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RESuUmMO

O presente relatorio descreve as atividades desenvolvidas no ambito do estagio
curricular do Mestrado em Engenharia Biolégica e Quimica na Escola Superior de Tecnologia
do Barreiro e decorreu na Industria Farmacéutica Generis, S.A., de marco a julho de 2021. O
estagio tinha como objetivo, permitir aplicar os conhecimentos teoricos adquiridos, em
contexto real, dando a discente as competéncias necessarias.

Neste estagio, a discente aprendeu a trabalhar sob as regras de Boas préticas de
fabricacdo/ Good Manufacturing Practices (GMPs) que descrevem o padrdo minimo de que
um fabricante de medicamentos deve atender nos seus processos de producgéo e controlo de
gualidade para garantir que sao feitos de forma consistente e com a qualidade exigida. A
discente aprendeu também a trabalhar sob as regras de Boas préticas de laboratério/Good
Laboratory Practices (GLP’s) que constituem conjunto de regras e critérios para um sistema
de qualidade relacionado com as condigbes sob as quais 0s ensaios que asseguram O
controlo de qualidade de todos os produtos que entram e saem de uma fabrica sdo realizados,
monitorizados, registados, relatados e arquivados.

Com o objetivo de garantir a qualidade das matérias-primas, foram realizados ensaios
fisico-quimicos, obtendo-se resultados dentro da especificagdo ou conformes. Quando esta
condi¢do ndo se verificou, foram executados os procedimentos adequados a cada ensaio de
forma a ultrapassar ou ndo, esse resultado fora de especificagéo.

Os ensaios realizados no laboratério de Controlo de qualidade foram ensaios de
aparéncia, solubilidade, de identificac&o por espetroscopia de IV (Infravermelho), ensaios para
determinacgéo do teor de agua através dos seguintes métodos: titulacdo de Karl Fischer e
perda por secagem/loss on drying (LOD), cinzas sulflricas e totais, cloretos e sulfatos,
titulacdo por potenciometria e cromatografia liquida de alto desempenho (para quantificar o
principio ativo e impurezas conhecidas e desconhecidas). O perfil de impureza deve ser
comparado com dados histéricos ou do fabricante a fim de detetar alteragbes no API
resultantes de modificagdes nas matérias-primas, parametros operacionais do equipamento
ou processo de producéo.

A discente participou nas atividades de gestdo do laboratério que incluiu gestdo dos
padrBes usados nos varios ensaios, reagentes e amostras. Para além disso, ainda participou
nas atividades de melhoria continua desenvolvidas pelo laboratério com ambito na filosofia
Kaizen que visa 0 aumento de produtividade, otimizagdo dos equipamentos, melhoria da
organizacao dos espacos e eliminacdo de desperdicios.

Neste estagio, foram obtidos resultados conformes e ndo conformes, permitindo a
aquisicdo de conhecimentos acerca das praticas realizadas em caso de ocorréncia de
resultados fora de especificagéo.

PALAVRAS-CHAVE: MATERIAS-PRIMAS, GOOD MANUFACTURING PRACTICES, GOOD
LABORATORY PRATICES, CONTROLO DE QUALIDADE, ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS
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ABSTRACT

This report describes the activities developed in the curricular internship of the master’s degree
in Biological and Chemical Engineering, carried out in Pharmaceutical Industry Generis, S.A
from March to June 2021. The aiming of this the internship is to allow the application of the
theoretical knowledge acquired, in a real context, giving the student the necessary skills.

During this period, the student learned to work in the light of some standard practices,
used to ensure a quality system. The Good Manufacturing Practices (GMPs), which aim to
describe the minimum standard that a medicine manufacturer must meet in its production
processes and the Good Laboratory Practices (GLPs), which aim to describe a set of rules and
criteria related to the planning, conduct, monitoring, recording, reporting and archiving of non-
clinical health studies, as well as the development of tests that ensure the quality control of all
products that enter and leave the factory.

In order to guarantee the quality of raw materials, physicochemical tests were performed,
obtaining results within specification or in compliance. When this condition was not verified, all
the correct procedures were followed for each test.

The tests performed were, appearance tests, solubility and identification tests by IR
spectroscopy (Infra-red). For the determination of the water content, other tests were
performed, such as Karl Fischer titration and loss on dry (LOD), sulphuric and total ash,
chlorides and sulphates, dosage by potentiometry and high-performance liquid
chromatography (HPLC). All the assays were performed as a quantification of the active
principle, as well as known and unknown impurities. The impurity profile must be with historical
or manufacturer's data in order to detect changes in the API resulting from modifications in the
raw materials, equipment operating parameters or production process.

Besides the physicochemical tests, the student participated in laboratory management
and continuous improvement activities, developed by the laboratory, based on the "Kaizen"
philosophy. The activities included the management of the standards used in the various tests,
reagents and samples, as well as, the increase of productivity, optimisation of the equipment,
improvement of the organisation of the spaces and elimination of waste, respectively.

In this internship, compliant and non-compliant results were obtained, enabling the
acquisition of knowledge about the standard practices carried out in both situations.

KEYWORDS: RAW MATERIALS, GOOD MANUFACTURING PRACTICES, GOOD
LABORATORY PRACTICES, QUALITY CONTROL, PHYSICOCHEMICAL TESTS
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1. INTRODUCAO

O presente estigio foi realizado na Industria Farmacéutica Generis, S.A. mais
especificamente no laboratério de controlo de qualidade (CQ) na equipa das Matérias-primas
(MPs), no ambito da unidade curricular (UC) de Estégio Curricular do Mestrado em Engenharia
Quimica e Biolégica da Escola Superior de Tecnologia do Barreiro (ESTB), Instituto
Politécnico de Setubal (IPS). O mesmo teve inicio no dia 8 de mar¢o e terminou no dia 9 de
julho do mesmo ano.

Ao longo de todo o processo de fabrico dos diversos medicamentos, existem varios pontos
onde é necessario garantir o controlo de qualidade, desde as matérias-primas, ao produto
semi-acabado e produto acabado.

As matérias-primas séo verificadas, de forma a verificar-se se encontraram em condi¢des
(dentro da especificagdo) de serem utilizadas na producgéo. Essa especificagdo é definida
como uma lista de testes, referéncias a procedimentos analiticos e critérios de aceitagédo
apropriados, que sao limites numéricos ou outros critérios com 0s quais as matérias-primas
devem estar em conformidade para serem consideradas aceitaveis.

Os ensaios realizados no laboratério de controlo de qualidade avaliam parédmetros, tais
como caracteristicas quimicas e fisicas, e verifica-se se a matéria-prima esta dentro do
intervalo admitido para esses parametros de acordo com a farmacopeia.

Existem ainda outras fun¢des no laboratério de CQ, tais como atividades relacionadas
com o fluxo de entrada das amostras no laboratorio, atividades de verificacdo de dados
gerados pelos analistas para emissdo de certificados de andlise, atividades de limpeza de
material e das varias areas do controlo de qualidade e coordenacdo e planeamento de
atividades de controlo de qualidade de maneira que haja garantia de que ha controlo sobre
todos os materiais e produtos processados na empresa.
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1.1. INDUSTRIA FARMACEUTICA GENERIS, S.A.

A Farmacéutica Generis SA., é um Laborat6rio Farmacéutico Portugués, especializado
no mercado de medicamentos genéricos e similares, para além de os desenvolver e produzir

G Generis:

Figura 1 - Logotipo da empresa [1]

1.1.1. HISTORIA

O desenvolvimento ao longo do tempo desta empresa encontra-se no esquema da Figura
2 [1].

2008 2013
2002 Adquire as Inicia a
Nasce a segundas colaboracgdo com
Generis instalacdes fabris o Instituto Kaizen
2006 2011 2014
Adquire as Atinge a lideranca do Lideranca do mercado
primeiras mercado portugués farmacéutico portugués,
instalacbes de genéricos sendo a empresa com
fabris mais unidades vendidas

Figura 2 - Linha cronoldgica dos eventos mais marcantes no desenvolvimento da
empresa Generis [1]

Atualmente, a Generis faz parte do Grupo Aurobindo, presente em mais de 20 paises,
integrado desde a Investigagéo e Desenvolvimento (1&D) a comercializa¢cdo de medicamentos
genéricos [1].

2
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1.1.2. ATIVIDADE COMERCIAL

A Generis, S.A. tem um portefélio abrangente, que alcanca 85% das areas terapéuticas,
constituido por 1492 medicamentos sujeitos a receita médica, 254 produtos de uso hospitalar
e 67 Produtos de Saude. Sdo produzidos antibiéticos, dermatoldgicos, oncoldgicos,
antirretrovirais, antialérgicos, entre outros [2].

1.1.3. ATIVIDADE INDUSTRIAL

A unidade industrial da Generis (Figura 3), localiza-se na Venda Nova, Amadora,
Portugal e estd em funcionamento desde 2006. Tem capacidade para produzir anualmente
30 milhdes de embalagens. Esta unidade industrial tem 8.125 metros quadrados de &rea util,
divididos entre producéo, area de andlise, escritérios e zona de armazenamento [3].

Figura 3 - Edificio da unidade industrial [3]

Sao fabricados atualmente mais de 800 referéncias diferentes de produto acabado. A
empresa esta localizada numa area com acesso privilegiado as principais vias de
comunicacdao, para facil rececado de matéria-prima e expedicao do produto acabado [3].

A empresa possui a area de desenvolvimento para a realizacdo de lotes laboratoriais ou
lotes piloto equipada com equipamentos de producdo a escala de 10% dos equipamentos
industriais existentes, permitindo o scale-up industrial minimizando os riscos [3].

1.1.4. EXPORTACAO

A Farmacéutica Generis esta presente nos mercados de Angola, Cabo Verde,
Mocambique e Macau, por serem de lingua portuguesa e existirem relagdes bilaterais
historicas entre os paises [4].

Esta presente ainda no Médio Oriente, nomeadamente, Libano, Libia e Iraque através
de parcerias estratégicas com agentes e distribuidores locais. Nos continentes americanos e
asiaticos, ja existem produtos registados de medicamentos e a sua comercializacao [4].



Formacao em contexto de trabalho em laboratério na industria farmacéutica

Na Figura 4 encontram-se representados 0s paises que constituem o mercado alvo da
Generis SA [4].

Figura 4 - Mercado alvo da Generis [4]

Para a empresa € importante fornecer medicamentos da mais elevada qualidade e isso
requer um laboratério de qualidade que assegure esse objetivo.

1.1.5. Laboratério Controlo de Qualidade

A discente estagiou no laboratério de controlo de qualidade (CQ). O laboratério de CQ
tem como principais funcgdes:

e analise e libertacdo de lotes para a unido europeia

e esta equipado com tecnologias de analise, para atender a qualquer exigéncia de
farmacopeias internacionais

e todas as atividades relacionadas a qualidade sdo registadas no momento em
gue séo realizadas

e qualquer desvio do procedimento escrito € documentado e explicado.

¢ nenhum material deve ser libertado ou usado antes da concluséo satisfatéria da
avaliacdo feita pela(s) unidade(s) de qualidade [3].

No laboratério de CQ existem diversas equipas essenciais aos varios pontos de controlo
durante o processo de fabrico que séo:

e Equipa da microbiologia,

e Equipa do produto acabado,
e Equipa dos novos produtos,
¢ Equipa da estabilidade,

¢ Equipa das amostragens,

e Equipa do fluxo de amostras
e Equipa das matérias-primas.
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A discente teve a oportunidade de integrar a equipa das Matérias-Primas (MPs), durante
0 estagio curricular. Realizou-se ensaios de espetroscopia de IV (Infravermelho), com recurso
a um espetrofotometro de 1V, e também ensaios para determinacao do teor de agua através
dos seguintes métodos: titulacdo de Karl Fisher e perda por secagem/loss on drying (LOD).

Para além destes ensaios, a discente teve a oportunidade de realizar diversos ensaios
fisico-quimicos tais como determinac¢do de cloretos, sulfatos, aparéncia e solubilidade. cinzas
sulfuricas, cinzas totais titulagdo por potenciometria para determinagéo direta do principio
ativo (API) da amostra e técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) em
matérias-primas para quantificar o principio ativo, impurezas conhecidas e desconhecidas.

A andlise das MPs apés a sua rece¢do no armazém, inclui o envio para o laboratério de
CQ acompanhado com o cédigo referente a um sistema informatico (c6digo SAP), o nimero
do lote, documentacdo do fabricante e também da documentacéo interna de rececdo e
amostragem. As MPs podem encontrar-se em cinco estados de urgéncia:

e Produtos urgentes a aguardar a amostragem;

e Produtos urgentes com ensaios fundamentais terminados;

e Produtos com ensaios em falta para terminar analise;

e Produtos para verificagdo de resultados;

e Produtos verificados a aguardar emisséo do Certificado de Analise (CoA).

Todas estas categorias encontram-se num quadro que é atualizado diariamente pelo
supervisor e utilizado por todos os analistas da equipa das MPs. Os ensaios sao registados
no caderno de laboratério referente a matéria-prima analisada e, uma vez concluidos todos
0S ensaios, 0s resultados sao colocados no Registo de Andlise (RA).

Os registos realizados nos cadernos de laboratorio devem conter dados completos
derivados de todos os testes realizados para garantir a conformidade:

e Descrigcdo da amostra recebida

¢ Referéncia a cada método de teste usado

e Peso ou medida da amostra para cada teste, bem como gréficos, espectros ...
¢ Registo de todos os célculos do tratamento de resultados

e Indicacdo dos equipamentos usados

¢ Resultados e conformidade com os critérios de aceitacdo

e Assinatura da pessoa que executou com a data de execucao.

A equipa de verificagdo procede a correcdo e confirma se esta tudo conforme para
permitir a emissdo do CoA (certificado de analise) e é feita a aprovacao final.
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1.2. OBJETIVOS DO ESTAGIO

Este estagio teve como objetivos:

e Trabalhar segundo as boas préticas de fabricacdo (GMP) e as boas préaticas de
laboratério (GLP)

e Conhecer o funcionamento de um Laboratério de Controlo da Qualidade na Industria
Farmacéutica

¢ Realizacdo de ensaios fisico quimicos em matérias-primas, tais como, de aparéncia,
solubilidade, espetroscopia infravermelho para comparacao do espetro da amostra com
0 padréo de referéncia, perda por secagem, titulacdo Karl fischer, cinzas totais, cinzas
sulfdricas, titulacdo por potenciometria e cromatografia liquida de elevado
desempenho.

e Conhecer os procedimentos a seguir em caso de ocorréncia de resultados fora de
especificagdo (n&o conforme), bem como dentro das especificagées (conforme)

e Compreender as atividades de gestédo de laboratério (gestdo de padrbes, reagentes e
amostras).

1.3. CRONOGRAMA

O estagio iniciou-se a 8 de marco e terminou a 9 de julho de 2021, perfazendo um total de
600 horas. No cronograma (Tabela 1), estdo indicadas as atividades desenvolvidas durante o
estagio.

Tarefa 1 — Leitura da documentagdo GMPs e introducéo ao laboratério

Tarefa 2 — Realizacdo técnicas analiticas das matérias-primas por espetroscopia de
infravermelho, perda por secagem, determinacdo da percentagem de &gua pela técnica de
titulagdo de Karl-fischer.

Tarefa 3 — Aplicacdo de HPLC para quantificagcdo do principio ativo, impurezas conhecidas e
desconhecidas

Tarefa 4 — Realizacdo de técnicas analiticas fisico-quimicas das matérias-primas, tais como,
aparéncia, solubilidade, cloretos, sulfatos e cinzas

Tarefa 5 — Realizagdo de técnica analitica das matérias-primas por titulagdo por
potenciometria
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Tabela 1 - Cronograma das atividades desenvolvidas no decorrer do estagio na Generis SA. no periodo
de estagio de marco a julho de 2021.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. GESTAO DE QUALIDADE

A Gestdo da Qualidade abrange todas as questdes que influenciam individual ou
coletivamente na qualidade de um produto. Pode ser definida como o somatério dos
procedimentos organizados com o objetivo de garantir que os medicamentos tenham a
qualidade exigida para o uso a que se destinam. A Gestdo da Qualidade, incorpora as Boas
Praticas de Fabricacdo (do inglés, Good manufacturing Pratices — GMP) [5].

As GMPs séo a parte da Gestdao da Qualidade que garante que os produtos séo
produzidos e controlados de forma consistente de acordo com os padrdes de qualidade
apropriados e estipulados para o uso pretendido. O termo “Fabricacao” é definido para incluir
todas as operacdes de recebimento de materiais, producdo, embalagem, rotulagem, controle
de qualidade, libertagéo, armazenamento, distribuicdo dos principios ativos (APIs) e todas as
fases de controlo [5].

Os requisitos basicos das GMP sdo:

e Todos os processos de fabricagcdo sdo claramente definidos de maneira a serem
capazes de fabricar os farmacos de forma consistente com a qualidade exigida
e em conformidade com suas especificacdes;

e As etapas criticas dos processos de fabricacdo e mudancas significativas no
processo sao sujeitas a validacao;

Todas as condic6es necessarias para GMP sao fornecidas, incluindo:

e O treino e qualificacdo pessoal,

e As instalactes e espaco adequados;

¢ Os equipamentos e servicos adequados;

e Os materiais, recipientes e rotulos corretos;
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e Os procedimentos e instrucdes aprovadas, de acordo com o Sistema de
Qualidade Farmacéutica;

e O armazenamento adequado;

e Asinstrugdes e procedimentos sdo escritos de forma clara;

e Os procedimentos sdo realizados corretamente e 0s operadores séo treinados
para essa finalidade [5].

A qualidade deve ser da responsabilidade de todas as pessoas envolvidas na fabricacéo
e no controlo. O sistema de gestdo da qualidade deve abranger a estrutura organizacional,
procedimentos e recursos, bem como as atividades necessarias para garantir a confianga de
gue o API atenderd as especificacdes pretendidas de qualidade e pureza. Todas as atividades
relacionadas a qualidade devem ser definidas e documentadas [5].

2.2. CONTROLO DE QUALIDADE (CQ)

O CQ constitui a parte integrante das GMP destinada a amostragem, especificacdes
das matérias-primas, com o0s testes, organizacdo, documentacdo e procedimentos de
libertacdo. Garantem gue os testes necessarios e relevantes séo realmente efetuados e que
as matérias-primas nao séao libertadas para uso, nem produtos colocados a venda, até que a
sua qualidade seja devidamente comprovada [5].

Os requisitos basicos do CQ séo:

¢ Os métodos dos testes sao validados pelo controlo de qualidade;

e Os registos sdo feitos, manualmente e/ou por instrumentos de registo, que
demonstram que todos os procedimentos de amostragem, inspecdo e testes
necessarios foram realmente realizados. Quaisquer desvios sao totalmente registados
e investigados;

e A avaliagdo do produto inclui uma reviséo e avaliacdo da documentacéo de producdo
relevante e uma avaliagdo dos desvios dos procedimentos especificados;

¢ Nenhum lote de produto é libertado para venda ou fornecimento antes da certificacao
por uma Pessoa Qualificada normalmente pertencente a garantia de qualidade;

e Sdo guardadas as amostras de referéncia em quantidade suficientes de matérias-
primas e produtos para permitir o exame futuro dessas amostras, quer seja uma
repeticdo para provar os resultados ja emitidos ou para efetuar testes de estabilidade

[5].
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2.2.1. Garantia de qualidade versus Controlo de qualidade:

A garantia de qualidade consiste na “parte da gestdo da qualidade focada em fornecer
confianca de que os requisitos de qualidade serdao atendidos”. A confianca fornecida pela
garantia de qualidade é dupla - internamente para a gestdo e externamente para clientes,
autoridades reguladoras, certificadores e terceiros. O controlo de qualidade pode ser definido
como as técnicas operacionais e atividades usadas para cumprir 0s requisitos de qualidade

[5].
2.3. MEDICAMENTOS GENERICOS

Um medicamento (forma farmacéutica) € um produto farmacéutico, tecnicamente
elaborado, contendo um ou mais farmacos associados a outras substancias, com finalidade
profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnéstico. Tem eficacia, seguranca e qualidade
comprovadas [6].

As formas farmacéuticas podem ser apresentadas em varios estados fisicos, tais como,
liquidas (solugbes, xaropes, elixires, suspensdes, emulsdes, gotas, injetaveis, etc.), sélidas
(comprimidos, drageias, capsulas, pés, pastilhas, granulados, supositérios, 6vulos, etc.),
semi-sélidas (pomadas, cremes, pastas, unguentos, etc.) e gasosas (aerossois e inalantes)

[6].

Segundo o Estatuto do Medicamento, um medicamento genérico tem a mesma
composigao qualitativa e quantitativa em substancias ativas, a mesma forma farmacéutica e
dose ou concentracao, tendo bioequivaléncia com o medicamento de referéncia demonstrada
por estudos de biodisponibilidade apropriados.

Um teste da bioequivaléncia é um estudo clinico feito num centro de estudos responsavel
por demonstrar a existéncia da mesma quantidade de substéncias ativas no organismo
humano sempre que é tomada a mesma dose de um medicamento inovador ou do seu
genérico. Tem a mesma indicacao terapéutica que o medicamento inovador, de marca, tendo
demonstrado que atua no organismo humano da mesma forma que o medicamento de
referéncia [6].

Durante os primeiros anos de comercializacdo, os medicamentos inovadores s&o
protegidos por patentes, sendo uma forma de garantir a exclusividade e a recuperacao do
dinheiro gasto na investigagdo do novo produto. Os genéricos sao produzidos legalmente
depois da patente dos medicamentos inovadores terminar [7].

Todos os medicamentos, incluindo os medicamentos genéricos, sao fabricados em
instalacBes que cumprem as normas legais em vigor e que sao inspecionadas periodicamente
pelas autoridades [7].
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2.3.1. MATERIAS-PRIMAS

Entende-se por matéria-prima, qualquer substancia, ativa ou nado, utilizada na producao
de um medicamento, quer permaneca inalteravel quer se modifique ou se consuma no
decurso do processo. As matérias-primas, incluem, assim, 0s excipientes e o principio ativo

[8].

Por principio ativo (API) entende-se, por uma substancia ou mistura de substancias que
quando utilizada no fabrico do medicamento, se torna um principio ativo desse medicamento,
destinado a exercer uma acao farmacoldgica, imunolégica ou metabdlica, para restaurar,
corrigir ou modificar func¢des fisiol6gicas ou a estabelecer um diagndstico médico [8] [9].

O excipiente engloba qualquer componente de um medicamento, com a excec¢éo da
substéncia ativa e do material da embalagem [8].

2.4. QUALIDADE DOS MEDICAMENTOS GENERICOS

A autorizacdo de introdugdo no mercado de medicamentos geneéricos esta sujeita as
mesmas disposicdes legais dos outros medicamentos de referéncia, apenas com a excecao
da apresentacdo dos relatorios sobre ensaios farmacoldgicos, toxicolégicos e clinicos. E
obrigatéria a demonstracéo da bioequivaléncia com base em estudos de biodisponibilidade
ou quando estes néo forem adequados, a demonstracdo ou equivaléncia terapéutica por meio
de estudos de farmacologia clinica apropriados (estes testes seguem estritamente o disposto
nas normas comunitarias) [6].

O sistema regulador europeu de medicamentos, € constituido por uma rede de cerca de
cinquenta autoridades regulamentares dos trinta e um paises do Espa¢o Econémico Europeu
(vinte e oito Estados Membros da Unido Europeia, Islandia, Liechtenstein e Noruega), pela
Comissdo Europeia e pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA), que asseguram aos
utentes da Unido Europeia acesso a medicamentos seguros, eficazes e de qualidade [10].

Os ensaios necessarios realizar para a libertacdo de um produto farmacéutico ou MP
estdo resumidos em codigos chamados farmacopeias.

Sao usadas quer pelas autoridades de Saude Publica, quer por os fabricantes de
medicamentos, de substancias ativas e de excipientes [10].

10
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2.5. FARMACOPEIA EUROPEIA

A Farmacopeia Europeia (Ph. Eur.) é uma obra de referéncia Unica para o controlo de
qualidade de medicamentos. Os padrdes oficiais que contém fornecem uma base cientifica
para o controlo de qualidade durante todo o ciclo de vida de um produto [11]. Para além disso
€ uma farmacopeia regional publicada pela Direcdo Europeia da Qualidade dos
Medicamentos e Cuidados de Saude. A funcdo primordial da Farmacopeia Europeia é
proteger a Saude Publica, constituir uma garantia da qualidade para os medicamentos de uso
humano e facilitar a livre circulagdo dos medicamentos no espaco europeu [10]. Esta obra
contém vérias monografias gerais para o fabrico de medicamentos, métodos gerais de andlise
de substancias e medicamentos e alguns requisitos gerais para as formas farmacéuticas [12].

2.6. TECNICAS USADAS NO LABORATORIO DE CQ
2.6.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ELEVADO DESEMPENHO (HPLC)

A cromatografia liquida do elevado desempenho (High performance Liquid
Chromatography- HPLC), também conhecida como cromatografia liquida de alta performance,
€ 0 método mais usado na industria farmacéutica para avaliar uma dada matéria-prima como
0 API e as impurezas conhecidas e desconhecidas [13] [14].

No laboratério de controlo de qualidade é usada esta técnica analitica para fazer dois
ensaios especificos aos APl's. Realiza-se 0 doseamento para quantificar o APl e as
substancias relacionadas que quantificam todas as impurezas caracteristicas do API. Estas
impurezas podem ser idénticas ao API e apenas apresentam pequenas modificacbes (ha
estrutura quimica) devido a processos de degradagdo, ao processo de fabrico do APl ou
originadas pelo processo de mistura do APl. Se essas substancias relacionadas forem
quimicamente relevantes ou perigosas também tém de ser controladas.

O API é guantificado no ensaio de doseamento e pode ser usado para quantificar
impurezas no ensaio de substancias relacionadas. Para este Ultimo caso a concentracao do
API, normalmente, é igual a concentragéo do limite da especificacdo para facilitar os célculos
no ensaio para a determinagdo de impurezas. A quantificacdo das impurezas, tanto para
impurezas conhecidas como para desconhecidas, deve ser feita num limite controlado e
inferior ao estabelecido, o Limite de Quantificacdo (LOQ) que sera explicado mais a frente.
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O equipamento de HPLC (Figura 5) € constituido por:

e um reservatdrio para a fase mével;

e uma bomba para controlar o fluxo de amostra e de fase movel que passa pela
fase estacionaria;

e um injetor que permite a introdugdo da amostra no fluxo da fase mével antes de
entrar na coluna;

e uma coluna que contém a fase estacionaria e que quando entra em contato com
a fase moével permite a separagéo de varios analitos;

e um ou mais detetores (UV, condutividade. . .) para monitorizar e registar a
absorbancia num comprimento de onda especifico e acoplado a este um sistema
de aquisicao e controlo de dados que controla todos os parametros do HPLC e
adquire dados provenientes do detetor [14].

Solvent reservoir %
Mobile phase

Degasser

Binary pump

Computer:
4|7 data acquisition +

! — data analysis
1 1
[ Mgl
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'nlalal Mass spectrum
[~ ]

S |
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| 131 L b b

Stationary phase

Autosampler

Liquid Chromatograph / ) HH \l

Figura 5 — Constituicdo base de um do equipamento de HPLC [14]

A coluna é normalmente feita de ago inoxidavel, com um enchimento de particulas de
tamanho muito reduzido que podem ir de 3 a 10 um (fase estacionaria). As colunas de HPLC
normalmente sédo descritas com base no seu empacotamento, no tamanho da particula e do
poro, na altura e no didmetro da prépria coluna. A(s) fase(s) movel(eis) é(sdo) fase(s)
liquida(s) que flui(em) através da fase estacionaria transportando os analitos. A composi¢ao
da fase mével depende da fase estacionaria, e da natureza dos compostos a ser analisados.

A fase movel pode ser uma mistura de dois/trés solventes de modo a ajustarem a
polaridade. A fase mével é forgada a fluir pela coluna por auxilio de uma bomba de modo a
superar a resisténcia ao escoamento da fase movel [15].

A polaridade da fase estacionaria ira definir o tipo de cromatografia a realizar. Se a fase
estacionaria for polar e a fase mével apolar, a cromatografia define-se como Cromatografia
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de Fase Normal (Figura 6). E mais usada quando os analitos s&o muito polares. Os solventes
utiizados na fase movel sdo Hexano, Heptano, cloroférmio, Eter isopropilico, THF
(tetrahidrofurano) e diclorometano.

Se o contrario se verificar tratar-se de uma Cromatografia de Fase Inversa (Figura 6) e
os solventes utilizados na fase movel sao acetonitrilo, metanol, isopropanol, etanol, acetona
e agua. As fases estacionarias podem ser hidrocarbonetos (cadeias lineares e de cadeias
fechadas apolares — geralmente C18) [15].

1) Reversed-Phase Chromatography Non-polar stationary phase
Polar mobile phase g = a\VB\VcC

water with water miscible organic modifier c,;, Cg,Cy, Phér{yI

Time—>

3) Normal-Phase Chromatography Polar stationary phase /\/\/\
Non-polar mobile phase o= = s CyYBYA

silica, Amino, Diol, Cyano

Time—>
Solute polarities: A > B > C

Figura 6 — Cromatogramas com ordem dos tempos de retencdo para cada tipo de cromatografia [15]

Existe dois tipos de eluicAo cromatografica neste tipo de cromatografia, a eluicdo
isocratica e em gradiente. A isocratica utiliza uma composi¢cdo constante da fase moével
durante toda a analise cromatogréafica. Esta composicao constante de fase mével proporciona
um equilibrio nas condi¢des da coluna e da velocidade da fase mdvel. Por esse motivo, a
eluicdo isocratica apresenta uma baixa capacidade de gerar picos no cromatograma
resultantes da alteracdo da composicao [16].

A eluigédo por gradiente utiliza pelo menos dois solventes diferentes. A composigéo da
fase mével varia ao longo da anélise cromatogréfica. Este tipo de eluicdo em gradiente, aplica-
se em amostras mais complexas porque permite obter todos 0os componentes separados e
aumenta o poder de separacédo, diminuindo a largura dos picos. Quanto mais acentuado for o
gradiente, maior é o desequilibrio entre as condigbes de separacdo. De referir que quanto
mais tempo os componentes forem retidos na coluna mais largo e mais baixo € o pico
resultante, como se pode perceber na se¢éo seguinte [16].

2.6.1.1. PARAMETROS DA CROMATOGRAFIA

De modo a perceber como € que se constroem métodos cromatograficos para separar
eficientemente os constituintes de uma dada amostra, apresentam-se 0os parametros de uma
dada cromatografia.
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a) Prato tedrico ou eficiéncia da cromatografia

O modelo do prato tedrico pressupfe que a coluna cromatogréfica contém um
determinado niumero de camadas separadas designados por pratos tedricos. As colunas com
nameros altos de pratos sdo mais eficientes na separacdo de compostos semelhantes do
ponto de vista da polaridade, Figura 7 [17].

‘\ —

¢——— N=100

Figura 7 - Influéncia de N na resposta da coluna cromatografica [17]

Uma coluna com um valor de nimero de pratos alto tera picos no cromatograma mais
estreitos, com um determinado tempo de reteng&o bem definidos, do que uma coluna com um
namero de pratos mais baixo resultando numa separacédo mais eficiente [17].

2 2
N—16-[ L J N—5.54{ L J
Wb Wﬂz

Figura 8 - Formula do modelo do prato teérico. A formula da direita é referente aos picos
Gaussianos [17].

onde t; é o tempo de retencdo, W é a largura do pico na base e W12 é a largura do pico a meia altura
b) Tempo de retencéo

O tempo de retencédo, Figura 9, mede o periodo de tempo que um dado analito da
amostra demora a percorrer a fase estacionaria até chegar ao detetor. Este tempo
corresponde a posi¢cdo do méaximo da adsor¢do a um dado comprimento de onda do pico no
cromatograma. Um desvio no tempo de retencdo pode indicar a existéncia de um problema
com o sistema, ou alteracdo na composicdo da fase movel ou fluxo. As farmacopeias
permitem algumas alteracbes nas condi¢cbes cromatogréficas para ajustar o tempo de
retencéo [17].
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tR:tDLLJrl_—E.KIJ
Ry

V.
_'5
= 65
t,: tempo de retencdo do soluto Vs: volume de fase estacionaria ou da coluna
ty: tempo de retencdo da fase mével (m?3)
e: fracdo de vazio Q: caudal de fase movel (m3/s)

K: coeficente de distribuicdo

Figura 9 - Equacédo do tempo de retencdo de um componente da amostra [18]

c) Seletividade de separacao de constituintes

A seletividade (a) é uma medida de tempo ou distancia entre os valores maximos de
dois picos no cromatograma. Este parametro mede a capacidade que a coluna tem de separar
dois componentes com tempos de retengcdo semelhante. Se a = 1, os dois picos tém 0 mesmo
tempo de retengéo e eluicdo, logo a separagéo nao € eficiente. Se a > 1 a separacao entre 0s
picos do cromatograma é maior [17] [18].

Na Figura 10, encontra-se a equacao que define a seletividade, em que k designa o fator
de retencdo que é a medida da capacidade da coluna em reter um componente da amostra,
ou seja, é a medida de retencdo de um analito na fase estacionaria [17].

k Fow — f a  Seletividade
_ "2 Rz = Ly ) .
a = = _r i k, Fator de retencdo do 1° pico
1 " ®  k, Fator de retenggo do 2° pico

Figura 10 — Equacgéo que exprime a seletividade [17]

Numa corrida cromatografica de uma amostra com dois analitos.
Este parametro € mais usado na cromatografia preparativa que na cromatografia analitica.
d) Resolucdo da separacdo entre componentes consecutivos

Mede o grau de separagéo entre 2 componentes com tempo de retencado semelhantes,
Figura 11, contabilizando também a largura dos picos (W). Um valor de 1 é o minimo para uma
guantificacdo adequada, o ideal é ser superior a 1,5 para que dois compostos sejam
totalmente separados [17].
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Figura 11 - Relag&o entre largura do pico e separacdo. O efeito da resolucdo no grau de separagédo dos
picos esté ilustrado na Figura. Para RS = 1.5, a separac¢éao € praticamente completa [17]

t— tempo de retencdo, W — largura do pico na base

e) Fator de simetria

Um fator de simetria (As) de 1,0 corresponde a uma simetria ideal de um pico no
cromatograma e pode ser calculado através da férmula, Figura 12:

“’rn.u 5
2F

Peak maximum

Figura 12 - Férmula do fator de simetria

onde wos= largura do pico a uma altura de 5% e f = distancia do pico da linha
central ao inicio do pico. Segundo a Farmacopeia Europeia, o valor de 1,0 significa a
simetria ideal de um pico. Picos com simetrias muito baixas ou altas dificultam a
determinagdo das suas areas e, consequentemente, a quantificacdo do analito [19].

f) Razado peak-to-valley (p/v)

A razéo peak-to-valley pode ser usada no ensaio das substancias relacionadas quando
a separacédo da linha de base entre dois picos ndo € conseguida, ou seja, quando 0s picos
estdo muito juntos. Este parametro é calculado pela férmula que esta indicada na Figura 13
[20].
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Figura 13 - Razao peak-to-valley [20]

Sendo H; (ou Hp) a altura desde a linha de base do pico menor e H; (ou Hv) a altura a
partir da linha de base até ao ponto que separa o pico menor do maior [20].

Quando os picos estdo bem resolvidos segundo este parametro o Hv é zero.

Se a posicao do pico mais pequeno for apds o pico maior o valor também pode ser valley
to peak (v/p).

g) Limite de quantificacdo (LOQ)

O limite de quantificag&o € definido como a concentragdo mais baixa numa amostra de
um dado componente, que pode ser medida com um nivel aceitavel de exatidao e preciséo.
[20].

O LOQ das substancias é definido na Farmacopeia Europeia (Ph. Eur.) e é avaliado
para as varias impurezas conhecidas e desconhecidas de um API.

2.6.2. TITULAGCAO KARL-FISCHER

A titulacdo Karl Fischer € o método padrédo especifico para a determinacdo do teor de
agua e fornece resultados exatos e precisos em minutos. No ano de 1935 um cientista aleméao
Karl Fischer publicou este método titulométrico baseado na reagcdo de Bunsen usado para
determinacgéo de diéxido de enxofre em solu¢des aquosas (Equagéo 1) [21]:

SO, + I + 2 H,O — H,SO4 + 2 HI (Equa(;éo 1)

O cientista descobriu que, se o dioxido de enxofre fosse adicionado em excesso, a
mesma reacdo podia ser usada para a determinacdo da agua presente, por titulacdo dos
acidos produzidos. Nos anos seguintes houve melhoria desta reacdo pois Fischer tinha
apresentado a razdo molar incorreta assumindo que o metanol funcionava como solvente
nesta reacao. O erro foi corrigido por Smith, Bryant e Mitchell originando a reacéao que é usada
atualmente (Equacéao 2) [21]:
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H20 + I, + [RNH]*SOsCHs + 2RN — [RNH] + SO4CHs + 2[RNH]*I (Equag&o 2)

Inicialmente esta titulacdo era realizada manualmente e o ponto final era detetado pela
persisténcia da cor do excesso de iodo adicionado. Desta forma a titulacdo tornava-se lenta e
desadequada para amostras coloridas. Hoje em dia, a titulacdo Karl fischer é automatizada e
amplamente utilizada para determinagéo de 4gua em varios setores [21].

2.6.2.1. TECNICA DE TITULACAO KARL FISCHER

Existem duas técnicas diferentes para a determinacdo de agua por Karl Fischer, a titulacdo
volumétrica e a coulométrica. A titulacdo usada pela discente neste estagio foi a volumétrica.

e Titulacdo Karl Fischer volumétrica (Figura 14) - a determinacdo € adequada para a
determinagdo do teor de agua em amostras até 1% (m/m) de dgua. A amostra
dissolvida em solvente Karl Fischer (geralmente a base de metanol) e o iodo
adicionado como parte de um reagente Karl Fischer contendo diéxido de enxofre e

iodo dissolvido em piridina e metanol. O ponto final é determinado
potenciometricamente [21].

@ D~

(Control/display system)

Data processing
unit
Detection
L Control unit

177777 | Measurement system) " /

' ~ )|
Sample injectioh part =
d

F oo
Automatic ([~ # p
~ switching d Py
valve ﬂ’ Vi

Detection electrode

#

Figura 14 - Titulagdo Karl Fischer volumétrica [21]

Em ambas as técnicas, a amostra é transferida para o recipiente de titulacdo, dissolvida
e titulada [21].

A equacdo usada pelo software é a representada a seguir (Equacao3):

volume de reagente consumido (ml). fator de 4gua equivalente do reagente. 100

Water content (%) = peso de amostra (mg)

(Equacao3)
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2.6.3. TITULACAO POTENCIOMETRICA

7

A potenciometria € um método de determinacdo da concentracdo de soluto numa
determinada solucdo medindo a diferenca de potencial entre dois elétrodos. A titulacdo mede
0 potencial do elétrodo indicador e do elétrodo de referéncia fornecendo resultados mais
exatos e precisos em relacéo a titulagdo manual. E por isso que a titulagdo potenciométrica é
preferivel as titulagcbes manuais [22].

O elétrodo indicador e o elétrodo de referéncia sédo imersos na mesma solucdo. O elétrodo
de referéncia é o elétrodo que mantém o potencial e permanece estavel enquanto o elétrodo
indicador é o elétrodo que responde a variagdo no potencial [22].

Quando a titulagdo se aproxima do ponto de equivaléncia, pequenas mudancas surgem
e a maior mudanca detetada no potencial do elétrodo indicador € considerada o ponto final da
titulacao [22].

O ponto final da titulagdo pode ser observado num grafico de potencial versus volume de
titulante (Figura 15), e é expresso como o volume correspondente de titulante [22].

a

} Equivalence
* point

V (titrant)

Figura 15 - Grafico de potencial
versus volume de titulante [21]
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3. METODOLOGIA

No laboratério de CQ sdo seguidos procedimentos internos, bem como o0s
procedimentos da Farmacopeia Europeia (Anexo 1). Neste capitulo serdo apresentados 0s
procedimentos seguidos pela farmacopeia europeia.

Na farmacopeia, as monografias estdo organizadas da seguinte forma:

a) Titulos — Estdo em inglés ou francés

b) Massas atomicas e moleculares relativas — Estdo no inicio da monografia
juntamente com as formulas moleculares do composto

c) Definicdo — definicdo oficial da substancia, preparacdo ou outro artigo onde é
assunto na monografia

d) Caracterizagdo — Ensaios de solubilidade e aparéncia do composto

e) ldentificacdo — Estes ensaios ndo séo projetados para fornecer uma confirmacao
completa da estrutura quimica ou composi¢éo do produto, destinam-se apenas
a confirmar a conformidade com a descricdo na etiqueta. Certas monografias
tém subdivisdes intituladas “Primeira identificacdo” e “Segunda identificacado”.
Neste topico sdo pedidos identificacdo por infravermelho (V) e percentagem de
agua.

f) Testes e ensaios — Restantes ensaios, tais como HPLC, doseamento por
potenciometria, teor de cloretos e sulfatos, etc...

3.1 ENSAIO DA APARENCIA (MONOGRAFIA 2.2.2.)

Na monografia do produto esté descrito qual a solucéo referéncia (Anexo 2) a usar para
comparagdo com o produto em causa, mas em alguns casos é pedido para preparar uma
solugcdo S com o nosso produto para ser possivel comparar com a solucdo de referéncia.
Estava ainda indicado na monografia qual dos métodos se deveria usar.

A solucao s6 é considerada incolor se tiver a aparéncia da agua ou do solvente utilizado
na preparagao da solucdo a examinar, ou se a cor ndo for mais intensa do que a solugéo de
referéncia. Para realizar este tipo de ensaio pode usar-se dois métodos - método | e método
Il apresentado na monografia da farmacopeia.

3.2 ENSAIO DE SOLUBILIDADE (MONOGRAFIA 1.4.)

Neste ensaio é pedido para dissolver a nossa amostra em determinados reagentes (por
norma sao: agua, metanol, etanol, acetonitrilo e diclorometano) e esta descrito qual o
resultado a obter para estar conforme.

20



Formacao em contexto de trabalho em laboratério na industria farmacéutica

Nas afirmacdes de solubilidade os termos utilizados tém os seguintes significados que
estao definidos numa tabela como a da Tabela 2, tendo por referéncia uma temperatura entre
15°C e 25°C.

Tabela 2 - Significados de cada termo usado no ensaio da solubilidade (Monografia 1.4.)

Termo descritivo Volume aproximado de solvente em mililitros por grama de soluto
Muito soluvel Menos de 1
Facilmente soluvel Delal0
Solavel De 10 a 30
Ligeiramente sollvel De 30 a 100
Pouco soluvel De 100 a 100
Muito pouco soluvel De 1000 a 10000
Praticamente insoluvel Mais do que 10000

3.3 ENSAIO ESPETROSCOPIA INFRAVERMELHO (MONGRAFIA 2.2.24.)

A espectrofotometria de absorcdo no infravermelho (IV) é baseada na interacao da
radiagdo infravermelha com a matéria. Como resultado da interagcdo entre uma molécula e a
radiacdo IV, a absorcao de frequéncias especificas para aquela molécula pode ocorrer, e
algumas vibrag6es intermoleculares e intramoleculares podem ser excitadas para niveis
vibracionais mais elevados (Monografia 2.2.24.).

Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier permite obter os espetros
numa sé medigéo.

As medicbes de infravermelho corresponde a 2 modos de medicdo principais,
transmisséo e reflexdo total atenuada (ATR).

O modo de transmisséo é baseado na capacidade da amostra de transmitir radiagao IV
num determinado comprimento de onda.

O modo ATR é baseado no fendmeno de reflexdo interna total. A amostra é colocada
em contacto com um cristal e um feixe de luz IV é passado através do cristal. Quando o angulo
entre o feixe incidente e a interface amostra-cristal excede um valor critico, teoricamente toda
aradiacao é refletida. No entanto, é produzida uma onda passageira que penetra ligeiramente
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na amostra e parte da energia € absorvida. A reflexdo total é atenuada e permite gerar um

espectro de absorcdo (Monografia 2.2.24.).

Os espetofotometros de infravermelhos tem a capacidade de registar espetros na regido
dos 4000 até 650cmtou em alguns casos até 200cm™, com uma fonte de luz adequada e um

detetor.

Figura 17 - Espetrofotémetro FT-IR modo ATR
[25]

Preparagéo e apresentagdo de amostras:

Figura 16 - Espetrofotometro FT-IR
modo transmisséo [25]

Tabela 3 - Preparacdo das amostras nos dois métodos de espetroscopia de IV

Método do brometo de potassio (KBr)

ATR

Solidos dispersos num sdlido (discos):
Triturou-se 1-2 mg de amostra e misturou-se
com 300-400 mg de brometo de potassio
seco, espalhou-se uniformemente no molde
e aplicou-se pressao, Figura 16.

Liguidos: Colocou-se a amostra em contato
com o cristal

Sdlidos: Assegurou-se 0 contacto proximo
e uniforme entre a amostra e toda a
superficie do cristal e aplicou-se pressao,
Figura 17.

Para fazer a identificacdo comparou-se o espetro da amostra com 0 espectro da
substancia quimica de referéncia (CRS) da Ph.Eur. Esta comparacéo é feita pelo calculo do
coeficiente de correlacao entre os 2 espectros — o valor é calculado pelo software e o limite
minimo de identifica¢&o (0.95) foi inserido no software.
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Nos casos em que nao existe uma substancia quimica de referéncia (CRS) mas sim um
espetro de referencia a comparacao € visual baseada em posi¢des das bandas e intensidades
relativas.

As farmacopeias néo definem o limite de identificacdo apenas descrevem que os
espetros do padrdo e da amostra tem que ser visualmente comparaveis. Como tal, o limite
podera ser ajustado caso a caso.

3.4 ENSAIO PERDA POR SECAGEM/LOSS ON DRYING (MONOGRAFIA 2.2.32.)
A perda por secagem é a perda de massa expressa em percentagem massica m/m.
Método:

Mediu-se a massa de uma quantidade prescrita da amostra para uma caixa de vidro com
tampa e levou-se a estufa. Secou-se a amostra até a uma massa constante. Em alguns casos
a monografia indica o tempo de secagem e nessas situagdes seca-se na estufa durante esse
tempo, arrefece-se no excicador durante uma hora e mede-se a massa novamente. Quando
ndo indicam tempo, este processo é repetido até se obter uma massa constante e deve-se
proceder da seguinte forma:

1. Inicia-se a secagem em estufa durante aproximadamente 3 horas a

temperatura definida

Arrefece-se 1 hora em exsicador

Mede-se a sua massa

4. Volta-se a secar durante 1 hora, arrefece-se mais 1 hora, num exsicador e
mede-se a massa novamente, verificando se jA se obteve uma massa
constante. Se isso ndo se verificar continua-se o ciclo de 1h em estufa e 1h
em exsicador até a massa ser constante.

el

Quando a temperatura de secagem € indicada por um Unico valor em vez de uma gama,
a secagem ¢é realizada a temperatura prescrita + 2 ° C. Com a secagem ha perda de agua e
solventes que facam parte da composicédo da amostra.

3.5 TITULAGAO KARL FISCHER (MONOGRAFIA 2.5.12.)

A titulacdo por karl-fischer € realizada de acordo com a monografia, tendo em conta as
instrucdes do fornecedor do instrumento e tendo todo o cuidado para evitar a exposicao de
reagentes e solventes a humidade atmosférica durante a determinacao da humidade de 4gua
na amostra. O ponto final da titulacdo é determinado usando o elétrodo conectado a uma
fonte elétrica que mantém uma corrente constante ou uma voltagem constante. A adicao de
titulante, reagente karl fischer, provoca uma redugéo na tensdo ou um aumento na corrente e
a tensdo é mantida constante, até que o ponto final seja é atingido.
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Método:

Introduziu-se no recipiente de titulagdo o metanol, ou o solvente indicado na monografia.
Mediu-se a quantidade prescrita de amostra, introduziu-se rapidamente a amostra a ser
examinada no recipiente de titulacdo e efetuou-se a titulacéo.

Figura 18 - Equipamento de titulag&o de Karl-Fischer [26]

O aparelho Figura 18 consiste num recipiente de titulagdo com:

e 1 elétrodo platina;

e entradas para introducéo de solvente e titulante;

e uma entrada de amostra equipada com uma rolha para evitar perdas de
agua.

3.6 ENSAIO CINZAS TOTAIS (MONOGRAFIA 2.4.16.)

Obijetivo

€ obter a percentagem da quantidade de impurezas inorgénicas que existem na

nossa amostra.

Método:

1.

24

Aqueceu-se um cadinho de silica ou platina por 30 min a 600°C e deixou-se arrefecer
num exsicador.

Apoés estar arrefecido mediu-se a massa do cadinho e distribuiu-se uniformemente
1,00 g da amostra no cadinho.

Secou-se de 100°C a 105°C durante 1 hora

Queimou-se numa mufla a 600°C * 25°C até massa constante

Voltou-se a arrefecer o cadinho apés cada ignicdo e mediu-se a massa.
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3.7 ENSAIO CINZAS SULFURICAS (MONOGRAFIA 2.4.14.)

Objetivo é obter a percentagem da quantidade de impurezas inorganicas que existem na
nossa amostra.

Método:

1. Aqueceu-se um cadinho de silica ou platina a 600 £ 50°C por 30 min e deixou-se
arrefecer num exsicador.

2. Apoés estar arrefecido pesou-se o cadinho, colocou-se no cadinho a quantidade
prescrita da amostra e mediu-se a massa.

3. Humedeceu-se a amostra com uma pequena quantidade de acido sulftrico (1mL)

4. Aqueceu-se suavemente na temperatura mais baixa possivel até que a amostra
estivesse completamente carbonizada.

5. Inflamou-se numa mufla a 600°C + 50°C até que o residuo estivesse completamente
incinerado.

6. Apés estar arrefecido mediu-se a massa do cadinho novamente e calculou-se a
percentagem de residuo

7. Se a quantidade de residuo obtida ultrapassasse o limite prescrito, repetia-se o
humedecimento com &cido sulfarico e a igni¢cdo, como anteriormente descrito, por
periodos de 30 min até que 2 medi¢gBes de massa consecutivas ndo diferissem mais
de 0,5 mg ou até que o percentual de residuo atendesse o limite prescrito.

3.8 SULFATOS (MONOGRAFIA 2.4.13.)

Método:

Adicionou-se 3 mL de uma solucéo de 250 g / L de cloreto de bério a 4,5 mL de solucdo
padrédo de sulfato (10 ppm SO.). Agitou-se e deixou-se repousar por 1 min. A 2,5 mL desta
solugéo, adicionou-se 15 mL da amostra e 0,5 mL de &cido acético (30g/100ml).

A 15 mL da solucao padréo de sulfato (10 ppm SO4) adicionou-se 2,5 mL da solugéo inicial
e 0,5 mL de &cido acético. Apés 5 min, a opalescéncia do padrdo é mais intensa que a
opalescéncia na solucao de teste.

3.9 CLORETOS (MONOGRAFIA 2.4.4.)

Método:

Num tubo de ensaio (tubo da amostra) colocou-se 15 mL da solucdo amostra e 1 mL de
acido nitrico diluido (20g/100ml). Noutro tubo (tubo padrdo inicial) colocou-se 10 mL de
solucdo padréo de cloreto (5 ppm CI), 5 mL de agua e 1 mL de &cido nitrico diluido
(20g/100ml).
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Cada mistura (descrita em cima), foi adicionada huma Unica adigdo noutros dois tubos de
ensaio (tubo da amostra final e tubo de padrao final) contendo 1 mL de solugéo de nitrato de
prata.

Depois de permanecer por 5 min protegido da luz, examinou-se os tubos lateralmente
contra um fundo preto e a opalescéncia do padrdo € mais intensa que a opalescéncia na
solucdo de teste.

3.10 ENSAIO DE DOSEAMENTO POR POTENCIOMETRIA (MONOGRAFIA 2.2.20.)

Na titulagdo potenciométrica (titulacdo volumétrica com determinacdo do ponto final
potenciométrico), o ponto final é determinado registando a variacdo da diferenca de potencial
entre 2 elétrodos (ou um elétrodo combinado) imersos na solugéo para ser examinado em
funcdo do volume de titulante adicionado.

O equipamento usado é o que esta na Figura 19 e consiste num titulador com uma unidade
de bureta incorporada, um software (“tiamo”) de titulagéo, agitador magnético e um elétrodo
de vidro de pH combinado.

Figura 19 - Equipamento de potenciometria por titulagcéo [26]

Método:

Preparou-se a solugdo de amostra conforme o que é pedido na farmacopeia. Adicionou-
se o titulante em volumes adequados, prestando atencao especial a taxa de adicao préximo
ao ponto final. Continuou-se a titulagédo além deste ponto para permitir uma detegéo clara do
ponto final. Esta adi¢cdo e o controlo dos volumes foi feito automaticamente pelo software de
titulacéo tiamo. Os titulantes mais usados foram o acido perclérico e o hidréxido de sédio.
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O ponto final da titulacdo € alcancado quando a mudanga méxima no potencial. Essa
mudancga é representada num gréafico de potencial versus volume de titulante, e é expresso
como o volume correspondente de titulante.

3.11 ENsAIO DE HPLC (MONOGRAFIA 2.2.29.)

A cromatografia liquida € um método de separacédo cromatogréafica baseado na diferenca
da distribuicdo das espécies (analitos) huma dada amostra, entre duas fases ndo misciveis,
em que a fase moével é um liquido que se infiltra na fase estacionaria contida na coluna
cromatograéfica.

M 4N
-

1

Figura 20 - Equipamento de HPLC legendado [27]

O equipamento, Figura 20, normalmente consiste em:

Num sistema de bombeamento

Num injetor de amostra

Numa coluna cromatografica (pode ser usado o controlador de temperatura da coluna)
1 ou mais detectores (UV; condutividade. . .)

Num sistema de aquisicdo de dados.

ok wDn e

Os sistemas de bombeamento sdo necessarios para fornecer a fase moével a um fluxo
constante e as flutuacdes de pressdo devem ser minimizadas. A menos que de outra forma
prescrito na monografia, colunas feitas de aco inoxidavel de comprimento e didmetro interno
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variados sdo usadas para cromatografia analitica. A temperatura da fase movel e da coluna
deve ser mantida constante durante a analise. A temperatura da coluna é especificada na
monografia para desempenho ideal, mas a maioria das separagdes é realizada a 20-25°C.

De seguida seré descrito o procedimento de cromatografia liquida que foi seguido para fazer
0 ensaio de substancias relacionadas de um principio ativo.

Preparacao das solucgdes:

Solugédo amostra: dissolver 50mg de amostra em fase movel e diluir para 50mL com fase
movel.

Solucdo de adequacdo do sistema (SST/system suitability): dissolver 5mg do padrdo da
impureza A e 5mg do padrdo da impureza B em 5mL de solu¢cdo amostra e diluir para 100mL
com fase movel.

Solugéo de padrdes (Pd1/Pd2): diluir ImL da solucdo de SST para 50 mL com fase movel.

O SST permite avaliar o sistema cromatogréafico e a monografia requere pedia uma resolucéo
com minimo de 2 entre os picos da impureza B e o principio ativo.

Preparacédo do seel wash:

Misturou-se 900mL de H».O com 100mL de acetonitrilo. Esta solucdo serve para ajuda a
aumentar o desempenho e a vida util do retentor (seal) do pistao.

Tabela 4 - Condi¢des cromatograficas necessarias ao ensaio

Coluna HPLC C18, didmetro 4.6mm, comprimento 0.15m e 5um

Fase movel Mistura na proporcéo de 350ml de acetonitrilo e 650ml da solucdo tampé&o.
Solucao tampéo: 5.23g/L de hidrogenofosfato dipotassio ajustado a um pH

de 7,0 com acido fosférico

Fluxo 1,2 mL/min

Temperatura da coluna 40°C

Detecéo (UV) 220nm

Volume de injecao 10pL

Tempo de corrida 3 vezes o tempo de retencdo do principio ativo
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Temperatura da amostra 10°C
Gradiente Isocratico
Limites:

As impurezas A e B vao ser avaliadas sem curva do APl como comparac¢do. Enquanto
as impurezas desconhecidas terdo como curva de referéncia o principio ativo. Isto vai permitir
ao software calcular o teor de cada impureza.

A monografia estabelecia que o LOQ tinha de ser no maximo 0.05%.

ApOs preparacao das solugdes procedeu-se a limpeza das linhas do equipamento (linha
A — H20, linha B — metanol, linha C — acetonitrilo).

Como a maioria das colunas usadas ficam acondicionadas em acetonitrilo colocou-se
100% de acetonitrilo na linha C com fluxo baixo e fez-se aumento gradual de fluxo até fluxo
de trabalho (1,2 mL/min), garantindo que n&o havia fugas. De seguida fez-se a proporcao de

acetonitrilo com agua até chegar a proporcdo da fase movel (35:65, acetonitrilo:solugéo
tampao).

Quando a presséao estabilizou parou-se o fluxo e trocou-se a linha A para fase mével.
De seguida purgou-se a linha A com fase movel, fez-se o sealwash (verificando-se as bombas)
e procedeu-se a lavagem da agulha que recolhe a amostra (needlewash). Repetiu-se
novamente o aumento gradual de fluxo até 1,2 mL/min e purgou-se o injetor.

ApOs a preparagdo do equipamento criou-se o método com as condi¢gbes cromatogréaficas
da monografia e criou-se a sample set com a ordem de injecéo dos vials:

e 1injecdo de SST teste, para verificar o sistema

e 3inje¢bes de Branco (solvente usado nas preparacdes que neste caso é a fase movel)
e linjecdo de SST

e 1injecdo de branco

e 1injecdo de Pd2 (Padrado)

e 1injecdo de Pd1 (Padrao)

e 5injecdes de Pd2 (reta de calibracéo)

e 1linjecdo de amostra

e 1 injecao de branco (pois a amostra é mais concentrada que o Pd2)

e linjecdo de Pd2 (Padréo de recuperacgéao)

O SST teste serviu para verificar se o sistema estava pronto para a corrida. Se nao estivesse
conforme teria que se perceber o que estava a destabilizar o sistema.

Em cada linha da sample set definiu-se o volume de injecéo e tempo de corrida.
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4. ANALISE E TRATAMENTO DE DADOS

Neste capitulo serdo apresentados alguns dos resultados conformes e ndo conformes
dos ensaios de espetroscopia infravermelhos e da cromatografia liquida de elevado
desempenho (HPLC) e sera feito o tratamento dos mesmaos.

1.1 ENSAIO ESPETROSCOPIA INFRAVERMELHO

Na figura seguinte (Figura 21) esta representado o espetro de uma amostra obtido do método
ATR com um resultado “nédo conforme”.
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Figura 21 - Espectro NIR com resultado ndo conforme obtido
do método ATR

Como ja foi explicado no capitulo da metodologia, a identificacdo é feita por comparacao
do espetro da amostra com o espectro da substancia quimica de referéncia (CRS) da Ph.Eur.,
e esta comparacao é feita pelo software que calcula o coeficiente de correlacdo entre os dois
espectros. O limite minimo de identificacéo do coeficiente é 0.95.

Neste espectro o valor da correlacdo obtido foi 0.644683 o que esta muito abaixo do
limite de identificacdo. As principais diferencas espetrais, observada na Figura 21, foram
detetadas nas regiGes dos picos iniciais (banda dos 2500 até aos 4000 cm™) é visivel uma
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nao conformidade dos picos da amostra (linha escura) comparados com os picos do padrédo
(linha vermelha).

Esta ndo conformidade dos picos pode ter sido originada por aumento da quantidade de
agua presente na amostra, que pode ser confirmada pela diferenca espetral na regido dos
picos principais, como tal procedeu-se a secagem da amostra na estufa a 105°C durante 1
hora. Apos arrefecimento durante 1 hora no excicador procedeu-se a uma nova leitura da
amostra. Obteu-se assim o0 espetro apresentado na Figura 22.
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Figura 22 - Espectro NIR com resultado conforme obtido do
método ATR

Neste espectro o valor de correlacdo obtido foi de 0.983953 que esta acima do limite
minimo de identificagdo sendo um valor conforme. E possivel ver no espetro a semelhanca
entre a amostra e o padrdo. De referir que a farmacopeia europeia tem uma excecdo de
aceitagdo para o0s espetros que apresentem um valor de correlagdo fora do limite de
identificacdo, mas apresentem os picos principais semelhantes ao padrdo mesmo que tenha
0s restantes picos diferentes.

Quando se sucede a ndo conformidade nos cromatogramas obtidos pelo método KBr
devem passar por uma repeticdo da preparacao do disco e em caso se haver picos na mesma
zona do caso explicado acima deve proceder -se a secagem da mistura da amostra com o
brometo de potassio em estufa a 105°C durante 1 hora, arrefecer e voltar a analisar.
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1.2. ENSAIO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DO ELEVADO DESEMPENHO -
SUBSTANCIAS RELACIONADAS

De seguida vao ser apresentados os resultados referentes ao procedimento de
substancias relacionadas com o descrito no capitulo da metodologia no ponto 3.11.

Apbés o0 ensaio de substancias relacionadas por HPLC obtém-se o seguinte
cromatograma, Figura 23, com o0s tempos de retencdo das impurezas conhecidas,
desconhecidas e do principio ativo.
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Figura 23 - Cromatograma obtido do ensaio de substancias relacionadas do API

Os tempos de retencéo do cromatograma:
Impureza desconhecida 1 — 4.809 min
Impureza desconhecida 2 — 6.817 min
Impureza desconhecida 3 — 9.117 min
Impureza B — 13.582 min

APl — 16.634 min.

As linhas a vermelho séo as integracdes feitas pelo software que podem ser ajustadas
alterando o valor dos parametros de integracao, tais como, “Liftoff %” e “Touchdown %” que

identificam o inicio e o fim dos picos. O “Liftoff %” € usado para o inicio do pico e o0 “Touchdown
%” para o final do pico. O valor padrao € 0.000 para “Liftoff %” e 0.500 para “Touchdown %”.
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O system suitability (SST) sdo um conjunto de critérios que 0s testes que vamos
executar tem de cumprir e que vao indicar se o sistema cromatografico esta em condicbes
para executar o ensaio pretendido. Neste caso tinha que apresentar uma resolugdo com
minimo de 2 entre o pico da impureza B e o pico do principio ativo. O resultado de resolucéo
obtido foi 1,68 (~2) permitindo dizer que o sistema estava conforme.

Para avaliar a preparacdo dos padrdes € feito um calculo da concordancia entre Pd2
inicial e Pd1:

. . Area do Pd2 inicial x massa do Pd1 L
Concordancia de padrdes (%) = - —— x 100, tem um limite de
Area do Pd1 x massa do Pd2 inicial

95% a 105%.
Impureza A:
22013 x 10.87
Concordancia de padrdes (%) = s 7€ 100=982%
21607 x 10.87 mg
Impureza B:
51958 x 10.03
Concordancia de padrdes (%) = s —€ 100 = 100.1 %
51987 x10.03 mg
Impureza API:
27975 X 50.29
Concordancia de padrdes (%) = z 7€ 100=101.9%

28511 x50.29 mg

Tabela 5 - Resultados referentes a area, média e RSD obtidos na reta para cada impureza conhecida
e para 0 API do ensaio de substancias relacionadas

Amostra  Area Nome Média RSD (Desvio
Padrao Relativo)

O parametro RSD permite

Pd2 (Reta) 51174 ImpurezaB avaliar a estabilidade e precisao

do sistema cromatografico. E

Pd2 (Reta) 51668 Impureza B calculado pelo desvio padrdo
dos valores de area obtido em

cada injecdo da reta a dividir

Pd2 (Reta) 52274 ImpurezaB 51484 1.00
Pd2 (Reta) 50933 Impureza B
Pd2 (Reta) 51371 Impureza B O parametro RSD ndo

pode ser superior a 5
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Pd2 (Reta) 22685 Impureza A

Pd2 (Reta) 22254 Impureza A

Pd2 (Reta) 21846 Impureza A 22013 2.07

Pd2 (Reta) 21716 Impureza A

Pd2 (Reta) 21564 Impureza A

Pd2 (Reta) 28292 AP
Pd2 (Reta) 28427 AP
Pd2 (Reta) 29517 AP 28675 1.73
Pd2 (Reta) 28417 AP
Pd2 (Reta) 28723 AP

Tabela 6 - Resultados da recuperacdo do padrdo de recuperacado para cada impureza e API

Nome Area Recuperacio O parametro da recuperagao tem
como limite de 95% a 105%. E
API 28027 97.7% calculado pelo quociente entre a
média da reta e a area do padréo
Impureza B 52184 101.4% de recuperacao e multiplica-se por
100.
Impureza A 21872 99.4%

O parametro da recuperacdo serve para provar que as condicbes cromatograficas, de
estabilidade e precisdo, se mantiveram ao longo da corrida cromatogréfica

Outro parametro de recuperacéo avaliado é a recuperacao do padrao Pd2 inicial com a média
da reta, entre a area do primeiro Pd2 da sample set com a média da reta. O limite é de 95%
a 105%.
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Impureza A

22013
22013

Recuperacdo do padrdao Pd2 inicial com a média da reta = .100 = 100%, resultado

conforme.
Impureza B

51958
51484

Recuperacao do padrdo Pd2 inicial com a média da reta = 100 = 100.9%, resultado

conforme.
API

27975
28675

Recuperacao do padrédo Pd2 inicial com a média da reta = 100 = 97.6%, resultado

conforme.

O parametro LOQ deve ser inferior a 0.05%. O LOQ é um parametro limite e sé as
impurezas com valor superior ao LOQ é que devem ser consideradas como tal. Essas
impurezas devem ser quantificadas de forma a se avaliar se estdo dentro ou fora de
especificacdo. Cada impureza pode ter um limite individual ou existir um limite geral para cada
pico de impureza. Existe também especificagdo para a soma das quantidades de todas as
impurezas quantificaveis.

Tabela 7 - Valores obtidos de amount comparados com o limite do LOQ

Amostra Nome Resultado (%) Limite

Amostra 1 Impureza B 0.063 Para a impureza B os valores
obtidos séo superiores ao LOQ logo
fez-se a comparagcdo com o limite

Amostra 2 Impureza B 0.063
individual. Limite: <0.1%
Amostra l Impureza desconhecida 1 0.005 Para as restantes impurezas
desconhecidas o valor obtido é

Amostra 2 Impureza desconhecida 1 0.005 inferior ao LOQ (<0.05%)
Amostra 1 Impureza desconhecida 2 0.002

Amostra 1 Impureza desconhecida 3 0.009

Amostra 2 Impureza desconhecida 3 0.009

A impureza B néo foi detetada.
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O total de impurezas é 0.063%, s6 se quantificas as impurezas superiores ao LOQ.

1.2.1. ENSAIO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DO ELEVADO DESEMPENHO -
DOSEAMENTO

De seguida vai ser apresentado resultados de doseamento de uma outra amostra
analisada durante o estdgio para demonstracdo do procedimento a seguir em caso de

resultado ndo conforme.

No doseamento os limites sé@o diferentes do método de substancias relacionada e o
sistema cromatografico € avaliado pela concordancia entre padrdes e pelo parametro de

recuperacao.

Para doseamento a sample set criada é:

¢ 3injecdes de Branco para estabilizagdo do sistema (solvente usado nas preparagées)

e 1injecdo de Pd2 (Padrao)
e 1injecdo de Pd1 (Padrao)

e 6 injecdes de Pd2 (reta de calibracao)
o linjecdo de amostra 1

e 1 injecao de amostra 2
e 1linjecdo de Pd2 (Padréao de recuperacgéao)

Tabela 8 - Média das areas obtidas em cada inje¢édo da reta e 0 RSD

Amostra

Pd2 (Reta)

Pd2 (Reta)

Pd2 (Reta)

Pd2 (Reta)

Pd2 (Reta)

Pd2 (Reta)
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Area

2268770

2262765

2264076

2263116

2265500

2261720

Nome

API

API

API

API

API

API

Média RSD (Desvio Padréao
Relativo)
2264325 0.11

O parametro RSD néo
pode ser superior a 2
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2265206
2264325

Recuperacdo do padrdo Pd2 inicial com a média da reta = .100 = 100.4% (O

parametro da recuperacdo tem como limite de 98% a 102%)

Mas neste caso ndo se avangou com a avaliagéo dos restantes pardmetros porque as
amostras encontravam-se fora de especificagao:

Al — 99.025% e A2 — 102.1% sendo a especificacdo de 98.0% a 102.0% sé a amostra Al
esta conforme a especificacdo. Quando se sucedem situacdes destas o procedimento a seguir
€ 0 seguinte.

1. Cria-se nova sample set com as reinje¢cdes dos mesmos vials da amostra controlo e
da amostra que estava fora de especificacao:
e 1injecdo de branco
e 1injecdo de Pd2
e 3injecao da reinje¢do da amostra 1 (amostra controlo)
e 3injecao da reinjecdo da amostra 2
e 1injecdo do Pd2 de recuperacao
O parametro de recuperacdo desta sample set foi de 100.603% que estd dentro da
especificagcdo (98.0% a 102.0%).

Valores obtidos nas amostras:

Amostra Al (amostra de controlo):

e 99.371% resultado conforme (98.0% a 102.0%)

e 99.263% resultado conforme (98.0% a 102.0%)

e 99,235% resultado conforme (98.0% a 102.0%)
Amostra A2:

e 101.966% resultado conforme (98.0% a 102.0%)

e 102.116% resultado ndo conforme (98.0% a 102.0%)

e 102.076% resultado ndo conforme (98.0% a 102.0%)

2. Como a amostra A2 continuava fora de especificacdo reinjetou-se o vial novo
juntamente com a reinjecdo da amostra controlo também de vial novo. A sample set
criada foi:

e 1 injecdo de branco

e 1linjecdo de Pd2

e 3injecao da reinjecdo da amostra 1 (amostra controlo)

e 3injecao da reinjecdo da amostra 2

e 1 injecdo do Pd2 de recuperagao
O parametro de recuperacdo desta sample set foi de 100.428% que estd dentro da
especificacdo (98.0% a 102.0%).

Valores obtidos nas amostras:
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Amostra Al (amostra de controlo):
o 102.224% resultado ndo conforme (98.0% a 102.0%)
e 102.252% resultado n&o conforme (98.0% a 102.0%)
e 102.294% resultado n&o conforme (98.0% a 102.0%)

Amostra A2:
e 101.919% resultado conforme (98.0% a 102.0%)
e 102.057% resultado ndo conforme (98.0% a 102.0%)
e 101.977% resultado conforme (98.0% a 102.0%)

3. Como a amostra controlo e a amostra A2 continuava fora de especificacao rediluiu-se
esta amostra e a amostra controlo. A sample set criada foi:

e 1injecdo de branco

e linjecdo de Pd2

e 2 injecdo da rediluicdo da amostra 1 (amostra controlo)

e 2 injecdo da rediluicdo da amostra 2

e 1injecdo do Pd2 de recuperacao
O parametro de recuperacdo desta sample set foi de 98.643% que estd dentro da
especificagéo (98.0% a 102.0%).

Valores obtidos nas amostras:

Amostra Al (amostra de controlo):
o 102.267% resultado ndo conforme (98.0% a 102.0%)
e 102.644% resultado ndo conforme (98.0% a 102.0%)

Amostra AZ2:
e 101.430% resultado conforme (98.0% a 102.0%)
e 101.549% resultado conforme (98.0% a 102.0%)

A amostra controlo deu acima de especificacdo por isso ndo se pode considerar os
resultados conformes obtidos da amostra A2. Existiu concentracdo das amostras por
evaporacgao do solvente.

Como ndo se obteve resultados conformes nestas trés hipéteses prossegue-se com a
abertura de uma OOS (Fora de especificacdo/Out-of-Specification) em que uma segunda
analista prepara novos padrdes, amostras e fase movel.

A sample set criada é:

e 3injecdes de Branco para estabilizagdo do sistema
e 1injecdo de Pd2 (Padrao)
e 1injecdo de Pd1 (Padrao)
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e 6 injecOes de Pd2 (reta de calibragéo)

e 2injecdo de amostra 1

e 2injecao de amostra 2

e linjecdo de Pd2 (Padréo de recuperagéao)

O parametro de recuperacdo desta sample set foi de 102.0% que estd dentro da
especificacdo (98.0% a 102.0%).

Tabela 9 - Média das areas obtidas em cada injecdo da reta e 0 RSD na nova sample set

Amostra Area Média RSD (Desvio
Padréo Relativo)

Pd2 (Reta) 2321878
Pd2 (Reta) 2452877
Pd2 (Reta) 2458236
2397412.83 2.93
Pd2 (Reta) 2446586

Pd2 (Reta) 2298697

Pd2 (Reta) 2406203

O parametro RSD nao pode ser superior a 2. Como se pode observar o valor obtido é
superior logo ndo esta conforme. Reinjecao da reta no final da sample set descrita em cima.

Tabela 10 - Média das areas obtidas em cada reinjecdo da reta e o RSD

Amostra Area Média RSD (Desvio
Padrao Relativo)

Pd2 (Reta) 2366924

Pd2 (Reta) 2376217

Pd2 (Reta) 2391783 2375652 0.41

Pd2 (Reta) 2375999

Pd2 (Reta) 2364069
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Pd2 (Reta) 2378919

Amostra Al:
e 101.127% resultado conforme (98.0% a 102.0%)

e 100.865% resultado conforme (98.0% a 102.0%)
Amostra A2:
e 101.504% resultado conforme (98.0% a 102.0%)
e 102.062% resultado n&o conforme (98.0% a 102.0%)
Como a segunda injecdo da amostra 2 deu fora de especificacdo fez-se 5 reinje¢cdes da
amostra com padréo a abrir e a fechar a sample set.

Concordancia do padréao de abertura: 99.869% resultado conforme (98.0% a 102.0%)
Concordéancia do padréo de recuperacéo: 99.989% resultado conforme (98.0% a 102.0%)

Amostra A2 rediluicdo:
e 101.419% resultado conforme (98.0% a 102.0%)
e 101.215% resultado conforme (98.0% a 102.0%)
e 101.414% resultado conforme (98.0% a 102.0%)
e 101.621% resultado conforme (98.0% a 102.0%)
e 101.373% resultado conforme (98.0% a 102.0%)
Resultados finais:

Tabela 11 - Resultados finais da O0OS

Amostra Resultado Média Final RSD final
Al-1%njecéo 101.127%
Al-2%njecdo 100.865%
A2-1°%njecdo 101.504%

101.32% 0.221014

A2 reinjecao-1%njecao 101.419% (98.0% a 102.0%) (<1%)

A2 reinjecao-2%njecao 101.215%
A2 reinjecao-3°injecao 101.414%
A2 reinjecao-4%injecao 101.621%
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A2 reinjecdo-5%njecao 101.373%

Com estes resultados conclui-se a conformidade da amostra e permitiu perceber que o
problema ndo era do equipamento nem da amostra. No segundo caso existiu um material
volumétrico ndo conforme que foi descartado.

1.1.1. Problemas associados a andlises cromatograficas

a) Fase movel:

A eluicao por gradiente pode proporcionar contaminantes na fase movel, a medida que
aumenta os contaminantes a linha de base pode subir, surgir picos indesejaveis e baixa
sensibilidade [19].

O ruido na linha de base ou obstrucdo da coluna pode ser provocado por particulas que
surgem das solucdes tampéo. Para evitar este problema a maioria das solugbes tampéao tem
uma percentagem de solventes organicos como etanol ou acetonitrilo na sua preparacao [19].

Mudangas na composigédo da fase movel como a evaporagdo de um dos componentes ou
deterioracdo da fase mével leva a variag6es nos tempos de retencao e pode ser solucionado
preparando uma fase movel nova e passando pela coluna ndo excedendo o volume maximo
da coluna [19].

Volume maximo da coluna (uL) = 11 x raio? x comprimento x 0,01
No caso de uma coluna de 2,1 mm x 5 cm:

V= 1.r2.L=1.(2,1/2)2.50= 173 mm? volume da coluna

V max=0,01x173= 1,7 mm3= 1,7 uL

Volume maximo de injecdo deve ser < 1% do volume interno da coluna vazia.
b) Injetor e solventes injetados:

O injetor introduz rapidamente a amostra no sistema com uma varia¢ao de fluxo minima.
Os problemas mecanicos que envolvem o injetor sdo faceis de detetar, tais como, alteracées
da altura dos picos, picos divididos ou amplos. Podem ser causados por diferenca de
viscosidade entre solvente e fase movel, filtros entupidos, volume de injecdo errado ou
sistema de inje¢do contaminado [23].

c) Coluna:
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Quando as pressfes aumentam pode ser provocado por entupimento da coluna sendo
necessario lavar a coluna. Alteracdes nos picos, tais como, mais pequenos e mais largos ou
picos com caudas podem ser provocados pela sobrecarga da coluna (importante verificar o
volume de injec¢éo) ou degradacado da coluna por pH errado ou temperatura errada [23].
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5. DISCUSSAO

O acesso a medicamentos seguros, eficazes e de qualidade permite-nos viver em
sociedades mais conscientes e com melhores produtos na area da salde. Para haver essa
garantia a industria farmacéutica tem de seguir as regras de GMP e assim apostar hum
sistema de gestdo da qualidade.

A qualidade vai assegurar que 0 medicamento esta conforme com as especificacdes
inicialmente definidas, que ndo houve desvios e associando a qualidade a eficacia e
seguranca permite que os medicamentos sejam aprovados e gue seja a resposta que muitos
doentes necessitam.

Este estagio permitiu a discente ver de perto a importancia do controlo de qualidade e
por isso considera ser uma area em expansao e cada vez mais valorizada ja que é aquela
que d& garantias de que os medicamentos comercializados tém a qualidade necesséria para
poderem ser administrados e que irdo surtir o efeito desejado.

Para garantir a qualidade do medicamento a validar, o controlo da qualidade recorre aos
testes analiticos. Os resultados obtidos demonstraram estarem dentro dos limites de
especificages.

Para as situa¢cdes em que ocorrem resultados ndo conformes, existe um procedimento
escrito que juntamente com a supervisao serve de guia para a investigacéo a efetuar. Essa
investigacao é adaptada ao tipo de erro, ao tipo de produto, ao equipamento, ao histoérico de
problemas com o produto, ao histérico de problemas com o equipamento e ao histérico de
dificuldades apresentadas por quem executou a analise. A investigacao visa fazer uma
avaliacdo adequada ao problema e evita a repeticdo em série da analise até dar bem. Tera
que existir uma base cientifica a suportar a decisao final.

Se apoOs a realizacao destes ensaios continuar-se a obter resultados ndo conformes
conclui-se que o problema é da amostra e é pedida nova amostragem a fabrica e é testada
de novo. Em casos em que permaneca ndo conforme é feita uma reclamacao ao fornecedor
da matéria-prima com a emiss@o de um relatorio de investigacao.

Todas as alteragfes e repeticdes efetuadas séo descritas no caderno do produto.
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6. CONCLUSAO

No contexto farmacéutico, a técnica de HPLC é muito importante, sendo indispensavel
na analise das matérias-primas, garantindo a sua qualidade.

Existem sempre diversos problemas associados o que implica que as pessoas que
realizam estes ensaios usando o HPLC sejam capacitadas e aptas a resolver problemas
técnicos do equipamento e tendo a capacidade de através dos resultados interpretar e
descobrir a causa ou problema e propor solugdes.

“E com 0s erros que se cria experiéncia e adquire-se conhecimento” foi a frase que a
discente ouviu apés a realizagdo com pequenas falhas no ensaio de doseamento, como foi
explicado no capitulo anterior, que fez iniciar uma investigacao fora de especificagéo (OOS)
mas permitiu consolidar a ideia de responsabilidade nos resultados obtidos e conhecer os
procedimentos a seguir em caso de ocorréncia de resultados fora de especificagdo (ndo
conforme).

Com a concluséo deste estagio curricular a discente faz um balanco positivo, pois
realizou as diferentes tarefas de forma ativa, aprendeu a desenvolver as capacidades de
espirito critico e apos as formagdes dadas pelos colegas mais experientes da equipa foi-lhe
dada alguma autonomia e responsabilidade para a realizacdo das diversas tarefas,
contribuindo assim para o seu desenvolvimento profissional.

Sendo uma estagiaria em fase inicial de percurso foi sempre disponibilizada
oportunidades para o esclarecimento de qualgquer davida que pudesse surgir.
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/. CONCLUSION

In the pharmaceutical context, the HPLC technique is very important, being indispensable
in the analysis of raw materials, ensuring their quality.

This method presents some associated problems, having to be used by qualified
technicians, in order to have the ability to interpret the results and discover the source of the
problem, proposing solutions.

"It is with errors that experience is created, and knowledge is acquired" was the sentence
that the student heard after performing the assay with minor flaws, as explained in the previous
chapter, which initiated an out-of-specification (OOS) investigation but allowed her to
consolidate the idea of responsibility in the results obtained and to know the procedures to
follow in the event of an out-of-specification (non-compliant) result.

With the end of this curricular internship, the student makes a positive balance, as she
performed the different tasks in an active manner, learned to develop critical thinking skills and
after the training given by the more experienced colleagues of the team, she was given some
autonomy and responsibility to perform the various tasks, thus contributing to her professional
development.

As a trainee in the early stages of her career, opportunities were always available to clarify
any doubts that might arise.
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7. ANEXOS

Anexo 1
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Anexo 2

Solucdes de referéncia necessarias ao ensaio da aparéncia

Table 2.2.2.-2. - Reference solutions B

Volumes in millilitres

Reference Standard solution B Hydrochloric acid
Table 2.2.2.-1 solution (10 ¢/1 HCl)
B, 75.0 25.0
Volume in millilitres B, 50.0 50.0
Standard solution Yellow Red Blue  Hydrochloric acid B, 375 625
solution solution solution (10 ¢/L HCI)
B, 25.0 5.0
B (brown) 3.0 3.0 2.4 1.6
B, 125 875
BY (brownish-vellow) 2.4 1.0 0.4 6.2
B, 5.0 95.0
Y (vellow) 24 0.6 0.0 7.0 B, 25 975
GY (greenish-vellow) 9.6 0.2 0.2 0.0 B, 15 085
R (red) 1.0 2.0 0.0 7.0 B, 10 99.0
Table 2.2.2.-3. - Reference solutions BY Table 2.2.9-4. - Reference solutions Y

Volumes in millilitres Volumes in millilitres

Refere: Standard solution BY Hydrochloric acid
;ﬁlﬁzﬁe soltion ):.‘10 ';/[? HCCI;: ! Reference Standard solution Y Hydrochloric acid
BY 1000 00 solution (10 g/L HCI)
BYW 50 95,0 Y, 100.0 0.0
.y 75. 5.
. Y, 75.0 25.0
BY, 50.0 50.0 :
Y. 50.0 50.0
BY, 250 75.0 ’
BY, 125 875 Y 20 0
’ Y- 125 875
BY, 50 95.0 d ° !
BY, 25 975 Y 50 9.0
Y, 25 975

Table 2.2.2.-5. - Reference solutions GY .
Table 2.2.2.-6. - Reference solutions R

Volumes in millilitres Volumes in millilitres

Reference Standard solution GY Hydrochloric acid Reference Standard solution R Hydrochloric acid
solution (10 g/I HC) solution (10 g/L HC)

GY, 25.0 75.0 R, 100.0 0.0

ay, 15.0 85.0 R, 75.0 250

cy, 85 915 R, 500 50.0

cy, 5.0 95.0 R, 375 625

CY, 3.0 97.0 R 25.0 75.0

cv, 15 985 R, 125 875

GY; 0.75 99.25 R: 5.0 95.0
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