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RESUMO

A industria farmacéutica é uma industria de grande dimensdo e que exige um elevado
grau de qualidade. Na IBERFAR, essa exigéncia é um requisito obrigatorio a todos os niveis.
Esta dissertacdo de mestrado incide na avaliacao da limpeza dos equipamentos da produgao,
um controlo imprescindivel, para impedir contaminagdes cruzadas. O laboratoério de controlo
da qualidade da IBERFAR tem vindo ao longo dos anos a realizar valida¢des de limpeza com o
objetivo de mostrar e verificar que realmente as limpezas efetuadas aos equipamentos e res-
petivas salas sdo eficazes, ndo comprometendo a qualidade dos produtos.

A presente dissertagao visa a validagdo de um método analitico aplicado a validagdo de
limpeza de quatro APIs, através de cromatografia liquida (HPLC). Houve uma importancia adi-
cional de elaborar um método analitico para os quatro APIs diferentes de forma a pensar numa
futura capacidade de producdo mais alargada.

Com base nas areas dos equipamentos e posologia dos produtos, calculou-se o limite
analitico para cada produto "pior-caso".

No que diz respeito a validacdo do método, foram avaliados os parametros: especifici-
dade, exatidao, linearidade, repetibilidade, precisao do sistema, precisdo intermédia, teste li-
mite e estabilidade.

Os resultados das validacdes demonstraram que a gama de trabalho entre 0.25ppm e
125ppm é adequada e que em analises de rotina ndo é necessario injetar o system suitability

apenas € necessario conferir que o sistema esta a dar resposta no limite de LOQ (0.25ppm).

Palavas chave: validacdo de método analitico, validacao de limpeza, produto pior-caso, HPLC,

substancia ativa
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ABSTRACT

The pharmaceutical industry is a large-scale industry that requires a high degree of qual-
ity. At IBERFAR, this requirement is a mandatory requirement at all levels. My master's thesis
focused on evaluating the cleanliness of production equipment, an essential control to prevent
cross-contamination. Over the years, IBERFAR's laboratory quality control has carried out
cleaning validations with the aim of showing and verifying that the cleaning carried out on the
equipment and respective rooms are effective, not compromising the quality of the products.

The present dissertation aims at the validation of an analytical method applied to the
cleaning validation of four APIs, through liquid chromatography (HPLC). There was an addi-
tional importance of elaborating an analytical method for the four different APIs to think about
a wider future production capacity.

Based on the areas of equipment and product dosage, the analytical limit was calculated
for each "worst case" product.

Regarding the validation of the method, the following parameters were evaluated: spec-
ificity, accuracy, linearity, repeatability, system precision, intermediate precision, limit test and
stability.

The validation results showed that the working range between 0.25ppm and 125ppm is
adequate and that in routine analysis it is not necessary to inject system suitability, it is only

necessary to check that the system is responding within the LOQ limit (0.25ppm).

Keywords: Analytical method validation, cleaning validation, worst-case product, HPLC,

Active substance
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A QUALIDADE

1.1 IBERFAR

O IBERFAR, Industria Farmacéutica S.A. faz parte de um grupo de empresas fundado em
1924. Possui uma parte maioritaria do FERRAZ, LYNCE, S.A. que atua nas areas de marketing,
assuntos de regulamentacéo e distribuicdo; e da LOGIFARMA - LOGISTICA FARMACEUTICA,
S.A. que funciona como operador logistico.[1]

A FERRAZ, LYNCE, S.A. teve a sua origem como agente da empresa alema Boehringer
Mannheim que procurava um representante em Portugal. Iniciou a sua atividade no centro de
Lisboa desenvolvendo um trabalho rigoroso, que lhe permitiu rapidamente obter representa-
¢Oes de outras empresas farmacéuticas. Com o desenvolvimento comercial transferiu as suas
instalacdes para a FARMACIA INTERNACIONAL, que deu marca a medicamentos de fabrico
proprio, sendo o mais conhecido o Ergocol (um medicamento contra a obesidade).[2]

Com o crescimento da dimensdo da producao foi implementada uma fabrica de especi-
alidades farmacéuticas, que se denominou por Laboratoério IBERFAR- Produtos Farmacéuticos
S.A.[2] O IBERFAR iniciou a sua atividade em 1951 e passou a assegurar o fabrico em Portugal
de medicamentos que eram importados e comercializados pela Ferraz, Lynce, S.A. As suas pri-
meiras instalacdes industriais foram construidas em 1965 e foram sendo alargadas com o con-
tinuo crescimento do negdcio. Em 1996 a empresa decidiu comprar a Merck Sharp & Dohme
e apos remodelagdes, as novas instalagdes foram inauguradas em 2003.[3]

O IBERFAR, Industria Farmacéutica S.A. tem como principal area de negocio a produgao
de medicamentos sélidos e liquidos para terceiros, tendo como competéncias distintivas a

qualidade, o cumprimento dos prazos de entrega e elevada flexibilidade de adaptacdo as



necessidades dos seus clientes.[1] Encontra-se dividida em trés sectores principais: a Producgao,
o Controlo da Qualidade e a Garantia da Qualidade.

A Produgao fabrica produtos farmacéuticos a partir das matérias-primas e processa a sua
embalagem como produto final, para entrega ao cliente;[1] o Controlo da Qualidade esta di-
vidido em duas areas, o laboratério de analises fisico-quimicas e o laboratério de ensaios mi-
crobioldgicos. O Controlo da Qualidade é responsavel pela amostragem e analise de todas as
matérias-primas, materiais de acondicionamento primario e secundario, produto semiacabado,
como também pelo controlo em processo de fabrico e de produto acabado[4]; a Garantia de
Qualidade que assegura o cumprimento das Boas Praticas de Fabrico.[5]

Além destes trés sectores a empresa esta estruturada de acordo com o organograma

representado na Figura 1.1. [6]
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Figura 1.1- Organograma da empresa IBERFAR. [6]

1.2 A Qualidade na Industria Farmacéutica

Um medicamento é uma substancia ou um conjunto de substancias que tem proprieda-
des curativas ou preventivas de doenca, pelo que a qualidade de um medicamento que é li-
bertado para o mercado é de extrema importancia.[7]

Para garantir a qualidade dos medicamentos é necessario assegurar que a indUstria far-
macéutica tenha elevados padrdes de qualidade no desenvolvimento, producdo e controlo

dos produtos farmacéuticos. Para tal existem entidades com jurisdicdo que tém como missao
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verificar a qualidade e seguranga dos medicamentos que sdo importados para os seus territo-
rios e se estdo em conformidade com os regulamentos de Boas Praticas de Fabricacdo Atual
ou mais vulgarmente conhecido como Current Good Manufacturing Practice (CGMP).[8] Adi-
cionalmente, também é necessario que as empresas tenham implementado a gestao de riscos

de qualidade.

1.2.1 Requisitos Legais da Qualidade

Em Portugal, as entidades reguladoras sdao o INFARMED - Autoridade Nacional do Me-
dicamento e Produtos de Saude, I. P.[9] e a Direcao Geral de Alimentacdo e Veterinaria (DGAV),
para os medicamentos de uso veterinario.[10] Sempre que existe um medicamento para ser
introduzido no mercado é obrigatério que o INFARMED seja informado para que se assegure
que o medicamento cumpre os requisitos de seguranga, qualidade e eficacia. S6 em confor-
midade é que o INFARMED emite a autorizagdo de introdugdo no mercado (AIM).[11]

Tanto o INFARMED como a DGAYV, efetuam regularmente inspecdes as indUstrias farma-
céuticas para verificar e garantir que todos os produtos, processos e documentagao estdo con-
formes.[9]

Na Europa, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) autoriza e controla medicamen-
tos na Unido Europeia, sendo responsavel pela protecdo da saude publica e animal, através da
avaliacao cientifica e supervisdo de medicamentos.[12]

Nos Estados Unidos a agéncia que controla os produtos importados é a Food and Drug
Administration (FDA).[8] Tem-se conhecimento que ja em 1963 era exigido pela FDA a limpeza
de equipamentos de forma a serem cumpridos os regulamentos CGMP. Inicialmente, a preo-
cupacao dos investigadores do FDA assentava na contaminacao de medicamentos sem peni-
cilina, com penicilinas ou com a contaminacgao cruzada de medicamentos com esteroides.[13]

Todas estas entidades tém como sua missao garantir que todos os medicamentos co-
mercializados sdo seguros e que a sua forma de fabrico esta autorizada e cumpre todas as

normas.

1.2.2 Boas Praticas de Fabrico

Para garantir a qualidade no processo de fabrico recorre-se aos regulamentos de boas
praticas de fabrico, que contém requisitos minimos para os varios processos na industria far-
macéutica, desde instalacdes, fabricacdo até ao embalamento.[8] Alguns requisitos basicos das
CGMP sao:[14]



« Todos os processos de fabrico tém de ser definidos claramente e revistos sistematica-
mente, demonstrando capacidade para fabricar um medicamento com a qualidade exigida e
em conformidade com as suas especificacoes;

* Pessoal devidamente qualificado e treinado e instalagdes e espagos adequados;

« Os procedimentos sdo escritos de forma instrucional, clara e com linguagem inequi-
VOCa;

« Quaisquer desvios sado registados e investigados com o objetivo de determinar a causa
raiz e corrigi-la; se necessario podem ser implementadas agdes preventivas, CAPA (Corrective
and Preventive Actions)

O histérico completo de um lote tera que ser facilmente rastreado e acessivel, por
exemplo, terdo que estar disponiveis os registos de fabricacdo, analise e distribuicao.

Na Unido Europeia o conjunto dos regulamentos e regras que regem os medicamentos
denomina-se de Eudralex.[15] Nas diretrizes Eudralex da Comissao Europeia esta incorporado
o Conselho Internacional para Harmonizagao de requisitos técnicos para medicamentos de uso
humano, /nternational Council for Harmonisation (ICH)[16] que tem autoridade regulamentar
nas industrias farmacéuticas da Europa, Japao, EUA, Canada e Suica.[17] A ICH esta direcionada
para a qualidade, seguranca, eficacia e equipas multidisciplinares,[17] tendo sido importante
na atualizacao de varias partes das diretrizes de CGMP baseadas em controlo do risco. Em 2008
foi formalmente exigido que os fabricantes apliquem os principios de gestdo de risco de qua-
lidade, Quality Risk Management (QRM).[16]

1.2.3 Gestdo de Risco da qualidade

A implementacdo de medidas com objetivo de melhoria da qualidade pelas indUstrias
aumenta a seguranga dos consumidores, como também a competitividade no mercado. Ao
serem aplicadas as CGMP é necessario avaliar e estudar quais os possiveis riscos que o pro-
cesso de producgao pode ter. Assim, torna-se essencial que haja uma gestdo dos riscos da
qualidade.

A avaliagdo de risco consiste na identificacdo dos perigos, na analise e avaliagdo dos
riscos associados a exposicao a esses perigos.[18]

Algumas ferramentas que podem ser usadas como parte de um QRM s&o:[18]

« Métodos basicos de facilitacdo da gestao de risco (fluxogramas, folhas de verificacao,
etc.);

« Analise do Efeito do Modo de Falha (FMEA- Failure Mode and Effect Analysis);

« Anélise de Arvore de Falhas (FTA);



A analise do Efeito do Modo de Falha (FMEA) é mais utilizada, [19][20], sendo utilizada
para detetar falhas ou riscos associados a produg¢do. O modo de classificagdo desta analise faz-
se através de um indice de risco, de modo que seja facil a comparacao entre o risco calculado
e o risco conhecido aceitavel. Assim, quanto maior for o indice, maior sera a probabilidade do
risco ocorrer.[21]

Esta metodologia tem em conta trés parametros: Gravidade (G), Ocorréncia (O) e Dete-
¢do (D). A Gravidade mede a gravidade dos efeitos de uma falha; a Ocorréncia esta relacionada
com a probabilidade de ocorréncia de uma falha; a Detegéo indica a visibilidade de uma falha,
ou seja, a facilidade com que uma falha pode ser identificada por controlo e inspecées.[21]

A Organizagao Internacional de Padronizagdo (ISO) tem como foco a normalizacao de
condutas e processos sendo a norma ISO 9001 - “Sistemas de gestdo da qualidade”, um dos
requisitos que asseguram a consisténcia e aperfeicoamento das boas praticas de trabalho, in-
cluindo os produtos fabricados e servigos prestados.[22]

Em relacdo a limpeza de equipamentos um dos critérios que é necessario analisar é a
fonte das contaminacgdes e controlar os seus niveis. A ICH Q3D é a norma que define a expo-
sicdo diaria permitida para impurezas elementares para 24 elementos, tendo em conta as di-

ferentes vias de administracdo (oral, parentérica e inalacao).[23]

1.2.4 Garantia da Qualidade e Controlo da Qualidade

Num sistema de gestdo da qualidade ha duas areas importantes que estao incluidas nas
Boas Praticas de Fabrico: a Garantia da Qualidade e o Controlo da Qualidade. Ambas tém de
ser independentes a Producao para um funcionamento satisfatério da qualidade dos produtos
fabricados.[14]

A Garantia da Qualidade garante e verifica se todos os procedimentos estao de acordo
com o sistema de gestdo da qualidade.[24]

O Controlo de qualidade é responsavel pelas amostragens e pelas analises efetuadas
para as matérias-primas, produto semiacabado e produto acabado. De forma, a verificar se

cumprem as especificacdes.[14]






LIMPEZA DE EQUIPAMENTOS DE PRODUCAO
FARMACEUTICA

A limpeza dos equipamentos esta incluida nas boas praticas de fabrico e garantia da
qualidade como um requisito regulatério e critico para a indUstria. [25]

O objetivo é garantir que os lotes subsequentes ndo sofram contaminacao cruzada pelo
produto fabricado previamente ou pelo processo de limpeza dos equipamentos da produgéao
[26]. Procedimentos de limpeza inadequados podem resultar num produto cuja qualidade fica
comprometida, podendo trazer consequéncias ao consumidor.[27]

Para prevenir contaminacdes é necessario desenvolver métodos analiticos sensiveis e
capazes de detetar os ingredientes farmacéuticos ativos (APIs) que poderdo permanecer nas
superficies dos equipamentos da producdo apds a sua limpeza.[26]

Inicialmente tem de se desenvolver o protocolo de limpeza que contém as instru¢des
passo a passo e os critérios de aceitacao. [28]

Cada equipamento da producgdo tem um procedimento de limpeza, o qual tera de ser
validado, de forma a garantir que é eficiente na remocdo de residuos de APIs e de detergente.
Para validar o procedimento de limpeza inicialmente terd que se desenvolver o protocolo va-
lidacdo de limpeza na gama residual. Este protocolo tem as instru¢des detalhadas e critérios

de aceitagdo.[28]

2.1 Contaminag¢ao de equipamentos

Na analise do produto final, com especificagdes proprias ha contamina¢des que perma-

necem indetetaveis por estarem abaixo do limite de detecao especificado.[27]



Na Tabela 2.1 sdo descritas as diferentes contaminagdes e a sua origem nas contamina-
¢Oes fisicas apesar de alguns destes materiais poderem ser considerados inertes, dependo as
suas consequéncias tipo de material.

Para diminuir as contaminacdes provenientes dos residuos de agentes de limpeza é ne-
cessario proceder a validagdes. A atividade microbioldgica é um fator de contaminagéo impre-
visivel porque podera ocorrer a qualquer momento, por isso preventivamente torna-se im-
prescindivel identificar e controlar todas as condi¢cdes de producao pela frequente monitori-
zagdo microbiolégica. A contaminacdo cruzada de substancias ativas é uma das mais preocu-
pantes devido ao facto do contaminante poder interferir na acdo da substancia ativa (SA) do
medicamento, podendo aumentar (efeito sinergético) ou bloquear (efeito antagonista) a sua

acao ou exercer um efeito totalmente diferente no medicamento em causa.[29]

Tabela 2.1- Descricdo dos diferentes tipos de contaminagdes[29]

Tipo de Contaminacgao Descricao

Excipientes e substancias ativas que nao entram na
] . formulagao, filamentos de escovas/pincéis, fibras de
Contaminantes Fisicos '
panos de limpeza, pequenos pedagos de borracha de

luvas ou papel ou de metal.

Residuos de Agentes de Limpeza Uso de agentes toxicos para a remocao de residuos

Atividade Microbiana Contaminacao microbiologica

Residuos de Substancias Ativas Contaminacao cruzada de substancias ativas

2.2 Validagao de Limpeza dos equipamentos

A validacado de limpeza na industria farmacéutica tornou-se um dos requerimentos das
GMP. Os documentos regulamentares encontram-se nos capitulos 5, da Parte 1, Volume 4 e o
Anexo 15 e 20 das " Guidelines to Good Manufacturing Practice for Medjcinal Products for Hu-
man and Veterinary Use", da Legislacdo da Comissao Europeia.[30]

A validacao de limpeza é requerida para todos os equipamentos que estiveram em con-

tato com o produto ao longo da sua producao, [30] de forma a verificar que ndo havera



contaminagdes microbianas ou cruzadas. As validagdes sdo estudos que tém como objetivo
demonstrar que a especificidade e a sensibilidade dos métodos analiticos sdo adequadas e
confidveis para andlise das amostras. [6]

Em termos de documentagdo tem de ser elaborado um procedimento de validagdo de
limpeza onde a eficacia foi comprovada por um sistema documental, fornecendo um elevado
grau de garantia. [6]

O protocolo de validacdo determina como é que estas evidéncias serdo obtidas e docu-
mentadas.[27]

Para garantir a eficacia de um procedimento de limpeza de um equipamento da produ-
¢ao, € necessario assegurar cinco elementos:[27]

e Um procedimento de limpeza por cada equipamento que esteja em contato com
o produto durante a sua produgao;

e Um procedimento que determine o nivel de limpeza desejado;

e Um método de analise que seja adequado e sensivel de modo a identificar niveis
residuais da substancia ativa;

e Um limite residual real e detetavel para cada equipamento;

e Um protocolo, revisto e aprovado por técnicos especializados em areas cientificas
e tecnoldgicas.

Os procedimentos deverdo indicar quais os materiais de limpeza a serem utilizados,
como deverao ser preparadas as solu¢des de limpeza, temperaturas e tempos de preparagao

e atuacgdo, assim como todo o tipo de informagdes mencionadas pelo fabricante.[27]

2.3 Plano Mestre de Validacédo de Limpeza

Um plano mestre de valida¢do de limpeza, PMVL, tem como objetivo expor o estado das
validagdes de limpeza dos equipamentos utilizados na produgdao dos medicamentos, de modo
a comprovar que os equipamentos estdo bem limpos e higienizados.[31]

Para a elaboragdo de um PMVL, inicialmente é necessario compreender as regulamenta-
¢oes e recolher informacdes sobre os produtos, equipamentos e os procedimentos de limpeza

aplicados na fabrica.[32]



2.4 Escolha do Método Analitico

Existem diversas técnicas analiticas para analisar amostras para validacdo de limpeza.
Existem fatores a ter em conta para escolher a técnica de analise. O fator mais importante esta
relacionado diretamente com os parametros a serem medidos.[33]

Ha métodos especificos que detetam compostos Unicos na presenga de potenciais con-
taminantes e métodos nédo especificos que detetam qualquer composto que produz uma de-

terminada resposta (ver Tabela 2.2).[33]

Tabela 2.2- Métodos analiticos especificos e ndo-especificos. [33],[34]

Método Especifico Método Nao- Especifico
Absorcdo atomica Carbono Organico Total (TOC)
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) Condutividade
Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) pH
_____ Titulacao

Numa validagdo de limpeza é importante estabelecer a gama de trabalho, nomeada-
mente saber o limite minimo aceitavel de trabalho, de forma que se possa escolher o método
mais apropriado.[33]

As técnicas analiticas comuns usadas incluem HPLC e TOC. Em comparagdo, um método
TOC é um método nao especifico e é sensivel a gama de ppb e consome menos tempo do que
HPLC que é altamente especifico, sensivel, que pode utilizar solventes organicos para amos-

tragem com swabs, desde que estes ndo interfiram com a analise.[35]

2.5 Métodos de Amostragem

Para selecionar os locais de amostragem nos equipamentos é preciso avalia-lo e seleci-
onar os locais com geometrias dificeis de limpar e os locais que ficam desproporcionalmente
mais sujos.

Apos selecionar os locais de amostragem e a escolha do método analitico, deve ser es-

colhido qual o método de amostragem. Esta escolha é importante para entender as suas

10



limitacOes relativamente a superficie a amostrar, devera ser consistente e representativa de
toda a pega do equipamento.

Método de amostragem por swabs

Este método baseia-se na eliminagdo fisica do residuo deixado no equipamento apés a
sua limpeza. E utilizado swabs (zaragatoa feita de um material macio com a qual se efetuam
amostragens em superficies) humedecido com solvente para friccionar a superficie do equipa-
mento, de seguida extrai-se com um volume conhecido de solvente os residuos de substancia
ativa que possam estar presentes no swab.[33]

Contudo, esta € uma técnica invasiva que pode introduzir fibras no equipamento e é
limitada quando a amostragem é em areas grandes, complexas e de dificil acesso.[33]

Método de amostragem por solucdo de lavagem

Neste método, analisa-se uma amostra da Ultima solucdao de lavagem para limpeza do
equipamento. Algumas limitagdes podem diminuir a sensibilidade do teste; os residuos podem
nao estar distribuidos homogeneamente; o volume recolhido é fundamental para garantir a
interpretacao dos resultados; podera ser dificil definir as areas amostradas.[33]

Método de amostragem por placebo

ApOs a producdo de determinado lote é produzido um lote de placebo (contém todos
os excipientes tipicos com a exce¢do dos principios ativos), que passa pelas mesmas vias que
o produto e assim arrastar consigo o produto residual. Este método depende do tempo de
contato do placebo com as superficies e a solubilidade dos excipientes.[33]

Método de amostragem direta

Neste caso, nao é utilizada uma superficie de contacto, mas é utilizada a espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier ou técnicas de emissdo de fotoeletroes. Ob-
tendo-se espectros especificos de residuos remanescentes na superficie analisada. Esta técnica
tem vantagens por ocorrer numa Unica etapa e nao ter perdas de amostras, porém é limitada

a uma area que seja acessivel para inspecao.[33]

2.6 Escolha do “Pior Caso” na valida¢@o de limpeza

Na industria farmacéutica é frequente a utilizacdo dos mesmos equipamentos para a
producdo de medicamentos diferentes. Neste tipo de situacdo a validacdo de limpeza dos
equipamentos podera usar a estratégia do produto “pior caso".

Assim, é de extrema importancia identificar qual o produto “pior caso” em cada equipa-

mento, ou seja, o mais dificil de remover.

11



Para determinar qual o produto pior-caso, podera efetuar-se uma analise de risco base-
ada na analise da criticidade de modos de falha e seus efeitos, FMEA (ver 1.2.3), em que séo
avaliados os produtos segundo os seguintes parametros: [36]

e Solubilidade da SA em agua;

e Concentragdo da SA na formulacao;

e Frequéncia de producao do farmaco;

e Toxicidade da SA;

e Dificuldade de remocao da SA dos equipamentos aquando da lavagem.

Através da comparacao e interacdao dos fatores mencionados, seleciona-se o produto
que deve ser submetido ao estudo, por apresentar mais dificuldades a sua remogao.

O principio de selegdo do produto “pior caso”, tem por base a ideia de que se um pro-
cedimento de limpeza for eficaz na remogao do produto mais dificil entdo sera também eficaz

nos restantes produtos que passam pelo mesmo equipamento.

Calculo do Limite Analitico da Substéancia Ativa

Segundo a FDA os limites tém de ser |6gicos, praticos e verificaveis mencionando alguns
limites:[37]
e 10 ppm na detegdo analitica, ou seja, nenhuma SA deve estar presente num pro-
duto produzido posteriormente a niveis superiores a 10 ppm
e 1/1000 da dose terapéutica normal, isto €, uma SA ndo deve estar presente num
produto produzido posteriormente a niveis superiores a 1/1000 da dose diaria
minima da SA
e Nenhum residuo deve ser visivel no equipamento apds a limpeza.
Para calcular o limite analitico da SA que corresponde ao valor maximo admissivel (VMA)
pode utilizar-se varias metodologias.
Uma das formas de calcular o VMA consiste no calculo do MAC- valor maximo admissivel
de transicdo de residuos do produto A, “pior caso", para o proximo produto a ser fabricado

(produto B). O MAC pode ser calculado através da minima dose terapéutica segundo as for-

MAC (mg)xSSA

mulas (2.1) eMAC, (mg/ amostra (spl)) = o

(2.2(2.2), [38] ou através do valor

de ingestao diaria aceitavel (ADI) (2.3). Esta segunda formula é mais usada para agentes de

limpeza.[39]
MTDpXBSXFS
MDDg

MAC, (mg) = (2.1)
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MAC (mg)xSSA

MAC, (mg/ amostra (spl)) = 4 2
MAC = ADIXBSpXSSA o
MDDpXESA

Sendo,

MAC - Maximum Allowable Carryover do produto A
MTDa- Dose Minima Terapéutica do produto A (mg)
FS- Fator de seguranca para dose oral = 0.001

ADI- ingestdo diaria aceitavel do SA

BSg- Dimensao do lote do produto B (Kg ou L)

SSA- Area superficial de amostra (cm?)

MDDg- Dose Maxima Diaria (Kg ou L)

ESA- Area superficial de contacto do equipamento partilhada pelos dois produtos (cm?)

O ADI (Aceptable Daily Intake) representa o efeito toxico da substancia no corpo. Pode
ser obtido por duas formas:

- Através do valor do DL50 (dose letal minima), valor que representa o nivel de toxicidade
que a substancia induz em animais. Desta forma convém converter o valor DL50 para humanos.
Esta conversdao pode ser determinada empiricamente através de uma féormula desenvolvida
por Layton (ver equacao 2.4):[38]

ADI (mg/dia) = DL50 (mg/Kg) X P(Kg) X F (24)

Sendo:

DL50- minima dose letal, em mg/Kg

P- Peso do corpo humano, em Kg (normalmente aplica-se 60 ou 70 kg, mas podera apli-
car-se 50 kq)

F- Fator que representa o produto entre o fator de seguranca, FS, e o fator de conversdo

entre espécies
- No caso das substancias que possuem um valor do nivel de efeito ndo observado

(NOEL- No Observable Effect Level), a formula a aplicar sera idéntica a anterior- Equagao
(2.5):[40]
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Sendo:

ADI (mg/dia) = NOEL (mg/Kg) X P(Kg) X FS (2.5)

NOEL - nivel de efeito ndo observado, em mg/Kg

P- Peso do corpo humano, em Kg (normalmente aplica-se 60 ou 70kg, mas podera apli-

car-se 50 kq)

FS- — fator de seguranca que depende da via de administracao

O fator de segurancga (FS) varia consoante a forma produzida: 0,01 para forma topicas,

0,001 para formas orais ou 0,0001 para injetaveis ou formas oftalmicas.[41]

Outra forma de calculo é utilizando valores permitidos de exposicao diaria (PDE). A de-

terminacao do PDE considera o parametro toxicologico NOAEL ou LOEL (nivel de efeito mais

baixo observado) e a aplicagdo de varios fatores de ajustes (F1 a F5).[39] Ver a equacao (2.6)

A determinacao de um PDE envolve:[39]

Sendo,

Identificacdo dos riscos, considerando todos os dados relevantes;
Identificacdao de "efeitos criticos”
Determinacao do parametro toxicoldgico (NOAEL)

Aplicagdo de varios fatores de ajuste para explicar varias incertezas

PDE = — NOAELXS0

= (2.6)
F1XF2XF3XF4XF5

NOAEL- parametro de toxicologia (mg/Kg/dia)

50 - Ajuste de peso (kg)

F1- Extrapolacao entre espécies

F2- Fator de seguranca Intra espécies

F3- Duracdo dos estudos nao-clinicos

F4- Severidade dos efeitos observados

F5- Correcao NOAEL/LOEL

O valor de PDE é fornecido por entidades qualificadas, validado por toxicologistas. Esse

valor vai ser utilizado para o calculo do MAC, em vez da utilizacdo do ADI, ver equagao (2.7)

Sendo,

PDE4XBSgXSSA
MDDgXESA

MAC PDE (mg/ spl) = (.7)

PDE- Exposicdo diaria permitida do produto A
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BSg- Dimensao do lote do produto B (Kg ou L)
SSA- Area superficial de amostra (cm?)
MDDg- Maxima dose diaria do produto B (Kg ou L)

ESA- Area superficial de contacto do equipamento partilhada pelos dois produtos (cm?)

Outra forma de calcular o VMA é através do limite de 10 ppm, que utiliza a equacao (2.8).

10XBSgXSSA

ESA (2.8)

10ppm/spl =

Sendo,
BSg- Dimensao do lote do produto B (Kg ou L)
SSA- Area superficial de amostra (cm?)

ESA- Area superficial de contacto do equipamento partilhada pelos dois produtos (cm?)

Valor maximo admissivel

O valor de MAC a utilizar, caso se facam os calculos das trés maneiras apresentadas,
MAC, MAC PDE e 10 ppm, devera ser o menor dos trés, uma vez que representa o “pior caso”.
Ou seja, 0 minimo correspondera ao VMA.

O valor encontrado para o limite analitico € o valor para o qual os resultados analiticos
devem obedecer. Este deve ser apropriado a validagdo de limpeza a efetuar e deve ser passivel
de ser atingido sem dificuldades.[41]

No VMA normalmente é quantificada a substancia ativa presente numa solugdo que é o
resultado do swabbing efetuado numa pequena zona da superficie do equipamento, pelo que
o valor anteriormente encontrado pelo VMA podera sofrer corre¢des (ver equacao 2.9).[41]

Amostragem com swab

VMA=VMAsx < (29

Sendo:

VMAA- Valor méaximo admissivel para o produto A

FR — fator de recuperacdo para a extracao do swab, da substancia ativa com o solvente
usado

VS — volume de solvente utilizado para a extracdo da substancia do swab, expresso em

mL
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A validacao de limpeza de um equipamento pressupde trés ciclos de verificacdo de lim-

peza conformes.

2.7 Parametros da validacao do Método Analitico

Em geral, existem parametros que tém de ser avaliados para que possa haver confianca
no método analitico desenvolvido. Estes parametros encontram-se em guidelines desenvolvi-
das pela ICH, USP-NF (United States Pharmacopeia and the National Formulary) e FDA. Em
todas estas guidelines os parametros em comum sdo a exatidao, precisao (repetibilidade, pre-
cisdo intermédia), especificidade, limite de detegéo, limite de quantificagdo, linearidade e ro-
bustez.[42] Pela USP-NF, no capitulo 1225 — Validation of Compendial Procedures inclui como
parametro a avaliar a gama, que esta associada a linearidade.[43] A FDA adicionalmente faz
recomendacdo para a realizacao de testes da recuperacao e estabilidade das solu¢des analiti-
cas.[44]

Em alguns destes ensaios sera necessario calcular o desvio padrdo relativo (RSD ou
%RSD) que é o valor absoluto do coeficiente de variagdo, entre as amostras (ou injegdes) em
estudo. Além disso, o RSD é em varios parametros um dos critérios de avaliagao.[45]

O RSD fornece uma descricdo empirica dos niveis tipicos de erro aleatodrio relativos a
concentragdo, assim, quanto mais baixo for a concentragdo maior sera o %RSD. Esta relacao

foi modelada por Horwitz, a equagdo de Horwitz é 2.10 onde C representa a concentragao.[45]

0/gRSD =2C7°15  (210)

Esta equagdo é derivada empiricamente de varios ensaios de reprodutibilidade usando
varios procedimentos analiticos. Contudo, em avaliacdes posteriores Horwitz indicou que as
medicOes sdo efetuadas mais proximas do limite de quantificagdo. Assim, o erro aumenta e a

equacao mais apropriada é (0/0 RSD = 4cB@-0,15 (2.112.11).[45]

0/gRSD =4C™°15  (211)

Contudo, o fator multiplicador utilizado podera ser alterado de forma que a equacao

seja mais adequada ao caso de estudo.[45]
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Seletividade ou Especificidade

Por norma é o primeiro parametro de validacdo. [46] A seletividade é a capacidade de
detetar o analito sem interferéncias dos possiveis produtos de degradacdo e dos materiais,

como os swabs, os materiais do equipamento, solvente e agentes de limpeza.[47]

Linearidade e Gama

A gama de um procedimento analitico € o intervalo entre os niveis superior e inferior do
analito para os quais € possivel determinar com precisao, exatidao e linearidade a sua concen-
tracao usando o protocolo.[43]

A linearidade é definida como um intervalo na faixa de medicdo de um método analitico
no qual um sinal de saida se correlaciona linearmente com a concentracao de analito determi-
nada. [46] Desta forma, a linearidade deve ser avaliada para toda a gama do procedimento
analitico.[47]

A maneira mais frequente de determinar a linearidade € usando pelo menos cinco niveis
de concentragdo (na maioria das vezes, trés medi¢des para cada nivel) que incluem toda a faixa
de concentracao de analito esperada. De seguida, usando o método da regressao linear é cal-
culado o coeficiente de correlacdo; além disso uma analise do desvio dos pontos de dados

reais da linha de regressao também pode ser Util para avaliar a linearidade.[47] [46]

Exatidao

A exatidao expressa a proximidade dos valores obtidos ao valor de referéncia aceite.[47]

Existem duas abordagens para determinar a exatidao:[43]

A primeira compara os resultados obtidos no método com os resultados de um método
validado ortogonal. Isto requer que haja um método previamente validado e admite-se que a
incerteza deste método de referéncia é conhecida.

A segunda assenta na analise de solu¢des com concentragdes conhecidas comparando
os resultados com resultados reais de referéncia. Caso nao seja possivel obter os materiais de
referéncia, os resultados obtidos devem ser comparados com os resultados obtidos por um
procedimento independente.

Os resultados da exatidao deverao ser apresentados em percentagem de recuperacao

por doseamento da quantidade adicionada conhecida do analito na amostra.[47]
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Precisao

A precisdo de um método analitico expressa o grau de concordancia (grau de dispersao)
entre os resultados obtidos em varias determinacdes individuais de uma mesma amostra ho-
mogénea nas condi¢des definidas. Pode ser avaliada de formas distintas: repetibilidade (do
sistema e do método), precisdo intermediaria e reprodutibilidade.[47]

Cada um destes parametros é determinado com base no desvio padrao calculado para

a série de medigdes, desvio padrao relativo ou o coeficiente de variagdo denominado.[46]

Repetibilidade do sistema

A repetibilidade do sistema estuda a variabilidade dos resultados que se devem unica-
mente ao equipamento.[46]

Segundo a ICH Q2(R1) este ensaio devera ser feito utilizando ou um minimo de 9 deter-
minagoes abrangendo a gama especificada para o procedimento ou um minimo de 6 deter-

minagdes independentes a concentragdo de 100 % da concentragdo de teste.[47]

Repetibilidade

A repetibilidade do método estuda a variabilidade dos resultados obtidos nas mesmas
condicdes operativas (por um mesmo analista, com 0os mesmos equipamentos) no mesmo la-

boratdrio e num curto espago de tempo.[46]

Precisdo intermédia

A precisdo intermédia estuda as variagdes tipicas no quotidiano do trabalho do labora-
torio. Para isso é necessario verificar que em dias diferentes, com analistas diferentes e equi-

pamentos diferentes sdo obtidos resultados concordantes. [47],[46]

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade nao faz parte da autorizagdo de introducdo no mercado. Deve ser
considerada em casos de padroniza¢do de um procedimento analitico. A reprodutibilidade é

avaliada através de um ensaio interlaboratorial.[47]

Limite de Detecao e Limite de Quantificacdao

O limite de dete¢do (LOD) é a menor concentracao de um analito que pode ser detetado
com certeza, este valor é n vezes o nivel do ruido, na maioria das vezes é trés vezes superior.
[46]
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O limite de quantificacdo (LOQ) é a menor concentracdo de analito que pode ser deter-
minada com uma exatidao, precisdo e incerteza assumidas.[46]

A determinacdo do LOD e do LOQ sé@o semelhantes, segundo a ICH podem ser segundo
as seguintes abordagens: [47]

Com base na avaliagdo visual se o procedimento nao for instrumental (apesar de também
poder ser utilizado se for instrumental) em que se utilizam amostras com concentragdes co-
nhecidas de analito e também através da estabilizacdo de uma concentracao minima de analito
que possa ser detetada com seguranca, no caso do LOD ou que possa ser quantificada e aceite
com exatidao e precisao.

Baseado no sinal ruido em que a determinacdo é efetuada com base em respostas de
amostras com concentragdes baixas conhecidas de analito e respostas a partir de brancos.

No caso do LOD a razao sinal- ruido aceitavel é de 3:1 ou 2:1

No caso do LOQ razdo sinal- ruido aceitavel é de 10:1

Baseado no desvio padrdo da resposta e do declive, o declive (S) pode ser estimado a
partir da curva de calibragdo construida para a linearidade enquanto o desvio padrédo da res-
posta (o) pode ser estimado:

- Baseado no desvio padrdo do branco: analisa-se um nimero adequado de amostra de
branco e calcula-se o desvio padrdo dessas respostas

- Baseado na curva de calibracdo: é utilizado o desvio padrao da regressao linear ou o
desvio padrao da intercegdo y da linha de regressao.

Tendo os valores necessarios consegue-se calcular o LOD segundo a férmula 2.12 e o
LOQ segundo a formula 2.13.

Lop =32 1

LOQ =" (13

Robustez

A robustez de um método é determinada pela avaliacdo de pequenas alteracdes de al-
gumas condicdes, as quais podem influenciar o resultado final. [46]

Este é um parametro que descreve a versatilidade de um método analitico em se ajustar
a diferentes condi¢des. Pode ser estimado com base na reprodutibilidade, e conduzido num
laboratério, fazendo pequenas mudancas por exemplo, na temperatura da coluna de HPLC, no

pH da fase movel, no fluxo, etc.[46]
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Estabilidade

A estabilidade é um parametro essencial para, caso haja eventuais atrasos nas andlises
(como falhas no equipamento), perceber se as solu¢des preparadas ainda permanecem com a
sua qualidade igual. Desta forma, é importante analisar as solu¢des de amostra, padroes, rea-
gentes e fases moveis.[44]

As amostras e padrdes devem ser testados pelo menos num periodo de 24 horas, e a
quantificagdo dos componentes deve ser determinada por comparacdo com padrdes prepa-
rados recentemente. A fase movel é considerada estavelmente aceitavel se produzir cromato-
gramas equivalentes.[44]

E importante ter atencdo as condicdes de armazenamento das soluces para a analise.
Ha solugdes que podem ndo ser estaveis a temperatura ambiente e diminuir a temperatura
para 2-8 ° C pode melhorar a estabilidade das solu¢des. Outro parametro a ter em conta é a

auséncia/ presenca de luz.[44]

Testes limites

Um teste de limite é uma comparacao direta de solucdes. O objetivo € avaliar uma de-
terminacdo maior ou menor.[45]

Uma das formas é utilizar o LoB que é o limite do branco, corresponde a concentragdo
mais alta que se espera encontrar quando sao testadas réplicas, e o LOQ que é a concentragao
quantificavel mais baixa de analito que pode ser distinguida de forma confiavel do LoB e na
qual a detecdo é viavel.

Com a média das réplicas do branco e o desvio padrédo (SD) calcula-se o LoB e o LOQ

aceitavel (segundo as equacgdes 2.14 e 2.15, respetivamente).[48]

L,B = Xg, + 1,645(SDg,) (2.14)

LOQ = LoB + 1:645(5DConcentragéo mais baixa da amostra) (2.15)

2.8 Limpeza de Equipamentos

Apos a validagdo e aprovacao do método analitico a utilizar, segue-se a validacao de

limpeza para cada equipamento utilizado na producao dos farmacos.
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Existem trés tipos de processos de limpeza de equipamentos:[40]

Limpeza manual que é feita diretamente no equipamento por um operador treinado.

Limpeza semiautomatica é aquela que além da limpeza manual também inclui algum
controlo automatico.

Limpeza automatica ndo envolve manuseio de pessoas, é um sistema programado para
um ou varios ciclos.

Dentro da limpeza automatica, destacam-se dois tipos de limpeza: CIP (Clean in Place) e
COP (Clean out Place). O termo CIP refere-se a um sistema de limpeza totalmente automati-
zado, que consiste num sistema de recirculagdo com varios tanques, bombas e um sistema de
tubulacdes que fornece a solucao de limpeza aos equipamentos, o qual retorna ao tanque por
recirculagao. O termo COP refere-se a limpeza também automatica, mas numa sala de lava-
gens. [49]

Durante a limpeza dos equipamentos, o solvente mais comum e pratico € a agua por
nao ser toxico, ser barato e ndo deixar residuos. Contudo, existem casos onde pode ser prefe-
rivel usar solventes ndo aquosos ou uma combinagdo de solventes.[40]

O uso de detergentes durante a limpeza requer normalmente um sistema aquoso e os
detergentes agem de quatro formas: agentes humectantes, solubilizantes, emulsificantes e dis-
persantes.[40]

Os procedimentos de limpeza devem ser suficientemente detalhados para permitir que
os operadores limpem cada tipo de equipamento de uma forma reprodutivel e eficaz. Devera
existir um plano de amostragem adequado de forma que se inspecione o equipamento a fim

de confirmar que esta conforme e pronto para novas utilizagdes. As inspe¢des sao de trés tipos:

Inspegdo Visual

Todo o equipamento tem de ser inspecionado visualmente para detetar eventuais vesti-
gios de produto seco ou detergentes.

Segundo Fourman e Mulle, os residuos que poderdao encontrar-se num equipamento
apenas sdo visiveis a olho nu a cerca de 4 ug/cm?. Este valor pode ser superior nos casos em
que se utilize uma lanterna ou caso as substancias presentes no equipamento possuam cor.[41]

Esta inspecdo devera ser feita em primeiro lugar de forma a garantir que todo o equipa-

mento se encontra limpo.
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Pesquisa de Residuos de Detergente ou outro Agente de Limpeza

No caso da pesquisa de residuos de detergente ou de outro agente de limpeza normal-
mente é escolhido o método nado-especifico de detecdo do carbono organico total (TOC).

A anélise de TOC é bastante sensivel detetando analitos com concentracdo na ordem
das partes por bilido (ppb), no entanto qualquer composto que contenha carbono organico
sera detetado e contabilizado.[50]

Durante a analise por TOC o que acontece é uma acidificagdo da amostra sob atmosfera
em gas inerte, convertendo o carbono presente na amostra em dioxido de carbono e é quan-
tificado e removido o carbono inorganico. Sobra apenas o carbono organico que é obtido pela

diferenca entre o carbono total e o carbono inorganico.[51]

Pesquisa de Atividade Microbioldgica

A contaminacao microbiologica é um fator a ter em conta de forma a evitar a proliferagdo
microbiana. Deste modo as condi¢des de armazenagem do equipamento antes e depois da
limpeza deverdo ser consideradas e avaliadas de forma que nao se ultrapassem os limites re-

comendados de microrganismos. [52]

Pesquisa de Residuos de Sustancia Ativa

A determinacao de residuos de substancia ativa assenta na procura de residuos infimos
gue possam estar presentes no equipamento apds a sua limpeza.

As amostras sdo recolhidas com recurso a swabs, e a analise é feita por HPLC. A deter-
minagdo de APl nas amostras é efetuada comparando os resultados com resultados de solu-
¢des padrao com concentracdo igual ao limite analitico. O pretendido é que a amostra reco-

lhida do equipamento tenha concentracao inferior.
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MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento do método para a determinacao e quantificacdo na gama residual
de quatro APIs (API 1, API 2, APl 3 e API 4), decorreu no laboratério IBERFAR. Depois do de-
senvolvimento do método, seguiu-se a elaboragdo do protocolo de validagao.

Nesta se¢do vao ser apresentados os materiais, equipamentos, solventes e reagentes, as

preparagdes de solugdes, procedimento experimental e as condi¢cdes operacionais.

3.1 Equipamentos da producao

Cada API que vai ser estudado passa por um conjunto de equipamentos no processo a
sua produgao. Em alguns equipamentos da producao os APIs em estudo sdo o “pior caso". Na
Tabela 3.1 estao identificados os equipamentos onde os APIs em estudo sdo “pior caso" e os

materiais que os compde.
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Tabela 3.1- Equipamentos onde cada APl em estudo é o “pior caso” e os materiais que o compdem

Equipamentos

Materiais

Integra com alimentador de

API 1 Inox, Silicone, Aluminio
rampas
BIN 150 (Misturador Bohle
Inox, Aluminio
200)
Integra com alimentador com
gavetas (alimentador univer-
APl 2 Inox, Silicone, Aluminio
sal)
(2°" pior caso”)
Reator 50 L Inox
Integra com gavetas (Alimen- N o
API 3 . Inox, Silicone, Aluminio
tador Universal)
Xaropeira 1000 L/500 L/300 L Inox
Agitador Inox, Aluminio
APl 4

Sistema de filtracao-trasfega -

Bomba+Housing

Inox

Maquina enchimento liquidos

King

Inox
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3.2 Determinacado do Valor Maximo Admissivel de API

Para este estudo o método escolhido foi a cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC),
por ser um método bastante sensivel e especifico, visto que o que se pretende é pesquisar
quantidades residuais de substancia ativa ou de outros possiveis contaminantes.

Primeiro foram avaliados quais os equipamentos utilizados para cada um dos API. Pos-
teriormente, fez-se uma analise de risco (exceto quando o equipamento € dedicado). Esta ana-
lise de risco consiste na atribuicdo de indices de risco a determinados parametros relacionados
com o produto. Os parametros a utilizar sdo a concentracdo de API, toxicidade, frequéncia de
producao, dificuldade de remocao e solubilidade.

Sabendo qual o “pior caso”, calcula-se o VMA, considerando o valor minimo obtido, en-
tre as trés possiveis formas de calcular o valor maximo admissivel (ver capitulo 2.6).

Nesta secao ira ser utilizada a designacao de Produto 1, produto 2... ou API 5, API 6...
para indicar os outros produtos/ APIs que passem no mesmo equipamento dos APIs em estudo
(API 1, API 2, API 3, API 4).

3.2.1 Determina¢dao do VMA para API 1

ApOs a avaliagéo de todos os equipamentos e usando a analise de risco verificou-se que
o API 1 é o “pior caso” para um Unico equipamento - Integra com alimentador de rampas.

Neste equipamento passam onze produtos diferentes, pelo que se calculou o limite ana-
litico da Substancia Ativa das diferentes formas para os 11 produtos. Atribuiu-se o VMA ao

valor mais baixo. (ver Tabela 3.2).
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Tabela 3.2- Valores de todos os produtos que passam na Integra com alimentador de rampas e valor de VMA ob-
tido para o “pior caso”. A negrito esta destacado o produto que para os célculos é o produto B.

MAC / spl MAC /spl 10 ppm/ spl VMA/ spl
Produto VMA ppm
PDE (mg/spl) | (mg/spl) (mg/spl) (mg/spl)
Produto 1 7.2 2,2380 0,3921
Produto 2 14,3 4,4761 0,7842
Produto 3 14,3 4,4761 0,7842
Produto 4 7.2 2,2380 0,3921
Produto 5 7.2 2,2380 0,3921
Produto 6 41,0 12,8174 0,2256 0,0859 8,59
Produto 7 41,0 12,8174 0,2256
Produto 8 2,7 0,8392 0,0859
Produto 9 10,7 3,3569 0,3437
Produto 10 21.5 6.7164 0.1572
Produto 11 15.0 4.6999 0.4662
Calculo do VMA
SSA= 25 cm?
ESA= 232718,45 cm?
BSg= 80,0 Kg

10 ppm (mg) = 10 x 80 = 800

800x25
10 ppm (img / spl) = 2327:8,45 = (0,0859
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mg
VMA = 0,0859 —

ol VMAS 0,0859 X 100 = 8,59 ppm

3.2.2 Determinacao do VMA para API 2

O Reator de 50 L € um equipamento dedicado ao API 2, ndo sendo necessario a elabo-
racdo de uma analise de risco. O calculo do VMA para este caso torna-se mais facil (Tabela
3.3).

Tabela 3.3 - Valores do API 2 e valor de VMA obtido.

MAC / spl MAC /spl 10 ppm/ spl VMA/ spl
VMA ppm
PDE (mg/spl) | (mg/spl) (mg/spl) (mg/spl)
API 2 1229,2 0,3278 0,2786 0,279 27,86
Célculo do VMA
SSA= 25 cm?
ESA= 305086,09 cm?
BS= 340,0 Kg
10ppm (mg) = 10 x 340 = 3400
10 l —3400X25—02786
ppm (mg /P = 365 086,00 ~

VMA = 0,2786?—5 VMA = 0,2786 x 100 = 27,86 ppm

Para o BIN 150L (Misturador Bohle 200), apenas passam dois APIs foi necessario a ela-
boracdo de uma analise de risco e chegou-se a conclusdo de que a APl 2 era o “pior caso”.
Calculou-se o limite Analitico da Substancia Ativa das diferentes formas e escolheu-se o valor

mais baixo, para VMA (ver Tabela 3.4)
Tabela 3.4- Valores do outro produto que passa no BIN 150L e valor de VMA obtido.

MAC / spl MAC /spl 10 ppm/ spl VMA/ spl
Produto B VMA ppm
PDE (mg/spl) | (mg/spl) (mg/spl) (mg/spl)
Produto 1 48,5 0,0129 0,2218 0,013 1,29
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Calculo do VMA

SSA= 25 cm?

ESA= 193 505,89 cm?
BS B= 171,7 Kg

MTD A= 2mg

MDD B= 0,0034 Kg

_ 2x171.7x0,001

MAC (mg)= 00 - 100,0
100 x 25
MAC (mg / Spl) = m =0,0129

m
VMA = 0,01295—15 VMA = 0,0129 x 100 = 1,29 ppm
ApOs a analise de risco, para a Integra com alimentador universal, chegou-se a conclusdo

de que o API 2 ndo era o “pior caso”. Contudo, como era o segundo mais produzido, decidiu-

se validar também para esta maquina (ver Tabela 3.5).

Tabela 3.5- Tamanho de lote e quantidade de lotes produzidos ao ano que passam na Integra com alimentador

com gavetas (alimentador universal)

BS Lotes
API 2 340 66
API 5 270 1
API 6 310 8
API 7 390 1

Para esta maquina temos trés API a ter em consideracdo para o calculo do VMA (Tabela
3.6).
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Tabela 3.6- Valores de todos os APIs que passam na Integra com alimentador com gavetas (alimentador universal)

e valor de VMA obtido para o "pior caso”. A negrito esta destacado o API que para os célculos é o produto B.

MAC / spl PDE MAC /spl 10 ppm/ spl VMA/ spl

APIs VMA ppm
(mg/spl) (mg/spl) (mg/spl) (mg/spl)
API 5 553,1 0,1475 0,2212
APl 6 307,3 0,0819 0,2540 0,0819 8,19
APl 7 307,3 0,0819 0,3196
Calculo do VMA
SSA= 25 cm?
ESA= 305 086,09 cm?
BS=310,0 Kg
MTD A= 2mg
MDD B= 0,0006 Kg
_2x310x0,001 _
MAC (mg)——o'0006 =1000,0
MAC D= 1000 x 25 = 0,0819
(mg /sph) = 305086,00 =

VMA = 0,0819?—5 VMA = 0,0819 X 100 = 8,19 ppm

3.2.3 Determinagdao do VMA para API 3

O API 3 é o "pior caso” para a Integra com alimentador universal, na Tabela 3.7 esta o

valor de VMA obtido.
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Tabela 3.7- Valores de todos os produtos que passam na Integra com alimentador com gavetas (alimentador uni-

versal) e valor de VMA obtido para o "pior caso”. A negrito esta destacado o produto que para os calculos é o

produto B.
MAC / spl PDE MAC /spl 10 ppm/ spl VMA/ spl
Produto B P P PP P P VMA ppm
(mg/spl) (mg/spl) (mg/spl) (mg/spl)
Produto 1 71,4 42,9865 0,2450
Produto 2 37,7 22,6871 0,2813 0,2287 22,9
Produto 3 17,6 10,5874 0,2287
Calculo do VMA
SSA= 25 cm?
ESA= 275 484,08 cm?
BS= 252,0 Kg
10 ppm (mg) = 10 x 252 = 2520
10 D= 2520 x 25 = 0,2287
ppm (mg /spD) = 5oeeiog = O

VMA = 0,2287 —
pl

mg
s

VMA = 0,2287 x 100 = 22,9 ppm

3.2.4 Determinacdo do VMA para API 4

O API 4 faz parte da composi¢do de um produto de formulagdo liquida, sendo o “pior

caso” para os seguintes equipamentos: sistema de filtracdo-trasfega - bomba+housing, xaro-

peira 1000L, agitador e maquina de enchimento liquidos King.

No sistema de filtracdo-trasfega - bomba+housing passam dez produtos diferentes. Cal-

culou-se o limite VMA das diferentes formas e selecionou-se o valor mais baixo (ver Tabela

3.8).
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Tabela 3.8- Valores de todos os produtos que passam no Sistema de filtracdo-trasfega - Bomba+Housing e valor

de VMA obtido para o "pior caso”. A negrito esta destacado o produto que para os calculos é o produto B.

MAC / spl PDE MAC /spl 10ppm/ spl VMA/ spl
Produto VMA ppm
(mg/spl) (mg/spl) (mg/spl) (mg/spl)
Produto 1 2,6857 0,0347 1,3861
Produto 2 2,7611 0,0356 10,6882
Produto 3 1,3876 0,2387 5,3713
Produto 4 1,3759 0,2387 5,3262
Produto 5 1,3805 0,0178 5,3440 0,0128 1,28
Produto 6 1,3806 0,0178 5,3443
Produto 7 2,7477 0,0355 0,2836
Produto 8 2,7477 0,0355 0,2836
Produto 9 0,9924 0,0128 3,8416
Calculo do VMA
SSA= 25 cm?
ESA= 174 537,84 cm?
BS=2686L
MTD A= 1,0mg
MDD B= 0,03 L
MAC (mg)= 1.0x2 686x0,001 _ 89,40

0,03
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89,40 x 25

mg
VMA = 0,012815—pl VMA = 0,01281 x 100 = 1,281 ppm

A xaropeira é utilizada por 6 produtos diferentes. Calculou-se o VMA das diferentes for-

mas e foi selecionado o valor mais baixo (ver Tabela 3.9).

Tabela 3.9 - Valores de todos os produtos que passam na Xaropeira e valor de VMA obtido para o “pior caso”. A

negrito esta destacado o produto que para os célculos é o produto B.

MAC / spl PDE MAC /spl 10 ppm/ spl VMA/ spl
Produto B VMA ppm
(mg/spl) (mg/spl) (mg/spl) (mg/spl)
Produto 1 2,7 0,0347 1,3861
Produto 7 2,7 0,3545 0,2836
Produto 8 2,7 0,3545 0,2836 0,0048 0,48
Produto 9 1,0 0,0128 3,8416
Produto 10 04 0,0048 1,4323
Calculo do VMA
SSA= 25 cm?
ESA= 174 538 cm?
BS B= 1000 L
MTD A= 1,0mg
MDD B= 0,03 L
MAC (mg)= 2122021 = 33,3330
MAC D= 33,3330 x 25 _ 0,0048
(mg / spl) = T7at3g " "

myg
VMA = 0,0048 —
spl
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O agitador é utilizado por 5 produtos diferente. Calculou-se o VMA das diferentes for-

mas e selecionou-se o valor mais baixo (Tabela 3.10)

Tabela 3.10- Valores de todos os produtos que passam na Agitador e valor de VMA obtido para o "pior caso”. A

negrito esta destacado o produto que para os calculos é o produto B.

MAC / spl PDE MAC /spl 10 ppm/ spl VMA/ spl

Produto B VMA ppm
(mg/spl) (mg/spl) (mg/spl) (mg/spl)
Produto 4 1,4 0,0178 5.3
Produto 7 2,7 0,0355 0,2836
0,0048 0,48

Produto 8 2,7 0,0355 0,2836
Produto 10 04 0,0048 14

Neste caso o produto B é igual ao da Xaropeira, e como a area superficial de contacto

do equipamento partilhada pelos dois produtos (cm?) é igual o VMA é o mesmo.

Para a maquina de enchimento liquidos King, por onde passam nove produtos diferentes

foi calculado o VMA e selecionado o valor mais baixo (Tabela 3.11).
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Tabela 3.11- Valores de todos os produtos que passam na maquina enchimento liquidos King e valor de VMA ob-

tido para o “pior caso”. A negrito esta destacado o produto que para os célculos é o produto B.

MAC / spl PDE MAC /spl 10 ppm/ spl VMA/ spl
Produto B VMA ppm
(mg/spl) (mg/spl) (mg/spl) (mg/spl)
Produto 1 2,7 0,0347 1,3861
Produto 2 2,8 0,0356 10,6882
Produto 3 1,4 0,0179 5,3713
Produto 4 1,4 0,0178 5,3262
0,0048 0,48
Produto 7 2,7 0,0355 0,2836
Produto 8 2,7 0,0355 0,2836
Produto 9 1,0 0,0128 3,8416
Produto 10 04 0,0048 1,4323

Neste caso o produto B é igual ao da Xaropeira, e como a area superficial de contacto

do equipamento partilhada pelos dois produtos (cm?) é igual o VMA é o mesmo.

VMA de todos os API

O VMA considerado para cada API é o valor mais baixo de VMA obtido de todas as

maquinas que sao “pior caso”. Na Tabela 3.12 estao indicados os VMA considerados.
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Tabela 3.12- Tabela resumo com os VMA considerados para cada APl em estudo

API VMA
APl 1 8,59
API 2 1,29
API 3 22,87
APl 4 0,48

3.3 Materiais utilizados

Para a realizagdo do método experimental, foram utilizados os seguintes materiais e
equipamentos:

- Balanca analitica com precisao de 0,0001 g (Mettler Toledo XPR226DR);

- Coluna X-Terra RP8, 150x4,6 mm, 3 um marca: Waters

- Swabs TXTM 714A-Larhe AlphaTM swab TEXWIPE

- Vials de vidro

- HPLC (Agilent)

- Placas de Acrilico, Aluminio, Inox, Teflon e Silicone

- Material recorrente de laboratério

O equipamento HPLC é constituido por varios componentes, como se verifica na Figura
3.1. E constituido pelas bombas que fornecem ao sistema um fluxo em gradiente ou isocratico
(1), a coluna (2), o amostrador com injetor automatico (3), os detetores de UV-VIS (4), e a zona

dos solventes (5).
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Figura 3.1- Equipamento HPLC.

Para preparagao das solugdes, amostras e posterior analise cromatografica, sdo utiliza-
dos os seguintes solventes/reagentes:

- Metanol (HPLC-Gold-Ultragadient)

- Agua MilliQ

- Acido orto-fosférico 85% (m/m)

- Etanol 96° (analysis- ACS- Reag. PH. Eur.)

- Dihidrogenofosfato de potassio

3.4 Preparacgao das Solugdes e Fase Mével

Fase mével

Este trabalho sera em modo de gradiente e tera duas fases moveis:
Fase Mével A - Tampao dihidrogenofosfato de potassio/ Metanol (900:100)
Fase Mével B - Tampéo dihidrogenofosfato de potassio/ Metanol (250:750)

Preparacdo da Solucdo tampé&o de dihidrogenofosfato de potassio 50 mM a pH 2,3

Pesar 6,8 g de dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO.), transferir para um baldo de 1000

mL. Ajustar o pH a 2,3 com acido orto-fosforico a 85%.
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esta apresentado o gradiente utilizado.

Tabela 3.13 estao apresentadas as condi¢cdes cromatograficas e na Tabela 3.14

Tabela 3.13- Condi¢bes cromatograficas

Coluna X-terra RP8, 150X4,6 mm, 3 ym
Fluxo 1,4 mL/mim
266 nm (API 1), 222 nm (API 2), 216 nm (API 3),
Detetor

236 nm (API 4)

Volume de injecao 5uL
Tempo corrida 12 min
Temperatura do autosampler 22 °C
Temperatura da coluna 40 °C
Liquido Injetor Etanol 96°

Tabela 3.14- Tabela de gradiente

Tempo (min) % Fase Movel A % Fase Movel B
0 95 5
3 68 32
6 5 95
8 95 5
12 95 5

Solugbes

O diluente utilizado em todas as preparacdes de solu¢des foi o Etanol 96° for analysis-

ACS-Reag. Ph. Eur.

Para a preparacao das solu¢des-padrao, sdo necessarios os padrdes:
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- APl 1 80 mg em 200 mL de etanol
- API 2 80 mg em 200 mL de etanol
- API 3 80 mg em 200 mL de etanol
- AP1 4 80 mg em 200 mL de etanol
A concentragdo da solucdo-mae é de 500 ppm (segundo a equacao (3.1))

__m 6
C = Txd x 10° 3.1)

Sendo que:

C- Concentragao da solugdao, em ppm

d- Densidade do etanol= 800 mg/mL [53]

m- Massa, em mg

V- Volume da solucao, mL

10° - Fator de conversdo para ppm

Para o estudo feito utilizou-se diferentes concentragdes abrangendo a gama de trabalho
de 125 ppma 0,25 ppm.

Para se proceder ao calculo das diferentes dilui¢bes, utiliza-se a equagao (3.2), de modo
a calcular qual o volume a retirar da solugdo-mae e obter a gama de concentragdes. As solu-
¢Oes sdo preparadas em baldes volumétricos de 100 mL.

CyxV,=0CgxV5(3.2)

Em que:

Ca - concentragao da solugdo de partida

Va - Volume a retirar da solucao de partida

Cs - Concentragao que se pretende obter

Vg - Volume final da solucao

Utilizando a equacéao anterior, procedeu-se ao calculo das diferentes dilui¢cdes. Os valo-

res obtidos estao representados na Tabela 3.15.
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Tabela 3.15- Preparacdo dos padrdes para as concentragdes necessarias para os parametros de validacdo

Concentracao da solucdo  Volume a retirar da o Concentracao final
inicial / ppm solucao inicial / mL Balao volumetrico da solugdo / ppm
500 25 100 mL 125
500 20 100 mL 100
500 10 100 mL 50
500 4 100 mL 20
500 2 100 mL 10
100 1 100 mL 1
10 2,5 100 mL 0,25

Em determinados ensaios utilizou-se outras preparacées/ volumes, mantendo-se a con-
centracao final.

No caso do método analitico utilizou-se também solu¢des a 12500 ppm, 2500 ppm que
se preparam da seguinte forma:

Solucdo de 12500 ppm

Pesar 100mg para um baldo de 10mL e completar com etanol 96.

Solucdo de 2500 ppm

Pesar 20mg para um baldo de 10mL e completar com etanol 96.

3.5 Validagdo do Método Analitico

Na validacdo serdo testados os parametros ja enunciados no ponto 2.7: Especificidade,
Linearidade, Exatiddo, Repetibilidade, Precisdo do Sistema, Limite de Quantificacao, Teste li-
mite, Precisdo Intermédia, Estabilidade do analito nas solucdes e equipamento.

Por cada sequéncia de analise e por cada analista verificou-se o system suitability que

deve cumprir os critérios descritos no método analitico.

Especificidade

Pretende-se verificar a auséncia de interferéncias relativamente aos picos principais a

quantificar.

Foram efetuadas analises nos seguintes tipos de amostras:
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Padrao 10 ppm de cada API

Preparou-se 4 solucdes (uma de cada API) a 125 ppm e diluiu-se até a concentragdo de

10 ppm. Injetou-se uma vez cada um dos padroes 10 ppm.

Padrdo mix 10 ppm

Preparou-se ima solucdao de 125 ppm contendo os 4 APIs e dilui-se até obter 10ppm.

Injetou-se uma vez o padrao.

Branco |

Num vial preparou-se uma mistura da fase movel A e da fase movel B, correspondente
a primeira linha de gradiente (95:5)

Injetou-se uma vez a mistura.

Branco |l

Injetou-se uma vez etanol 96°.

Branco llI

Humedeceu-se trés swabs em etanol 96° e colocou-se em 10,0 ml de etanol 96. Levou-

se a solugao 30 minutos aos ultrassons. Injetou-se uma vez esta solugao.

Branco Material

Aplicou-se 0,5 ml de etanol 96° nos diferentes materiais, previamente lavados e secos:
silicone, inox, acrilico, teflon e aluminio e deixou-se secar durante a noite. Humedeceu-se trés
swabs em etanol 96°, extraiu-se o inoculado de cada area de amostragem (5 cm x 5 cm) e
efetuando-se 15 passagens em cada sentido, seguindo a figura 3.2. Colocou-se os swabs em
10,0 ml de diluente e levar a solu¢do 30 minutos aos ultrassons. Injetou-se uma vez as diferen-

tes solugoes.
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Figura 3.2- Movimento a efetuar com o Swab, aquando da amostragem na placa

Determinacdo do limite de quantificagdo (LOQ)

Pretende-se comprovar a capacidade do método analitico em quantificar residuos
abaixo do valor VMA determinado para cada API.

Preparou-se em duplicado uma solucao de 0,25 ppm. Injetou-se esta solugdo em tripli-

cado.

Exatidao, linearidade e repetibilidade

Pretende-se comprovar que o método é exato e linear ao longo da gama de trabalho
considerada (LQ a 125 ppm)

E necesséario verificar a variabilidade do sistema com as condicdes operacionais de tra-
balho.

Preparou-se as solugdes de 0,25 ppm, 1 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 50 ppm e 125 ppm em
triplicado.

Injetou-se uma vez cada uma destas solugdes.

Precisao do sistema

E necessario comprovar a precisdao do sistema, nas condi¢des de trabalho.
Preparou-se as solucdes de 10 ppm.

Injetou-se seis vezes o padrao de 10 ppm.

Precisdo intermédia

E necessario verificar que em diferentes condi¢es de rotina (por exemplo, operadores,

equipamentos e dias diferentes) se obtém resultados concordantes.
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Um segundo analista, num segundo dia preparou os padrdes de 0,25 ppm, 10 ppm e 50

ppm em triplicado. Injetou uma vez cada um dos padrdes.

Testes limites

O objetivo é saber qual o limite minimo, distinguivel e confiavel do LOB (limite do
branco).

E necessario demonstrar que amostras com resposta inferior ao LOQ tém concentracio
de analito abaixo deste.

Injetou-se uma vez: trés solucdes Branco Il e 3 solu¢des Branco Il (ver preparacdo no

ensaio de especificidade) e seis solu¢des ao nivel do LOQ.

Estabilidade

E necessario comprovar que estabilidade dos padrées e amostras ao longo do tempo,
sob a influéncia de uma variedade de fatores ambientais, como temperatura, humidade e luz.

Utilizou-se as solugdes 0,25 ppm, 10 ppm e 125 ppm preparadas para o ensaio da exa-
tiddo e armazenadas em diferentes condigdes: no frigorifico, na bancada e na auséncia. Injetar
as solucdes ao longo do tempo.

Colocou-se trés swabs em 10,0 ml da solucao de 0,25 ppm e levou-se a solugéo 30 mi-
nutos aos ultrassons (passo feito em triplicado). Repetiu-se este passo para as solugdes de 10
ppm e 125 ppm. As solu¢des foram armazenadas em diferentes condi¢des: bancada (tempe-
ratura ambiente), frigorifico (entre 7 °C a 9 °C) e na auséncia de luz (temperatura ambiente).

Injetou-se ao longo do tempo.

3.6 Validagdo do Método Analitico com taxas de recuperagao

A abordagem deste trabalho foi contaminar diferentes materiais (acrilico, aluminio, inox,
teflon, silicone) com concentragdes conhecidas de API e calcular as taxas de recuperagao.

Preparou-se 4 solug¢des (uma de cada API) a 2500 ppm e de 10 ppm.

Inoculou-se a area de amostragem (5 cm x 5 cm) com 0,5 ml da solugdo a 2500 ppm nos
diferentes materiais, previamente lavados e secos: silicone, inox, acrilico, teflon e aluminio e
deixou-se secar os cupdes ao ar. Repetiu-se este procedimento, em triplicado, para cada APl e
para 10 ppm.

Saturou-se trés swabs em etanol 96° e retirou-se os residuos de toda a area de amostra-

gem de acordo com a figura 3.2, efetuando 15 passagens em cada sentido.

42



Introduziu-se os trés swabsem 10,0 ml de etanol 96° e colocou-se nos ultrassons durante
30minutos. Injetou-se uma vez cada amostra.

Na tentativa de melhorar resultados preparou-se solu¢des a 12500 ppm e 50 ppm dos
APIs: APl 2, APl 3 e API 1. Inoculou-se a area de amostragem (5 cm x 5 cm) com 0,1 ml da
solucdo a 12500 ppm nos materiais: acrilico, aluminio, Inox e silicone. Repetiu-se este proce-
dimento, em triplicado, para cada API e para a concentracdao de 50 ppm.

Numa outra tentativa de melhorar resultados com as soluc¢des anteriores testou-se para
0 API 2 no acrilico e aluminio inoculou-se a area de amostragem com dois swabs humedecidos

€ um seco.
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4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Validacao do método Analitico

Os resultados e respetiva discussao apresentam-se de seguida para cada ensaio.

4.1.1 Calculos para os ensaios

Neste capitulo sdo apresentadas todas as equacdes necessarias para os calculos que fo-

ram efetuados nos varios ensaios.
Calculo do RSD:

N

%RSD = 7"’ x 100

Sendo,
sd- Desvio padrao dos resultados

x- Média dos resultados

Para o calculo das recuperagdes:

Cobtida

4.1

4.2)

(4.3)

%Recuperagio = ———— x 100
Onde,
__ AAmxCsrp
Cobtida = T AsTD
Cteorica = MSTD X FDP X P X d (44)
Sendo,

Cobtido — Concentragao de APl obtido, ppm

Cteorico— Concentracao de API tedrica, ppm
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Csto- Concentragdo do padrao, ppm

AAM - area da amostra

ASTD - area do padrdo

MSTD - massa do padrao, mg

P — Poténcia do padrdo, em percentagem

FDP- Fator de dilui¢do do padrao (1250 para o padréo de 10 ppm)
d etanol- densidade do etanol (0,8)

Para o calculo da diferenca entre os resultados obtidos das duas analistas, para a precisao
intermedia é necessario calcular a concentragdo obtida segundo a formula 4.3Erro! A origem d
a referéncia nao foi encontrada. e de seguida calcula-se a diferenca segundo a formula 4.5.

Diferenca = |Coptizonz — Cobtidgoar| (4.5)

Sendo,
Cobtidoaz — Concentracao de API obtido pela analista 2, ppm

Cobtidoa1 — Concentracao de API obtido pela analista 1, ppm

Para o calculo do desvio dos resultados para o ensaio de estabilidade utiliza-se a férmula
4.3 e de seqguida calcula-se a diferenga segundo a formula 4.6.

. Cobti —Cobti
%deSUlO — abtldCoTx obtidoT0 X 100 (46)
obtidoTo0

Sendo,

Cobtidotx — Concentragao de API obtido no tempo x, ppm. Onde x assume valores diferen-
tes a zero.

Cobtidoto — Concentragao de API obtido no tempo 0, ppm

Para o calculo das taxas de recuperagao utilizou-se a formula 4.7.

%Taxa = % x 100 (47)

Onde,
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A MSTDxPx—24

CAM = 45T s ESTD % 10 (4.8)

Sendo,

CAM - Concentracao de APl na amostra, ppm

AAM - area da amostra

ASTD - area do padréo

MSTD - massa do padrao, mg

P — Poténcia do padrdo, em percentagem

FDA - Fator de diluicdo da amostra (=1)

FDP- Fator de dilui¢cdo do padrao (1250 para o padrdo de 10 ppm)
d etanol- densidade do etanol (0,8)

4.1.2 Apresentacao e Discussao de Resultados do Método Analitico

Especificidade

Um dos critérios para este ensaio é que os tempos de retencao dos picos na solu¢do mix
das diferentes substancias ativas correspondam ao mesmo tempo de retencéo das solugdes
de cada uma das substancias ativas preparadas em separado. Na Figura 4.1 esta o cromato-
grama de comparacao do padrdo de mistura (contém os quatro APIs) e o API 1. Na Figura 4.2
esta o cromatograma de comparacao do padrdo de mistura (STD Mix) e o API 2. Na Figura 4.3
esta o cromatograma de comparagdo do STD Mix e o API 3. Na Figura 4.4 esta o cromatograma

de comparacao do STD Mix e o API 4.
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Figura 4.1- Cromatograma da sobreposicdo do cromatogramas STD mix (linha a azul) e do cromatograma do API 1 (linha a
preto) aos 266nm. (a)= pico do API 1 (b)= Pico com branco (c)= pico do API 3 (d)= pico do API 4 (e)=pico do API 2
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Figura 4.2- Cromatograma da sobreposicdo do cromatogramas STD mix (linha a azul) e do cromatograma do API 2 (linha a
preto) aos 222nm. (a)= pico do API 1 (b)= Pico com branco (c)= pico do API 3 (d)= pico do API 4 (e)=pico do API 2
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Figura 4.3- Cromatograma da sobreposicdo do cromatogramas STD mix (linha a azul) e do cromatograma do API 3 (linha

a preto) aos 216nm. (a)= pico do API 1 (b)= Pico com branco (c)= pico do API 3 (d)= pico do API 4 (e)=pico do API 2
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Figura 4.4- Cromatograma da sobreposi¢ao do cromatogramas STD mix (linha a azul) e do cromatograma do API 4 (linha

a preto) aos 236nm. (a)= pico do API 1 (b)= Pico com branco (c)= pico do API 3 (d)= pico do API 4 (e)=pico do API 2

Pelos cromatogramas verificou-se que os tempos de retencdo dos picos na solugdo mis-

tura (mix) dos diferentes APIs, corresponde ao mesmo tempo de retencdo dos picos presentes
nas solugdes de cada uma das APIs preparadas em separado.

Os resultados de comparagdo dos padrdes com os diferentes brancos estdo apresenta-
dos Tabela 4.1.
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Tabela 4.1- Resumo dos resultados de cada API. Tr= tempo de retencdo

API 1 API 2 API 3 APl 4
Ensaio _ _ _ ;
Tr Area Tr Area Tr Area Tr Area
STD 10ppm 2,71 | 439754 5,84 1005460 | 4,38 | 391871 5,18 | 313529
STD mix 2,71 | 492562 5,84 1018852 | 4,37 | 377398 | 5,18 | 302572
Branco | -- - - - - — - _
Branco Il - - - - - — - _
Branco Il -- - - - - - _
Silicone -- -- -- -- 4,48 251 5,25 677
Inox -- -- -- -- 4,48 867 -- -
Branco
Acrilico 2,71 1250 -- -- 4,48 834 - —
Material
Teflon - -- - - - — _ __
Aluminio - -- - - - _ _ __

O ensaio demonstrou que os swabs, os solventes, os materiais utilizados nos estudos de

recuperacao tém uma interferéncia inferior a 0,5% da area do pico do STD.

Os resultados comprovam que nao ha interferéncia significativa dos materiais utilizados

com os tempos de retencao dos APls e que os tempos de retencdo dos picos na solucao mis-

tura (mix) dos diferentes APIs, correspondendo ao mesmo tempo de retencao dos picos pre-

sentes nas solugdes preparadas com cada um dos APls em separado.

Os resultados cumprem os critérios de aceitagdo, demonstrando que o método é espe-

cifico.

Limite de Quantificagdo

De forma a comprovar que o método quantifica residuos abaixo do valor de VMA deter-

minado para cada APl determinou-se o sinal-ruido, o RSD entre as trés injecSes e a recupera-

¢ao. Os resultados estdo na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2- Resultados das areas de cada APl com o resultado do RSD das inje¢des, resultado das taxas de recu-

peracdo e resultado do sinal-ruido. Tr= taxas de recuperacdo

API 1 API 2
12 Preparagao 22 Preparacao 12 Preparacao 22 Preparacao
Area EP s/n Area EP s/n Area EP s/n Area EP s/n
12010 280 11887 278 24567 95 23945 101
11993 277 11989 279 24529 101 24041 101
11942 281 11904 274 24645 101 23771 101
RSD (%) 0,30 --- 0,46 0,24 0,57
Recuperacdo | 98,96 --- 98,69 --- 96,73 --- 94,81 ---
APl 3 APl 4
12 Preparacao 22 Preparacao 12 Preparacao 22 Preparacao
Area | EPs/n | Area | EPs/n | Area | EPs/n | Area | EPs/n
11578 21 12271 56 6962 52 6526 54
10127 118 10019 40 6830 53 6601 50
9405 42 14134 32 6881 54 6624 50
RSD (%) 10,67 --- 16,97 0,97 0,78
Recuperagao | 111,82 --- 120,56 --- 92,63 --- 91,20 ---

Critérios de aceitagao:
EP s/n=10%

RSD dos resultados < 30%, calculo, segundo a férmula 4.1.

Recuperacdes 100+30%, calculo, segundo a formula 4.2.

Os resultados cumprem os critérios de aceita¢do, comprovando que o método analitico

é capaz de quantificar abaixo do valor VMA determinado para cada API.
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Exatidao e Repetibilidade
Para comprovar a exatidao e repetibilidade do método, utilizou-se seis niveis em tripli-
cado. Os resultados para o APl 1, APl 2, API 3 e API4 sao mostrados na Tabela 4.3, Tabela 4.4,

Tabela 4.5 e Tabela 4.6, respetivamente

Tabela 4.3- Resultados obtidos do ensaio da exatidado e repetibilidade para o API 1

Substan- Massa , Resultado Recupera- Media da RSD
) ) Solugbes Areas vs STD Recupera-
cias ativas (mQ) cao (%) (%)
10ppm cao (%)
81,73 11397 0,25 97,81
0,25ppm | 79,93 11146 0,24 97,81 97,58 1,85
83,53 11564 0,25 97,11
81,73 43948 0,96 94,29
1ppm 79,93 44365 0,97 97,33 95,86 2,07
83,53 45715 1,00 95,97
81,73 | 455476 9,63 97,72
10ppm | 79,93 | 446370 9,76 97,93 97,84 2,18
83,53 | 466233 10,20 97,88
APLT 81,73 | 906072 19,82 97,20
20ppm | 79,93 | 895993 19,60 98,28 97,44 1,47
83,53 | 922483 20,18 96,83
81,73 | 2177160 47,62 93,42
50ppm | 79,93 | 2243534 49,07 98,44 96,27 2.95
83,53 | 2309317 50,51 96,96
81.73 | 5453004 119.28 93.60
125ppm | 79.93 | 5620151 122.93 98.64 96.82 3.52
83.53 | 5848635 127.93 98.22
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Tabela 4.4- Resultados obtidos do ensaio da exatidado e repetibilidade para o API 2

Resultado Média da
Substan- Massa , Recupera- RSD
) ) Solugbes Areas vs STD Recupera-
cias ativas (mg) ¢ao (%) (%)
10ppm cao (%)
82,04 26078 0,25 97,05
0,25ppm | 80,44 25106 0,24 95,29 95,83 2,53
79,79 24866 0,24 95,15
82,04 | 105016 1,00 97,71
1ppm 80,44 | 101730 0,97 96,53 97,09 1,94
79,79 | 101415 0,97 97,02
82,04 | 1067854 10,18 99,35
10ppm | 80,44 | 1033531 9,85 98,07 99,00 1,73
79,79 | 1040750 9,92 99,56
API 2
82,04 | 2145583 20,45 99,81
20ppm | 80,44 | 2079387 19,82 98,66 99,07 2,06
79,79 | 2064210 19,68 98,74
82,04 | 5361241 51,10 99,76
50ppm | 80,44 | 5207760 49,64 98,83 99,75 1,96
79,79 | 5166310 49,24 98,85
82,04 | 12507878 | 119,22 93,10
125ppm | 80,44 | 12292236 | 117,17 93,31 93,56 0,95
79,79 | 12318004 | 117,41 94,27
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Tabela 4.5- Resultados obtidos do ensaio da exatid&o e repetibilidade para o API 3

R Resultado Média da
Substan- Massa , Recupera- RSD
) ) Solugbes Areas vs STD Recupera-
cias ativas (mg) ¢ao (%) (%)
10ppm cao (%)
79,91 8617 0,23 90,69
0,25ppm | 81,51 9026 0,24 93,13 92,18 3,15
83,05 9156 0,24 92,72
79,91 37895 1,00 99,71
1ppm 81,51 38849 1,03 100,21 99,72 1,75
83,05 39199 1,04 99,24
79,91 | 374359 9,89 98,50
10ppm | 81,51 | 385718 10,19 99,50 99,20 2,50
83,05 | 393481 10,40 99,62
API 3
7991 | 752515 19,88 99,00
20ppm | 81,51 | 773844 20,44 99,81 99,12 1,80
83,05 | 778518 20,57 98,55
7991 | 1877696 49,61 98,81
50ppm | 81,51 | 1936210 51,15 99,89 99,11 1,96
83,05 | 1948112 51,47 98,64
7991 | 4678479 123,60 98,48
125ppm | 81,51 | 4832918 127,68 99,73 99,34 2,61
83,05 | 4927632 130,18 99,80
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Tabela 4.6- Resultados obtidos do ensaio da exatidao e repetibilidade para o API 4

Resultado Média da
Substan- Massa , Recupera- RSD
) ) Solugbes Areas vs STD Recupera-
cias ativas (mg) ¢ao (%) (%)
10ppm cao (%)
79,46 7063 0,23 93,55
0,25ppm | 79,31 6918 0,23 91,80 92,30 1,08
79,95 6955 0,23 91,56
79,46 28947 0,96 95,85
1ppm 79,31 28469 0,94 94,78 94,71 0,96
79,95 28411 0,94 93,50
79,46 | 300253 9,93 99,42
10ppm | 79,31 | 297493 9,83 98,70 99,43 1,16
79,95 | 304415 10,06 100,18
APl 4
79,46 | 607453 20,08 100,57
20ppm | 79,31 | 604252 19,97 100,23 100,04 0,34
79,95 | 603619 19,95 99,33
79,46 | 1532051 50,64 101,46 0.20
50ppm | 79,31 | 1527186 50,48 101,33 101,09 '
79,95 | 1526371 50,45 100,47
79,46 | 3846249 127,13 101,89
125ppm | 79,31 | 3851017 127,29 102,21 102,22 0,70
79,95 | 3895027 128,75 102,55

Critérios de aceitagdo para a exatidao:

Para concentracdes:

[LOQ; 5LOQ]; recuperacao 100+30%, calculo, segundo a férmula 4.2.
[5LOQ; 10LOQ] recuperacdo 100+20%, calculo, segundo a férmula 4.2.

Superior a 10LOQ recuperacao 100+10%, calculo, segundo a formula 4.2.

Critérios de aceitagdo para a repetibilidade:

RSD, calculo feito segundo a formula 4.1.
[LOQ; 5LOQ] = 30%
[5LOQ; 10LOQ] < 20%

55




Superior a 10LOQ = 10%

Com os resultados obtidos, conclui-se que nos APl 1, API 2 e API 3 as recuperacdes foram
sempre inferiores a 100%. No API 3 nota-se que na concentragdo mais baixa houve uma menor
taxa de recuperacdo e a um RSD mais elevado, isto deve-se a dificuldade acrescida por ser
uma concentracao mais baixa.

No API 4 as recuperagdes deram entre os 90% e 105%, ou seja, o APl 4 tem tendéncia
para valores superiores a 100%.

Os resultados cumprem os critérios de aceitacao, o método é exato e repetivel.

Linearidade
Dos resultados obtidos do ensaio da exatidado e repetibilidade fez-se também a lineari-
dade.

A Figura 4.5 mostra a correlagéo linear entre a concentragdo do APl 1 e a area do pico

obtida no estudo de Linearidade.
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Figura 4.5- Regressao linear do APl 1 da concentragao vs area. R=1.000

A Figura 4.6 mostra a correlacdo linear entre a concentracdo do APl 2 e a area do pico

obtida no estudo de Linearidade.
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Figura 4.6- Regressdo linear do APl 2 da concentragdo vs area. R=1.000

A Figura 4.7 mostra a correlagdo linear entre a concentragdo do API 3 e a area do pico

obtida no estudo de Linearidade.
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Figura 4.7- Regressdo linear do API 3 da concentragdo vs area. R=1.000

A Figura 4.8 mostra a correlagéo linear entre a concentragdo do APl 4 e a area do pico

obtida no estudo de Linearidade.
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Figura 4.8- Regressao linear do APl 4 da concentragdo vs area. R=1.000

Critério de aceitacdo para a linearidade:

r 20,995
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Os resultados obtidos da linearidade em todos os APls cumprem o critério de aceitagao.

O método é linear.

Precisdo do sistema

De forma a comprovar a precisao do sistema, analisou-se variabilidade dos resultados

de uma solucdo a 10ppm (Tabela 4.7).

Tabela 4.7- Resultados do ensaio da precisdo do sistema com a solugéo de 10ppm.

API 1 API| 2 APl 3 APl 4
493700 1021228 401483 308758
492872 1019598 398840 308141
, 491902 1017748 398282 307657
Area 491213 1016161 397506 306991
494379 1022638 399687 309246
495772 1023669 400191 310255

RSD (%) 0,34 0,28 0,36 0,38

Critério de aceitacao:

RSD < 10%

O RSD entre as seis injecdes em todos os APIs € inferior a 10%, conclui-se que o método

€ preciso.

Precisdo intermédia

Uma segunda analista em dias diferentes, preparou nova fase movel e solugdes e anali-

sou em triplicado as solu¢des a 0,25 ppm, 10 ppm e 125 ppm. Os resultados encontram-se na

Tabela 4.8 e Tabela 4.9.
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Tabela 4.8- Resultados obtidos pela segunda analista para o ensaio da precisdo intermédia e resultado da dife-

rencga entre analistas.

Resultado vs

Substancias Massa , o )
ativas Solugbes (mg) Areas STD 10ppm Média | % Diferenca
[1ppm
19,74 11021 0,22
0,25 ppm 19,37 11099 0,22 0,22 0,03
19,12 10770 0,21
19,74 437813 8,75
AP| 1 10 ppm 1937 | 438814 8,60 8,55 1,43
19,12 428511 8,29
19,74 2194305 43,84
125 ppm 19,37 2208781 43,31 43,03 6,04
19,12 2167870 41,95
19,36 25132 0,23
0,25 ppm 20,25 26788 0,26 0,26 0,02
21,56 28669 0,29
19,36 1037231 9,54
APl 2 10 ppm 20,25 1097689 10,56 10,65 0,66
21,56 1156709 11,83
19,36 5202637 47,87
125 ppm 20,25 5527960 53,20 53,61 3,62
21,56 5832713 59,77
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Tabela 4.9- Resultados obtidos pela segunda analista para o ensaio da precisdo intermédia e resultado da dife-

renca entre analistas (continuacdo).

Resultado vs

Substancias Massa , o )
) Solugbes Areas STD 10ppm Média | % Diferenca
ativas (mQ)
[1ppm
18,53 8887 0,23
0,25 ppm 18,93 9299 0,25 0,24 0,01
18,78 9532 0,25
18,53 345697 8,98
API 3
10 ppm 18,93 353991 9,39 9,19 0,97
18,78 349588 9,20
18,53 1729186 44,90
125 ppm 18,93 1777776 47,15 46,07 4,67
18,78 1754350 46,16
18,94 6231 0,19
0,25 ppm 20,06 6133 0,20 0,20 0,03
19,27 6440 0,20
18,94 293352 9,16
APl 4 10 ppm 20,06 311131 10,29 9,64 0,30
19,27 298314 9,48
18,94 1497616 46,76
125 ppm 20,06 1600871 52,94 49,49 1,04
19,27 1535285 48,77

Critérios de aceitacao:

% Diferenca contra o ensaio da repetibilidade (formula 4.5):

[LOQ; 5LOQ] = 30%
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[5LOQ; 10LOQ] < 20%
Superior a 10LOQ = 10%
A diferenga dos resultados com o ensaio da repetibilidade foi conforme as especifica-

¢des, o método é preciso.

Teste Limite

Este ensaio foi efetuado de modo que posteriormente em trabalho de rotina possa ser
utilizado uma solucao de LOQ como limite. Isto é, todas as amostras que forem analisadas e
apresentarem uma resposta inferior a LOQ tém uma concentracdo de analito abaixo deste e
assim nao é necessario quantificar essas amostras.

O resultado do desvio padrdo de cada API esta na Tabela 4.10.

Tabela 4.10- Resultado do desvio padrédo de cada um dos API

API 1 API 2 API 3 API 4
Area Area Area Area
13713 28929 13829 7021
10402 22994 11155 6090
11483 23789 12505 6617 Critério de
11866 24334 12813 6448 aceitacao
9338 20358 7754 6139
11396 25974 9213 6701
Média | 11366 24396 11212 6503
sd 1470,72 2887,27 2325,54 354,01
rsd[%] | 12,94 11,83 20,74 5,44 RSD < 30%
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Os resultados do LOQexperimetal e o LOQ aceite estdo na Tabela 4.11 e Tabela 4.12.

Tabela 4.11- Resultados para o teste limite.

Branco sem swabs

Branco com Swabs

1 2 3 1 2 3
Area 1175 1130 1130 1058 1121 1238
Média 1145 1139
SD 26 91
APLT LOB 1188 1289
LOQaceite 1230 1440
LOQexperimental 3607 3709
Branco sem swabs Branco com Swabs
1 2 3 1 2 3
Area 69293 69623 68792 68221 68613 69857
Média 69293 68897
API 2 SD 441 854
LOB 70019 70302
LOQaceite 70745 71707
LOQexperimental 74769 75052
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Tabela 4.12- Resultados para o teste limite (continuacdo).

Branco sem swabs

Branco com Swabs

1 2 3 1 2 3
Area 107974 108320 107248 | 107733 | 107885 | 110105
Média 107847 108574
API 3 SD 547 1328
LOB 108747 110759
LOQaceite 109647 112943
LOQexperimental 112573 114584
Branco sem swabs Branco com Swabs
1 2 3 1 2 3
Area 21628 21592 21488 21448 21366 21757
Média 21569 21524
APl 4 SD 73 206
LOB 21689 21863
LOQaceite 21809 22202
LOQexperimental 22271 22445

Critérios de aceitacao:

LOQ Sinal experimental = LOQ aceite

Entre as 6 preparacdes: RSD < 30%

O calculo do LOB e LOQ foram feitos segundo as formulas 2.14 e 2.15, respetivamente.

Em todas as substancias ativas o LOQexperimental é superior ao LOQaceite. O critério

de aceitagdo é cumprido.

Estabilidade

Para comprovar a estabilidade dos padrdes, utilizou-se as solu¢des preparadas no ensaio

de exatiddo de 0,25ppm, 10ppm e 125ppm, que foram armazenadas nas seguintes condi¢des:

bancada (temperatura ambiente), frigorifico (entre 7°C a 9°C) e na auséncia de luz (tempera-

tura ambiente).

Utilizou-se como tempo zero (T0) os resultados obtidos no ensaio de exatidao.
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Na Tabela 4.13, Tabela 4.14, Tabela 4.15 e Tabela 4.16, estao os resultados dos desvios

dos resultados obtidos aos resultados iniciais.

Tabela 4.13- Resultados do ensaio da estabilidade para dos padrdes a 0.25 ppm, 10 ppm e 125 ppm, para 4 dias e

[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm

10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm

10 ppm
125 ppm

Bancada

0,99
0,16
0,34

Bancada

5,29
0,40
0,13

Bancada

0,61
0,23
0,60

Bancada

5,40
0,33
0,25

API 1
Frigorifico

0,54
0,01
0,24
APl 3

Frigorifico

0,82
0,06
0,10

API 1
Frigorifico

0,69
0,20
0,08
API 3

Frigorifico

0,94
0,13
0,23

6 dias apds preparacao.

T4

Auséncia
da luz
0,78
0,08
0,17

Auséncia
da luz
0,18
0,44
0,09

T6

Auséncia
da luz
0,07
0,03
0,17

Auséncia
da luz
0,06
0,12
0,05
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[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm

10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm

10 ppm

125 ppm

[API]

0,25 ppm

10 ppm
125 ppm

Bancada

1,08
0,11
0,22

Bancada

5,29
0,41
0,12

Bancada

0,34
0,06
0,17

Bancada

0,53
0,07
0,52

API 2
Frigorifico

0,31
0,19
0,61
APl 4

Frigorifico

4,25
0,09
0,44

API 2
Frigorifico

1,13
0,11
0,37
APl 4

Frigorifico

3,94
047
0,20

Auséncia
da luz
0,02
0,13
0,52

Auséncia
da luz
1,68
0,44
0,40

Auséncia
da luz
0,65
0,02
0,48

Auséncia
da luz
0,98
0,03
0,14



Tabela 4.14- Resultados do ensaio da estabilidade para dos padrdes a 0.25ppm, 10ppm e 125ppm (continuacéo) ,

para 7 dias e 14 dias apds preparagéo.

T7
API 1
[API] o Auséncia [API]
Bancada = Frigorifico Bancada
da luz
0,25 ppm 0,58 0,19 0,64 0,25 ppm 0,90
10 ppm 0,23 0,20 0,03 10 ppm 0,23
125 ppm 0,60 0,08 0,17 125 ppm 0,32
API 3
[API] Auséncia [API]
Bancada  Frigorifico Bancada
da luz
0,25 ppm 0,89 0,06 0,37 0,25 ppm 3,78
10 ppm 0,89 0,74 0,12 10 ppm 0,05
125 ppm 0,59 0,18 0,02 125 ppm 0,51
T14
API 1
[API] o Auséncia [API]
Bancada = Frigorifico Bancada
da luz
0,25 ppm 3,05 7,86 3,49 0,25 ppm 0,70
10 ppm 1,91 1,98 1,80 10 ppm 0,44
125 ppm 2,42 1,52 1,81 125 ppm 0,48
API 3
[API] L Auséncia [API]
Bancada  Frigorifico Bancada
da luz
0,25 ppm 1,07 3,76 1,12 0,25 ppm 8,12
10 ppm 0,26 0,23 0,35 10 ppm 0,03
125 ppm 0,02 0,47 0,91 125 ppm 0,65
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API 2
Frigorifico

0,70
0,35
0,13
APl 4

Frigorifico

0,93
048
0,12

API 2
Frigorifico

1,01
0,74
1,12
APl 4

Frigorifico

4,47
0,79
0,32

Auséncia
da luz
0,73
0,03
0,05

Auséncia
da luz
0,27
0,35
0,02

Auséncia
da luz
2,01
0,34
0,98

Auséncia
da luz
3,10
0,40
0,04



Tabela 4.15- Resultados do ensaio da estabilidade para dos padrdes a 0.25ppm, 10ppm e 125ppm (continuacédo) ,

para 20 dias e 26 dias apds preparacao.

T20
API 1
[API] o Auséncia [API]
Bancada  Frigorifico Bancada
da luz
0,25 ppm 4,59 4,33 4,34 0,25 ppm 2,51
10 ppm 1,93 1,73 1,64 10 ppm 0,74
125 ppm 2,03 1,19 0,53 125 ppm 0,50
API 3
[API] Auséncia [API]
Bancada  Frigorifico Bancada
da luz
0,25 ppm 1,74 0,20 0,14 0,25 ppm 3,40
10 ppm 0,04 0,18 0,48 10 ppm 0,26
125 ppm 0,22 0,17 2,07 125 ppm 0,19
T26
API 1
[API] o Auséncia [API]
Bancada @ Frigorifico Bancada
da luz
0,25 ppm 1,03 5,04 5,24 0,25 ppm 3,33
10 ppm 2,37 2,09 0,25 10 ppm 1,92
125 ppm 2,25 1,56 1,22 125 ppm 1,01
API 3
[API] Auséncia [API]
Bancada  Frigorifico Bancada
da luz
0,25 ppm 1,26 3,80 3,54 0,25 ppm 4,97
10 ppm 1,37 0,84 1,58 10 ppm 0,49
125 ppm 1,29 0,90 0,53 125 ppm 0,71
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API 2
Frigorifico

2,83
0,68
0,92
APl 4

Frigorifico

3,39
047
0,63

API 2
Frigorifico

0,51
1,79
0,64
APl 4

Frigorifico

9,86
1,22
0,11

Auséncia
da luz
0,70
0,50
2,15

Auséncia
da luz
8,12
0,27
2,37

Auséncia
da luz
0,58
0,50
0,57

Auséncia
da luz
8,08
2,03
0,29



Tabela 4.16- Resultados do ensaio da estabilidade para dos padrdes a 0.25ppm, 10ppm e 125ppm (continuacao) ,

[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm

10 ppm
125 ppm

para 30 dias apds preparacao.

API 1
Bancada = Frigorifico
4,37 347
1,62 1,18
1,93 0,94
API 3
Bancada = Frigorifico
042 0,84
1,66 0,98
2,15 1,51

Critérios de aceitacao:

T30
Auséncia [API]
da luz
4,08 0,25 ppm
1,49 10 ppm
1,19 125 ppm
Auséncia [API]
da luz
4,04 0,25 ppm
1,38 10 ppm
1,47 125 ppm

Os resultados nao se devem desviar mais do que:
[LOQ; 5LOQ] = 30%
[5LOQ; 10LOQ] = 20%
Superior a 10LOQ = 10%

Dos valores obtidos inicialmente, segundo a férmula 4.6.

Bancada

12,79
2,44
2,16

Bancada

4,05
0,85
1,16

API 2
Auséncia
Frigorifico
da luz
2,15 2,17
2,00 2,18
1,39 1,90
APl 4
Auséncia
Frigorifico
da luz
0,96 0,84
1,19 0,73
0,24 0,52

Com os resultados obtidos concluiu-se que as solu¢des padrdes sao validas durante 30

dias. Ndo se continuou o ensaio de estabilidade das solugdes padrdo por questdes técnicas

que aconteceram ao equipamento de HPLC.

Para comprovar a estabilidade das amostras, preparou-se solu¢des 0.25ppm, 10ppm e

125ppm e inoculou-se trés swabs em 10mL de cada solugdo. E foram armazenadas nas seguin-

tes condi¢des: bancada (temperatura ambiente), frigorifico (entre 7°C a 9°C) e na auséncia de

luz (temperatura ambiente). Na Tabela 4.17, Tabela 4.18 e Tabela 4.19, estao os resultados dos

desvios dos resultados obtidos aos resultados iniciais.
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Tabela 4.17- Resultados para o ensaio de estabilidade para as amostras com swabs. Valores que estejam a negrito

[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm

10 ppm
125 ppm

significam que estdo fora de especificacdo, para 1 dia e 2 dias apds preparagao.

Bancada

0,86
1,63
0,78

Bancada

2,02
1,40
0,81

Bancada

11,20
9,71
10,64

Bancada

0,31
0,20
0,92

APl 1
Frigorifico

042
0,13
0,03
APl 3

Frigorifico

1,77
0,39
0,26

API 1
Frigorifico

10,67
10,06
9,73

API 3

Frigorifico

1,74
0,17
0,09

Auséncia
da luz
1,30
0,27
0,24

Auséncia
da luz
2,68
0,79
1,16

Auséncia
da luz
10,46

9,79
10,19

Auséncia
da luz
1,56
0,07
1,52
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T1

[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm
T2

[API]
0,25 ppm
10 ppm
125 ppm
[API]
0,25 ppm

10 ppm
125 ppm

Bancada

2,03
0,96
0,05

Bancada

1,71
1,75
0,73

Bancada

0,32
0,16
0,97

Bancada

14,38
0,64
1,06

API 2
Frigorifico

1,03

0,67

0,61
APl 4

Frigorifico

0,82
0,12
0,23

API 2
Frigorifico

1,38
1,36
0,99
APl 4

Frigorifico

3,37
4,73
0,25

Auséncia da

luz
0,90
1,12
2,74

Auséncia da

luz
6,11
0,44
5,26

Auséncia da

luz
0,80
0,07
4,32

Auséncia da

luz
13,72
0,58
4,91



Tabela 4.18- Resultados para o ensaio de estabilidade para as amostras com swabs. Valores que estejam a negrito

significam que estdo fora de especificacdo (continuagdo) , para 3 dias e 4 dias apds preparacao.

[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm

10 ppm
125 ppm

Bancada

0,48
3.01
042

Bancada

5,15
3,88
1,44

Bancada

10,04
4,19
0,55

Bancada

0,44
5,46
1,71

APl 1
Frigorifico

1,09
0.50
0.12
APl 3

Frigorifico

7,45
0,74
1,28

API 1
Frigorifico

0,71
0,57
0,17
API 3

Frigorifico

6,93
0,66
1,31

Auséncia
da luz
0,43
0.24
473

Auséncia
da luz
5,76
1,56
2,14

Auséncia
da luz
1,33
0,40
4,40

Auséncia
da luz
0,36
2,00
2,21
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T3

[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm

[API]

0,25 ppm
10 ppm
125 ppm
T4

[API]
0,25 ppm
10 ppm
125 ppm
[API]
0,25 ppm

10 ppm
125 ppm

Bancada

0,93
2.26
0.55

Bancada

13,77
3,02
0,78

Bancada

15,64
4,58
1,63

Bancada

17,42
4,26
1,31

API 2
Frigorifico

0.54
0.53
1.02
APl 4

Frigorifico

5,21
0,55
0,66

API 2
Frigorifico

1,23
0,25
1,31
APl 4

Frigorifico

14,24
043
0,37

Auséncia da

luz
0.99
0.36
2.79

Auséncia da

luz
21,52
1,53

4,26

Auséncia da

luz
2,23
1,35
2,34

Auséncia da

luz
30,68
1,61
4,45



Tabela 4.19- Resultados para o ensaio de estabilidade para as amostras com swabs. Valores que estejam a negrito
significam que estdo fora de especificacdo (continuagdo).

T6
API 1 API 2
[API] o Auséncia [API] o Auséncia da
Bancada = Frigorifico Bancada  Frigorifico
da luz luz
0,25 ppm 8,38 518 8,68 0,25 ppm 0,32 1,38 0,80
10 ppm 10,63 9,53 10,69 10 ppm 0,16 1,36 0,07
125 ppm 9,55 12,08 8,49 125 ppm 0,97 0,99 4,32
API 3 APl 4
[API] Auséncia [API] Auséncia da
Bancada  Frigorifico Bancada  Frigorifico
da luz luz
0,25 ppm 0,01 1,85 9,34 0,25 ppm 36,58 9,01 35,74
10 ppm 0,64 0,67 0,60 10 ppm 0,03 0,91 0,21
125 ppm 0,96 1,73 1,19 125 ppm 0,88 2,00 3,05

Nos resultados obtidos as amostras do APl 1 do segundo dia armazenadas na bancada,
falharam o critério e no terceiro e quarto dia cumpriram os critérios. Como as amostras falha-
ram no segundo dia, o ideal era ter repetido a analise para comprovar os resultados. Desta
forma, as amostras do API 1 sdo vélidas durante 24h.

As amostras do API 2 e API 3 até ao sexto dia passaram sempre nos critérios de aceitagao,
sendo validas durante seis dias.

As amostras do APl 4 ao quarto dia falharam os critérios de aceitagdo, sendo validas até
72h.

ApOs os resultados obtidos, na Tabela 4.20 encontram-se um resumo de estabilidade
das solucdes padrao e na Tabela 4.21 um resumo de estabilidade das solu¢des amostras bem

como as condigdes mais indicadas para armazenar.
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Tabela 4.20- Tabela resumo da estabilidade das solu¢des padrao

Concentracao / Estabilidade das amostras

ppm API 1 API 2 API 3 API4

0,25 30 dias / frio 30 dias / frio 30 dias / bancada | 30 dias / escuro
10 30 dias / escuro | 30 dias / escuro | 30 dias / frio 30 dias / bancada
125 30 dias / frio 30 dias / bancada | 30 dias / escuro | 30 dias / frio

Tabela 4.21- Tabela resumo da estabilidade das solu¢cbes amostra

Concentracao / | Estabilidade das amostras

ppm API 1 API 2 API 3 API4

0,25

10 24h/ frio 144h/ frio 144h/ frio 72h/ frio
125

4.1.3 Apresentacao e Discussdao de Resultados do Método Analitico com
taxas de recuperagao

O método analitico esta validado para os quatro APIs em estudo. Neste ponto foi feito
o estudo das taxas de recuperagdo porque uma vez que o método ja estava validado se algum
resultado obtido nao fosse o esperado, o método nao estaria em causa, mas em vez disso a
forma/ maneira de fazer as taxas de recuperacao.

Os critérios de aceitacao sao:

VMA x taxa de recuperacao = LOQ experimental

RSD entre as 3 replicados> 30%

As taxas de recuperacao foram feitas para cada um dos APIs. Contudo, houve uma fase
de estudo que apenas foi feita para o API 2.
API 1

O LOQ experimental foi calculado anteriormente no ensaio de exatidao e repetibilidade
(Resultado vs pd 10 ppm), sendo de 0,25 ppm.

Na Tabela 4.22 estdo apresentados os resultados do API 1.
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Tabela 4.22- Resultados das taxas de recuperacdo do API 1

API 1- Solugao inicial de 2500 ppm

Acrilico Aluminio Inox Teflon Silicone
RSD das 3 inje¢des 2,00 5,25 0,30 343 3,65
Tx de Recuperacgao 89,79 82,86 91,23 86,16 93,61
VMA x Taxa 7,71 7,12 7,84 7,40 8,04

API 1- Solucgdo inicial de 10ppm

Acrilico Aluminio Inox Teflon Silicone
RSD das 3 inje¢des 9,34 11,48 6,28 12,24 1,27
Tx de Recuperacao 76,83 79,43 91,16 90,72 88,71
VMA x Taxa 6,60 6,82 7,83 7,79 7,62

Os resultados para a API 1 cumprem os critérios de aceitacao. Obteve-se taxas de recu-

peragao superiores a 70%, pelo que o valor de VMA nao sera corrigido.

AP| 2

O LOQ experimental foi calculado anteriormente no ensaio de exatiddo e repetibilidade

(Resultado vs pd 10 ppm), sendo de 0,24 ppm.

Na Tabela 4.23 estdo apresentados os resultados do API 2.

Tabela 4.23- Resultados das taxas de recuperacdo do API 2

API 2- Solucao inicial de 2500 ppm

Acrilico | Aluminio Inox Teflon Silicone
RSD das 3 injecbes 5,02 1,80 1,82 1,20 0,38
Taxa de Recuperagao 61,80 75,09 77,24 79,49 79,31
VMA x Taxa 0,80 0,97 1,00 1,03 1,02

API 2- Solucao inicial de 10ppm

Acrilico | Aluminio Inox Teflon Silicone
RSD das 3 injecbes 10,62 19,90 12,69 1,26 12,32
Taxa de Recuperagao 23,74 36,56 56,62 75,49 60,21
VMA x Taxa 0,31 0,47 0,73 0,97 0,78

Os resultados para o APl 2 cumprem os critérios de aceitacdo. As taxas de recuperacao
para o acrilico e aluminio foram inferiores a 50% para a concentracéo inicial 10ppm. E de notar

que em ambos os materiais, ocorreu um espalhamento acentuado aquando da aplicacao.
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Foi efetuado um ensaio em que se usou uma solugdo com concentracao mais elevada,

de 50 ppm e aplicou-se 0,1 mL. Os resultados estao na Tabela 4.24.

Tabela 4.24- Resultados do API 2 para o acrilico e aluminio com uma solugéo inicial de 50 ppm.

API 2- Solugao inicial de 50 ppm

Acrilico Aluminio
RSD das 3 inje¢des 6,24 8,81
Taxa de Recuperagao 68,60 56,85
VMA x Taxa 0,89 0,73

Com os resultados obtidos conclui-se que o modo de aplicacao tem influéncia nos re-
sultados. De forma, a tentar melhorar os resultados obtidos manteve-se o modo de aplicacao
e alterou-se o método de recuperacao para 2 swabs inoculados com etanol e um swab seco.

Os resultados encontram-se na Tabela 4.25.

Tabela 4.25- Resultados do API 2 para o acrilico e aluminio com uma solucéo inicial de 50 ppm. E com 2 swabs

humedecidos e um seco.

API 2- Solucao inicial de 50 ppm

2 Swabs humedecidos + 1 swab seco

Acrilico Aluminio
RSD das 3 injegdes 6,79 7,75
Taxa de Recuperagao 53,21 64,34
VMA x Taxa 0,7 0,8

Com os resultados obtidos conclui-se que a forma como é feita a recuperacdo nao tem
um impacto significativo.

Concluindo que a forma de aplicacdo tem impacto repetiu-se o ensaio para o API 2, com
o modo de aplicagdo com uma concentragao cinco vezes mais concentrada e aplica-se 0,1 mL,
para o acrilico, aluminio, inox e silicone visto que apresentavam valores inferiores a 70%.

Os resultados obtidos estdao na Tabela 4.26.
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Tabela 4.26- Resultados finais do API 2 para o acrilico, aluminio, inox e silicone.

API 2- Solucao inicial de 12500 ppm

Acrilico Aluminio Inox Silicone
RSD das 3 inje¢des 4,11 2,02 5,35 1,50
Taxa de Recuperagao 71,96 74,28 81,29 79,40
VMA x Taxa 0,94 0,96 1,05 1,02

API 2- Solucao inicial de 50 ppm

Acrilico Aluminio Inox Silicone
RSD das 3 inje¢des 11,61 30,38 2,34 1,08
Taxa de Recuperagao 56,92 56,63 76,68 72,54
VMA x Taxa 0,73 0,73 0,99 0,94

API 3
O LOQ experimental foi calculado anteriormente no ensaio de exatiddo e repetibilidade

(Resultado vs pd 10 ppm), sendo de 0,24 ppm.

Na Tabela 4.27 estdo apresentados os resultados do API 3.

Tabela 4.27- Resultados obtidos do ensaio de taxas de recuperagdo para o API 3.

API 3- Solugdo inicial de 2500 ppm

Acrilico Aluminio Inox Teflon Silicone
RSD das 3 injecbes 8,58 2,69 15,18 2,56 8,21
Taxa de Recuperacao 73,50 83,88 81,51 79,62 67,01
VMA x Taxa 16,81 19,18 18,64 18,21 15,33

API 3- Solucao inicial de 10 ppm

Acrilico Aluminio Inox Teflon Silicone
RSD das 3 injecdes 37,08 31,57 2,74 3,03 21,24
Taxa de Recuperacao 37,71 52,52 57,63 86,93 21,27
VMA x Taxa 8,6 12,01 13,18 19,88 4,87

Os resultados para a API 3 para o acrilico e aluminio na concentracdo inicial de 10 ppm
ndo cumprem o critério de aceitacdo do RSD das 3 inje¢des. E para o Inox e Silicone a taxa de

recuperagao foi inferior a 70%. Ap0s as experiéncias realizadas com o API 2, repetiu-se o ensaio
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com o modo de aplicagdo com uma concentragao cinco vezes mais concentrada e aplicou-se

0.1mL. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.28.

Tabela 4.28- Resultados obtidos das recuperacdes da API 3 para o acrilico, aluminio, inox e silicone. Com aplica-

¢do de uma solucao inicial cinco vezes mais concentrada e aplicagdo de 0,1mL.

API 3 - Solugéo inicial de 12500 ppm

Acrilico Aluminio Inox Silicone
RSD das 3 inje¢des 2,33 3,60 4,67 7,56
Taxa de Recuperagao 76,84 79,20 88,46 86,41
VMA x Taxa 17,57 18,11 20,23 19,76

API 3- Solucdo inicial de 50 ppm

Acrilico Aluminio Inox Silicone
RSD das 3 inje¢des 4,47 14,80 4,15 1,56
Taxa de Recuperagao 42,06 38,12 83,70 65,93
VMA x Taxa 9,62 8,72 19,14 15,08

Apesar da nova forma de aplicagdo no acrilico e aluminio para uma solugao inicial de 50
ppm os valores continuam a ser inferiores a 70%, contudo houve uma melhoria na replicacao
da recuperacao. Isto deve-se ao fato do espalhamento ndo ter sido tdo acentuado como an-

teriormente. No silicone e Inox verificou-se também uma melhoria de resultados.

APl 4
O LOQ experimental foi calculado anteriormente no ensaio de exatiddo e repetibilidade

(Resultado vs STD 10 ppm), sendo de 0,23 ppm.

Na Tabela 4.29 estao apresentados os resultados para o API 4.
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Tabela 4.29- Resultados obtidos das recupera¢des do API 4.

API 4- Solucdo inicial de 2500 ppm

Acrilico Aluminio Inox Teflon Silicone
RSD das 3 inje¢des 15,04 3,58 8,29 3,85 2,53
Taxa de Recuperagao 46,65 75,25 58,73 74,75 69,02
VMA x Taxa 0,2 04 0,3 04 03

API 4- Solucdo inicial de 10 ppm

Acrilico Aluminio Inox Teflon Silicone
RSD das 3 injecbes 33,39 21,77 3,96 2,93 6,88
Taxa de Recuperagao 19,37 56,28 78,01 84,69 54,01
VMA x Taxa 0,1 0,3 04 04 0,3

Os resultados para o APl 4 para o acrilico na concentragao inicial de 10 ppm nao cumpre
o critério de aceitagdo do RSD das 3 injecSes e VMA x Taxa é inferior ao LOQ. Apds as experi-
éncias realizadas com o API 2, repetiu-se o ensaio com o modo de aplicagdo com uma con-
centracdo cinco vezes mais concentrada e aplica-se 0,1mL. Como a taxa de recuperagao para
o silicone foi inferior a 70% e como se repetiu para os outros 2 APIs para o Inox com a nova
forma de aplicagao, repetiu-se também para o Inox e Silicone. Os resultados estao apresenta-
dos na

Tabela 4.30.

Tabela 4.30- Resultados obtidos das recuperagdes do API 4 para o silicone. Com aplicagdo de uma solucéo inicial

cinco vezes mais concentrada e aplicacdo de 0,1 mL.

API 4- Solucao inicial de 12500 ppm

Acrilico Aluminio Inox Silicone
RSD das 3 injecbes 14,12 572 8,29 5,20
Taxa de Recuperacao 81,57 87,74 102,81 105,33
VMA x Taxa 0,39 042 0,49 0,51

API 4- Solucao inicial de 50 ppm

Acrilico Aluminio Inox Silicone
RSD das 3 injecbes 2,34 2,72 11,27 23,62
Taxa de Recuperacao 78,97 82,67 83,47 100,50
VMA x Taxa 0,38 0,40 0,40 0,48
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Com a nova aplicagdo houve um aumento das taxas de recuperacao. No caso do silicone
em ambas as concentragdes os resultados obtidos foram superiores a 100%, contudo este valor

é aceitdvel uma vez que no ensaio de exatiddo obteve-se valores também superiores a 100%.

Discussao dos resultados das taxas de recuperagdo para os quatro APIs

Através deste método conseguiu-se verificar que existe impacto na forma como a apli-
cacao é feita.

Para a APl 2, API 3 e API 4 repetiu-se o trabalho utilizando com uma concentragao cinco
vezes mais concentrada e aplicou-se 0,1mL. Concluindo-se que houve melhoria nas taxas de
recuperacao. Nao se repetiu para o material Teflon porque as taxas inicialmente obtidos foram
superiores a 70% e a repeticao iria melhorar os resultados, uma vez que nao se repetiu ficamos
a trabalhar com o “pior caso”.

Para o APl 1 ndo se repetiu com o modo de aplicagdo desenvolvido pela mesma razdo
dada anteriormente, isso € se repetissemos estariamos a melhorar os resultados assim ficamos

com o resultado de “pior caso”.

4.2 Correcao dos VMAs

ApOs a validagdo do método analitico com as taxas de recuperagdo é necessario fazer a
correcao para os VMA. O parametro que a empresa tem é que resultados de taxas de recupe-
racao superiores a 70% nao se efetuam corregoes.

Assim, na Tabela 4.31 estdo apresentados para cada API e para cada material o valor de

taxa mais baixo de recuperacao entre as duas concentracdes.

Tabela 4.31- Valor mais baixo obtido da taxa de recuperacao para cada API e para cada material

Acrilico Aluminio Inox Teflon Silicone
API 1 76,83 79,43 91,16 86,16 88,71
API 2 56,92 56,63 76,68 75,49 72,54
API 3 42,06 38,12 83,70 79,62 65,93
APl 4 78,97 82,67 83,47 74,75 100,50

Assim, para o APl 1 e APl 4 o VMA néo tera de ser corrigido. Para o API 2 e para o API 3
tera se corrigir para o acrilico e aluminio. E ainda para o API 3 é necessario fazer para o silicone.
Para a correcdo utilizou-se a seguinte formula 4.9. Na Tabela 4.32 estdo os valores de

VMA corrigidos.
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Sendo,

VMA,

_ VMAXTaxa

100

VMA- valor de VMA corrigido, em ppm

Taxa- Taxa de recuperagdo, em percentagem

(4.9)

Tabela 4.32- Valores de VMA corrigidos com as taxas de recuperagdo

Acrilico Aluminio Inox Teflon Silicone
API 1 8,59 8,59 8,59 8,59 8,59
VMA API 2 0,73 0,73 1,29 1,29 1,29
(ppm) APl 3 9,6 8,72 22,87 22,87 15,08
APl 4 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48

Verifica-se que nenhum dos valores de VMA ¢é inferior a 0,25ppm (LOQ), pelo que o

meétodo analitico validado € valido para os quatro APIs.
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CONCLUSAO

A validagdo de um método analitico para a determinacdo de APIs revela-se de elevada
importancia devido a necessidade de controlar as contaminagdes que possam ocorrer no pro-
cesso de fabrico de medicamentos. Normalmente, a validacdo do método analitico é realizada
para um APl de cada vez, mas neste trabalho foi feito a validacdo para quatro APls em simul-
taneo. Desta forma, a empresa pretende estar um passo a frente para quando houver maior
capacidade de produgdo na fabrica, permitindo dar uma resposta mais rapida se houver pro-
dugdo em simultaneo destes quatro APIs.

Em relagdo a validagdo do método analitico, face aos resultados obtidos, é possivel con-
cluir que o método de determinacdo de residuos dos quatro APls em estudo por HPLC é ade-
quado e fiavel. Validado o método analitico, passou-se para as taxas de recuperacao.

Usualmente a validagdo do método analitico incluiu as taxas de recuperagao, contudo
decidiu-se fazer faseadamente de forma que se algum resultado obtido ndo fosse o esperado,
0 método ndo estaria em causa, mas em vez disso a forma/ maneira de fazer as taxas de recu-
peracao.

O ensaio das taxas de recuperacao foi realizado em cinco materiais diferentes (acrilico,
aluminio, inox, teflon, silicone), apesar de alguns materiais ndo fazerem parte da constituicao
das maquinas onde os APIs passam, mas sao todos os materiais que existem nas maquinas de
producao de forma geral. Assim, caso haja uma alteragdo nas maquinas de producdo o método
ja se encontra validado para a maioria dos materiais.

Os maiores desafios que ocorreram durante a validagdo do método foram os ensaios das
taxas de recuperacdo. Houve necessidade de fazer estudos de aplicacdo de solu¢des e swabing,
concluindo-se que a forma de aplicagdo era importante principalmente nos materiais aluminio

e acrilico, porque verificava-se um maior espalhamento da solucdo de aplicagdo. A forma
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swabing com a nova forma de aplicacdo acabou por ndo produzir os efeitos de melhoria de-
sejados, pelo que se manteve a forma de swabing inicial (trés swabs hiumidos em solvente).
Mesmo com a nova forma de aplicacao foram obtidas taxas de recuperacao inferiores a

70%, pelo que foi necessario fazer corre¢des ao nivel de VMA.
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TRABALHOS FUTUROS

ApOs a realizagao desta dissertacao, ficam alguns pontos por concluir e a realizar

no futuro:

- Desenvolver um método de recuperacao que seja mais adequado, de forma que as
taxas de recuperagao sejam superiores a 70%.

- Para que a validagao de limpeza fique terminada é necessario validar a limpeza dos
equipamentos da producao iniciando o processo com a elaboragdo de um protocolo e um
plano de amostragem. Posteriormente recolher as amostras, analisar e tratar os resultados.

- De forma a avaliar a eficacia do procedimento de limpeza dos equipamentos tera que
ser realizada uma validagdo, que pressupde a realizacdo de trés a¢des de verificacdo analitica
bem-sucedidas, para se considerar o equipamento validado face ao procedimento de limpeza

aplicado.
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