Pretende também estabelecer-se uma evidéncia documental de que o procedimento
analitico conduz, com elevado grau de seguranca, a obtengdo de resultados precisos e exatos,
dentro dos limites de contaminacdo residuais pré-estabelecidos, garantindo a fiabilidade dos

resultados analiticos.
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3.2.1 Materiais e equipamentos

Equipamentos

e Balanca Metler MX5

e Cyberscan pH 2000

e Sistema de HPLC (Waters 6 e Waters 7)
e Placa de aquecimento e agitacédo

e Banho de ultrassons

Materiais

e Material de pesagem, espatulas e "barquinhas" de pesagem
e Frascos (vials) e septos para HPLC

e Agitador magnético

e Micropipeta 10-100 pl

e Material volumétrico - Classe A

e Material diverso de laboratorio
Reagentes

e Padréo de sulfametoxazol
e Acetonitrilo para HPLC

e Agua purificada

e Acido trifluoroacético

e Detergente Labwash

o Detergente Neodisher FLA

3.2.2 Condicdes cromatograficas

A obtencédo das condicBes cromatograficas 6timas para a execucdo da validagcdo teve por base o
método adotado pela farmacopeia europeia para a determinagdo de substancias relacionadas do

sulfametoxazol [57].
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Tabela 3.12 - CondigBGes cromatograficas adotadas pela farmacopeia europeia

Solugdo tampéo de hidrogeno fosfato de potassio (13,6 g/L) com pH
Fase movel ajustado a 5.3 com uma solucdo de hidréxido de potassio (20 g/L) :
Metanol (65:35)
Coluna Octil (C8) (5 um) (250 x 4 mm)
Temperatura da coluna 30 °C
Fluxo 0,9 mL / minuto
Volume de injecao 20 uL
Detecéao UV a 210 nm
Tempos de corrida 3 x o tempo de retencao do sulfametoxazol
Solucao de lavagem da Agua : metanol (1:1)
valvula de injecao

Aplicando as condi¢des cromatograficas anteriores ndo foi possivel detetar a presenca da substancia
de interesse. O principal problema residia no aparecimento de um precipitado na fase movel devido
a solucéo tampéo de hidrogeno fosfato de potéssio.

Depois de algumas experiéncias e alteragées ao método inicial, foram entao encontradas as

condi¢des cromatogréficas desejaveis para detetar o sulfametoxazol na concentragdo pretendida (1

png/mL).

Tabela 3.13 - Condi¢Bes cromatogréficas utilizadas na validagdo

Fase movel Agua acidificada (pH 2.5, C2HF302): Acetonitrilo (65:35)
Coluna Lichrospher 100 RP18 (5 um) (250 x 4 mm) Merck (art. 1.50833)
Temperatura da coluna 30 °C
Fluxo 0,7 mL / minuto
Volume de injecéo 50 pL
Detecéo UV a 270 nm
Tempos de corrida 10 minutos
Solu}gao s 'a_‘”%‘ge[" e Agua : metanol (1:1)
vélvula de injecdo

3.2.3 Preparacéao das solucdes

Solugdes padrédo de Sulfametoxazol (A), (B) e (C):

Introduziu-se 5, 10 e 15 mg de Sulfametoxazol padrdo, exatamente pesados, para balbes
volumétricos de 100 ml. Dissolveu-se e completou-se o volume com fase movel. Agitou-se,
homogeneizou-se e transferiu-se 1 ml de cada uma das solug8es anteriores para baldes volumétricos

de 100 ml. Por fim, completou-se o volume com fase movel.
Fase movel

A fase movel consiste na mistura de agua acidificada e acetonitrilo. Para acidificar a agua

encheu-se um recipiente com agua purificada e adicionou-se umas gotas de &cido trifluoroacético
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de modo a baixar o pH para o valor de 2,5 (esta adi¢cdo decorreu sob agitacdo). De seguida misturou-
se a agua acidificada com o acetonitrilo, na proporgdo de 65:35 (v/v). Por fim, a mistura obtida foi

colocada no banho de ultrassons para promover a desgaseificagdo da solucéo.

e Seletividade

Solucéo de Sulfametoxazol (C=0,001 mg/ml):

Pesou-se rigorosamente 10 mg de Sulfametoxazol para um baldo de 100 ml. Adicionou-se fase
movel e colocou-se nos ultrassons durante cerca de 15 minutos até a substéncia estar
completamente dissolvida. Perfez-se o volume do bal&o com o0 mesmo solvente e agitou-se de modo
a homogeneizar a solugdo. Por fim transferiu-se 1 ml da solugéo anterior para um baldo de 100 ml e

completou-se o volume com fase mavel.

Solucgéo de Labwash (C=0,001 mg/ml):
Adicionou-se, rigorosamente, 10 mg de Labwash para um baldo de 100 ml. Perfez-se o volume
com fase movel e agitou-se de forma a homogeneizar a solugdo. Transferiu-se 1 ml da solucdo

preparada para um baldo de 100 ml e completou-se o volume com o mesmo solvente.

Solucéo de Neodisher FLA (C=0,001 mg/ml):
Introduziu-se cerca de 15 pl de Neodisher FLA (o equivalente a 20 mg) para um baldo de 200
ml. Perfez-se o volume com fase mdvel e agitou-se a solugdo. Transferiu-se 1 ml da solucéo anterior

para um baldo de 100 ml e completou-se o volume com 0 mesmo solvente.

Solugao “placebo” reforgada:

Pesou-se rigorosamente 20 mg de Labwash, 20 mg de Sulfametoxazol e 15 ul de Neodisher
FLA para um bal&o de 200 ml. Adicionou-se fase mével e colocou-se nos ultrassons durante cerca
de 15 minutos. Perfez-se o volume com o mesmo solvente e agitou-se a solucdo obtida. Por fim,
transferiu-se 1 ml da solug&o anterior para um baldo de 100 ml e completou-se o volume com fase

moével.
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e Linearidade

Solucdes padrdo de Sulfametoxazol:

Tabela 3.14 - Preparacao das solug@es para o ensaio da linearidade

Concentracéo Peso Vv Aliguota da .
* olume ~ Volume final
Teor (%) | sulfametoxazol | sulfametoxazol ml) solucéo ml)
(ng/ml) (mQg) anterior (ml)
50 0,50 0,5 100
75 0,75 15 200
100 1,00 10 100 1 100
125 1,25 2,5 200
150 1,50 15 100

*Teor calculado em relacéo a concentragdo tedrica da amostra

Inicialmente pesou-se 10 mg de sulfametoxazol para um baldo volumétrico de 100 ml.
Adicionou-se fase movel e colocou-se nos ultrassons cerca de 15 minutos. Perfez-se o volume e
agitou-se de modo a homogeneizar a solucao.

A partir desta solugéo foram feitas diluicdes para se obter as solu¢des com os diferentes
teores pretendidos. Como tal, transferiu-se as aliquotas da solugéo preparada para baldes de 100 e
200 ml, tal como especificado na tabela. De seguida acrescentou-se fase mdvel a todas elas, até

perfazer o volume, e agitou-se.

e Limite de detecdo e quantificacéo

Solugdes de sulfametoxazol (C=0.5%, C=1%, C=1,5%)

Para o célculo destes limites foram preparadas 3 solugfes a 0.5, 1 e 1.5% (concentracdes que
se pensava serem proximas do limite de quantificacdo). Como tal, foi necessario pesar
rigorosamente 5, 10 e 15 mg de sulfametoxazol para baldes volumétricos de 100 ml, adicionando
fase movel e colocando no banho de ultrassons durante cerca de 15 minutos. De seguida completou-
se 0 volume com o mesmo solvente, agitou-se e homogeneizou-se as solu¢des. Transferiu-se 1 ml
de cada uma das solu¢des para bal6es de 100 ml e completou-se o volume. Por fim, transferiu-se
de novo 1 ml de cada uma das solu¢cdes anteriores para baldes de 100 ml e perfez-se o volume com

a fase movel, agitando e homogeneizando as solugées.
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e Exatiddo
Para o célculo da exatidao foram utilizadas as solu¢des padrdo de sulfametoxazol (A), (B), e (C)

descritas acima e 3 solugfes placebo com sulfametoxazol, preparadas de acordo com a tabela 3.15.

Solucdes placebo com sulfametoxazol:

Tabela 3.15 - Preparacao das solugdes placebo com sulfametoxazol

Aliquota
*“Teor Concentragao Peso Peso de Volume da Volume
(%) sulfametoxazol | sulfametoxazol | Peso de | Labwash ml) Solugéo final
(ug/ml) padré&o (mg) Neodisher (mg) anterior (ml)
FLA (ul) (ml)
50 0,50 20 15 20 200 0,5 100
100 1,00 20 15 20 200 1 100
150 1,50 20 15 20 200 1,5 100

*Teor calculado em relacéo a concentragdo tedrica da amostra

Para preparar cada uma das solu¢des placebo pesou-se, exatamente, 20 mg de
Sulfametoxazol, 15 pl de Neodisher FLA e 20 mg de Labwash para um baldo volumétrico de 200 ml.
Adicionou-se fase moével e colocou-se nos ultrassons de modo a dissolver todas as substancias. De
seguida completou-se o volume do baldo com o mesmo solvente e agitou-se. De forma a obter as
diluicdes pretendidas, transferiu-se as aliquotas das solugfes anteriores para baldes de 100 ml e

completou-se o volume com fase movel.

e Precisédo
Repetibilidade
Para o ensaio da repetibilidade foram utilizadas as solucdes padréo de sulfametoxazol (A), (B) e (C)

e a solucéo placebo com sulfametoxazol a 100%, preparada no ensaio da exatidao.

Precisdo intermédia
Os ensaios foram realizados por 2 analistas diferentes, em dois dias diferentes e em 2 equipamentos

diferentes, conforme o seguinte esquema:

Tabela 3.16 - Esquema representativo da execugao de precisao intermédia

Analista X Instrumento A Dia 1
nafista Instrumento B Dia 2
. Instrumento A Dia 1

AnalistaY -
Instrumento B Dia 2
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Cada analista:
- Preparou 3 solugBes placebo com sulfametoxazol a 100%, de acordo com a preparagdo descrita
na exatidao (Tabela 3.15).

- Utilizou as solugBes padrédo de sulfametoxazol (A), (B) e (C).

e Adeguabilidade do sistema (SST — System Suitability Tests)
No estudo da adequabilidade do sistema utilizou-se a solucdo padrédo de sulfametoxazol a 100%
- Solucéo (B).
Este estudo foi efetuado em 2 sistemas cromatograficos diferentes.

e Robustez

Para o ensaio da robustez foram utilizadas as solu¢des padréo de sulfametoxazol (A), (B) e (C)
e a solucéo placebo com sulfametoxazol a 100%, preparada no ensaio da exatiddo.

Como jafoi referido na introducéo, este ensaio teve como base os desenhos fatoriais de Plackett-
Burman, em que foram efetuados 8 ensaios, fazendo variar 7 fatores.

De forma a efetuar este ensaio é necessario estabelecer os pardmetros nominais de andlise
(pardmetros esses que foram utilizados para efetuar todos os outros ensaios da validacéo). A partir
desses parametros séo feitas pequenas altera¢cdes, um nivel acima e um nivel abaixo, para cada
fator avaliado.

Os diferentes fatores estudados e os respetivos valores/niveis que podem admitir sdo os

seguintes:
Tabela 3.17 - Fatores e niveis experimentais
Fator Nivel + | Valor nominal Nivel -
Percentagem de acetonitrilo na fase mével (%) 45 35 25
Volume de injecao (uL) 60 50 40
pH da fase movel 3 25 2
Temperatura da coluna (°C) 35 30 25
Detecéo eletroquimica (nm) 280 270 260
Fluxo (mL/min) 0,8 0,7 0,6
Coluna utilizada =m uso =m uso Em uso
Art. 1.50212 Art. 1.50833 Art. 1.50833
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Aplicando a matriz presenta na figura 2.3, temos:

Tabela 3.18 - Matriz utilizada no ensaio da robustez

Fatores a avaliar

Percentagem Volume
de de pHda | Temperatur Detecao Fluxo
Ensaio acetonitrilo L fase adacoluna | eletroquimica | (ml/min Coluna utilizada
injecao , o
na fase () movel (°C) (nm) )
movel (%) H

Em uso [Lichrospher 100
1 45 40 2,0 35 280 0,6 RP18 (5um) (250x4mm)
Merck (art 1.50212]

Em uso [Lichrospher 100
2 45 60 2,0 25 260 0,8 RP18 (5um) (250x4mm)
Merck (art 1.50212]

Em uso [Lichrospher 100
3 45 60 3,0 25 280 0,6 RP18 (5um) (250x4mm)
Merck (art 1.50833]

Em uso [Lichrospher 100
4 25 60 3,0 35 260 0,6 RP18 (5um) (250x4mm)
Merck (art 1.50212]

Em uso [Lichrospher 100
5 45 40 3,0 35 260 0,8 RP18 (5um) (250x4mm)
Merck (art 1.50833]

Em uso [Lichrospher 100
6 25 60 2,0 35 280 0,8 RP18 (5um) (250x4mm)
Merck (art 1.50833]

Em uso [Lichrospher 100
7 25 40 3,0 25 280 0,8 RP18 (5um) (250x4mm)
Merck (art 1.50212]

Em uso [Lichrospher 100
8 25 40 2,0 25 260 0,6 RP18 (5um) (250x4mm)
Merck (art 1.50833]

e Estabilidade das solucdes

No estudo da estabilidade das soluc¢des foram utilizadas as solu¢des padréo de sulfametoxazol

(A), (B) e (C) e a solucéo placebo com sulfametoxazol a 100%, preparada no ensaio da exatidao.
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4. Apresentacao e discussao de resultados obtidos

4.1 Qualificacdo da performance das maquinas de lavagem de

material

Nesta seccéo serdo apresentados os resultados mais relevantes obtidos na qualificacdo da
performance de cada uma das maquinas de lavar material.
Cada ensaio foi executado de modo independente e em duplicado (2 dias), segundo a

metodologia mencionada no capitulo anterior.

411 Miele G 7835 CD

a) TOC

e Contaminacao por Labwash

Inicialmente comecgou-se por se efetuar o primeiro ensaio da contaminacgéo por labwash e
obtiveram-se os resultados listados na tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Valores de TOC obtidos do enxaguamento do material contaminado com Labwash (Dia 1) e
submetido a lavagem na maquina Miele G 7835 CD

Material de laboratério TOC experimental* (ppb C) Critério de aceitacéo

Branco (Agua purificada) 57,1

Baldo volumétrico 10,0 ml 738,9

Balao volumétrico 10,0 ml 818,9

Balao volumétrico 1000,0 ml 1072,9

Balao volumétrico 1000,0 ml 728,9

Proveta 50,0 ml 115,9

Proveta 50,0 ml 144,9

Pipeta graduada 5,0 ml 78,9

Pipeta graduada 5,0 ml 185,9

Pipeta graduada 10,0 ml 321,9

Pipeta graduada 10,0 ml 181,9

Pipeta diferencial 20,0 ml 88,9

P?peta d?ferenc?al 20,0 ml 359,9 <500 ppb (< 0,5 mg/l)

Pipeta diferencial 50,0 ml 68,9

Pipeta diferencial 50,0 ml 113,9

Copo polipropileno 50 ml 74,9

Copo polipropileno 50 ml 92,9

Copo polipropileno 250 ml 515,9

Copo polipropileno 250 ml 626,9
1: 406,9 6:189,9

Tubos de ensaio 30 ml 2j 368,9 7j 226,9

(10 unidades) 3:433,9 8: 255,9
4:122,9 9:172,9
5:380,9 10:321,9

Espétula 451,9

Espétula 478,9

Pinca 14229

Pinca 503,9

*O valor de TOC experimental resulta da subtracdo do valor TOC do branco ao valor TOC de cada material
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O aparelho Sievers DataPro 900 calcula o valor de TOC pela diferenca entre o valor de TC e
IC. Na tabela anterior encontram-se apenas os valores de TOC finais, sendo que a tabela completa
com os valores de TC, IC e TOC se encontra em anexo (Al — Tabela Al1.1).

Tendo em conta o valor limite estabelecido de 500 ppb, pode observar-se que existem alguns
materiais que apresentam valores de TOC muito acima desse valor. O programa de lavagem da
maquina Miele G 7835 CD nao é eficaz na remocao do detergente labwash, deixando o material com
residuos de contaminante. Assim sendo, foi necessario averiguar a origem desta contaminacao e
tomar medidas que levassem a sua resolucao.

Foi entdo construido um diagrama de Ishikawa com o objetivo de agrupar e visualizar as varias

causas que poderdo estar na origem do problema.

MATERIAIS > MAO-DE-OBRA]

MAQUINA MEDIDA

| Percentagem de contaminante | M@ preparacdo da solugdo
elevada - de dificil remocéo contaminante

Protocole de gualificagao Execugdo errada da contaminagdao
errado

ou do enxaguamento

MEIO AMBIENTE

Contaminagéo da
»| maquina de lavar
CQ (G7835CD)

Detergente ou neutralizante
contaminam o material

n Programas de lavagem
. ineficientes

Existéncia de contaminagao
residual nos materiais

| Material ndo € o mais indicado para os testes de

contaminagao - Escolha errada de material

- Méquina 30|| Materiais

Figura 4.1 - Diagrama de Ishikawa para a contaminacdo da maquina de lavar G 7835 CD

Analisando o diagrama concluiu-se que a origem da contaminac¢ao estava muito provavelmente
na maquina, uma vez que era o fator que apresentava um maior impacto no problema em questao,
reunindo uma maior pontuacao. Assim, o detergente (Neodisher FLA) ou o neutralizante (Neodisher
Z) utilizados estavam a contaminar o material ou o programa de lavagem podia ndo estar planeado
da forma mais eficiente.

Por forma a confirmar que a contaminacao tinha origem efetivamente da maquina de lavar, foi
efetuada uma lavagem do material em estudo, mas sem se proceder a contaminagédo do mesmo. Os

resultados obtidos encontram-se na tabela 4.2.
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Tabela 4.2 - Valores de TOC obtidos do enxaguamento de material por contaminar e submetido a lavagem na
magquina Miele G 7835 CD

Material de laboratério TOC experimental* (ppb C) Critério de aceitagéo

Branco (Agua purificada) 87,7

Baldo volumétrico 10,0 ml 16,3

Balao volumétrico 10,0 ml 2,2

Balao volumétrico 1000,0 ml 85,3

Baldo volumétrico 1000,0 ml 186,3

Proveta 50,0 ml 10,5

Proveta 50,0 ml 25,3

Pipeta graduada 5,0 ml 868,3

Pipeta graduada 5,0 ml 594,3

Pipeta graduada 10,0 ml 376,3

Pipeta graduada 10,0 ml 2123

Pipeta diferencial 20,0 ml 30,3

Pipeta diferencial 20,0 ml 9,1

Pipeta diferencial 50,0 ml 28,3

Pipeta diferencial 50,0 ml 74,3 < 500 ppb (= 0,5 mg/l)

Copo polipropileno 50 ml 1382,3

Copo polipropileno 50 ml 1282,3

Copo polipropileno 250 ml 486,3

Copo polipropileno 250 ml 573,3
1: 0,0 6:9,5

Tubos de ensaio 30 ml 2j 6.9 7j 357.3

(10 unidades) 3:2,9 8:393,3
4:11,1 9:423,3
5:9,5 10: 451,3

Espétula 474,3

Espatula 155,3

Pinca 910,3

Pinca 618,3

*O valor de TOC experimental resulta da subtracéo do valor TOC do branco ao valor TOC de cada material

A tabela completa, com os valores de TC e IC para cada material, encontra-se em anexo (Al-
Tabela A1.2).

Através da analise dos resultados obtidos, tornou-se evidente a presen¢a de contaminacéo na
maquina de lavar material. Esta teve origem ou no detergente ou no neutralizante utilizados, uma
vez que o material foi introduzido na maquina completamente limpo, sem residuos de contaminante
algum.

Dado que o detergente Neodisher FLA é composto maioritariamente por hidroxido de sédio,
apresentando quantidades reduzidas de carbono na sua constituicdo, este ndo é detetado pelo
método analitico TOC. Por sua vez o neutralizante Neodisher Z é composto por acido citrico e
detetado pelo TOC.

Era entdo muito provavel que a contaminacgéo estivesse relacionada com o neutralizante, como
tal este foi substituido por agua purificada de forma a estudar os efeitos produzidos nos resultados
(Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 - Valores de TOC obtidos do enxaguamento de material por contaminar e submetido a lavagem na
magquina Miele G 7835 CD (Maquina injeta apenas detergente e agua purificada)

Material de laboratério TOC experimental* (ppb C) | Critério de aceitagédo

Branco (Agua purificada) 219

Baldao volumétrico 10,0 ml 353

Balao volumétrico 10,0 ml 397

Balao volumétrico 1000,0 ml 453

Baldao volumétrico 1000,0 ml 587

Proveta 50,0 mi 0

Proveta 50,0 ml 0

Pipeta graduada 5,0 ml 23

Pipeta graduada 5,0 ml 8

Pipeta graduada 10,0 ml 0

Pipeta graduada 10,0 ml 12

Pipeta diferencial 20,0 ml 0

Pipeta diferencial 20,0 ml 0

Pipeta diferencial 50,0 ml 0 <500 ppb (£ 0,5 mg/l)

Pipeta diferencial 50,0 ml 0

Copo polipropileno 50 ml 31

Copo polipropileno 50 ml 26

Copo polipropileno 250 ml 249

Copo polipropileno 250 ml 175

Tubos.de ensaio 30 ml 12'_900 ?: 2

(10 unidades) 319 819
4: 40 9:0
5:36 10: 13

Espétula 101

Espatula 157

Pinca 521

Pinca 580

*O valor de TOC experimental resulta da subtracéo do valor TOC do branco ao valor TOC de cada material

A tabela completa, com os valores de TC e IC para cada material, encontra-se em anexo (Al-
Tabela A1.3).

Como se pode constatar pela tabela, os valores de TOC das aguas de enxaguamento do material
diminuiram bastante com a substituicdo do neutralizante neodisher z pela 4gua purificada. A maioria
do material j& se encontra dentro dos limites estabelecidos e com valores baixos, a excecédo de trés
deles que apresentam valores de TOC acima dos 500 ppb. Tal deve-se a possibilidade de ainda
existirem vestigios de neodisher z nas tubagens e a realizacdo de apenas uma purga nao ter sido
suficiente, o que néo apresenta muita relevancia devido aos valores ndo serem muito superiores ao
limite.

Pode entdo concluir-se que de facto a contaminacdo estava a ser causada pelo neutralizante,
sendo este substituido pela dgua purificada. Assim, com a sua eliminag&o do programa de lavagem
da maquina este deixou de ser uma das substancias contaminantes envolvidas no processo de

gualificacéo.

68



Estando a maquina livre de contaminacg@es, procedeu-se entdo a contaminag¢édo do material com

o detergente Labwash, em dois dias consecutivos. Os resultados obtidos encontram-se nas tabelas

44e45

Tabela 4.4 - Valores de TOC obtidos do enxaguamento do material contaminado com Labwash (Dia 1) e

submetido a lavagem na maquina Miele G 7835 CD

Material de laboratério

TOC experimental* (ppb C)

Critério de aceitagéo

Branco (Agua purificada) 14,1

Baldao volumétrico 10,0 ml 259,9

Baldo volumétrico 10,0 ml 235,9

Baldo volumétrico 1000,0 ml 4549

Balao volumétrico 1000,0 ml 388,9

Proveta 50,0 ml 141,9

Proveta 50,0 mi 186,9

Pipeta graduada 5,0 ml 267,9

Pipeta graduada 5,0 ml 3219

Pipeta graduada 10,0 ml 248,9

Pipeta graduada 10,0 ml 207,9

Pipeta diferencial 20,0 ml 191,9

Pipeta diferencial 20,0 ml 166,9

Pipeta diferencial 50,0 ml 1249

Pipeta diferencial 50,0 ml 144.9

Copo polipropileno 50 ml 145,9 <500 ppb (= 0,5 mg/l)

Copo polipropileno 50 ml 161,9

Copo polipropileno 250 ml 2179

Copo polipropileno 250 ml 226,9
1:219,9 6:224,9

Tubos de ensaio 30 ml 2j 1279 7j 150,9

(10 unidades) 3:140,9 8:142,9
4:151,9 9:169,9
5:174,9 10: 144,9

Espétula 2189

Espétula 122.9

Pinca 319,9

Pinca 312,9

*O valor de TOC experimental resulta da subtra¢éo do valor TOC do branco ao valor TOC de cada material
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Tabela 4.5 - Valores de TOC obtidos do enxaguamento do material contaminado com Labwash (Dia 2) e

submetido a lavagem na maquina Miele G 7835 CD

Material de laboratério TOC experimental* (ppb C) | Critério de aceitagédo
Branco (Agua purificada) 15,7
Baldo volumétrico 10,0 ml 71,4
Balao volumétrico 10,0 ml 70,6
Balao volumétrico 1000,0 ml 456,3
Baldo volumétrico 1000,0 ml 207,3
Proveta 50,0 ml 113,3
Proveta 50,0 ml 128,3
Pipeta graduada 5,0 ml 273,3
Pipeta graduada 5,0 ml 297,3
Pipeta graduada 10,0 ml 310,3
Pipeta graduada 10,0 ml 206,3
Pipeta diferencial 20,0 ml 177,3
Pipeta diferencial 20,0 ml 406,3
Pipeta diferencial 50,0 ml 254,3
Pipeta diferencial 50,0 ml 414,3
Copo polipropileno 50 ml 289,3 <500 ppb (< 0,5 mg/l)
Copo polipropileno 50 ml 275,3
Copo polipropileno 250 ml 346,3
Copo polipropileno 250 ml 3413
1:81,5 6:71,2
Tubos de ensaio 30 ml 2?;'4600063 ;j ggz
(10 unidades) 4:64.4 9:71.2
5:61,1 10: 55,8
Espétula 1123
Espatula 62,6
Pinca 468,3
Pinca 346,3

*O valor de TOC experimental resulta da subtracéo do valor TOC do branco ao valor TOC de cada material

As tabelas completas, onde se apresentam os valores de TC, IC e TOC de cada material
encontram-se em anexo (Al-Tabelas Al.4 e AL1.5).

Os valores de TOC obtidos do enxaguamento do material contaminado com labwash e
submetido ao processo de lavagem na maquina Miele G7835 CD estéo todos abaixo do valor de 500
ppb, ou seja, conformes. E de notar que o programa de lavagem passou a ser constituido apenas
pelo detergente Neodisher FLA, sendo o neutralizante substituido por agua purificada. Assim, pode
afirmar-se que o programa de lavagem da maquina é eficaz na remocédo do detergente labwash,

deixando o material com residuos em niveis aceitaveis.

Pontos criticos:

De forma a efetuar uma andlise o mais completa possivel da maquina Miele G 7835 CD foi
estudada a existéncia de pontos criticos. Como tal, foram utilizados dois tipos de materiais: balées
volumétricos de 150 ml e pipetas graduadas de 25 ml, uma vez que cada um deles é inserido num
suporte diferente, no interior da méquina.

O material foi contaminado com labwash e ensaiado trés vezes, ou seja, foram feitas trés

maquinas com cada tipo de material e determinou-se quais 0s pontos criticos (pontos da maquina
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em que o material apresenta, repetidamente, valores mais elevados de TOC). Os resultados obtidos

encontram-se nas seguintes tabelas (Tabela 4.6 — 4.11).

v" Baldes volumétricos de 150 mL

Tabela 4.6 - Ensaio 1 para o estudo dos pontos criticos com balGes volumétricos de 150 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 170 149 20
Bal&o volumétrico 150 mL (1) [ 698 296 402 382
Bal&o volumétrico 150 mL (2) 595 296 300 280
Bal&o volumétrico 150 mL (3) [ 635 295 340 320
Bal&do volumétrico 150 mL (4) 597 292 305 285
Bal&o volumétrico 150 mL (5) 541 284 257 237
Baldo volumétrico 150 mL (6) 593 344 249 229
Bal&o volumétrico 150 mL (7) 540 310 231 211
Baldo volumeétrico 150 mL (8) [ 556 297 259 239

Tabela 4.7 - Ensaio 2 para o estudo dos pontos criticos com bal6es volumétricos de 150 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 148 127 20,4
Baldo volumétrico 150 mL (1) 502 272 230 209,6
Baldo volumétrico 150 mL (2) 730 286 444 423.,6
Bal&o volumétrico 150 mL (3) 641 310 331 310,6
Baldo volumétrico 150 mL (4) 665 292 373 352,6
Bal&o volumétrico 150 mL (5) [ 659 298 361 340,6
Bal&o volumétrico 150 mL (6) [ 5g1 280 300 279.,6
Bal&o volumeétrico 150 mL (7) [ @16 293 322 301,6
Bal&o volumétrico 150 mL (8) [ 552 279 273 252.6

Tabela 4.8 - Ensaio 3 para o estudo dos pontos criticos com baldes volumétricos de 150 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 156 137 19,3
Baldo volumétrico 150 mL (1) 551 302 249 2297
Baldo volumétrico 150 mL (2) 527 286 241 2217
Bal&o volumétrico 150 mL (3) 506 261 245 2257
Baldo volumétrico 150 mL (4) 576 274 302 282,7
Baldo volumeétrico 150 mL (5) [ 550 267 283 263,7
Baldo volumétrico 150 mL (6) 527 271 256 236,7
Bal&o volumétrico 150 mL (7) 497 266 231 211,7
Bal&o volumétrico 150 mL (8) | 789 429 360 340,7
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Analisando as tabelas anteriores observa-se que o0s pontos da maquina que apresentam,
repetidamente, os valores mais elevados de TOC se encontram nas posicdes 4 e 5.

Segue-se a localizacdo exata dos pontos criticos da maquina Miele G 7835 CD:

'i.\' - — e
o “y

( i : .
Figura 4.2 - Pontos analisados para a determinacéo dos pontos criticos da maquina G 7835 CD

v' Pipetas graduadas de 25 mL

Tabela 4.9 - Ensaio 1 para o estudo dos pontos criticos com pipetas graduadas de 25 ml

TC (ppb) [ IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 258 172 85,7
Pipeta graduada 25 mL (1) 689 251 438 352,3
Pipeta graduada 25 mL (2) 719 254 465 379,3
Pipeta graduada 25 mL (3) 688 271 417 331,3
Pipeta graduada 25 mL (4) 648 275 373 287,3
Pipeta graduada 25 mL (5)| 673 369 304 218,3

Tabela 4.10 - Ensaio 2 para o estudo dos pontos criticos com pipetas graduadas de 25 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 168 152 15,7
Pipeta graduada 25 mL (1) 348 191 157 1413
Pipeta graduada 25 mL (2) | 468 216 252 236,3
Pipeta graduada 25 mL (3) 437 229 208 192,3
Pipeta graduada 25 mL (4) 443 206 238 2223
Pipeta graduada 25 mL (5)| 518 238 280 264,3
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Tabela 4.11 - Ensaio 3 para o estudo dos pontos criticos com pipetas graduadas de 25 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 156 140 16
Pipeta graduada 25 mL (1) 256 169 86,7 70,7
Pipeta graduada 25 mL (2) 360 212 148 132
Pipeta graduada 25 mL (3) 409 245 164 148
Pipeta graduada 25 mL (4) 293 211 82 66
Pipeta graduada 25 mL (5) 290 209 80,7 64,7

Como se pode observar pela andlise das tabelas anteriores, a posicdo onde o material apresenta
repetidamente valores mais elevados de TOC é a posigao 2 (Ponto critico).

Segue-se a localizacdo exata dos diversos pontos analisados da maquina Miele G 7835 CD:

Figura 4.3 - Pontos analisados para a determinacéo dos pontos criticos da maquina G 7835 CD
b) Condutimetria

e Contaminacao por Cloreto de Sédio

Tabela 4.12 - Valores de condutividade obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminag&o por
cloreto de sddio (dia 1) e submetido a lavagem na maquina Miele G7835 CD

M . L Condutividade Condutividade da Condutividade final*
aterial de laboratério d
0 branco amostra (<3 pS/cm)

Baldo volumétrico 10,0 ml (1) 1,00 1,66 0,66
Bal&o volumétrico10,0 ml (2) 1,12 1,42 0,30
Bal&do volumétrico 1000,0 ml (1) 1,05 1,98 0,93
Bal&do volumétrico 1000,0 ml (2) 1,07 1,38 0,31
Proveta 50,0 ml (1) 1,52 1,67 0,15
Proveta 50,0 ml (2) 1,48 1,98 0,50
Pipeta graduada 5,0 ml (1) 1,03 1,23 0,20
Pipeta graduada 5,0 ml (2) 1,04 1,28 0,24
Pipeta graduada 10,0 ml (1) 1,41 1,65 0,24
Pipeta graduada 10,0 ml (2) 0,99 1,11 0,12

*QO valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra
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Tabela 4.12 - Valores de condutividade obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo por
cloreto de sddio (dia 1) e submetido & lavagem na maquina Miele G7835 CD (continuagéo)

Material de laboratério Condutividade Condutividade da Condutividade final*
do branco amostra (3 uS/cm)
Pipeta diferencial 20,0 ml (1) 1,05 1,19 0,14
Pipeta diferencial 20,0 ml (2) 1,10 1,14 0,04
Pipeta diferencial 50,0 ml (1) 1,14 1,38 0,24
Pipeta diferencial 50,0 ml (2) 1,08 1,87 0,79
Copo polipropileno 50 ml (1) 0,83 3,30 2,47
Copo polipropileno 50 ml (2) 0,89 1,59 0,70
Copo polipropileno 250 ml (1) 0,96 1,16 0,20
Copo polipropileno 250 ml (2) 1,01 1,13 0,12
1:1,59 6:1,85 1: 0,10 6: 0,36
Tubos de ensaio 30 ml 2:1,65 7:2,20 2:0,16 7:0,71
(10 unidades) 1,49 3:1,73 8:1,66 3:0,24 8:0,17
4:1,58 9:1,80 4: 0,09 9:0,31
5:1,88 10: 1,73 5:0,39 10: 0,24
Espatula (1) 1,02 1,31 0,29
Espéatula (2) 0,90 1,36 0,46
Pinca (1) 1,13 1,84 0,71
Pinca (2) 1,23 2,13 0,90

*QO valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra

Tabela 4.13 - Valores de condutividade obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo por
cloreto de sodio (dia 2) e submetido a lavagem na maquina Miele G7835 CD

Material de laboratério Codndutividade Condutividade da Condutividade final*
o branco amostra (<3 puS/cm)

Baldo volumétrico 10,0 ml (1) 0,92 1,08 0,16

Baldo volumétrico10,0 ml (2) 0,89 1,13 0,24

Baldo volumétrico 1000,0 ml (1) 0,69 3,27 2,58

Baldo volumétrico 1000,0 ml (2) 0,69 1,20 0,51

Proveta 50,0 ml (1) 0,82 1,24 0,42

Proveta 50,0 ml (2) 0,69 0,91 0,22

Pipeta graduada 5,0 ml (1) 1,16 1,50 0,34

Pipeta graduada 5,0 ml (2) 1,00 1,66 0,66

Pipeta graduada 10,0 ml (1) 0,93 1,13 0,20

Pipeta graduada 10,0 ml (2) 0,83 1,17 0,34

Pipeta diferencial 20,0 ml (1) 0,86 1,09 0,23

Pipeta diferencial 20,0 ml (2) 0,76 0,87 0,11

Pipeta diferencial 50,0 ml (1) 0,84 0,96 0,12

Pipeta diferencial 50,0 ml (2) 0,77 0,90 0,13

Copo polipropileno 50 ml (1) 0,79 1,00 0,21

Copo polipropileno 50 ml (2) 0,76 1,40 0,64

Copo polipropileno 250 ml (1) 0,78 1,38 0,60

Copo polipropileno 250 ml (2) 0,73 0,90 0,17
1:0,81 6: 0,90 1: 0,07 6: 0,16

Tubos de ensaio 30 ml 2:1,06 7:0,95 2:0,32 7:0,21

(10 unidades) 0,74 3:0,84 8:0,87 3:0,10 8:0,13
4:1,03 9: 0,90 4:0,29 9:0,16
5:0,89 10: 1,09 5:0,15 10: 0,35

Espatula (1) 1,01 1,57 0,56

Espatula (2) 0,82 1,13 0,31

Pinca (1) 0,94 1,56 0,62

Pinca (2) 0,95 1,84 0,89

*QO valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra
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Os valores de condutividade das aguas de enxaguamento obtidas da contaminagéo do material
com cloreto de sodio e posterior lavagem na maquina Miele G7835 CD estao todos dentro dos limites
estabelecidos, ou seja, abaixo dos 3 uS/cm.

No ensaio realizado no dia 1 um dos copos de polipropileno apresenta um valor de
condutividade elevado (2,47 uS/cm) e no ensaio do dia 2 também se verificou um baldo volumétrico
de 1000 ml com uma condutividade elevada (2,58 uS/cm). Estes valores divergem um pouco dos
outros valores, podendo essa divergéncia ser causada pela ma colocacdo dos materiais nos
respetivos suportes. Ainda assim, estes valores encontram-se abaixo do limite maximo.

Pode entédo concluir-se que o programa de lavagem da maquina Miele G 7835 CD ¢é eficaz

guando se trata da remocao de substancias solUveis em agua.

e Contaminacao por Neodisher FLA

Tabela 4.14 - Valores de condutividade obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminag&o por
neodisher FLA (dia 1) e submetido & lavagem na méaquina Miele G7835 CD

Material de laboratério Codndutividade Condutividade da Condutividade final*
o branco amostra (<3 uS/cm)

Baldo volumétrico 10,0 ml (1) 0,92 1,13 0,21

Baldo volumétrico10,0 ml (2) 0,87 1,15 0,28

Bal&o volumétrico 1000,0 ml (1) 0,81 1,20 0,39

Bal&o volumétrico 1000,0 ml (2) 0,76 1,22 0,46

Proveta 50,0 ml (1) 1,05 1,09 0,04

Proveta 50,0 ml (2) 0,86 1,09 0,24

Pipeta graduada 5,0 ml (1) 0,88 1,19 0,31

Pipeta graduada 5,0 ml (2) 0,95 1,36 0,41

Pipeta graduada 10,0 ml (1) 0,82 1,12 0,30

Pipeta graduada 10,0 ml (2) 0,92 1,24 0,32

Pipeta diferencial 20,0 ml (1) 0,93 1,17 0,24

Pipeta diferencial 20,0 ml (2) 0,99 1,04 0,05

Pipeta diferencial 50,0 ml (1) 1,07 1,43 0,36

Pipeta diferencial 50,0 ml (2) 1,11 1,20 0,09

Copo polipropileno 50 ml (1) 0,84 1,35 0,51

Copo polipropileno 50 ml (2) 0,75 1,05 0,30

Copo polipropileno 250 ml (1) 0,84 1,00 0,16

Copo polipropileno 250 ml (2) 0,79 1,10 0,31
1:1,08 6: 1,36 1: 0,24 6: 0,52

Tubos de ensaio 30 ml 2:0,90 7:0,87 2:0,06 7:0,03

(10 unidades) 0,84 3:0,95 8:0,91 3:0,11 8: 0,07
4:0,84 9: 0,93 4: 0,00 9: 0,09
5:0,84 10: 0,84 5: 0,00 10: 0,00

Espatula (1) 0,98 1,55 0,57

Espatula (2) 0,90 1,24 0,34

Pinca (1) 0,83 1,28 0,45

Pinca (2) 0,82 1,81 0,99

*QO valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra
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Tabela 4.15 - Valores de condutividade obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminacao por
neodisher FLA (dia 2) e submetido a lavagem na maquina Miele G7835 CD

M . L Condutividade Condutividade da Condutividade final*
aterial de laboratorio d
o branco amostra (<3 uS/cm)
Baldo volumétrico 10,0 ml (1) 1,13 1,49 0,36
Baldo volumétrico10,0 ml (2) 0,98 1,22 0,24
Baldo volumétrico 1000,0 ml (1) 0,93 1,57 0,64
Baldo volumétrico 1000,0 ml (2) 0,88 1,36 0,48
Proveta 50,0 ml (1) 1,11 1,17 0,06
Proveta 50,0 ml (2) 0,86 1,05 0,19
Pipeta graduada 5,0 ml (1) 1,14 1,51 0,37
Pipeta graduada 5,0 ml (2) 0,96 1,25 0,29
Pipeta graduada 10,0 ml (1) 0,82 1,06 0,24
Pipeta graduada 10,0 ml (2) 0,79 1,04 0,25
Pipeta diferencial 20,0 ml (1) 0,84 2,73 1,89
Pipeta diferencial 20,0 ml (2) 0,86 0,95 0,09
Pipeta diferencial 50,0 ml (1) 0,87 2,65 1,78
Pipeta diferencial 50,0 ml (2) 0,92 1,10 0,18
Copo polipropileno 50 ml (1) 0,92 1,04 0,12
Copo polipropileno 50 ml (2) 0,75 0,95 0,20
Copo polipropileno 250 ml (1) 0,83 1,05 0,22
Copo polipropileno 250 ml (2) 0,79 0,95 0,16
1: 0,98 6:1,11 1: 0,15 6: 0,28
. 2:0,83 7:0,90 2: 0,00 7:0,07
(Tluobafﬁgg deenss)a'o 30 mi 0,83 3:085 | 8:084 3:002 | 8001
4:0,89 9:0,85 4: 0,06 9: 0,02
5: 0,89 10: 0,84 5: 0,09 10: 0,01
Espétula (1) 0,86 1,37 0,51
Espatula (2) 0,88 1,20 0,32
Pinca (1) 0,94 1,37 0,43
Pinca (2) 0,99 1,55 0,56

*QO valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra

Através da andlise das tabelas anteriores verifica-se que os valores de condutividade obtidos

através do enxaguamento do material contaminado com detergente neodisher FLA estdo todos

abaixo do limite estabelecido, ou seja, 0o programa de lavagem da maquina Miele G 7835 CD é

eficiente na remocao do detergente.
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¢) HPLC

e Contaminacao por Sulfametoxazol

Tabela 4.16 - Teores em sulfametoxazol obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo
por sulfametoxazol (dia 1) e submetido a lavagem na maquina Miele G 7835 CD

Material de laboratorio

Teor em Sulfametoxazol (ng/ml)

Critério de aceitacao

Baléo volumétrico 10,0 ml <LD

Baléo volumétrico 10,0 ml <LD

Baléo volumétrico 1000,0 ml <LD

Baléo volumétrico 1000,0 ml <LD

Proveta 50,0 ml < LD.

Proveta 50,0 ml <LD

Pipeta graduada 5,0 ml <LD

Pipeta graduada 5,0 ml <LD

Pipeta graduada 10,0 ml <LD

Pipeta graduada 10,0 ml <LD

Pipeta diferencial 20,0 ml <LD

Pipeta diferencial 20,0 ml <LD

Pipeta diferencial 50,0 ml <LD

Pipeta diferencial 50,0 ml <LD

Copo polipropileno 50 ml <LD

Copo polipropileno 50 ml <LD

Copo polipropileno 250 ml <LD

Copo polipropileno 250 ml <LD
1:<LD 6:<LD

Tubos de ensaio 30 ml 2j <LD 7j <LD

(10 unidades) 3:<LD 8:<LD
4:<LD 9:<LD
5:<LD 10: < LD

Espétula <LD

Espétula <LD

Pinca <LD

Pinca <LD

<1 ug/mi

Tabela 4.17 - Teores em sulfametoxazol obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo
por sulfametoxazol (dia 2) e submetido a lavagem na maquina Miele G 7835 CD

Material de laboratério

Teor em Sulfametoxazol (ug/ml)

Critério de aceitacédo

Baldo volumétrico 10,0 ml <LD
Baldo volumétrico 10,0 ml <LD
Baldo volumétrico 1000,0 mi <LD
Baldo volumétrico 1000,0 mi <LD
Proveta 50,0 ml <LD
Proveta 50,0 ml <LD
Pipeta graduada 5,0 ml <LD
Pipeta graduada 5,0 ml <LD
Pipeta graduada 10,0 ml <LD
Pipeta graduada 10,0 ml <LD
Pipeta diferencial 20,0 ml <LD
Pipeta diferencial 20,0 ml <LD

<1 pyg/ml
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Tabela 4.17 - Teores em sulfametoxazol obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagdo
por sulfametoxazol (dia 2) e submetido & lavagem na méquina Miele G 7835 CD (continuacao)

Material de laboratério Teor em Sulfametoxazol (ug/ml) Critério de aceitacao
Pipeta diferencial 50,0 ml <LD
Pipeta diferencial 50,0 ml <LD
Copo polipropileno 50 ml <LD
Copo polipropileno 50 ml <LD
Copo polipropileno 250 ml <LD
Copo polipropileno 250 ml <LD
1:<LD 6:< LD <1 ug/mi
Tubos de ensaio 30 ml g: : tg ;j : ::B
(10 unidades) 4 <LD 9 <LD
5.<LD 10: < LD
Espatula <LD
Espatula <LD
Pinca <LD
Pinca <LD

Nos dois ensaios, os teores em sulfametoxazol obtidos do enxaguamento do material contaminado
sdo tdo pequenos que nem sao detetados e quantificados pelo método analitico, dai aparecer a
denominacao < LD (abreviatura de menor que o Limite de Dete¢&o).

Dado que a quantidade de sulfametoxazol detetada no material se encontra em concentragdes
residuais entdo pode concluir-se que o programa de lavagem da maquina de lavar Miele G 7835 CD é
eficaz na remoc¢éo de contaminantes insollUveis em agua.

Os cromatogramas obtidos do enxaguamento do material, tanto para o ensaio do dia 1 como do dia

2, encontram-se em anexo (Al — Figura Al.1 e A1.2).

4.1.2 Miele PG 8583 CD

a) TOC

e Contaminacao por Labwash

Comecou-se por se efetuar o primeiro ensaio da contaminacdo do material por labwash e

obteve-se 0s seguintes resultados:
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Tabela 4.18 - Valores de TOC obtidos do enxaguamento do material contaminado com Labwash (Dia 1) e
submetido a lavagem na maquina Miele PG 8583 CD

Material de laboratério TOC experimental* (ppb C) | Critério de aceitagédo
Branco (Agua purificada) 68,9
Balao volumétrico 10,0 ml (1) 176,1
Baldo volumétrico 10,0 ml (2) 285,1
Baldo volumétrico 1000,0 ml (1) 548,1
Baldao volumétrico 1000,0 ml (2) 432,1
Proveta 50,0 ml (1) 224,1 <500 ppb (= 0,5 mg/l)
Proveta 50,0 ml (2) 278,1
Pipeta graduada 5,0 ml (1) 250,1
Pipeta graduada 5,0 ml (2) 929,1
Pipeta graduada 10,0 ml (1) 11311
Pipeta graduada 10,0 ml (2) 1001,1

*QO valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra

A tabela completa com os valores de TC, IC e TOC encontra-se em anexo (A2 — Tabela A2.1).

Como se pode ver pela tabela anterior, existem valores de condutividade acima do limite
estabelecido de 500 ppb, o que significa que existe alguma fonte de contamina¢éo que impede que
a lavagem elimine os residuos existentes no material.

A semelhanca do procedimento efetuado para chegar & origem da contaminacdo da maquina
Miele G 7835 CD, foi feito 0 mesmo para a Miele PG 8583 CD, uma vez que as duas maquinas sao
semelhantes em termos de programas de lavagem.

Assim, comegou-se por garantir que a contaminag¢do da maquina Miele PG 8583 CD tinha origem
na maquina em si. Como tal, foi efetuada uma lavagem do material em estudo, mas sem se proceder

a sua contaminacéo. Os resultados obtidos encontram-se listados na tabela 4.19.

Tabela 4.19 - Valores TOC obtidos do enxaguamento de material por contaminar e submetido a lavagem na
mégquina Miele PG 8583 CD

Material de laboratério TOC experimental* (ppb C) | Critério de aceitagédo
Branco (Agua purificada) 30,2
Bal&o volumétrico 10,0 ml (1) 121,8
Baldo volumétrico 10,0 ml (2) 2418
Baldao volumétrico 1000,0 ml (1) 510,8
Bal&o volumétrico 1000,0 ml (2) 468,8
Proveta 50,0 ml (1) 333,8
Proveta 50,0 ml (2) 393,8 <500 ppb (< 0,5 mg/)
Pipeta graduada 5,0 ml (1) 430,8
Pipeta graduada 5,0 ml (2) 599,8
Pipeta graduada 10,0 ml (1) 735,8
Pipeta graduada 10,0 ml (2) 275,8

*QO valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra

A tabela completa com os valores de TC, IC e TOC encontra-se em anexo (A2 — Tabela A2.2).
Analisando a tabela é notoria a presenca de material contaminado apés a lavagem, garantindo
assim que a contaminacdo provém da maquina de lavar. E entdo muito provavel que a contaminacao
se deva a acdo do neutralizante Neodisher Z, como tal foi efetuada a experiéncia da sua substituicdo

por agua purificada, sendo os resultados apresentados na tabela 4.20.
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Tabela 4.20 - Valores de TOC obtidos do enxaguamento de material por contaminar e submetido a lavagem
na maquina Miele PG 8583 CD (Maquina injeta apenas detergente e agua purificada)

Material de laboratério TOC experimental* (ppb C) | Critério de aceitagédo
Branco (Agua purificada) 42,8
Balao volumétrico 10,0 ml (1) 119,2
Bal&do volumétrico 10,0 ml (2) 136,2
Baldo volumétrico 1000,0 ml (1) 291,2
Baldao volumétrico 1000,0 ml (2) 361,2
Proveta 50,0 ml (1) 53,5 <500 ppb (£ 0,5 mg/l)
Proveta 50,0 ml (2) 24,4
Pipeta graduada 5,0 ml (1) 76,2
Pipeta graduada 5,0 ml (2) 74,2
Pipeta graduada 10,0 ml (1) 76,2
Pipeta graduada 10,0 ml (2) 75,2

*QO valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra
A tabela completa com os valores de TC, IC e TOC encontra-se em anexo (A2 — Tabela A2.3).
Através da analise dos resultados presentes na tabela anterior concluiu-se que a contaminagao
tinha claramente origem no neutralizante. Assim, a semelhanc¢a do sucedido com a maquina G 7835
CD, na maquina PG 8583 CD este também foi substituido pela &gua purificada.
De seguida procedeu-se entao a contaminacao do material com a solugéo de Labwash, em dois

dias consecutivos. Os resultados obtidos encontram-se nas tabelas 4.21 e 4.22.

Tabela 4.21 - Valores de TOC obtidos do enxaguamento de material contaminado com Labwash (Dia 1) e
submetido a lavagem na maquina Miele PG 8583 CD

Material de laboratério TOC experimental* (ppb C) | Critério de aceitagédo
Branco (Agua purificada) 14,5
Bal&o volumétrico 10,0 ml (1) 80,3
Baldo volumétrico 10,0 ml (2) 92,5
Baldo volumétrico 1000,0 ml (1) 184,5
Bal&o volumétrico 1000,0 ml (2) 136,5
Proveta 50,0 ml (1) 99,5 <500 ppb (= 0,5 mg/l)
Proveta 50,0 ml (2) 102,5
Pipeta graduada 5,0 ml (1) 98,5
Pipeta graduada 5,0 ml (2) 1185
Pipeta graduada 10,0 ml (1) 1125
Pipeta graduada 10,0 ml (2) 96,5

*O valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra

Tabela 4.22 - Valores de TOC obtidos do enxaguamento de material contaminado com Labwash (Dia 2) e
submetido a lavagem na maquina Miele PG 8583 CD

Material de laborat6rio TOC experimental* (ppb C) | Critério de aceitagédo
Branco (Agua purificada) 31
Baldo volumétrico 10,0 ml (1) 81
Baldo volumétrico 10,0 ml (2) 84
Bal&o volumétrico 1000,0 ml (1) 122
Bal&o volumétrico 1000,0 ml (2) 118
Proveta 50,0 ml (1) 67
Proveta 50,0 ml (2) 68 < 500 ppb (< 0,5 mg/)
Pipeta graduada 5,0 ml (1) 126
Pipeta graduada 5,0 ml (2) 119
Pipeta graduada 10,0 ml (1) 117
Pipeta graduada 10,0 ml (2) 121

*QO valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra
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As tabelas completas com os valores de TC, IC e TOC, para os dois dias de ensaios, encontram-
se em anexo (A2 — Tabela A2.4 e A2.5).

ApoOs a eliminacao do neodisher Z do programa de lavagem da maquina Miele PG 8583 CD os
valores de TOC obtidos do enxaguamento do material previamente contaminado com labwash
encontram-se todos dentro das especificacBes estabelecidas. Assim pode concluir-se que o

programa de lavagem da maquina é eficaz na remocao do detergente.

Pontos criticos:

De modo a estudar a maquina Miele PG 8583 CD da forma mais completa possivel foi analisada
a existéncia de pontos criticos. Como tal, foram utilizados dois tipos de materiais: baldes volumétricos
de 150 ml e pipetas volumétricas de 5 ml, uma vez que cada um deles é inserido num suporte
diferente quando submetidos ao processo de lavagem.

Os resultados obtidos encontram-se nas tabelas seguintes (Tabela 4.23 - 4.28).

v'  Baldes volumétricos de 150 ml:

Tabela 4.23 - Ensaio 1 para o estudo dos pontos criticos com bal6es volumétricos de 150 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 170 149 20
Bal&o volumétrico 150 mL (1) 512 293 219 199
Baldo volumétrico 150 mL (2) 518 265 253 233
Baldo volumétrico 150 mL (3) 536 293 243 223
Baldo volumétrico 150 mL (4) 558 269 289 269
Bal&o volumétrico 150 mL (5) 574 290 284 264
Baldo volumétrico 150 mL (6) 559 302 256 236
Baldo volumétrico 150 mL (7) 555 283 272 252
Bal&o volumétrico 150 mL (8) [ ggg 285 284 264

Tabela 4.24 - Ensaio 2 para o estudo dos pontos criticos com bal6es volumétricos de 150 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 148 127 20,4
Bal&o volumétrico 150 mL (1) [ 648 304 344 3236
Bal&o volumétrico 150 mL (2) | 597 278 318 297.,6
Baldo volumétrico 150 mL (3) 636 293 343 3226
Bal&do volumétrico 150 mL (4) 635 280 355 334,6
Baldo volumétrico 150 mL (5) 571 275 296 275,6
Baldo volumétrico 150 mL (6) 591 275 316 2956
Bal&o volumétrico 150 mL (7) 580 288 203 272.,6
Bal&o volumétrico 150 mL (8) | 5g» 269 313 2926
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Tabela 4.25 - Ensaio 3 para o estudo dos pontos criticos com bal6es volumétricos de 150 ml

TC (ppb) [ IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 156 137 19,3
Baléo volumétrico 150 mL (1) 556 276 280 260,7
Baldo volumétrico 150 mL (2) 562 258 304 284,7
Baléo volumétrico 150 mL (3) 574 273 302 282,7
Baldo volumétrico 150 mL (4) 570 268 302 282,7
Baldo volumétrico 150 mL (5) 602 276 326 306,7
Baléo volumétrico 150 mL (6) 579 271 308 288,7
Baldo volumétrico 150 mL (7) 572 270 302 282,7
Baldo volumétrico 150 mL (8) 582 269 313 293,7

Analisando as tabelas anteriores observa-se que 0s pontos da maquina que apresentam,

repetidamente, os valores mais elevados de TOC se encontram nas posi¢oes 4, 5 e 8.

Segue-se a localizacdo exata dos pontos criticos da maquina Miele PG 8583 CD:
7 7T

Figura 4.4 - Pontos analisados para a determinacéo dos pontos criticos da maquina PG 8583 CD

v" Pipetas volumétricas de 5 ml:

Tabela 4.26 - Ensaio 1 para o estudo dos pontos criticos com pipetas volumétricas de 5 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 184 160 24,1
Pipeta volumétrica5 mL (1) [ 428 247 181 156,9
Pipeta volumétrica5mL (2)| 574 331 243 2189
Pipeta volumétrica 5 mL (3) 520 249 270 2459
Pipeta volumétrica 5 mL (4) 546 273 273 2489
Pipeta volumétrica 5 mL (5) 637 260 378 353,9
Pipeta volumétrica5mL (6) | 448 248 200 175,9
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Tabela 4.27 - Ensaio 2 para o estudo dos pontos criticos com pipetas volumétricas de 5 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 171 149 22
Pipeta volumétrica5mL (1) 616 265 352 330
Pipeta volumétrica 5 mL (2) 727 302 425 403
Pipeta volumétrica 5 mL (3) 774 308 466 444
Pipeta volumétrica 5 mL (4) 714 294 420 308
Pipeta volumétrica5 mL (5) [ 661 324 337 315
Pipeta volumétrica 5 mL (6) 600 322 278 256

Tabela 4.28 - Ensaio 3 para o estudo dos pontos criticos com pipetas volumétricas de 5 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 171 157 14,5
Pipeta volumétrica 5 mL (1) 613 229 384 369,5
Pipeta volumétrica5mL (2)| 522 233 289 2745
Pipeta volumétrica 5 mL (3) 522 282 240 2255
Pipeta volumétrica5 mL (4) [ 482 268 214 199,5
Pipeta volumétrica 5 mL (5) 453 254 199 184,5
Pipeta volumétrica5 mL (6) | 437 266 171 156,5

A partir da observacgao das tabelas anteriores conclui-se que 0s pontos da maquina que apresentam,
repetidamente, os valores mais elevados de TOC se encontram nas posicdes 2, 3 e 4. A figura

seguinte mostra a localizacéo exata dos pontos criticos da maguina Miele PG 8583 CD:

‘ N B

Figura 4.5 - Pontos analisados para a determinagéo dos pontos criticos da maquina PG 8583 CD

83



b) Condutimetria

e Contaminacao por Cloreto de Sddio

Tabela 4.29 - Valores de condutividade obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo por
cloreto de sédio (dia 1) e submetido a lavagem na maquina Miele PG8583 CD

Material de laboratério Condutividade Condutividade da Condutividade final*
do branco amostra (< 3 uS/cm)
Balao volumétrico 10 ml (1) 0,91 1,03 0,12
Baldo volumétrico 10 mi (2) 1,01 1,02 0,01
Balao volumétrico 1000 ml (1) 0,92 1,18 0,26
Bal&do volumétrico 1000 ml (2) 0,73 1,11 0,38
Proveta 50 ml (1) 0,90 1,00 0,10
Proveta 50 ml (2) 0,89 1,00 0,11
Pipeta graduada 5 ml (1) 0,95 1,22 0,27
Pipeta graduada 5 ml (2) 0,76 1,16 0,40
Pipeta graduada 10 ml (1) 0,82 0,98 0,16
Pipeta graduada 10 ml (2) 0,89 0,99 0,10

*Q valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra

Tabela 4.30 - Valores de condutividade obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminag&o por
cloreto de sodio (dia 2) e submetido a lavagem na méaquina Miele PG8583 CD

Material de laboratério CodnodEtrL\llliniide Cond;rrt]iggnjt?;e da Cond(gt:i%v:l%e;gg;‘inal*
Bal&o volumétrico 10 ml (1) 0,71 0,81 0,10
Bal&o volumétrico 10 ml (2) 0,78 0,86 0,08
Bal&o volumétrico 1000 ml (1) 0,78 0,86 0,08
Baldao volumétrico 1000 ml (2) 0,84 0,89 0,05
Proveta 50 ml (1) 0,77 1,02 0,25
Proveta 50 ml (2) 0,87 0,89 0,02
Pipeta graduada 5 ml (1) 0,68 0,98 0,30
Pipeta graduada 5 ml (2) 0,69 0,79 0,10
Pipeta graduada 10 ml (1) 0,75 0,75 0,00
Pipeta graduada 10 ml (2) 0,80 0,91 0,11

*O valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra

Os valores de condutividade das aguas de enxaguamento obtidas da contaminagéo do material

com cloreto de sodio e posterior lavagem na maquina Miele PG 8583 CD estédo todos dentro dos

limites estabelecidos, ou seja, abaixo dos 3 pS/cm. Assim, pode concluir-se que o programa de

lavagem da maquina é eficiente na remogédo de substancias sollUveis em agua.
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e Contaminacao por Neodisher FLA

Tabela 4.31 - Valores de condutividade obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo por
neodisher FLA (dia 1) e submetido a lavagem na maquina Miele PG8583 CD

Material de laboratério Condg:ie\‘/ri]ciﬁde do Condaur:]i;/isdt?:e da Cond(gt:i)’vlildsa/\griginal*
Baldo volumétrico 10 ml (1) 0,94 1,01 0,07
Balao volumétrico 10 ml (2) 1,36 1,09 0
Bal&do volumétrico 1000 ml (1) 0,90 1,22 0,32
Balao volumétrico 1000 ml (2) 0,92 1,05 0,13
Proveta 50 ml (1) 0,87 0,96 0,09
Proveta 50 ml (2) 0,99 0,98 0
Pipeta graduada 5 ml (1) 0,78 0,97 0,19
Pipeta graduada 5 ml (2) 0,79 1,00 0,21
Pipeta graduada 10 ml (1) 0,46 0,96 0,50
Pipeta graduada 10 ml (2) 0,78 1,56 0,78

*QO valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra

Tabela 4.32 - Valores de condutividade obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo por
neodisher FLA (dia 2) e submetido a lavagem na maquina Miele PG8583 CD

Material de laboratério Condutividade do Condutividade da Condutividade final*
branco amostra (<3 uS/cm)

Bal&o volumétrico 10 ml (1) 0,94 0,92 0

Baldo volumétrico 10 ml (2) 0,92 0,99 0,07
Bal&o volumeétrico 1000 ml (1) 0,91 1,27 0,36
Bal&o volumétrico 1000 ml (2) 0,99 1,19 0,20
Proveta 50 ml (1) 0,88 0,92 0,04
Proveta 50 ml (2) 0,96 1,00 0,04
Pipeta graduada 5 ml (1) 0,77 1,00 0,23
Pipeta graduada 5 ml (2) 0,92 1,02 0,10
Pipeta graduada 10 ml (1) 0,79 1,05 0,26
Pipeta graduada 10 ml (2) 0,76 1,44 0,68

*QO valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra

Relativamente a contaminag&o por neodisher FLA, os valores da condutividade obtidos do
enxaguamento do material sdo no geral muito baixos, encontrando-se dentro dos limites
estabelecidos. Existem até alguns materiais que apresentam valores de condutividade final de zero,
garantindo a auséncia de qualquer residuo do detergente. Como tal, pode assumir-se que 0
programa de lavagem da maquina Miele PG 8583 CD ¢ eficaz na remocao do detergente, deixando

0 material limpo.
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¢) HPLC

e Contaminacao por Sulfametoxazol

Tabela 4.33 - Teores em sulfametoxazol obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo
por sulfametoxazol (Dia 1) e submetido a lavagem na maquina Miele PG 8583 CD

Material de laboratério

Teor em Sulfametoxazol (ug/ml)

Critério de aceitagéo

Baldo volumétrico 10,0 ml (1) <LD
Baldo volumétrico 10,0 ml (2) <LD
Baldo volumétrico 1000,0 ml (1) <LD
Baldo volumétrico 1000,0 ml (2) <LD
Proveta 50,0 ml (1) <LD
Proveta 50,0 ml (2) <LD
Pipeta graduada 5,0 ml (1) <LD
Pipeta graduada 5,0 ml (2) <LD
Pipeta graduada 10,0 ml (1) <LD
Pipeta graduada 10,0 ml (2) <LD

<1 pg/ml

Tabela 4.34 - Teores em sulfametoxazol obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo
por sulfametoxazol (Dia 2) e submetido & lavagem na maquina Miele PG 8583 CD

Material de laboratério

Teor em Sulfametoxazol (ug/ml)

Critério de aceitacéo

Baldo volumétrico 10,0 ml (1) <LD
Baldo volumétrico 10,0 ml (2) <LD
Baldo volumétrico 1000,0 ml (1) <LD
Baldo volumétrico 1000,0 ml (2) <LD
Proveta 50,0 ml (1) <LD
Proveta 50,0 ml (2) <LD
Pipeta graduada 5,0 ml (1) <LD
Pipeta graduada 5,0 ml (2) <LD
Pipeta graduada 10,0 ml (1) <LD
Pipeta graduada 10,0 ml (2) <LD

<1 pg/ml

Nos dois ensaios efetuados, os teores em sulfametoxazol obtidos do enxaguamento do material sdo

tdo minimos que nao sao detetados nem quantificados pelo método analitico.

Uma vez que a quantidade de sulfametoxazol detetada no material se encontra em concentracdes

residuais pode entdo concluir-se que o programa de lavagem da maquina de lavar Miele PG 8583 CD é

eficaz na remocdo de substancias insolGveis em agua.

Os cromatogramas obtidos do enxaguamento do material, para os dois ensaios, encontram-se em

anexo (A2 — Figura A2.1 e A2.2).

4.1.3. Miele G7733
a) TOC

e Contaminacéo por Labwash

De modo a garantir que nao existia qualquer tipo de contaminagfes na maquina Miele G

7733 foi efetuada uma lavagem do material em estudo sem este estar contaminado. O

resultado encontra-se na tabela 4.35.
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Tabela 4.35 - Valores TOC obtidos do enxaguamento de material por contaminar e submetido a lavagem na

magquina Miele G7733

Material de laboratério

TOC experimental* (ppb C)

Critério de aceitagéo

Branco (Agua purificada) 19,2
Copo polipropileno 100 ml (1) 167,8
Copo polipropileno 100 ml (2) 167,8
Copo polipropileno 250 ml (1) 132,8
Copo polipropileno 250 ml (2) 95,8
Copos de filtracdo 300 ml (1) 200,8
Copos de filtragdo 300 ml (2) 262,8
Almofariz e pildo (1) 241,8
Almofariz e pildo (2) 268,8
Frascos 100 ml (1) 67,8
Frascos 100 ml (2) 50,8
Frasco 1000 ml (1) 158,8
Frasco 1000 ml (2) 186,8
Frasco 2000 ml (1) 305,8
Frasco 2000 ml (2) 493,8
Espatula (1) 150,8
Espétula (2) 149,8
Pinca (1) 253,8
Pinca (2) 210,8
1:195,8 6:242,8
Tubos de ensaio 30 ml é: 13?2 ;j ggg
(10 unidades) 4:208.8 9:176.8
5:193,8 10: 262,8

<500 ppb (= 0,5 mg/l)

*O valor de TOC experimental resulta da subtracéo do valor TOC do branco ao valor TOC de cada material

Nesta tabela encontram-se apenas os valores de TOC finais, sendo que a tabela completa, com

os valores de TC e IC para cada material, se encontra anexo (Al-Tabela A3.1).

Através da analise da tabela anterior verifica-se que todas as aguas de enxaguamento do

material se encontram com valores de TOC dentro do limite de aceitacdo, ou seja, abaixo dos 500

ppb. Como tal, assume-se que a maquina ndo é fonte de nenhum tipo de contaminacao.

Procedeu-se entdo a contaminacdo do material com o detergente Labwash, em dois dias

consecutivos:

Tabela 4.36 - Valores de TOC obtidos do enxaguamento de material contaminado com Labwash (Dia 1) e
submetido a lavagem na maquina Miele G7733

Material de laboratorio

TOC experimental* (ppb C)

Critério de aceitacao

Branco (Agua purificada) 29,3
Copo polipropileno 100 ml (1) 219,7
Copo polipropileno 100 ml (2) 270,7
Copo polipropileno 250 ml (1) 4247
Copo polipropileno 250 ml (2) 397,7
Copos de filtracdo 300 ml (1) 305,7
Copos de filtracdo 300 ml (2) 232,7
Almofariz e pildo (1) 416,7
Almofariz e pildo (2) 327,7
Frascos 100 ml (1) 109,7

< 500 ppb (= 0,5 mg/l)

*QO valor de TOC experimental resulta da subtra¢éo do valor TOC do branco ao valor TOC de cada material
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Tabela 4.36 - Valores de TOC obtidos do enxaguamento de material contaminado com Labwash (Dia 1) e
submetido a lavagem na maquina Miele G7733 (continuacéo)

Material de laboratoério

TOC experimental* (ppb C)

Critério de aceitacdo

Frascos 100 ml (2) 100,7
Frasco 1000 ml (1) 261,7
Frasco 1000 ml (2) 298,7
Frasco 2000 ml (1) 399,7
Frasco 2000 ml (2) 301,7
Espatula (1) 111,7
Espatula (2) 112,7
Pinca (1) 166,7
Pinca (2) 164.7
1:138,7 6: 208,7
Tubos de ensaio 30 ml g: igj; g: igé;
(10 unidades) 4: 298.7 9:129.7
5:201,7 10: 155,7

<500 ppb (= 0,5 mg/l)

Tabela 4.37 - Valores de TOC obtidos do enxaguamento de material contaminado com Labwash (Dia 2) e

submetido a lavagem na maquina Miele G7733

Material de laboratério

TOC experimental* (ppb C)

Critério de aceitacao

Branco (Agua purificada) 24,6
Copo polipropileno 100 ml (1) 63,0
Copo polipropileno 100 ml (2) 76,4
Copo polipropileno 250 ml (1) 225,4
Copo polipropileno 250 ml (2) 205,4
Copos de filtracdo 300 ml (1) 254.,4
Copos de filtracdo 300 ml (2) 237,4
Almofariz e pildo (1) 205,4
Almofariz e pildo (2) 220,4
Frascos 100 ml (1) 109,4
Frascos 100 ml (2) 72,7
Frasco 1000 ml (1) 1544
Frasco 1000 ml (2) 164,4
Frasco 2000 ml (1) 399,4
Frasco 2000 ml (2) 2914
Espétula (1) 123,4
Espétula (2) 128,4
Pinca (1) 138,4
Pinca (2) 1514
1:149,4 6:97,4
Tubos de ensaio 30 ml éj g?i 78',19465’44
(10 unidades) 4:94.4 9:117,4
5:70,7 10: 144,4

<500 ppb (= 0,5 mg/l)

*O valor de TOC experimental resulta da subtra¢éo do valor TOC do branco ao valor TOC de cada material

As tabelas completas, onde se apresentam os valores de TC, IC e TOC de cada material encontram-
se em anexo (A3-Tabelas A3.2 e A3.3).
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Os valores de TOC obtidos do enxaguamento do material contaminado com labwash e
submetido ao processo de lavagem na maquina Miele G7733 estdo todos abaixo do valor de 500
ppb, ou seja, conformes. Assim, pode afirmar-se que o programa de lavagem da maquina G 7733 é

eficaz na remocéao do detergente labwash, deixando o material com residuos em niveis aceitaveis.

Pontos criticos:

De forma a efetuar uma analise 0 mais completa possivel da maquina Miele G7733 foi estudada
a existéncia de pontos criticos. Como tal, foram utilizados dois tipos de materiais: frascos de 1000
ml e copos de polipropileno de 250 ml, uma vez que cada um destes € inserido num suporte diferente
que se encontra a uma altura na maquina também diferente.

Os resultados obtidos encontram-se listados nas tabelas seguintes (Tabela 4.38 — 4.43).
v' Material: Frascos de 1000 ml

Tabela 4.38 - Ensaio 1 para o estudo dos pontos criticos com frascos de 1000 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 183 158 25,3
Frasco 1000 mL (1)| 706 289 417 391,7
Frasco 1000 mL (2)| 506 301 204 178,7
Frasco 1000 mL (3)| 514 295 218 192,7
Frasco 1000 mL (4) 494 305 189 163,7
Frasco 1000 mL (5) 548 308 240 2147
Frasco 1000 mL (6) 473 286 187 161,7

Tabela 4.39 - Ensaio 2 para o estudo dos pontos criticos com frascos de 1000 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 195 173 21,7
Frasco 1000 mL (1)| 723 319 404 382,3
Frasco 1000 mL (2)| 495 311 184 162,3
Frasco 1000 mL (3)| 527 325 202 180,3
Frasco 1000 mL (4) 560 321 240 218,3
Frasco 1000 mL (5)[ 551 342 209 187,3
Frasco 1000 mL (6)| 7470 5130 2340 2318,3
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Tabela 4.40 - Ensaio 3 para o estudo dos pontos criticos com frascos de 1000 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 213 175 38,9
Frasco 1000 mL (1) 743 342 401 362,1
Frasco 1000 mL (2) 591 327 264 225,1
Frasco 1000 mL (3)| 592 348 245 206,1
Frasco 1000 mL (4) 642 315 327 288,1
Frasco 1000 mL (5) 711 376 335 296,1
Frasco 1000 mL (6)| 8790 6190 2600 2561,1

Como se pode observar pela andlise das tabelas anteriores, as posicfes que apresentam

repetidamente maiores valores de TOC séo os pontos 1 e 6. O ponto 6 € um local onde se deve

evitar colocar material, uma vez que os resultados obtidos estdo muito acima do limite aceitavel.

Segue-se a localizacdo exata dos pontos criticos da maquina Miele G 7733:

Figura 4.6 - Pontos analisados para a determinacado dos pontos criticos da maquina G 7733

v" Material: Copos de polipropileno de 250 ml

Tabela 4.41 - Ensaio 1 para o estudo dos pontos criticos com copos de polipropileno de 250 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 32,1 187 219

Copo polipropileno 250 mL (1) | 731 308 423 204,0
Copo polipropileno 250 mL (2)| 582 284 298 79,0
Copo polipropileno 250 mL (3)| 653 289 365 146,0
Copo polipropileno 250 mL (4) 525 306 220 1,0

Copo polipropileno 250 mL (5) 710 330 381 162,0
Copo polipropileno 250 mL (6) 649 322 328 109,0
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Tabela 4.42 - Ensaio 2 para o estudo dos pontos criticos com copos de polipropileno de 250 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 247 206 41,9
Copo polipropileno 250 mL (1)| 775 303 472 430,1
Copo polipropileno 250 mL (2)| 602 329 273 231,1
Copo polipropileno 250 mL (3)| 556 348 208 166,1
Copo polipropileno 250 mL (4) 508 322 186 1441
Copo polipropileno 250 mL (5) 683 354 329 287,1
Copo polipropileno 250 mL (6) 674 486 188 154,5

Tabela 4.43 - Ensaio 3 para o estudo dos pontos criticos com copos de polipropileno de 250 ml

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 145 126 18,4
Copo polipropileno 250 mL (1) | 327 214 113 94,6
Copo polipropileno 250 mL (2)| 355 225 130 111,6
Copo polipropileno 250 mL (3)| 380 253 127 108,6
Copo polipropileno 250 mL (4) 420 281 139 120,6
Copo polipropileno 250 mL (5) 438 287 151 132,6
Copo polipropileno 250 mL (6) 413 277 136 117,6

Analisando as tabelas anteriores conclui-se que os pontos criticos, quando utilizado o suporte
superior da maquina, se encontram nas posi¢des 1 e 5. Nestas posi¢des, por norma, as dguas de
enxaguamento dos materiais submetidos a lavagem apresentam um valor mais elevado de TOC.

Os pontos criticos encontram-se detalhados na figura seguinte:

Figura 4.7 - Pontos analisados para a determina¢&o dos pontos criticos da méaquina G 7733
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b) Condutimetria

¢ Contaminagéo por Cloreto de Sédio

Tabela 4.44 - Valores de condutividade obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo por
cloreto de sodio (dia 1) e submetido & lavagem na maquina Miele G7733

Material de laboratério Condutividade do Condutividade da | Condutividade final*
branco amostra (3 uS/cm)

1:1,05 6:0,91 1:1,09 6: 1,05 1: 0,04 6:0,14

Tubos de ensaio 30 ml 2:0,89 7:0,98 2:106 7:1,03 2:0,17 7:0,05

(10 unidades) 3:0,87 8: 0,92 3:1,08 8:1,00 3:0,21 8: 0,08
4:0,87 9:0,94 4:1,13 9:1,07 4: 0,26 9:0,13
5: 0,99 10: 1,17 5:1,08 | 10:1,20 5: 0,09 10: 0,03

Copo polipropileno 100 ml 0,93 1,17 0,24

Copo polipropileno 100 ml 0,99 1,25 0,29

Copo polipropileno 250 ml 1,02 1,25 0,23

Copo polipropileno 250 ml 0,96 1,19 0,23

Copos de filtracdo 300 ml 1,12 1,30 0,18

Copos de filtracao 300 ml 0,95 1,12 0,17

Almofariz e pildo 0,93 1,83 0,90

Almofariz e pildo 1,16 1,59 0,43

Frasco 100 ml 0,87 1,43 0,56

Frasco 100 ml 0,95 1,50 0,55

Frasco 1000 ml 0,99 1,32 0,33

Frasco 1000 ml 0,89 1,17 0,28

Frasco 2000 ml 0,94 1,17 0,23

Frasco 2000 ml 1,07 1,26 0,19

Espéatula 0,96 1,20 0,24

Espétula 1,05 1,46 0,41

Pinca 0,97 1,58 0,61

Pinca 1,11 2,87 1,76

*Q valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra

Tabela 4.45 - Valores de condutividade obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo por
cloreto de sadio (dia 2) e submetido a lavagem na méaquina Miele G7733

Material de laboratério Condutividade do Condutividade da | Condutividade final*
branco amostra (<3 pS/cm)

1:0,91 6: 0,96 1:1,11 6: 0,99 1: 0,20 6: 0,03

Tubos de ensaio 30 ml 2:0,87 7:0,85 2:0,98 7:1,01 2:0,11 7:0,16

(10 unidades) 3:1,00 8:0,82 3:1,18 8: 0,92 3:0,18 8:0,10
4:0,86 9:0,82 4:1,16 9:0,95 4:0,30 9:0,13
5:1,08 10: 0,99 5:1,57 10: 1,02 5: 0,49 10: 0,03

Copo polipropileno 100 ml 1,00 1,08 0,08

Copo polipropileno 100 ml 1,20 1,15 0,05

Copo polipropileno 250 ml 0,88 0,88 0,00

Copo polipropileno 250 ml 0,88 0,96 0,08

Copos de filtracdo 300 ml 0,84 1,38 0,54

Copos de filtracao 300 ml 0,87 1,38 0,51

Almofariz e pildo 0,97 1,41 0,44

Almofariz e pildo 0,93 1,72 0,79

Frasco 100 ml 0,89 1,06 0,17

Frasco 100 ml 0,91 1,20 0,29

Frasco 1000 ml 0,90 1,13 0,23

Frasco 1000 ml 0,88 1,22 0,34

Frasco 2000 ml 1,01 1,27 0,26

Frasco 2000 ml 0,86 1,15 0,29

Espatula 0,93 1,48 0,55

Espatula 0,88 1,39 0,51

Pinca 0,87 1,85 0,98

Pinca 0,94 1,79 0,85
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Os valores de condutividade das aguas de enxaguamento que resultam da contaminacéo do

material com cloreto de sddio encontram-se todos dentro das especificages estabelecidas, ou seja,

abaixo dos 3 uS/cm, o que permite concluir que o programa de lavagem da maquina Miele G7733 é

eficaz na remocéo de substancias sollveis em agua.

e Contaminacao por Neodisher FLA

Tabela 4.46 - Valores de condutividade obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo por
neodisher FLA (dia 1) e submetido a lavagem na maquina Miele G7733

Material de laboratério Condutividade do Condutividade da | Condutividade final*
branco amostra (3 uS/cm)
1: 0,93 6:0,78 1:1,16 6:1,01 1:0,23 6: 0,23
Tubos de ensaio 30 ml 2:1,03 7:0,82 2:1,08 7:0,97 2: 0,05 7:0,15
(10 unidades) 3:0,94 8:0,80 3:1,14 8:1,04 3:0,20 8:0,24
4:0,92 9: 0,87 4:1,15 9:1,12 4:0,23 9:0,25
5: 0,80 10: 0,79 5:0,98 10: 0,89 5:0,18 10: 0,10
Copo polipropileno 100 ml 0,84 0,93 0,09
Copo polipropileno 100 ml 0,88 1,03 0,15
Copo polipropileno 250 ml 0,83 0,92 0,09
Copo polipropileno 250 ml 0,84 0,89 0,05
Copos de filtracdo 300 ml 0,91 1,55 0,64
Copos de filtracao 300 ml 1,04 1,62 0,58
Almofariz e pildo 0,94 1,40 0,46
Almofariz e pildo 0,89 1,44 0,55
Frasco 100 ml 0,98 1,30 0,32
Frasco 100 ml 1,14 1,30 0,16
Frasco 1000 ml 0,94 1,20 0,26
Frasco 1000 ml 0,99 1,44 0,45
Frasco 2000 ml 0,80 1,13 0,33
Frasco 2000 ml 0,88 1,34 0,46
Espétula 0,94 1,16 0,22
Espétula 1,04 1,51 0,47
Pinca 1,07 2,29 1,22
Pinca 1,32 2,67 1,35

*QO valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra
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Tabela 4.47 - Valores de condutividade obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminag&o por
neodisher FLA (dia 2) e submetido a lavagem na maquina Miele G7733

Material de laboratério Condutividade do Condutividade da | Condutividade final*
branco amostra (£ 3 uS/cm)

1:1,45 6: 0,58 1:1,83 6: 0,68 1:0,38 6: 0,10

Tubos de ensaio 30 ml 2:0,61 7:0,58 2:0,74 7:0,75 2:0,13 7:0,17

(10 unidades) 3:0,56 8: 0,62 3:0,77 8:0,86 3:0,21 8:0,24
4:0,61 9:0,54 4:0,98 9:0,74 4:0,37 9: 0,20
5:0,67 10: 0,54 5:0,85 10: 0,70 5:0,18 10: 0,16

Copo polipropileno 100 ml 0,63 0,69 0,06

Copo polipropileno 100 ml 0,54 0,65 0,11

Copo polipropileno 250 ml 0,68 0,75 0,07

Copo polipropileno 250 ml 0,58 1,07 0,49

Copos de filtracao 300 ml 0,54 1,36 0,82

Copos de filtracao 300 ml 0,61 1,03 0,42

Almofariz e pildo 0,57 1,08 0,51

Almofariz e pildo 0,55 0,88 0,33

Frasco 100 ml 0,53 0,75 0,22

Frasco 100 ml 0,61 0,84 0,23

Frasco 1000 ml 0,56 0,82 0,26

Frasco 1000 ml 0,57 0,73 0,16

Frasco 2000 ml 0,56 0,81 0,25

Frasco 2000 ml 0,58 0,81 0,23

Espatula 0,73 1,09 0,36

Espatula 0,65 1,20 0,55

Pinca 0,73 2,04 1,31

Pinca 0,82 1,71 0,89

*QO valor da condutividade final obtém-se através da subtracéo da condutividade do branco a condutividade da amostra

Através da analise das tabelas 4.46 e 4.47 verifica-se que os valores de condutividade obtidos

através do enxaguamento do material contaminado com detergente neodisher FLA estdo todos

abaixo do limite estabelecido.

Observa-se também que as pincas séo o tipo de material que apresenta valores mais elevados

de condutividade, tanto para o ensaio realizado no dia 1 como no dia 2. Tal deve-se ao facto de estas

serem constituidas por duas laminas que encaixam uma na outra e, quando submetidas ao processo

de lavagem, a agua ndo consegue atingir toda a superficie do material.

Tendo em conta os resultados obtidos pode concluir-se que o programa de lavagem da maquina

Miele G 7733 é eficiente na remoc¢ao do detergente neodisher FLA.
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¢) HPLC

e Contaminacao por Sulfametoxazol

Tabela 4.48 - Teores em sulfametoxazol obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo

por sulfametoxazol (dia 1) e submetido a lavagem na maquina Miele G7733

Material de laboratério

Teor em Sulfametoxazol (ug/ml)

Critério de aceitagéo

Branco (Agua purificada) <LD
Copo polipropileno 100 ml (1) <LD
Copo polipropileno 100 ml (2) <LD
Copo polipropileno 250 ml (1) <LD
Copo polipropileno 250 ml (2) <LD
Copos de filtragdo 300 ml (1) <LD
Copos de filtracdo 300 ml (2) <LD
Almofariz e pildo (1) <LD
Almofariz e pildo (2) <LD
Frasco 100 ml (1) <LD
Frasco 100 ml (2) <LD
Frasco 1000 ml (1) <LD
Frasco 1000 ml (2) <LD
Frasco 2000 ml (1) <LD
Frasco 2000 ml (2) <LD
Espétula (1) <LD
Espétula (2) <LD
Pinca (1) <LD
Pinca (2) <LD

1. <LD 6:<LD

Tubos de ensaio 30 ml 2 ,< LD 7j <LD

. 311 8:<LD

(10 unidades) 4 < LD 9 <LD

5:<LD 10:<LD

<1 pg/ml

Neste primeiro ensaio, os teores em sulfametoxazol obtidos do enxaguamento do material

contaminado sdo tao infimos que, na maioria do material, estes ndo sdo detetados e quantificados pelo

método analitico, dai aparecer a denominacéo < LD.

Existe apenas um tubo de ensaio (T3) em que o teor em sulfametoxazol tem o valor de 1,1 pg/ml,

como se pode observar pela tabela 4.49, valor esse que se encontra no limite maximo de aceitacao.

Tabela 4.49 - Quantificacdo do teor em sulfametoxazol obtido da agua de enxaguamento do tubo de ensaio 3

. . | Sample Sample RELSUITE] Area A Sample | Int
Vial | Inj Name Time " Dilution | Amount .
Name Type (min) (LV*sec) Weight | Type
1 7 1 T3 _1 | Sulfametoxazol | Unknown 6.576 306535 1 1.070 1 BB
2 7 2 T3 1 | Sulfametoxazol | Unknown 6.576 306223 1 1.069 1 BB
Mean 1.1
%RSD 0.072

O método analitico utilizado neste caso para a determinacao do sulfametoxazol requer que se efetue

duas inje¢Bes de cada vial, sendo o teor final de sulfametoxazol correspondente a média dessas duas

injecoes.
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De seguida sé@o apresentados os cromatogramas obtidos das duas injecfes efetuadas ao vial composto

pela agua de enxaguamento do T3:
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Figura 4.8 - Cromatograma obtido na primeira injecéo do vial composto pela dgua de enxaguamento do T3
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Figura 4.9 - Cromatograma obtido na segunda inje¢&o do vial composto pela 4gua de enxaguamento do T3
Os cromatogramas correspondentes aos outros materiais ensaiados na contaminagdo por
sulfametoxazol (Dia 1) encontram-se em anexo (A3 — Figura A3.1).
Tabela 4.50 - Teores em sulfametoxazol obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo
por sulfametoxazol (dia 2) e submetido a lavagem na maquina Miele G7733
Material de laboratério Teor em Sulfametoxazol (ug/ml) Critério de aceitacdo
Branco (Agua purificada) <LD
Copo polipropileno 100 ml (1) <LD
Copo polipropileno 100 ml (2) <LD
Copo polipropileno 250 ml (1) <LD
Copo polipropileno 250 ml (2) <LD
Copos de filtracdo 300 ml (1) <LD
Copos de filtracdo 300 ml (2) 0,113 <1 uyg/mi
Almofariz e pildo (1) <LD
Almofariz e pildo (2) <LD
Frasco 100 ml (1) <LD
Frasco 100 ml (2) <LD
Frasco 1000 ml (1) <LD
Frasco 1000 ml (2) <LD
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Tabela 4.50 - Teores em sulfametoxazol obtidos do enxaguamento do material resultante da contaminagéo
por sulfametoxazol (dia 2) e submetido a lavagem na maquina Miele G7733 (continuac&o)

Material de laboratério

Teor em Sulfametoxazol (ug/ml)

Critério de aceitacdo

Frasco 2000 ml (1) <LD
Frasco 2000 ml (2) <LD
Espatula (1) <LD
Espatula (2) <LD
Pinca (1) <LD
Pinca (2) <LD <1 ug/ml
1:<LD 6:<LD
Tubos de ensaio 30 ml gj <LD 7: <LD
. ;< LD 8:.<LD
(10 unidades) 4 <LD 9: < LD
5:<LD 10: < LD

No segundo ensaio, os teores em sulfametoxazol obtidos do enxaguamento do material

contaminado sdo também tdo pequenos que, na maioria do material, estes ndo sdo detetados e

guantificados pelo método analitico.

Existe apenas um copo de filtracdo de 300 ml em que o teor em sulfametoxazol tem o valor de 0,113

pHg/ml, como se pode observar pela tabela seguinte.

Tabela 4.51 - Quantificagdo do teor em sulfametoxazol obtido da dgua de enxaguamento do copo de
filtracao(2)

Retention
Vial | Inj S’\zlample Name SEmElE Time Aiea Dilution | Amount S""’T‘p'e s
ame Type (min) (LV*sec) Weight | Type
1 48 1 | Copofiltracao(2) 2 | Sulfametoxazol | Unknown 6.548 32862 1 0.113 1 BB
2 48 2 | Copofiltracao(2) 2 | Sulfametoxazol | Unknown 6.564 32854 1 0.113 1 BB
Mean 0.1
%RSD 0.018
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O teor em sulfametoxazol apresentado na tabela anterior corresponde a média das duas

injecdes. De seguida sé@o apresentados 0s cromatogramas obtidos das duas inje¢des efetuadas ao
vial composto pela agua de enxaguamento do copo de filtracdo (2):
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Figura 4.10 - Cromatograma obtido na primeira injecéo do vial composto pela agua de enxaguamento do copo
de filtracéo (2)
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Figura 4.11 - Cromatograma obtido na segunda injecéo do vial composto pela dgua de enxaguamento do
copo de filtracéo (2)

Os cromatogramas correspondentes aos outros materiais ensaiados na contamina¢do por
sulfametoxazol (Dia 2) encontram-se em anexo (A3 — Figura 3.2).
A partir dos resultados obtidos nos dois dias de contaminacé&o por sulfametoxazol, pode concluir-se

gue o programa de lavagem da maquina Miele G 7733 € eficaz na remoc¢&o de contaminantes insollveis
em agua.

4.2 Validagcao do método analitico por HPLC — Sulfametoxazol

Nesta seccao serdo apresentados os resultados obtidos nos diferentes ensaios da validacao do
método analitico.

Os critérios de aceitagdo respeitantes a cada ensaio encontram-se detalhados no capitulo 2
(2.4.3.1 Parametros da validacdo de métodos analiticos).

e Seletividade

Como ja foi descrito anteriormente, para o ensaio da seletividade foram preparadas: uma
solucdo de Neodisher FLA, uma solucao de Labwash, uma solucdo padrdo e uma solucdo placebo
reforcada.

Procedeu-se a injecdo de uma fase movel e das solucdes referidas no sistema cromatogréfico,

sendo apresentado de seguida os cromatogramas obtidos para cada uma delas.
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Figura 4.13 - Cromatograma obtido da primeira injecao da solu¢éo de Neodisher FLA
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Figura 4.16 - Cromatograma obtido da primeira inje¢do da solucéo placebo refor¢cada

Analisando os cromatogramas obtidos constata-se que ndo existe qualquer interferéncia por
parte das solu¢Bes de Labwash e Neodisher FLA no tempo de retencdo do sulfametoxazol, uma vez
que estas ndo apresentam nenhum pico detetado pelo sistema cromatogréfico.

O ensaio da seletividade cumpre com os critérios de aceitacdo na medida em que apenas é
detetado o pico de sulfametoxazol, quer na solugéo padrdo, quer na solucdo placebo. Como tal, o

método é seletivo para o sulfametoxazol.

e Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através da construgcdo de uma curva de calibracéo, deste
modo prepararam-se cinco padrdes abrangendo as concentracdes entre 50 e 150%.

O gréfico e a equacao da reta obtidos sdo os seguintes:

500000 - y = 2761,7x + 12133
450000 - R?=0,9999

400000 -
350000 -
300000 -
9 250000 -
< 200000 -
150000 -
100000 -
50000 -

0

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0
Concentracgao (%)

Figura 4.17 - Curva de calibrag&o obtida no estudo da linearidade
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Coeficiente de correlacao (r):

r encontrado | Critério

Coeficiente de correlacao 0,99993 >0,999 | Conforme

ANALISE DA VARIANCIA

Homogeneidade das variancias (teste de Cochran)
Gexp = 0,2000

Gtab (0,05;5;2) = 0,6838

Homogeneidade das variancias das Gexp < Gtab Variancia das concentragcées
concentracdes homogénea

NORMALIDADE DOS RESIDUAIS (ANOVA)

graus de Variancia
SQ iberdade  (V=S"2) Fexp
Regresséo 97465371149 1 9,7465E+10  60693,767
Residual 12846837,7 8 1,6059E+06
Falta de ajuste 3211709,425 3 1,0706E+06 0,556
Erro experimental 9635128,275 5 1,9270E+06
Total 97478217987 9 1,0831E+10
Fltab (0,05;1;8) = 5,318
F2tab (0,05;3;5) = 5,409
Resultados Critério
F1 = Existéncia de um declive diferente de 0 Flexp > Fltab Existe declive
diferente de zero
F2 = Linearidade entre os resultados obtidos F2exp < F2tab Resultados lineares

Coeficiente de variacdo do fator de resposta

Solucbes Critério CV (%)
Padrao 50 0,16
Padrao 75 0,07
Padrrilo 100 <2% 0,39
Padrdo 125 0,16
Padrédo 150 0,07
Média 0,17
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TESTE DE LINEARIDADE (t student)

Sb”2(y,x) = 1,6059E+06
Sn2 = 6,9813E+01
Sb = 8,355409812
texp=bjsh=  >30°E+02
t exp residual t tab Critério
Inclinag&o da reta 330,53 1,860 texp >t tab Declive diferente de

Zero

intervalos de
confianca
t= 2,306
(19273,89774, 19107,51452) -> Este intervalo ndo
superior (b+t*Sh) 2780,964737 inclui o zero =>Conforme
inferior (b-t*Sb) 2742,429586

TESTE DE PROPORCIONALIDADE (t student)
Sbr2(y,x) = 1605854,7125

Sa"2 = 1573737,6183
Sa=  1254,486994

texp =al/Sb = 9,8731
t exp na origem t tab
Interse¢ao com o 9,8731 1,860 texp < ttab N&o inclui o zero
ponto (0,0)
intervalos de
confianca
t= 2,306

(20311,61977, 2391,517036) -> Este intervalo n&o inclui o
superior (a+t*Sa)  15278,54326  zero => Curva de calibragdo com pelo menos 2 pontos
inferior (a-t*Sa)  9492,849248

Analisando os resultados obtidos neste estudo, pode concluir-se que 0 ensaio cumpre com 0S
critérios de aceitacdo, na medida em que:

* O coeficiente de correlacéo calculado na regressédo € superior a 0,999, indicando um elevado grau
de relacao entre as concentracdes e as respetivas areas;

* Verifica-se a homogeneidade da varidncia das concentracfes (Gexp < Gtab), ou seja, o fator de

concentracdo ndo influéncia a variabilidade dos dados;
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* A regressdo apresenta um declive diferente de zero e os resultados obtidos sé&o lineares, ou seja,
0 método é linear;

+ O coeficiente de variagdo dos fatores de resposta € inferior a 2%, indicando uma boa linearidade
da calibracéo;

* O intervalo de confianca estudado no teste de proporcionalidade ndo inclui o zero, o que implica a
realizacdo de uma curva de calibracdo com pelo menos 2 pontos.

e Gamade concentracfes

A gama de concentracdes foi avaliada através dos dados obtidos nos estudos de linearidade e
exatidao para as concentracGes de 50, 100 e 150% e de acordo com a concentracdo teérica da
solucdo amostra.

Tabela 4.52 - Resultados obtidos no estudo da gama de concentragdes

AREAS NO PADRAO

Linearidade
Concentracgao média area
0, 0,
veer () (sulfametoxazol) | sulfametoxazol KD (9
50 0,05 140535 0,06
100 0,10 276964 0,10
150 0,15 419372 0,05
AREAS NA AMOSTRA
Exatiddo
Concentragao média area
0, 0,
Vel () (sulfametoxazol) | sulfametoxazol RED ()
50 0,05 139614 0,04
100 0,10 282017 0,09
150 0,15 421295 0,03
Teor (%) RSD éreas
50 0,46
100 1,28
150 0,32

O RSD entre as areas obtidas para a linearidade e exatiddo encontra-se abaixo de 3%, cumprindo

assim com o critério de aceitacao.

e Limite de detec&o e quantificacéo (LD) e (LQ)

Para o célculo dos limites de dete¢do e quantificacdo foi criada uma reta de calibragdo com trés
niveis de concentragdo (0.5, 1 e 1,5% em sulfametoxazol).
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0s resultados obtidos e a respetiva reta de calibracdo apresentados de seguida.

12inj
22inj
32inj
Média
% RSD

Estas solu¢des de diferentes concentragdes foram injetadas no sistema cromatografico, sendo

Tabela 4.53 - Sinal-ruido e &reas obtidos das trés inje¢bes de cada solucéo

0,50%

Sulfametoxazol
Area SIN
1316 11,6
1386 11,6
1344 11,8
1348,67

2,61

Tabela 4.54 - Areas obtidas das injecdes das solugbes a 0.5, 1 e 1,5%

1,00%
Sulfametoxazol
Area SIN

12 inj 2637 24 12 inj
221nj 2662 23,8 22inj
32inj 2693 23,8 32inj
Média 2664,00 Média
% RSD 1,05 % RSD

1,50%

Sulfametoxazol

Area SIN

7343 66,2

7207 65,8

7204 66,8
7251,33

1,09

0,5

1

15

Concentracéo (%)

Figura 4.18 - Reta de calibragéo obtida

Concentracéo (%) | Concentracdo (ppm) Area Média da area | Desvio padréo
0,5 5000 1316|1386 | 1344 1348,67 2,61
1 10000 2637 | 2662 | 2693 2664,00 1,05
1,5 15000 7343|7207 | 7204 7251,33 1,09
8000,00
y =5902,7x - 2148 Y
7000,00 R = 0,9071
? 6000,00
» 5000,00
>5 4000,00
g 3000,00
*<C 2000,00
1000,00 °
0,00

A reta de calibracdo obteve-se representando graficamente as areas em fungdo das concentragdes.

De seguida representou-se também o desvio padrdo das areas em funcdo das concentracdes

estudadas, apresentado na figura 4.19.
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3,00

2,50 ° y = -1,5174x + 3,1042

o R2 = 0,7293
® 200
©
g
o 180
>
$ 1,00 o
o

0,50
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0 0,5 1 1,5 2

Concentracado (%)

Figura 4.19 - Representacdo grafica do desvio padrdo em fungdo da concentracédo

ApOs reunir todos os dados necessarios, € entdo possivel calcular os limites de detecdo e

quantificacdo a partir da equagéo 2.5. Como tal, foram assumidos os seguintes valores:

Tabela 4.55 - Valores utilizados para o célculo dos limites de dete¢&o e quantificacéo

Yo 2148
K* 3/10
Shl 3,10

b 5902,70
n 3

*QO valor de K é 3 para o limite de detegéo e 10 para o limite de quantificagdo

Tendo em conta a tabela anterior calculou-se os dois limites:

Tabela 4.56 - Limites de detecdo e quantificacdo

Limite de detecdo 0,211%
Limite de quantificacéo 0,213%

Analisando os resultados obtidos observa-se que as concentra¢cdes estudadas (0.5%, 1% e 1.5%)
apresentam um sinal-ruido do pico de sulfametoxazol superior a 3 € 0 RSD das areas inferior a 15%,
estando em conformidade com os critérios de aceitacéo.

Através da andlise destas concentrac¢des conclui-se que o limite de detecéo é 0,211% e o limite de
quantificacdo é 0,213%.

e Exatidao

A exatiddo foi avaliada através da taxa de recuperacdo do sulfametoxazol padrdo. Deste modo,

procedeu-se a preparacdo de solucBes placebo carregadas com sulfametoxazol, apresentando
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concentracbes de 50, 100 e 150%. Posteriormente, os valores obtidos foram comparados com

solucdes padrdo de sulfametoxazol na mesma gama de concentracdes. Os resultados encontram-

se nas tabelas abaixo.

Tabela 4.57 - Taxa de recuperacdo a 50%

Sol. Amostra Area pico Concentracao Cor)centrac;ao TR (%) | RSD (%)
Sulfametoxazol real (mg/ml) nominal (mg/ml)
139675 0,04984 99,74
Placebo 50% 139557 0,04979 0,0500 99,66 0,04
139611 0,04981 99,70
Tabela 4.58 - Taxa de recuperacdo a 100%
Sol. Amostra Area pico Concentracao Cor_lcentrac;ao TR (%) | RSD (%)
Sulfametoxazol real (mg/ml) nominal (mg/ml)
281808 0,0996102 99,68
Placebo a 100% 281937 0,0996558 0,0999 99,72 0,09
282307 0,0997866 99,86
Tabela 4.59 - Taxa de recuperagdo a 150%
Sol. Amostra Area pico Concentracéo Cor_lcentrac;ao TR (%) | RSD (%)
Sulfametoxazol real (mg/ml) nominal (mg/ml)
421417 0,1490831 99,46
Placebo a 150% 421171 0,1489961 0,1499 99,40 0,03
421297 0,1490407 99,43
Resultados Critério Conformidade
Média recuperacéo (%) = 99,63 98% - 102% Conforme
RSD recuperagédo (%) = 0,16 <2% Conforme
maximo de recup. (%) = 99,86 102% Conforme
minimo de recup. (%) = 99,40 98% Conforme

Homogeneidade das variancias (teste de Cochran)

Gexp = 0,1115
Gtab (0,05;3;3) = 0,7977

Homogeneidade das

variancias das taxas de

recuperacao

Gexp < Gtab

Variancia das taxas de recuperacéao

homogénea

Pela analise dos valores obtidos pode afirmar-se que a taxa de recuperagdo se encontra dentro

do intervalo definido. Por sua vez, também o RSD da taxa de recuperacgao se apresenta abaixo do

limite estabelecido.
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Dado que Gexp < Gtab, entdo conclui-se que a variancia das taxas de recuperagdo é

homogénea, ou seja, o fator de concentracéo ndo influencia na variabilidade dos resultados.

e Preciséo

o Repetibilidade

No ensaio da repetibilidade foi avaliada a precisdo do método, nas mesmas condi¢gfes operativas e
num curto intervalo de tempo, como tal procedeu-se a seis inje¢cBes da solucdo placebo com

sulfametoxazol a 100% e analisou-se os resultados em termos de areas e concentracdes.

Tabela 4.60 - Resultados obtidos no ensaio da repetibilidade

Sol. placebo com sulfametoxazol a 100% | Area sulfametoxazol | Concentracéo real (%)
Injecdo 1 277717 98,78
Injecdo 2 277521 98,71
Injecdo 3 277447 98,69
Injecdo 4 277725 98,79
Injecdo 5 277726 98,79
Injecdo 6 277630 98,75
Média = 277627,67 98,75
RSD% = 0,04 0,04

Tendo em conta a tabela 4.60 observa-se que 0 RSD das &reas correspondentes as 6 injecdes da
solugéo placebo com sulfametoxazol a 100% € inferior a 1%, o que indica que o método analitico é

preciso para as mesmas condi¢des operativas num curto espaco de tempo.

o Preciséo Intermédia
Com o objetivo de avaliar o impacto de varia¢es laboratoriais foram realizados varios ensaios
por dois analistas diferentes, em dois dias diferentes e em dois equipamentos também diferentes.

Cada analista preparou trés solucdes placebo com sulfametoxazol a 100 % e procedeu a sua injecao

em dias consecutivos e em sistemas cromatogréficos diferentes.

Tabela 4.61 - Resultados obtidos pela analista 1, no dia 1 e no primeiro sistema cromatogréafico (Waters 7)

Sol amostra | Area sulfametoxazol | Concentracéo real (%) | Média (%) | RSD (%)
A1l 275436 99,564
274583 99,257
279220 100,428
A2 278105 100,028 99,397 | 077
A3 272042 98,577
271907 98,528
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Tabela 4.62 - Resultados obtidos pela analista 1, no dia 2 e no segundo sistema cromatogréafico (Waters 6)

Sol amostra | Area sulfametoxazol | Concentraco real (%) | Média (%) | RSD (%)
Al 286116 98,264
285964 98,212
294998 102,289
A2 294569 102,14 99,844 1.88
A3 285224 99,018
285578 99,141

Tabela 4.63 - Resultados obtidos pela analista 2, no dia 1 e no primeiro sistema cromatografico (Waters 7)

Sol amostra | Area sulfametoxazol | Concentraco real (%) | Média (%) | RSD (%)
A1l 278458 100,301
278497 100,315
272850 98,536
A2 273063 98,614 9904 | 1,00
A3 272019 98,283
271760 98,189

Tabela 4.64 - Resultados obtidos pela analista 2, no dia 2 e no segundo sistema cromatografico (Waters 6)

Sol amostra | Area sulfametoxazol | Concentraco real (%) | Média (%) | RSD (%)
A1l 281386 94,24
282282 94,54
282045 94,433
A2 287098 96,126 9383 | 182
A3 275944 92,2
273757 91,468

A média das concentracBes de sulfametoxazol obtidas € de 98,029%, apresentando um RSD de

2,88%, ou seja, inferior a 3%, o que indica que o método analitico suporta as varia¢des laboratoriais

propostas nesta validagéo.

e Adequabilidade do sistema (SST)

No estudo da adequabilidade do sistema procedeu-se a seis injecées de uma solucéo padrao

de sulfametoxazol a 100%. Estas injecdes foram realizadas em dois sistemas cromatogréaficos

diferentes e tém o objetivo de assegurar uma performance adequada de cada um dos sistemas.

Os resultados obtidos encontram-se nas tabelas abaixo.
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Tabela 4.65 - Resultados obtidos das injecdes da solugdo no sistema cromatogréafico 1 (Waters 7)

R ~ Fator de Tempo de < Fator N° pratos
esolucao ; . ~ Areas Altura . .

simetria retencéo capacidade tedricos

0,00 1,05 6,60 281012,28 | 21697,25 7,25 7193,96

0,00 1,05 6,61 281199,10(21711,69 7,26 7207,61

sulfametoxazol 0,00 1,05 6,61 281251,98 | 21674,67 7,26 7190,43

0,00 1,05 6,61 281064,48 [ 21698,70 7,26 7185,17

0,00 1,05 6,61 281221,87 | 21702,61 7,26 7194,54

0,00 1,05 6,61 281124,0021688,48 7,26 7190,15

média 0,00 1,05 6,61 281145,62 21695,57 7,26 7193,64

RSD% 0,04 0,03 0,06

Tabela 4.66 - Resultados obtidos das inje¢des da solugao no sistema cromatografico 2 (Waters 6)

Resolucéo Fator de VErmEs sl Areas Altura el N® pratos

simetria retencao capacidade tedricos

0,00 1,24 6,62 286991,20 | 18510,53 7,27 4838,45

0,00 1,24 6,62 286101,10 | 18439,51 7,28 4804,37

sulfametoxazol 0,00 1,25 6,62 286195,50|18451,77 7,27 4811,74

0,00 1,25 6,63 286229,65 | 18476,53 7,28 4835,90

0,00 1,24 6,62 285401,20 | 18444,49 7,27 4797,03

0,00 1,25 6,62 286287,30 | 18410,30 7,27 4771,88

média 0,00 1,25 6,62 286200,99 18455,52 7,27 4809,90
RSD% 0,06 0,18 0,19

Todos os critérios de aceitacdo definidos para esta adequabilidade do sistema sdo cumpridos, tanto
para o sistema cromatografico 1 (Waters 7) como para o sistema cromatografico 2 (Waters 6).
Conclui-se assim que ambos o0s sistemas cromatograficos permitem assegurar uma performance
adequada.

e Robustez

Com o objetivo de avaliar a capacidade do método analitico em permanecer inalterado face a
pequenas variagcdes nos seus fatores foi utilizado o desenho fatorial de Plackett-Burman, onde foram
efetuados 7 ensaios fazendo variar 8 fatores diferentes, consoante a tabela 3.18.

Os principais resultados encontram-se descritos a seguir.
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Tabela 4.67 - Resultados obtidos para o ensaio 1

Ensaio 1
Padrédo A | Padrédo B Padréo C Sol placebo 100%
96874 196247 298597 196976
Area pico sulfametoxazol (uV*seg)
99205 196460 298079 196731
Média 98040 196354 298338 196854
% RSD 1,68 0,08 0,12 0,09

Concentragao (%)

Sol placebo 100% 98,79 média

98,67 98,73

Tabela 4.68 - Resultados obtidos para o ensaio 2

Ensaio 2
Padréo A | Padrédo B Padréo C Sol placebo 100%
128197 254293 385760 254873
Area pico sulfametoxazol (uV*seq)
128270 253385 385958 254531
Média 128234 253839 385859 254702
% RSD 0,04 0,25 0,04 0,09

Concentracao (%)

Sol placebo 100% 98,83 média

98,70 98,77
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Tabela 4.69 - Resultados obtidos para o ensaio 3

Ensaio 3
Padrédo A | Padrédo B Padréo C Sol placebo 100%
151913 300774 461378 304796
Area pico sulfametoxazol (uV*seg)
152707 303005 460018 304841
Média 152310 301890 460698 304819
% RSD 0,37 0,52 0,21 0,01

Concentragao (%)

Sol placebo 100% 99,20 média

99,22 99,21

Tabela 4.70 - Resultados obtidos para o ensaio 4

Ensaio 4
Padréo A | Padréo B Padréo C Sol placebo 100%
167147 330853 503728 332170
Area pico sulfametoxazol (uV*seg)
167629 331189 502452 332010
Média 167388 331021 503090 332090
% RSD 0,20 0,07 0,18 0,03

Concentracao (%)

Sol placebo 100% 98,77 média

98,72 98,74

111



Tabela 4.71 - Resultados obtidos para o ensaio 5

Ensaio 5
Padrédo A | Padrédo B Padréo C Sol placebo 100%
81082 160998 247116 161810
Area pico sulfametoxazol (uV*segq)
81646 160777 246513 161832
Média 81364 160888 246815 161821
% RSD 0,49 0,10 0,17 0,01

Concentracao (%)

Sol placebo 100% 98,53 média

98,55 98,54

Tabela 4.72 - Resultados obtidos para o ensaio 6

Ensaio 6
Padréo A | Padrédo B Padréo C Sol placebo 100%
107961 213288 324011 214171
Area pico sulfametoxazol (uV*seq)
108072 212904 324305 214082
Média 108017 213096 324158 214127
% RSD 0,07 0,13 0,06 0,03

Concentragao (%)

Sol placebo 100% 98,84 média

98,80 98,82
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Tabela 4.73 - Resultados obtidos para o ensaio 7

Ensaio 7
Padréo A | Padrédo B Padréo C | Sol placebo 100%
76430 150657 229768 152246
Area pico sulfametoxazol (UV*seg)
75882 150822 229968 152287
Média 76156 150740 229868 152267
% RSD 0,51 0,08 0,06 0,02
Concentracao (%)
Sol placebo
100% 99,25
99,28
Tabela 4.74 - Resultados obtidos para o ensaio 8
Ensaio 8
Padrdo A Padrao B Padrao C | Sol placebo 100%
100690 200264 304474 201037
Area pico sulfametoxazol (uV*seg)
100952 199455 304420 200934
Média 100821 199860 304447 200986
% RSD 0,18 0,29 0,01 0,04
Concentragao (%)
Sol
placebo 98,93
100%
98,88

média

99,26

média

98,91

A partir dos resultados obtidos calculou-se o efeito produzido por cada fator, de modo a averiguar

qual o pardmetro que, face a pequenas altera¢cdes, teria um maior impacto nos resultados.
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Tabela 4.75 - Concentra¢des em sulfametoxazol obtidas em cada ensaio

Ensaio Concentracéo (%) - Resposta
1 98,73
2 98,77
3 99,21
4 98,74
5 98,54
6 98,82
7 99,26
8 98,91

Tabela 4.76 - Efeito produzido por cada fator

Fator Efeito
1 -0,120
2 0,024
3 0,134
4 -0,329
5 0,267
6 -0,051
7 0,009

As alteracdes efetuadas a cada fator ndo produzem um efeito significativo no método analitico.
Apesar disso, o fator que apresenta um maior efeito quando sujeito a pequenas alteracdes € a
detecédo eletroquimica, com um valor de 0,267.

No entanto, todas as modificagdes efetuadas ao método analitico produzem resultados dentro

dos limites de especificacdo (98%-102%), permitindo concluir que o método é robusto.
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e Estabilidade das solucdes

No estudo da estabilidade das solucdes foram utilizadas as solu¢des padrao de sulfametoxazol

e uma solucao placebo com sulfametoxazol a 100%. Estas solu¢cBes foram injetadas no sistema

cromatografico de acordo com as seguintes condicdes:

o 0, 24 e 48 horas ap6s terem sido preparadas;

o 0eb5dias ap6s guardadas a cerca de 5 °C.

De seguida séo apresentados os resultados obtidos.

e Estabilidade das solugbes a temperatura ambiente:

Tabela 4.77 - Resultados obtidos da estabilidade das solucgdes 0, 20 e 40 h apds terem sido preparadas e
guardadas a temperatura ambiente

tempo
(h)
0 138997 20 139158 40 138974
Padrao A 0 139155 20 139412 40 139045
média 139076 média 139285 il 139010
0 280635 20 281281 40 284033
Padrao B 0 280483 20 281388 40 282868
média 280559 média 281335 Gl 283451
0 420233 20 420382 40 422653
Padréao C 0 419751 20 421866 40 422224
média 419992 e 421124 e 422439
0 286493 20 287580 40 289938
Sol placebo
carregada 0 286350 20 286704 40 289962
média 286422 média 287142 média 289950

t=20h Conformidade

t=40h Conformidade

RSD (%) das areas dos picos de sulfametoxazol na
solucao padrdo A

RSD (%) das areas dos picos de sulfametoxazol na
solucao padrao B

RSD (%) das areas dos picos de sulfametoxazol na
solucéo padrdo C

RSD (%) das areas dos picos de sulfametoxazol na
solucéo placebo carregada

0,11
0,20
0,19

0,18

Conforme

Conforme

Conforme

Conforme

0,03
0,73
0,41

0,87

Conforme

Conforme

Conforme

Conforme
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e Estabilidade das solucdes a 5 °C

Tabela 4.78 - Resultados obtidos da estabilidade das solugdes 0 e 88 h apds terem sido preparadas e

guardadas a 5°C

tempo
(h)

0 136841 88 141518
Padrao A 0 136617 88 141148
média 136729 média 141333
0 275943 88 287294
Padrao B 0 276135 38 283951
média 276039 média 285623
0 409245 88 418950
Padrao C 0 408859 38 420223
média 409052 média 419587
0 276203 88 283729
Sol placebo carregada 0 275639 38 282054
média 275921 média 282892

t=88h Conformidade

RSD (%) das areas dos picos de sulfametoxazol na solu¢éo padrao A
RSD (%) das &reas dos picos de sulfametoxazol na solugéo padréo B
RSD (%) das areas dos picos de sulfametoxazol na solu¢éo padrao C

RSD (%) das &reas dos picos de sulfametoxazol na solugéo placebo carregada 1,76

Conforme
Conforme
Conforme

Conforme

O desvio entre a concentracdo final e a concentracdo inicial em ambas as condi¢cdes de

armazenagem (temperatura ambiente e 5 °C) é inferior a 2%, ou seja, as solu¢cdes podem ser

mantidas a temperatura ambiente durante 2 dias e a cerca de 5 °C durante 4 dias.
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5. Conclusodes e propostas para trabalhos futuros

As diversas analises efetuadas a matérias primas, produto a granel e produto acabado sdo uma
pratica bastante comum na rotina laboratorial das industrias farmacéuticas. A sua execucao requer
a utilizacdo de material de laboratério adequado e isento de contaminagdes, sendo de extrema
importancia garantir que os procedimentos de limpeza dos materiais estdo a ser efetuados
corretamente.

Com o objetivo de proceder a qualificacdo da performance das trés maquinas de lavar material
de laboratério, o material foi contaminado com diferentes substancias: neodisher FLA, neodisher Z,
labwash, cloreto de sédio e sulfametoxazol, sendo efetuada uma analise de risco que mostrou que
esta Ultima era a substancia pior caso. Inerente a qualificagcao, validou-se também um método
analitico por HPLC para a determinagdo do sulfametoxazol no material.

Apébs a realizacdo da andlise de risco, que permitiu concluir que a substancia pior caso
correspondia a mais insolavel a utilizar na qualificacdo, aquela que apresentava as melhores
caracteristicas para ser a escolhida como pior caso era o sulfametoxazol que, para além de ser
insollvel era a substancia dotada de uma toxicidade mais elevada.

No decorrer dos procedimentos de qualificacdo das maquinas Miele G7835CD e PG8583CD,
mais concretamente nos ensaios realizados com a solugédo contaminante de labwash, constatou-se
que o neutralizante utilizado estava a contaminar o material, como tal, este foi substituido por agua
purificada nos programas de lavagem respetivos. Apds esta alteragdo aos programas de lavagem
destas duas maquinas, verificou-se que 0s equipamentos passaram a executar uma lavagem eficaz
do material em estudo, assegurando que as aguas resultantes do enxaguamento do material
apresentavam valores dentro dos limites de aceitacdo estabelecidos, através das técnicas de
condutividade, carbono organico total (TOC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Como
tal, conclui-se assim que a performance destes dois equipamentos se encontra conforme.

Relativamente a maquina Miele G7733, apés a realizacdo da qualificacdo de performance
conclui-se que esta se encontra conforme, uma vez que as concentragdes, valores de condutividade
e de TOC obtidos pelos diferentes métodos se situam abaixo dos limites de aceitacdo impostos,
garantindo assim a eficiéncia do procedimento de lavagem.

O método analitico para a determinacao de sulfametoxazol por HPLC mostrou ser seletivo, linear
(r=0,99993), exato (Taxa média de recuperacao=99,63%), preciso (CV=2,88%) e robusto (as
alteragfes efetuadas a cada fator ndo produzem um efeito significativo no método analitico),
cumprindo todos os critérios de aceitagdo estabelecidos. O limite de detecéo obtido tem o valor de
0,211% e o limite de quantificacao 0,213%. Foi também testada a estabilidade das solugfes padrao
e solucéo placebo reforcada, sendo que estas podem ser mantidas a temperatura ambiente durante

2 dias e, a cerca de 5 °C, durante 4 dias.
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Dado que a substituicdo do neutralizante por agua purificada se trata de uma situagao
temporaria, propde-se que, futuramente, se proceda a eliminacdo total deste do programa de
lavagem das maquinas, uma vez que ja se provou, neste trabalho, que a inexisténcia de neutralizante
ndo apresenta impactos negativos na performance dos equipamentos. Com isso, vai ser necessario
proceder de novo a realizacdo da qualificacdo de operacdo das maquinas Miele G 7835 CD e PG
8583.

De modo a facilitar os procedimentos de qualificacdo das maquinas Miele G 7835 CD, PG 8583
CD e G 7733, em termos de poupanca de recursos e de tempo, propde-se que as requalificacdes

sejam apenas efetuadas nos pontos criticos das respetivas maquinas.
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Anexos A

Al - Resultados obtidos do enxaguamento de material submetido a lavagem na maquina Miele

G7835 CD

Tabela A1.1 - Valores de TC, IC e TOC obtidos do enxaguamento do material contaminado com Labwash (Dia

1) e submetido a lavagem na maquina Miele G 7835 CD

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)

Branco 260 202 57,1

Pipeta graduada 5 mL (1) 429 294 136 78,9
Pipeta graduada 5 mL (2) 503 260 243 185,9
Pipeta graduada 10 mL (1) 650 272 379 321,9
Pipeta graduada 10 mL (2) 495 256 239 181,9
Pipeta diferencial 20 mL (1) 388 243 146 88,9
Pipeta diferencial 20 mL (2) 664 247 417 359,9
Pipeta diferencial 50 mL (1) 332 207 126 68,9
Pipeta diferencial 50 mL (2) 405 234 171 113,9
Tubo de ensaio 1 764 301 464 406,9
Tubo de ensaio 2 700 274 426 368,9
Tubo de ensaio 3 793 302 491 433,9
Tubo de ensaio 4 447 267 180 122,9
Tubo de ensaio 5 761 323 438 380,9
Tubo de ensaio 6 565 318 247 189,9
Tubo de ensaio 7 622 338 284 226,9
Tubo de ensaio 8 685 372 313 255,9
Tubo de ensaio 9 507 277 230 172,9
Tubo de ensaio 10 633 254 379 321,9
Copo polipropileno 50 mL (1) 375 243 132 74,9
Copo polipropileno 50 mL (2) 392 241 150 92,9
Copo polipropileno 250 mL (1) 978 404 573 515,9
Copo polipropileno 250 mL (2) | 1000 317 684 626,9
Proveta 50 mL (1) 467 294 173 115,9
Proveta 50 mL (2) 486 283 202 1449
Baldao volumétrico 10 mL (1) 1110 313 796 738,9
Baldo volumétrico 10 mL (2) 1190 315 876 818,9
Baldao volumétrico 1000 mL (1) | 1500 373 1130 1072,9
Baldo volumétrico 1000 mL (2) | 1260 474 786 728,9
Espatula 1 838 329 509 451,9
Espatula 2 833 297 536 478,9
Pinga 1 1900 418 1480 14229
Pinga 2 968 407 561 503,9
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Tabela Al1.2 — Valores de TC, IC e TOC obtidos do enxaguamento de material por contaminar e submetido a
lavagem na maquina Miele G 7835 CD

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)
Branco 270 182 87,7
Pipeta graduada 5 mL (1) 1280 327 956 868,3
Pipeta graduada 5 mL (2) 1010 328 682 594,3
Pipeta graduada 10 mL (1) 765 302 464 376,3
Pipeta graduada 10 mL (2) 622 322 300 212,3
Pipeta diferencial 20 mL (1) 402 284 118 30,3
Pipeta diferencial 20 mL (2) 380 283 96,8 9,1
Pipeta diferencial 50 mL (1) 428 312 116 28,3
Pipeta diferencial 50 mL (2) 395 234 162 74,3
Tubo de ensaio 1 384 297 87,7 0
Tubo de ensaio 2 343 248 94,6 6,9
Tubo de ensaio 3 391 300 90,6 2,9
Tubo de ensaio 4 382 283 98,8 11,1
Tubo de ensaio 5 358 261 97,2 9,5
Tubo de ensaio 6 387 289 97,2 9,5
Tubo de ensaio 7 738 293 445 357,3
Tubo de ensaio 8 778 297 481 393,3
Tubo de ensaio 9 820 309 511 423,3
Tubo de ensaio 10 851 312 539 451,3
Copo polipropileno 50 mL (1) 1730 259 1470 1382,3
Copo polipropileno 50 mL (2) 1650 283 1370 1282,3
Copo polipropileno 250 mL (1) 991 417 574 486,3
Copo polipropileno 250 mL (2) | 1040 381 661 573,3
Proveta 50 mL (1) 362 264 98,2 10,5
Proveta 50 mL (2) 379 267 113 25,3
Baldo volumétrico 10 mL (1) 378 274 104 16,3
Baldo volumétrico 10 mL (2) 363 273 89,9 2,2
Baldao volumétrico 1000 mL (1) | 518 345 173 85,3
Baldao volumétrico 1000 mL (2) | 696 422 274 186,3
Espatula 1 871 309 562 474,3
Espatula 2 530 287 243 155,3
Pinga 1 1380 385 998 910,3
Pinga 2 1060 353 706 618,3
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Tabela A1.3 — Valores de TOC obtidos do enxaguamento de material por contaminar e submetido a lavagem
na maquina Miele G 7835 CD (Maguina injeta apenas detergente e agua purificada)

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)

Branco 349 130 219

Pipeta graduada 5 mL (1) 420 179 242 23
Pipeta graduada 5 mL (2) 437 210 227 8
Pipeta graduada 10 mL (1) 379 203 176 0
Pipeta graduada 10 mL (2) 456 225 231 12
Pipeta diferencial 20 mL (1) 399 252 147 0
Pipeta diferencial 20 mL (2) 465 280 185 0
Pipeta diferencial 50 mL (1) 398 227 171 0
Pipeta diferencial 50 mL (2) 366 221 144 0
Tubo de ensaio 1 644 335 309 90
Tubo de ensaio 2 497 309 189 0
Tubo de ensaio 3 596 359 238 19
Tubo de ensaio 4 617 358 259 40
Tubo de ensaio 5 596 341 255 36
Tubo de ensaio 6 452 251 201

Tubo de ensaio 7 486 266 220 1
Tubo de ensaio 8 527 289 238 19
Tubo de ensaio 9 403 231 171 0
Tubo de ensaio 10 495 263 232 13
Copo polipropileno 50 mL (1) 490 239 250 31
Copo polipropileno 50 mL (2) 489 244 245 26
Copo polipropileno 250 mL (1) 774 306 468 249
Copo polipropileno 250 mL (2) 769 375 394 175
Proveta 50 mL (1) 302 155 147 0
Proveta 50 mL (2) 355 162 193 0
Baldao volumétrico 10 mL (1) 755 183 572 353
Baldao volumétrico 10 mL (2) 858 242 616 397
Baldao volumétrico 1000 mL (1) | 1000 330 672 453
Baldao volumétrico 1000 mL (2) | 1140 335 806 587
Espatula 1 514 194 320 101
Espatula 2 643 267 376 157
Pinga 1 948 210 740 521
Pinga 2 1040 241 799 580
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Tabela Al1.4 - Valores de TC, IC e TOC obtidos do enxaguamento do material contaminado com Labwash (Dia
1) e submetido a lavagem na maquina Miele G 7835 CD

Dia 1l
TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)

Branco 179 165 14,1

Pipeta graduada 5 mL (1) 480 198 282 267,9
Pipeta graduada 5 mL (2) 578 242 336 321,9
Pipeta graduada 10 mL (1) 485 222 263 248,9
Pipeta graduada 10 mL (2) 469 247 222 207,9
Pipeta diferencial 20 mL (1) 428 221 206 191,9
Pipeta diferencial 20 mL (2) 382 201 181 166,9
Pipeta diferencial 50 mL (1) 345 206 139 124,9
Pipeta diferencial 50 mL (2) 379 219 159 1449
Tubo de ensaio 1 524 290 234 219,9
Tubo de ensaio 2 402 260 142 127,9
Tubo de ensaio 3 431 276 155 140,9
Tubo de ensaio 4 452 286 166 151,9
Tubo de ensaio 5 478 289 189 174,9
Tubo de ensaio 6 526 287 239 224,9
Tubo de ensaio 7 461 296 165 150,9
Tubo de ensaio 8 458 301 157 142,9
Tubo de ensaio 9 479 295 184 169,9
Tubo de ensaio 10 419 261 159 144,9
Copo polipropileno 50 mL (1) 389 229 160 145,9
Copo polipropileno 50 mL (2) 424 248 176 161,9
Copo polipropileno 250 mL (1) [ 479 247 232 217,9
Copo polipropileno 250 mL (2) 497 257 241 226,9
Proveta 50 mL (1) 379 223 156 141,9
Proveta 50 mL (2) 531 330 201 186,9
Baldao volumétrico 10 mL (1) 544 270 274 259,9
Baldo volumétrico 10 mL (2) 532 282 250 235,9
Baldao volumétrico 1000 mL (1) | 1240 767 469 4549
Balao volumétrico 1000 mL (2) | 856 453 403 388,9
Espatula 1 580 347 233 218,9
Espatula 2 407 270 137 122,9
Pinga 1 626 291 334 319,9
Pinga 2 655 328 327 312,9
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Tabela A1.5 - Valores de TC, IC e TOC obtidos do enxaguamento do material contaminado com Labwash (Dia
2) e submetido & lavagem na maquina Miele G 7835 CD

Dia 2
TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)

Branco 158 143 15,7

Pipeta graduada 5 mL (1) 550 262 289 273,3
Pipeta graduada 5 mL (2) 548 235 313 297,3
Pipeta graduada 10 mL (1) 553 227 326 310,3
Pipeta graduada 10 mL (2) 438 217 222 206,3
Pipeta diferencial 20 mL (1) 403 210 193 177,3
Pipeta diferencial 20 mL (2) 696 274 422 406,3
Pipeta diferencial 50 mL (1) 480 219 261 2453
Pipeta diferencial 50 mL (2) 689 259 430 4143
Tubo de ensaio 1 344 247 97,2 81,5
Tubo de ensaio 2 416 269 416 400,3
Tubo de ensaio 3 317 240 76,3 60,6
Tubo de ensaio 4 356 276 80,1 64,4
Tubo de ensaio 5 346 269 76,8 61,1
Tubo de ensaio 6 311 224 86,9 71,2
Tubo de ensaio 7 307 238 69,4 53,7
Tubo de ensaio 8 297 231 65,8 50,1
Tubo de ensaio 9 361 274 86,9 71,2
Tubo de ensaio 10 352 280 71,5 55,8
Copo polipropileno 50 mL (1) 558 253 305 289,3
Copo polipropileno 50 mL (2) 539 248 291 275,3
Copo polipropileno 250 mL (1) 637 275 362 346,3
Copo polipropileno 250 mL (2) 647 289 357 341,3
Proveta 50 mL (1) 347 218 129 113,3
Proveta 50 mL (2) 401 257 144 128,3
Baldo volumétrico 10 mL (1) 261 174 87,1 71,4
Baldo volumétrico 10 mL (2) 314 228 86,3 70,6
Baldo volumétrico 1000 mL (1) 756 272 484 456,3
Baldo volumétrico 1000 mL (2) 496 262 235 207,3
Espatula 1 343 215 128 112,3
Espéatula 2 265 187 78,3 62,6
Pinca 1 793 308 484 468,3
Pinca 2 650 288 362 346,3
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Figura A1.1 - Cromatogramas correspondentes aos materiais ensaiados na contaminagéo por sulfametoxazol

(Dia 1) e submetido a lavagem na maquina Miele G 7835 CD
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Figura A1.2 - Cromatogramas correspondentes aos materiais ensaiados na contamina¢éo por sulfametoxazol

(Dia 2) e submetido a lavagem na maquina Miele G 7835 CD
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A2 — Resultados obtidos do enxaguamento de material submetido a lavagem na maquina Miele PG

8583 CD

Tabela A2.1 - Valores de TC, IC e TOC obtidos do enxaguamento de material contaminado com Labwash (Dia
1) e submetido a lavagem na maquina Miele PG 8583 CD

Dial
TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)

Branco 293 224 68,9

Pipeta graduada 5 mL (1) 708 389 319 250,1
Pipeta graduada 5 mL (2) 1380 378 998 929,1
Pipeta graduada 10 mL (1) 1570 372 1200 1131,1
Pipeta graduada 10 mL (2) 1410 335 1070 1001,1
Proveta 50 mL (1) 663 369 293 224,1
Proveta 50 mL (2) 677 330 347 278,1
Balao volumétrico 10 mL (1) 569 324 245 176,1
Baldao volumétrico 10 mL (2) 717 363 354 285,1
Baldao volumétrico 1000 mL (1) | 1150 532 617 548,1
Baldao volumétrico 1000 mL (2) | 1010 507 501 432,1

Tabela A2.2 - Valores de TC, IC e TOC obtidos do enxaguamento de material por contaminar e submetido a
lavagem na maquina Miele PG 8583 CD

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)

Branco 201 171 30,2

Pipeta graduada 5 mL (1) 742 281 461 430,8
Pipeta graduada 5 mL (2) 942 312 630 599,8
Pipeta graduada 10 mL (1) 1070 306 766 735,8
Pipeta graduada 10 mL (2) 610 304 306 275,8
Proveta 50 mL (1) 611 247 364 333,8
Proveta 50 mL (2) 691 267 424 393,8
Baldo volumétrico 10 mL (1) 400 248 152 121,8
Baldo volumétrico 10 mL (2) 550 278 272 241.8
Baldo volumétrico 1000 mL (1) | 1100 555 541 510,8
Baldo volumétrico 1000 mL (2) 848 349 499 468,8
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Tabela A2.3 - Valores de TOC obtidos do enxaguamento de material por contaminar e submetido a lavagem
na maquina Miele PG 8583 CD (Maguina injeta apenas detergente e agua purificada)

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)

Branco 230 187 42,8

Pipeta graduada 5 mL (1) 371 252 119 76,2
Pipeta graduada 5 mL (2) 337 220 117 74,2
Pipeta graduada 10 mL (1) 323 204 119 76,2
Pipeta graduada 10 mL (2) 352 234 118 75,2
Proveta 50 mL (1) 305 208 96,3 53,5
Proveta 50 mL (2) 293 226 67,2 24,4
Baldo volumétrico 10 mL (1) 384 221 162 119,2
Baldo volumétrico 10 mL (2) 439 260 179 136,2
Baldo volumétrico 1000 mL (1) 641 307 334 291,2
Baldo volumétrico 1000 mL (2) 701 297 404 361,2

Tabela A2.4 — Valores de TC, IC e TOC obtidos do enxaguamento do material contaminado com Labwash
(Dia 1) e submetido a lavagem na maquina Miele PG 8583 CD

Dia 1
TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)

Branco 171 157 14,5

Pipeta graduada 5 mL (1) 430 316 113 98,5
Pipeta graduada 5 mL (2) 408 275 133 118,5
Pipeta graduada 10 mL (1) 451 324 127 112,5
Pipeta graduada 10 mL (2) 446 335 111 96,5
Proveta 50 mL (1) 416 302 114 99,5
Proveta 50 mL (2) 428 311 117 102,5
Baldo volumétrico 10 mL (1) 407 313 94,8 80,3
Baldo volumétrico 10 mL (2) 434 328 107 92,5
Baldo volumétrico 1000 mL (1) 533 334 199 184,5
Baldo volumétrico 1000 mL (2) 433 282 151 136,5
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Tabela A2.5 - Valores de TC, IC e TOC obtidos do enxaguamento do material contaminado com Labwash
(Dia 2) e submetido a lavagem na maquina Miele PG 8583 CD

Dia 2
TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)

Branco 208 177 31

Pipeta graduada 5 mL (1) 447 291 157 126
Pipeta graduada 5 mL (2) 468 318 150 119
Pipeta graduada 10 mL (1) 382 234 148 117
Pipeta graduada 10 mL (2) 420 268 152 121
Proveta 50 mL (1) 348 250 97,6 66,6
Proveta 50 mL (2) 335 236 99 68
Baldo volumétrico 10 mL (1) 421 309 112 81
Bal&do volumétrico 10 mL (2) 400 285 115 84
Baldo volumétrico 1000 mL (1) 399 245 153 122
Baldo volumétrico 1000 mL (2) 402 253 149 118

Figura A2.1 - Cromatogramas correspondentes aos materiais ensaiados na contaminagéo por sulfametoxazol
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A3 — Resultados obtidos do enxaguamento de material submetido a lavagem na maquina Miele

G7733

Tabela A3.1 - Valores de TC, IC e TOC obtidos do enxaguamento de material por contaminar e submetido a

lavagem na maquina Miele G7733

TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC experimental (ppb)

Branco 167 148 19,2

Tubo de ensaio 30 mL (1) 445 230 215 195,8
Tubo de ensaio 30 mL (2) 416 240 176 156,8
Tubo de ensaio 30 mL (3) 441 250 191 171,8
Tubo de ensaio 30 mL (4) 479 251 228 208,8
Tubo de ensaio 30 mL (5) 487 274 213 193,8
Tubo de ensaio 30 mL (6) 527 265 262 2428
Tubo de ensaio 30 mL (7) 475 283 192 172,8
Tubo de ensaio 30 mL (8) 448 276 172 152,8
Tubo de ensaio 30 mL (9) 484 288 196 176,8
Tubo de ensaio 30 mL (10) 591 309 282 262,8
Almofariz e pildo (1) 555 294 261 241,8
Almofariz e pildo (2) 655 368 288 268,8
Copo filtragdo 300 mL (1) 459 238 220 200,8
Copo filtracdo 300 mL (2) 562 280 282 262,8
Copo polipropileno 100 mL (1) 447 260 187 167,8
Copo polipropileno 100 mL (2) 446 259 187 167,8
Copo polipropileno 250 mL (1) 399 246 152 132,8
Copo polipropileno 250 mL (2) 346 230 115 95,8
Frasco 100 mL (1) 352 265 87 67,8
Frasco 100 mL (2) 319 248 70 50,8
Frasco 1000 mL (1) 475 297 178 158,8
Frasco 1000 mL (2) 535 329 206 186,8
Frasco 2000 mL (1) 668 343 325 305,8
Frasco 2000 mL (2) 873 360 513 493,8
Espatula (1) 475 305 170 150,8
Espéatula (2) 500 331 169 149,8
Pinca (1) 633 360 273 253,8
Pinca (2) 574 344 230 210,8
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Tabela A3.2 - Valores de TC, IC e TOC obtidos do enxaguamento de material contaminado com Labwash (Dia
1) e submetido a lavagem na maguina Miele G7733

Dia1l
TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)

Branco 222 193 29,3

Tubo de ensaio 30 mL (1) 460 293 168 138,7
Tubo de ensaio 30 mL (2) 482 288 194 164,7
Tubo de ensaio 30 mL (3) 545 332 214 184,7
Tubo de ensaio 30 mL (4) 661 333 328 298,7
Tubo de ensaio 30 mL (5) 573 343 231 201,7
Tubo de ensaio 30 mL (6) 563 325 238 208,7
Tubo de ensaio 30 mL (7) 523 333 191 161,7
Tubo de ensaio 30 mL (8) 517 334 183 153,7
Tubo de ensaio 30 mL (9) 506 347 159 129,7
Tubo de ensaio 30 mL (10) 513 328 185 155,7
Almofariz e pilao (1) 862 416 446 416,7
Almofariz e pildo (2) 721 364 357 327,7
Copo filtragao 300 mL (1) 718 384 335 305,7
Copo filtragao 300 mL (2) 621 358 262 232,7
Copo polipropileno 100 mL (1) | 530 281 249 219,7
Copo polipropileno 100 mL (2) | 586 286 300 270,7
Copo polipropileno 250 mL (1) | 770 316 454 424,7
Copo polipropileno 250 mL (2) | 733 305 427 397,7
Frasco 100 mL (1) 452 313 139 109,7
Frasco 100 mL (2) 421 291 130 100,7
Frasco 1000 mL (1) 628 337 291 261,7
Frasco 1000 mL (2) 675 347 328 298,7
Frasco 2000 mL (1) 728 299 429 399,7
Frasco 2000 mL (2) 621 290 331 301,7
Espatula (1) 458 317 141 111,7
Espatula (2) 460 318 142 112,7
Pinga (1) 553 357 196 166,7
Pinga (2) 538 345 194 164,7
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Tabela A3.3 - Valores de TC, IC e TOC obtidos do enxaguamento de material contaminado com Labwash (Dia
2) e submetido a lavagem na maquina Miele G7733

Dia 2
TC (ppb) | IC (ppb) | TOC (ppb) | TOC final (ppb)

Branco 197 172 24,6

Tubo de ensaio 30 mL (1) 540 366 174 149,4
Tubo de ensaio 30 mL (2) 380 279 101 76,4
Tubo de ensaio 30 mL (3) 430 319 112 87,4
Tubo de ensaio 30 mL (4) 426 307 119 94.4
Tubo de ensaio 30 mL (5) 427 332 95,3 70,7
Tubo de ensaio 30 mL (6) 443 321 122 97,4
Tubo de ensaio 30 mL (7) 487 317 170 145,4
Tubo de ensaio 30 mL (8) 420 298 121 96,4
Tubo de ensaio 30 mL (9) 447 306 142 117,4
Tubo de ensaio 30 mL (10) 510 342 169 144,4
Almofariz e piléo (1) 540 310 230 205,4
Almofariz e piléo (2) 557 312 245 220,4
Copo filtragdo 300 mL (1) 526 246 279 254,4
Copo filtragdo 300 mL (2) 559 297 262 237,4
Copo polipropileno 100 mL (1) 367 280 87,6 63,0
Copo polipropileno 100 mL (2) 381 280 101 76,4
Copo polipropileno 250 mL (1) 520 271 250 225.,4
Copo polipropileno 250 mL (2) 532 302 230 205,4
Frasco 100 mL (1) 414 280 134 109,4
Frasco 100 mL (2) 367 270 97,3 72,7
Frasco 1000 mL (1) 488 309 179 154,4
Frasco 1000 mL (2) 512 323 189 164,4
Frasco 2000 mL (1) 736 311 424 399,4
Frasco 2000 mL (2) 600 284 316 291,4
Espatula (1) 415 267 148 123,4
Espatula (2) 468 315 153 128,4
Pinca (1) 471 308 163 138,4
Pinca (2) 511 336 176 151,4
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Figura A3.1 - Cromatogramas correspondentes aos outros materiais ensaiados na contaminagéo por

sulfametoxazol e submetido a lavagem na maquina Miele G7733 (Dia 1)
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Figura A3.2 - Cromatogramas correspondentes aos outros materiais ensaiados na contaminag¢ao por

sulfametoxazol e submetido a lavagem na maquina Miele G7733 (Dia 2)
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Anexos B

B1 - PROTOCOLO DE QUALIFICACAO: Qualificacdo de Performance das maquinas de lavagem
de material do CQ (Q141)

Anexos C

C1 - PROTOCOLO DE VALIDACAO: Validacdo do método analitico por HPLC — Sulfametoxazol
(VALO018)

C2 — RELATORIO DE VALIDACAO: Validagdo do método analitico por HPLC — Sulfametoxazol
(RVA018)
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