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REsSumMO

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um meétodo analitico para
detetar oito cefalosporinas produzidas na unidade Hikma Il — Cefuroxime, Ceftriaxone,
Ceftizoxime, Cefoxitin, Cefotaxime, Cefazolin, Cefepime e Ceftazidime — no contexto
das atividades de containment do Controlo de Qualidade.

O método anteriormente utilizado por HPLC ndo permitia a detecdo de Cefepime e Ce-
ftazidime, o que justificou a necessidade de implementagido de um procedimento que
que incluisse todos os compostos monitorizados na instalacao.

Assim, avaliou-se a transferéncia do método usado em HPLC para UPLC, procurando
melhorar o tempo de analise e a capacidade de detecéo.

A etapa de desenvolvimento incluiu o estudo de varias colunas cromatograficas, com-
posicdes de fase mével e condigbes operatodrias, com o objetivo de alcangar separagao
completa das oito cefalosporinas, resolugdo minima de 1 e relagao sinal-ruido acima de
10.

Ap0ds testes comparativos, verificou-se que a coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18
(1,7 ym, 2,150 mm), associada a fase mével composta por tampao fosfato de pH 4,0,
metanol e acetonitrilo na proporcéo 88:5:7, apresentou o desempenho mais adequado,
permitindo a eluicio clara dos compostos e tempos de corrida compativeis com a rotina
laboratorial.

Foram também comparadas diferentes zaragatoas utilizadas no processo de amostra-
gem ao que os ensaios evidenciaram que a zaragatoa Texwipe TX761K apresentava o
comportamento mais adequado a fase movel e as condigdes instrumentais estudadas,
sendo por isso selecionada para os ensaios subsequentes.

Definidas as condi¢des operatérias, procedeu-se a validagdo do método segundo as
diretrizes ICH Q2 e o procedimento interno da Hikma Farmacéutica Portugal. Os para-
metros avaliados foram: adequabilidade do sistema, precisao, linearidade, limites de
detecgao e quantificagcao, exatidao em swab challenge e surface test, gama, estabilidade
das solugdes e especificidade perante placebo e amostras sujeitas a degradagao tér-
mica e luminosa.

Os resultados mostraram que o método cumpre os requisitos estabelecidos para cada
um dos parametros, cumprindo assim com o objetivo.

Palavras-Chave: cefalosporinas, containment, HPLC, UPLC, validacao.
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ABSTRACT

The present work aimed to develop and validate an analytical method to detect eight
cephalosporins produced at the Hikma 1l facility — Cefuroxime, Ceftriaxone, Ceftizoxime,
Cefoxitin, Cefotaxime, Cefazolin, Cefepime and Ceftazidime — within the scope of con-
tainment  activities carried out in the Quality Control Ilaboratory.
The method previously used by HPLC did not allow the detection of Cefepime and
Ceftazidime, which justified the need to implement a procedure capable of including all
compounds monitored at the facility. Therefore, the transfer of the existing HPLC method
to UPLC was evaluated, with the aim of improving analysis time and detection capability.

The development stage included the assessment of various chromatographic columns,
mobile phase compositions and operational conditions, with the objective of achieving
complete separation of the eight cephalosporins, a minimum resolution of 1, and a signal-
to-noise ratio above 10. Comparative testing showed that the ACQUITY UPLC BEH
Shield RP18 column (1,7 ym, 2,150 mm), combined with a mobile phase consisting of
phosphate buffer at pH 4,0, methanol and acetonitrile in a ratio of 88:5:7, provided the
most suitable performance, allowing clear elution of the compounds and run times com-
patible with routine laboratory operation.

Different swabs used in the sampling process were also compared. The results showed
that the Texwipe TX761K swab revealed the most appropriate behavior under the se-
lected mobile phase and instrumental conditions and was therefore chosen for subse-
quent testing.

Once the operational conditions were established, validation of the method was carried
out in accordance with ICH Q2 guidelines and the internal procedure of Hikma Pharma-
ceutica Portugal. The parameters assessed included system suitability, precision, linear-
ity, limits of detection and quantification, accuracy in swab challenge and surface test,
range, solution stability and specificity against placebo and samples subjected to thermal
and photolytic degradation.
The results evidenced that the method meets the established requirements for each pa-
rameter, thus fulfilling its intended purpose.

Keywords: cephalosporins, containment, HPLC, UPLC, validation.
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1 . INTRODUGAO

1.1. ENQUADRAMENTO DO ESTAGIO

O presente Relatério de Estagio foi elaborado no ambito da Unidade Curricular Pro-
jeto/Estagio/Dissertacdo do Mestrado em Engenharia Biolégica e Quimica, do Instituto
Politécnico de Setubal — Escola Superior de Tecnologia do Barreiro. Este trabalho resulta
do estagio realizado na empresa Hikma Farmacéutica, S.A., em Sintra, na Unidade de
Qualidade da Hikma I, entre 24 de fevereiro de 2025 e 14 de julho de 2025, sob a
supervisdo da Eng.? Anabela Supico e a orientacao da Prof.? Doutora Claudia Coelho.

1.1.1. CARACTERIZAGAO DA INSTITUICAO DE ACOLHIMENTO

A Hikma Farmacéutica € uma empresa multinacional que desenvolve, fabrica e comer-
cializa uma vasta gama de medicamentos dentro das classes de genéricos injetaveis e
orais, genéricos de marca e produtos especializados [1, 2]. A sua missao € facultar me-
dicamentos de alta qualidade, a quem deles necessita, ndo fosse o seu lema “Better
Health. Within Reach. Every Day.” [1].

A Hikma foi fundada na Jordania, em 1978, por Samih Darwazah, e estabeleceu-se em
Portugal em 1990, escolhendo Sintra para instalar a sua fabrica especializada no fabrico
de injetaveis [1].

A nivel global, a Hikma emprega em torno de 9500 colaboradores (mais de 952 em
Sintra), possui 29 unidades de producgao, 13 fabricas inspecionadas pela FDA (Food and
Drug Administration, autoridade reguladora dos Estados Unidos), 12 fabricas inspecio-
nadas pela EMA (European Medicines Agency, Agéncia Europeia de Medicamentos),
conta ainda com 9 centros de |&D (Investigacdo e Desenvolvimento) e produz mais de
800 produtos de alta qualidade, dos quais mais de 160 sao produzidos em Sintra [1, 2].

Em Portugal, as instala¢gdes da Hikma estédo divididas em 4 edificios, todos eles locali-
zados na Terrugem, Sintra, e cada um dedicado a areas especificas: um para liquidos e
liofilizados (Hikma 1), um para cefalosporinas (Hikma Il), o armazém central (Hikma IIl)
e outro edificio destinado a area da oncologia (Hikma V), conforme ilustrado na Figura
1 [3, 4]. A empresa encontra-se atualmente em expansao, prevendo a construcédo de
mais 3 edificios, até ao final de 2025 [4].
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Figura 1 - Layout da planta da Hikma Portugal [4].

Aunidade de Sintra é reconhecida como uma das mais avangadas tecnologicamente do
grupo Hikma e desempenha um papel estratégico para que a empresa se mantenha
entre os trés principais fabricantes de genéricos injetaveis nos Estados Unidos, sendo
responsavel por cerca de 45% das vendas globais de injetaveis da Hikma [4, 5].

Aproximadamente 95% da produgéo da empresa é destinada a exportacao, tendo como
principais mercados os EUA (Estados Unidos da América), a regiao MENA (Middle East
and North Africa, Médio Oriente e Norte de Africa) e a UE (Unido Europeia) [4, 5].

1.1.2. HIKMA I

A Fabrica Hikma Il esta organizada em trés departamentos principais:

. Departamento de Cefalosporinas, que inclui as Linhas de Produgéo, de Em-
balagem, Garantia de Qualidade e Armazém;

. Controlo de Qualidade, que inclui laboratérios de Cromatografia (HPLC), Mi-
crobiologia, Quimica e Novos Projetos;

. Departamento de Manuteng¢ao, que inclui a oficina e as infraestruturas da fa-
brica.

Nesta unidade séo produzidas, de momento, 8 cefalosporinas, esquematizadas na Fi-
gura 2.

32 GERAGCAO

Cefotaxime sodium
Ceftizoxime sodium

22 GERAGAO Ceftazidime pentahydrate
Ceftriaxone sodium
Cefoxitin sodium 42 GERAGAO
Cefuroxime sodium Cefepime Hydrochloride

Figura 2 - Cefalosporinas produzidas pela Hikma Sintra (figura elaborada pela autora).
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Pelo facto de a industria farmacéutica utilizar o inglés como lingua padrao em toda a
documentagao técnica, incluindo procedimentos operacionais, registos de qualidade,
certificados de analise e fichas de seguranga, bem como a nomenclatura oficial dos
principios ativos, excipientes e reagentes ser definida em inglés pelas principais farma-
copeias internacionais, usadas como referéncia neste trabalho, optou-se por manter os
nomes das cefalosporinas em inglés.

1.1.3. CONTROLO DE QUALIDADE

O departamento de Controlo de Qualidade da Hikma garante, através de procedimentos
sistematicos de analise e verificagcao, que as suas matérias-primas, materiais de emba-
lagem, produtos intermédios, produtos acabados e amostras de estabilidade cumprem
rigorosamente as normas de seguranga, eficacia e conformidade regulamentar. Estas
verificagdes garantem o cumprimento das farmacopeias oficiais, tais como a Europeia
(EP), a Britanica (BP) e a dos Estados Unidos (USP), bem como o cumprimento das
Boas Praticas de Fabrico (GMP), estabelecidas pela Organizacao Mundial da Saude
(OMS).

As GMP constituem um sistema de normas e procedimentos, que assegura a produgao
consistente de medicamentos e o controlo rigoroso da qualidade, garantindo que os
produtos sdo adequados ao seu uso [6]. Abrangem todas as etapas do fabrico, desde a
rececao das matérias-primas, passando pela limpeza e testagem das linhas de produ-
¢ao, pelo enchimento dos frascos, pelos testes laboratoriais de qualidade, até a expedi-
¢ao do produto final [6].

Estas praticas exigem que todos os processos sejam definidos, validados, revistos e
documentados, garantindo que a produgao decorre em condi¢gdes controladas, com pes-
soal, instalagdes e materiais compativeis com a natureza dos produtos, assegurando a
integridade e seguranca do medicamento [6, 7]. As diretrizes da OMS devem ser adap-
tadas e validadas de acordo com as necessidades de cada empresa e produto, permi-
tindo harmonizar a atuacao das agéncias reguladoras e garantir a uniformidade e quali-
dade dos medicamentos a nivel internacional [6, 7].

Na Hikma, cada procedimento é formalizado em SOPs (Standard Operating Procedures
ou Procedimentos Operacionais Normalizados), que fornecem instrugdes detalhadas e
asseguram a execucao das atividades de forma padronizada, rastreavel e segura [6, 7].
Os colaboradores sédo formados e certificados, e todos os resultados, documentos e
registos sdo armazenados e controlados, garantindo a integridade dos dados e a dispo-
nibilidade de informacao [6, 7].

O sistema GMP da Hikma inclui ainda auditorias internas e externas, autoinspecoes,
avaliagdes de fornecedores e controlo das infraestruturas, equipamentos e propriedade
intelectual, seguindo as recomendagdes da OMS para assegurar o cumprimento das
normas e promover a melhoria continua do sistema de qualidade [6, 7].

1.1.4. CONTAINMENT

Na industria farmacéutica o termo containment refere-se ao conjunto de medidas fisicas,
técnicas e organizacionais destinadas a prevenir a libertacdo de substancias farmaco-
logicamente ativas, téxicas ou alergénicas para o ambiente de trabalho, outras areas de
fabrico ou para o meio ambiente. Os principais objetivos sao a protecao dos operadores
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contra a exposigao ocupacional, a prevengao da contaminagao cruzada entre produtos
€ a minimizagao do impacto ambiental decorrente do fabrico de substancias potencial-
mente perigosas [8, 9].

A definicdo do nivel de containment necessario para cada substancia assenta numa
analise combinada de parametros toxicoldgicos e de risco operacional [10]. Inicialmente,
estabelece-se 0 NOAEL (No Observed Adverse Effect Level), correspondente a dose
mais elevada testada na qual nao se observa nenhum efeito «critico» [11]. Este permite
calcular a PDE ou ADE (Permitted Daily Exposure ou Acceptable Daily Exposure) [10].
A determinacdo da PDE baseia-se na férmula recomendada pelas orientacdes
ICH/EMA, em que o NOAEL é ajustado para uma massa corporal padrdo (normalmente
50 kg) e dividido por uma série de fatores de incerteza que refletem variabilidade entre
espécies (F1), variabilidade humana (F2), duracao do estudo (F3), severidade do efeito
téxico (F4) e limitagdes da base de dados (F5) [11]. A expresséo geral é:

_ NOAEL x Weight Adjustment

= (1
PDE F1XF2XF3XF4XF5

O valor resultante exprime a exposi¢ao diaria considerada segura para um individuo e
constitui a base para a definicdo do OEL (Occupational Exposure Limit) [10]. Estes limi-
tes sustentam a classificagcdo das substincias em OEBs (Occupational Exposure
Bands), que agrupam os compostos em faixas de exposicdo de acordo com a sua toxi-
cidade e risco potencial para os trabalhadores [10].

A piramide ilustrada na Figura 3 sintetiza esta classificacao, distribuindo as substancias
por bandas crescentes de risco, desde OEB 1 (baixo perigo, OEL na gama dos milhares
de pug/m3) até OEB 6 (extremamente perigosas, com OEL < 0,1 ug/m?3) [10].

Quanto mais elevada a banda OEB, mais exigentes sdo as medidas de containment
requeridas [10].

6 extremely hazardous A

Figura 3 - Piramide de classificacdo de containment, que compara o limite de exposi¢ao ocupacional (OEL),
a banda de exposi¢éo ocupacional (OEB), a exposicédo diaria permitida (PDE) e a exposic¢ao diaria aceitavel
(ADE) [10].

A manutengao do desempenho destas barreiras requer a definicdo de um DEL (Design
Exposure Limit), geralmente inferior ao OEL normalizado [10]. Este valor funciona como
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referéncia operacional para assegurar que o sistema permanece dentro dos limites de
desempenho previstos ao longo do ciclo de vida da instalagao [10].

So6 apo6s a determinacao da banda OEB e do nivel de containment apropriado é que se
considera o contexto especifico de cada classe de substancias [10].

No caso particular dos antibidticos (B-lactamicos, como as cefalosporinas, o nivel de
contengao exigido situa-se tipicamente nos patamares superiores da pirdmide, visto es-
tes antibidticos, amplamente utilizados no tratamento de infecdes bacterianas, serem
compostos sensibilizantes que apresentam potencial alergénico significativo, podendo
desencadear reacgdes de hipersensibilidade como erupgdes cutaneas e crises asmati-
cas, até reagdes mais graves e potencialmente fatais, como anafilaxia, mesmo em con-
centracdes residuais [12]. Para além do impacto direto na saude ocupacional, a mani-
pulacdo inadequada destas substancias em ambientes industriais pode contribuir ainda
para a disseminacgao de resisténcia antimicrobiana [13].

O sistema de contencgao farmacéutica estrutura-se em trés niveis complementares: con-
tencéo primaria, secundaria e terciaria.

A contencao primaria tem por finalidade impedir a libertacdo do principio ativo no ponto
de origem e proteger diretamente o operador. Para tal, empregam-se sistemas fechados
de manipulagao de pés, isoladores, cabines de fluxo laminar invertido e equipamentos
com barreiras fisicas integradas [14]. Para B-lactamicos, recomenda-se ainda a utiliza-
¢ao de linhas de producao dedicadas, de forma a minimizar o risco de contaminagao
cruzada residual [8].

A contencdo secundaria assegura a protegdo do ambiente produtivo e de outras areas
adjacentes. As principais estratégias incluem a separacao fisica das instalagdes, a im-
plementagdo de sistemas HVAC (Heating, Ventilation and Air Conditioning - Aqueci-
mento, Ventilacdo e Ar Condicionado) independentes, a manutencao de pressdes ne-
gativas diferenciais e o uso de filtragcao HEPA (High Efficiency Particle Arrestance - Re-
tencao de Particulas de Alta Eficiéncia) dupla nos fluxos de extragao e insuflagéo de ar
[6]. Estas barreiras sao reforcadas por zonas de transi¢ao controladas, com troca obri-
gatoria de vestuario e limitagdo de acesso apenas a pessoal [6].

A contencao terciaria corresponde as medidas de prote¢cao ambiental e gestao de resi-
duos. Envolve o tratamento de ar de exaustao contaminado, a recolha e neutralizacao
de efluentes liquidos e sdlidos, e a validagao rigorosa e periddica de processos de lim-
peza [12, 13].

Estas medidas encontram-se alinhadas com orientagdes internacionais, nomeadamente
o ICH Q7, International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Phar-
maceuticals for Human Use: Good Manufacturing Practice Guide for Active Pharmaceu-
tical Ingredients, que estabelece as Boas Praticas de Fabrico (GMP) para Ingredientes
Farmacéuticos Ativos (APIs). Este guia recomenda, especificamente, o uso de instala-
¢bes dedicadas, incluindo sistemas de ventilacdo e equipamentos independentes, na
producdo de substancias altamente sensibilizantes, como penicilinas e cefalosporinas
[12].

Ainda que as conten¢des mencionadas sejam aplicadas na Hikma Il, ndo existe a se-
gregacao fisica total entre os edificios | e Il, bem como o acesso ao edificio IV nao é
restrito. Assim, para garantir que a limpeza das instalagdes, dos equipamentos e a higi-
ene do pessoal (na Hikma Il) esta a ser efetuada corretamente, bem como se nao existe
qualquer presenca de cefalosporinas nas instalagdes e pessoal ndo dedicados a
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cefalosporinas, é efetuada uma analise, pelo departamento de Controlo de Qualidade
da Hikma Il, uma vez por més, denominada containment.

O procedimento desta analise, detalhado num SOP da empresa, descreve os passos a
seguir para detetar a presenca/auséncia de cefalosporinas nas superficies dos departa-
mentos nao dedicados a cefalosporinas e nas maos dos trabalhadores da area de pro-
ducao e do departamento de Controlo de Qualidade de Cefalosporinas, aquando da sua
saida das instalagdes.

De acordo com o documento, deve ser efetuada uma amostragem por zaragatoa (swab)
numa area de 100 cm? em cada local de analise, e a amostragem das maos deve abran-
ger toda a superficie das maos, ou tanto quanto possivel.

Apods a recolha de todas as amostras, estas devem ser preparadas numa solucéo para
utilizagdo em equipamento de HPLC (High Pressure Liquid Cromatography - Cromato-
grafia Liquida de Alta Eficiéncia), fora das instalagcdes da Hikma Il, para evitar contami-
nacdes. O analista apenas volta as instalacbes da Hikma Il quando as amostras prepa-
radas se encontram nos frascos (vials) utilizados na analise por HPLC, ndo expondo
novamente o conteudo a analisar ao ar.

Estas amostras sdo analisadas por meio de um método analitico de HPLC, que utiliza
uma solugao padrao preparada previamente, com todas as cefalosporinas produzidas
na Hikma Il, como meio de comparacao, para identificar se estas se encontram presen-
tes nas amostras das zaragatoas preparadas. Tal € conseguido pois o resultado obtido
da analise por HPLC desta solugdo € um cromatograma, no qual sdo apresentados pi-
cos distintos, correspondentes a cada uma das cefalosporinas. Tendo este cromato-
grama como referéncia, é possivel comparar os resultados das amostras e verificar se
existe algum pico na mesma posi¢do dos picos apresentados na analise da solugao
padrao.

Caso os resultados ndo mostrem qualquer evidéncia da presenca de cefalosporinas,
significa que todos os sistemas de contencgéo e procedimentos implementados para pre-
venir a contaminacgao cruzada estdo a ser corretamente executados.

1.1.5. OBJETIVOS DO ESTAGIO

O método atual de detecao de cefalosporinas em superficies e no pessoal apenas per-
mite identificar seis das oito cefalosporinas produzidas na fabrica: Cefazolin, Cefuro-
xime, Ceftriaxone, Ceftizoxime, Cefoxitin e Cefotaxime, sendo que Cefepime e Ceftazi-
dime nao podem ser detetadas utilizando o método atualmente em vigor. Foi criado re-
centemente um método capaz de detetar as oito cefalosporinas produzidas na Hikma l,
incluindo a Cefepime e a Ceftazidime, no entanto, este nao foi validado.

Assim, o presente trabalho teve como principal objetivo a avaliagao da possibilidade de
transferéncia do método de detecao de 8 cefalosporinas realizado por HPLC, para a
técnica UPLC, e posterior validagao do método analitico mais apropriado, consoante os
resultados obtidos, para implementacao na analise de containment da empresa Hikma.
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1.1.6. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

Os trabalhos foram realizados de acordo com o cronograma da Figura 4.

Tarefas m

1 2 3 4 5

T1. Visita ds instalacGes, integragcdo na equipa e treino nos
procedimentos da empresa [S0Ps] necessarios para a B

execugao do trabalho.

T2. Formacgio na

calibracdolverificacido e uso dos

equipamentos necessdrios ao desenvolvimento do método BN
{balancas analiticas, potenciémetro, UPLC).

T3. Pesquisa bibliografica. X X X

T4. Desenvolvimento e transferéncia do método existente de

HPLC para UPLC.

T5. Desempenho de
{ldentificacdo de matérias-primas por IV, analise de material de X X X
embalagem)

T6. Validacéio do método analitico com discussido de ajustes

outras atividades na empresa

para cumprimento dos requisitos de validagao.

TT. Andlise de resultados e escrita do relatorio. X X X X X

Figura 4 - Cronograma de estagio.

1.2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

1.2.1. CEFALOSPORINAS

As cefalosporinas sédo antibidticos B-lactamicos semi-sintéticos derivados do acido 7 -
aminocefalosporanico (7-ACA), por sua vez obtido inicialmente da cefalosporina C, um
antibiético natural isolado em 1945, de uma estirpe do fungo Cephalosporium acremo-
nium, por um processo de hidrélise enzimatica seletiva, ilustrado na Figura 5 [15, 16,
17, 18]. Estes antibidticos possuem um anel 3-lactdmico, uma estrutura quimica de qua-
tro atomos altamente reativa que é essencial para a sua agao, ao inibir as enzimas res-
ponsaveis pela sintese da parede celular das bactérias, provocando a sua morte. A es-
trutura do anel é também alvo das B-lactamases, enzimas que algumas bactérias pro-
duzem para degradar o antibiético, pelo que as cefalosporinas semi-sintéticas séo qui-
micamente modificadas para aumentar a sua estabilidade e eficacia terapéutica [15, 16,

17, 18, 19].

TR

cefalosporinaC

Hidrolise enzimatica seletiva

Acido 7-aminocefalospordnico
(7-ACA)

Figura 5 - Estrutura quimica da cefalosporina C (a esquerda) e matéria-prima (a direita) obtida através de
um processo de hidrélise enziméatica seletiva para a semissintese dos antibiéticos beta-lactamicos [18].
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Os antibioticos B-lactamicos constituem uma importante classe terapéutica, reconhecida
pela sua eficacia contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e pela baixa toxi-
cidade para os pacientes humanos. Esta seguranga resulta do seu mecanismo de acéo
especifico, que interfere na sintese da parede celular bacteriana, uma estrutura essen-
cial reforcada pela ligacéo cruzada de unidades de peptidoglicano, mediada pelas pro-
teinas de ligagao a penicilina (PBP) [16]. Os anéis B-lactamicos destes antibioticos li-
gam-se as PBP, inibindo a sua atividade de cross-linking do peptidoglicano, o que inca-
pacita a bactéria de formar a parede celular, levando a lise e morte celular [16, 20]. Este
modo de acgao explica também a baixa toxicidade para o ser humano, cujas células eu-
caridticas ndo possuem parede celular [19].

Apesar de todos os antibidticos na familia terem um anel B-lactamico, a sua estrutura
quimica nao é igual, contendo anéis adjacentes diferentes e podendo conter também
diferentes tipos de cadeias laterais, que diferenciam as caracteristicas do antibiético,
espetros de acao e resisténcia as B-lactamases (enzimas produzidas por algumas bac-
térias, que quebram o anel B-lactamico, inibindo a eficacia do medicamento) [19, 21]. A
estas cadeias laterais parecem estar ainda associadas diversas reacdes de hipersensi-
bilidade [21].

No caso das cefalosporinas, o anel adjacente € um anel dihidrotiazina e, a semelhanca
das penicilinas, possuem locais onde podem ser adicionados diversos radicais (R1 e
R2), que permitem modificar propriedades da molécula base, de forma a tentar melhorar
a sua estrutura basica, representada na Figura 6 [19]. Os substituintes na posi¢ao 7 do
anel B-lactamico estao relacionados a alteracéo da atividade antibacteriana destes com-
postos, enquanto substituicdes na posicdo 3 do anel dihidrotiazina estdo associadas a
alteragdes no metabolismo e nas propriedades farmacocinéticas do farmaco [22]. As
cefalosporinas sdo compostos polares soluveis em agua [23].

0
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Figura 6 - Estrutura basica da penicilina (a esquerda) e das cefalosporinas (a direita), com anel beta-lacta-
mico indicado a vermelho e cadeias laterais representadas por R1 e R2 [21, 22].

Designa-se por espetro de agdo a gama de microrganismos sensiveis a um determinado
antibiotico. Este espetro pode ser estreito, quando o farmaco é eficaz contra um nimero
reduzido de bactérias, ou amplo, quando abrange tanto bactérias Gram-positivas como
Gram-negativas.

As cefalosporinas, devido ao seu amplo espetro de agao, sao antibioticos bactericidas
amplamente utilizados no tratamento de diversas infe¢des bacterianas [19]. No entanto,
0 seu uso intensivo tem contribuido para o surgimento e disseminacgéo de estirpes bac-
terianas resistentes, o que tem motivado esfor¢gos continuos na investigagdo e no de-
senvolvimento de novas moléculas [19].
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Com o objetivo de melhor caracterizar a sua evolugéo, as cefalosporinas foram organi-
zadas em geragoes, atualmente cinco, refletindo alteragbes no espetro de acéo e na
resisténcia as beta-lactamases [19].

As cefalosporinas de primeira geracdo apresentam maior eficacia contra bactérias
Gram-positivas [19, 22]. A partir das geragdes subsequentes, observa-se um aumento
progressivo da atividade contra bactérias Gram-negativas, bem como uma maior resis-
téncia a inativagao por beta-lactamases [19, 22].

No Anexo 1 encontram-se exemplos de cefalosporinas de cada geracao, bem como o
seu nivel de atividade contra bactérias Gram +, Gram - e nivel de resisténcia a enzima
beta-lactamase.

No Anexo 2 encontram-se ilustradas as estruturas quimicas das cefalosporinas produ-
zidas na Hikma, bem com a sua aparéncia, féormula molecular, massa molecular, solubi-
lidade e pKa.

1.2.2. METODOS ANALITICOS

Na industria farmacéutica, a quantificagao rigorosa das cefalosporinas € essencial em
varias etapas do desenvolvimento, fabrico e controlo de qualidade de medicamentos.
Durante a fase de formulagéo, é necessario garantir que a substancia ativa esta pre-
sente na dose correta para assegurar a eficacia terapéutica e a segurancga do farmaco
[24]. No controlo de qualidade, a quantificacao permite verificar a conformidade com as
especificagdes farmacopeicas e assegurar a estabilidade do produto ao longo do tempo
[24]. Além disso, durante os estudos de validagdo e bioequivaléncia, a monitorizagéo
precisa da concentragao plasmatica das cefalosporinas é fundamental para determinar
parametros farmacocinéticos, como a taxa de absor¢ao, distribuicido, metabolismo e eli-
minagao do farmaco pelo organismo [24]. Também no ambito regulatério, a quantifica-
¢ao é um requisito obrigatoério para o registo de medicamentos, garantindo a consistén-
cia entre lotes e a auséncia de impurezas ou produtos de degradagédo em niveis inacei-
taveis [24]. Assim, a escolha de métodos analiticos adequados é crucial para garantir a
qualidade, eficacia e seguranca dos medicamentos a base de cefalosporinas.

1.2.3. CROMATOGRAFIA

Um dos métodos analiticos mais conhecidos e utilizados para a determinagao quantita-
tiva e qualitativa dos componentes quimicos presentes em misturas é a cromatografia,
que pode ser gasosa (GC), se a fase movel € um gas, liquida (LC), se a fase mével é
um liquido, ou em superficie plana (TLC), na qual uma fase moével liquida ascende por
capilaridade numa placa plana [25, 26, 27].

Destes, a cromatografia liquida (LC) é a técnica mais utilizada em analises quantitativas
e qualitativas de compostos farmacéuticos, pois permite separar compostos néo vola-
teis, polares ou termossensiveis, ao contrario da cromatografia gasosa (GC), adequada
para analitos volateis e estaveis ao calor, e da cromatografia em superficie plana (TLC),
que é simples e rapida, mas limitada em precisao e quantificagao [27].
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1.2.4. CROMATOGRAFIA LiQUIDA (LC)

O principio da LC baseia-se na separac¢ao dos componentes de uma mistura pela inte-
racao diferencial entre as moléculas da amostra e as fases moével e estacionaria, sendo
a fase movel responsavel pelo transporte dos analitos através da coluna cromatografica
[27].

As separacodes por LC podem ser classificadas de acordo com o tipo de interagdes que
o analito estabelece com a fase estacionaria e da polaridade da fase mével e estacio-
naria [27, 28].

Quanto ao tipo de interacbes, as separagdes podem ser realizadas tendo em conta a
polaridade dos compostos quimicos (cromatografia de adsor¢do ou de particao), o ta-
manho molecular (cromatografia de exclusdo molecular/permeagao em gel), a carga
elétrica (cromatografia de permuta idnica), ou interacbes especificas reversiveis (cro-
matografia de afinidade) ou diferenciais (cromatografia quiral) [28, 29].

Quanto a polaridade, esta pode ser de fase normal (fase estacionaria polar e fase mével
apolar), na qual o analito menos polar & eluido primeiro, por possuir menor afinidade
com a fase estacionaria, ou de fase reversa (fase estacionaria apolar e fase movel aqu-
osa moderadamente polar), na qual o analito menos polar é eluido por ultimo [28, 29].

Evoluindo tecnologicamente ao longo das ultimas décadas, a LC deu origem a Croma-
tografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e, mais recentemente, a Cromatografia Li-
quida de Ultra Eficiéncia (UPLC), que representam atualmente técnicas de referéncia
na industria farmacéutica. Estas metodologias possuem o mesmo principio da Croma-
tografia Liquida, mas destacam-se pela alta sensibilidade, seletividade, precisao e rapi-
dez, sendo fundamentais no controlo de qualidade, nos estudos de estabilidade e na
validagao de medicamentos na industria farmacéutica.

No Anexo 3 encontram-se resumidas as maiores diferencas entre os processos de se-
paragao por cromatografia liquida convencional (LC), cromatografia liquida de alta efici-
éncia (HPLC) e cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC).

1.2.5. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Uma das técnicas mais utilizadas para a analise/detecao de cefalosporinas é a Croma-
tografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) [30]. Esta € uma forma avangada de croma-
tografia liquida que utiliza altas pressdes para a separagéo de misturas complexas de
moléculas, a fim de quantificar os componentes de uma amostra [26, 31].

O modo de funcionamento do _
HPLC (Figura 7) passa pela injecao o [
de uma amostra, que é arrastada
por uma fase mével (eluente), com

auxilio de uma bomba, para uma ‘
~

Detetor

Coluna

coluna cromatografica (onde se en-
contra a fase estacionaria), na qual
ocorre a separagdo dos componen-
tes presentes na mistura [25, 32].  Figura 7 - Sistema HPLC Alliance [32].
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@ fase Esta separagdo, chamada de

500 eluicdo, da-se devido a diferente

Coluna 8%%% afinidade que diferentes analitos
O A B tém com a fase movel/estaciona-

e ria, ja que analitos com maior afi-

nidade para com a fase estacio-
/?)gm naria tém tendéncia a ficar reti-

Fase - . ,
estaclondria | RVRS AR dos na coluna por um maior peri-
)%%JO Tempo ou volume da fase mavel aplicada Odo, e aSSIm acabarem por Ser
eluidos mais lentamente que

I analitos com maior afinidade com

v a fase mével (Figura 8) [25, 33].

Figura 8 - llustra¢&@o da reteng¢é@o de dois componentes (A e B) De forma a detetar os sinais a
na coluna (a esquerda) e correspondente cromatograma (a di-
reita), em que B tem uma maior afinidade com a fase
estacionaria que A [33].

oooéj —
00

»

Quantidade de analite que sai da coluna

medida que os compostos se se-
param, € usado um detetor, que
regista os tempos de retencgéo
das moléculas, enquanto converte esses sinais recebidos em dados analiticos, dese-
nhando um cromatograma observavel num computador com um software préprio para
o efeito [25, 29].

1.2.6. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA (UPLC)

Ainda que a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) se tenha consolidado como
a técnica de referéncia em analises quantitativas e qualitativas de farmacos, sendo am-
plamente empregue em controle de qualidade, a evolugdo tecnolégica dos sistemas
cromatograficos tem impulsionado o desenvolvimento de técnicas ainda mais eficientes,
capazes de oferecer melhor desempenho analitico em menor tempo.

Detetor Nesse contexto, a empresa Waters, em
(PRADetedn 2004, desenvolveu e patenteou a Cromato-
grafia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC) (Fi-

gura 9), uma evolugao da HPLC que se ca-

(Samé?;eﬁli?'lager) racteriza pelo uso de colunas com particulas
de diametro inferior a 2 ym e pela operagao
sob pressbes substancialmente superiores

Bombas (acima de 15000 psi) [34, 35, 36, 37].

(Quaternary Solvent Manager)

Figura 9 - Waters Acquity UPLC H Class [37].

O principio por detras desta evolugido é a equacdo de Van Deemter, que descreve a
relacado entre a eficiéncia de uma coluna, expressa pela altura equivalente a um prato
tedrico (HETP ou H), e a velocidade linear do fluxo da fase mével (v) [35]. A equagéo é
geralmente escrita como:

B
H=A+;+C><v )
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Onde os termos A, B e C representam diferentes fontes de dispersao dos picos [38]. O
termo A, termo da difusdo turbulenta, conhecido como efeito de multiplos caminhos,
corresponde as diferengas nos caminhos percorridos pelas moléculas através da coluna
devido a estrutura granular da fase estacionaria [38]. O termo B, ou difusao longitudinal,
descreve a difusdo das moléculas ao longo da coluna, que tende a alargar os picos,
sobretudo a baixas velocidades da fase movel : Equacéo Van Desmter

[38]. O termo C, relacionado com a transferén- H=A+Biv+ G

cia de massa, reflete a resisténcia ao equilibrio 1
entre fase movel e fase estacionaria, tornando- \ FEficiéncia tima

- - -
AR : - S c
se mais significativo a velocidades elevadas, @' /
quando as moléculas tém menos tempo para A
B

-
-
-
-

Altura do prato (H)

interagir com a fase estacionaria [38].

A equacdo de Van Deemter mostra assim que Velocidade da fase mével (v)

existe uma velocidade 6tima (ilustrada na Fi- Figura 10 - Variagdo dos parametros da equa-
gura 10) da fase mével, que minimiza a HETP ¢&o Van Deemter [38].

(H) e maximiza a eficiéncia da separacao,

sendo que velocidades muito baixas ou muito altas aumentam a dispersao devido aos
efeitos de B e C, enquanto o termo A contribui de forma constante para a largura dos
picos [35].

Na Figura 11 é possivel observar ainda o efeito do tamanho das particulas no HETP e
na velocidade linear, mostrando que particulas de menor didmetro superam o alarga-
mento da banda em comparagao com particulas maiores, e sdo menos afetadas por um
fluxo de coluna mais elevado [36].

15+ Assim, a redugdo do ta-
| manho das particulas da
\ coluna permite reduzir o

104 comprimento da mesma

\ ' _— (pois a resisténcia ao

- fluxo é maior, aumen-

\ tando a pressao e, por-

—_—— tanto, também a veloci-

dade) bem como aumen-

T T T T T . tar o fluxo, o que torna a

o 1 < v N o 6 vimmiS)  separacdo mais rapida,

Velocidade da fase mavel sem perda de resolugdo e

com um menor gasto de
solvente [36].

Altura do prato, H (pm)

Figura 11 - Grafico de Van Deemter: O efeito do tamanho das particulas
(em pm) na altura da placa (H). Um tamanho de particula mais pequeno
proporciona eficiéncias de pico globais mais elevadas e uma vasta gama
de fluxos [36].

O UPLC possui alta resolugéo, maior rapidez, maior seletividade e sensibilidade e menor
gasto de solvente que HPLC [38]. No entanto, produz maiores contrapressoes, 0 que
reduz a vida util das colunas [38]. Para além disso, por ser um equipamento mais avan-
¢ado e que funciona a elevadissimas pressoes, € mais caro, € necessita de verificagdes
e substituicoes de pegas mais frequentemente [38].

Ainda assim, as vantagens inerentes a UPLC em relagdo a HPLC podem atenuar as
suas desvantagens ao longo do tempo, tornando o UPLC uma opgao rentavel, pelo que
motivaram o desenvolvimento do presente trabalho, uma vez que essa técnica
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apresenta potencial para otimizar o desempenho analitico e contribuir para a implemen-
tacdo de procedimentos mais sensiveis, rapidos e sustentaveis, em consonancia com
as atuais demandas do setor farmacéutico [38, 39].

1.2.7. VARIAVEIS CRITICAS

O controlo rigoroso das variaveis criticas hum método de andlise, nomeadamente: a
composicao da fase movel, a fase estacionéria, o fluxo, a pressdo e a temperatura, €
fundamental para assegurar separagdes eficientes, reprodutiveis e com elevada resolu-
cao entre os analitos.

Fase moével

A fase mével desempenha um papel determinante na seletividade e no tempo de reten-
cao dos analitos. Esta deve ser composta por solventes de elevada pureza e compati-
veis tanto com a fase estacionaria como com o detetor, evitando interferéncias ou ruido
de base [40, 41]. Normalmente, utiliza-se uma combinacdo de um solvente aquoso
(dgua ou tampdao) e um solvente organico (metanol ou acetonitrilo), podendo incluir mo-
dificadores de pH para ajustar a ionizacao dos analitos e garantir estabilidade quimica
[40, 25].

O controlo do pH é especialmente importante, uma vez que pequenas variacdes podem
alterar a forma idnica das substancias, modificando as interacdes com a fase estacio-
néria e, consequentemente, o perfil cromatogréfico [28]. A escolha entre elui¢cdo isocra-
tica (composicao fixa da fase mével) e em gradiente (composic¢ao variavel) depende da
complexidade da amostra, uma vez que gradientes sdo preferiveis quando ha grande
diferenca de polaridade entre os compostos, pois melhoram a resolucéo e reduzem o
tempo total de analise [28].

Fase estacionaria

A fase estacionaria € o material que se encontra no interior da coluna, que define as
interagdes quimicas responsaveis pela separagcdo dos compostos da amostra, com
base nas interacdes entre os analitos e a superficie do material de suporte, pelo que a
escolha da coluna certa faz toda a diferenga no resultado da analise [42].

Atualmente, a técnica de separacao mais utilizada na industria farmacéutica é a croma-
tografia de fase reversa (RP) [42, 43]. As amostras adequadas a esta técnica possuem
uma alta solubilidade em agua/solventes organicos polares, e a fase estacionaria pode
conter uma variedade de suportes quimicamente modificados com grupos hidrofébicos,
como é o caso das vulgarmente chamadas colunas Cs ou Css, classificadas consoante
o numero de hidrocarbonetos adicionados a estrutura base de silica [42, 43]. No Anexo
4 encontram-se representadas estruturas quimicas de algumas fases estacionarias.

Parametros fisicos da coluna, como tamanho das particulas (Figura 12), comprimento
(Figura 13) e diametro interno (colunas de didametro < 2,1 mm oferecem maior sensibili-
dade e menor consumo de solvente, ja colunas de didmetro = 4,6 mm, suportam caudais
mais elevados), influenciam diretamente o desempenho cromatogréfico [44].
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50mm 50mm
5 micron 1.7 micron

L

Figura 12 - Poder de separacdo mecanica para enchimento de 5 ym e 1,7 ym, e igual comprimento de
coluna [45].

50mm 100mm

Figura 13 - Poder de separa¢do mecéanica para colunas com 50 mm e 100 mm de comprimento, com mesmo
tamanho de particula [45].

Fluxo

O fluxo da fase movel é igualmente critico, pois afeta a eficiéncia, o tempo de retencéo
e aresolugdo. Fluxos mais elevados reduzem o tempo de analise, mas podem compro-
meter a separacdo e aumentar a contrapresséo do sistema [46]. Ja fluxos mais baixos
melhoram a eficiéncia de separacao, a custa de um maior tempo de corrida [46]. Assim,
o fluxo ideal é aquele que maximiza a resolugdo sem ultrapassar os limites de pressao
suportados pela coluna e pela bomba [46].

Presséo

A pressao é diretamente proporcional ao tamanho das particulas, ao comprimento da
coluna e ao fluxo da fase mével. Deve manter-se estavel durante toda a analise, uma
vez que flutuacdes podem indicar problemas como a presenca de bolhas, obstrugdes
ou fugas no sistema. A manutengdo de uma presséo constante é essencial para asse-
gurar a reprodutibilidade dos resultados e preservar a integridade do sistema cromato-
gréafico [47]. Pressbes excessivamente elevadas podem causar desgaste prematuro do
equipamento e danos as colunas, enquanto pressdes demasiado baixas podem refletir
vazamentos, falhas na bomba ou perda de eficiéncia na separacdo cromatografica.

Temperatura

A temperatura desempenha um papel central na cromatografia, influenciando a cinética
de eluigdo, a difusdo dos solutos e parametros cromatograficos como tempo de reten-
céao, seletividade, eficiéncia e reprodutibilidade [48].
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O aumento da temperatura reduz a viscosidade da fase movel, melhorando a difusao
dos analitos e diminuindo a pressao do sistema, o que permite trabalhar com caudais
mais elevados [48].

A temperatura afeta igualmente o equilibrio termodindmico entre o analito e a fase es-
tacionaria [48] . Em termos gerais, temperaturas mais elevadas diminuem os tempos de
retencao devido ao enfraquecimento das forcas intermoleculares responsaveis pela ad-
sor¢do, pelo que uma mudancga na temperatura pode permitir uma separacdo entre so-
lutos, que ndo seria obtida empregando-se a temperatura originalmente utilizada [48].
Esta dependéncia da retencédo em relagdo a temperatura pode ser descrita pela equa-
¢ao de Van'’t Hoff (Equagao 3) que mostra que, para a maioria dos analitos, temperatu-
ras mais altas aumentam a taxa de dessorcao e eluigcéo:

Ink A A5 1 3

nk=-—o5 + R +1In¢ 3)
Onde k é o fator de retencao, AH® representa a entalpia do sistema, AS° corresponde a
entropia do sistema, R é a constante universal dos gases, T a temperatura absoluta em
Kelvin e ¢ é a razdo do volume entre a fase estacionéria e a fase movel [48].

Também o fator de retengao para solutos com maior AH é mais afetado do que para
solutos com menor valor de AH, fornecendo diferentes seletividades em diferentes tem-
peraturas [48].

Variacdes de temperatura podem assim comprometer a repetibilidade e a robustez do
método, e analitos termossensiveis podem degradar-se a temperaturas mais elevadas,
originando produtos secundarios que interferem na quantificacéo [48]. Por isso, é fun-
damental o controlo rigoroso da temperatura da coluna através de sistemas termostati-
zados, bem como a definicdo prévia de um intervalo térmico seguro de operagéo [48].

1.2.8. CROMATOGRAMA

Com os sinais enviados pelo detetor, um computador gera um grafico denominado de
cromatograma, onde é possivel analisar o resultado da analise cromatografica.

Na Figura 14 esta representado o cromatograma de uma separacao tipica de duas subs-
tancias, 1 e 2, onde: t1 e t2 sdo os tempos de retencao respetivos; h, h/2 e Wy2sdo a
altura, meia altura e a largura a meia altura, respetivamente, para o pico 1; W1e W; sé&o
as larguras dos picos 1 e 2, respetivamente, na base de referéncia; e tu 0 chamado
“tempo morto/vazio”, que corresponde ao tempo total que qualguer componente passa
na fase mével [49].

Pico do solvente

(AU)

Cauda do solvente

Resposta do detetor

-«— Injegdo

"\1"

Tempo
(minutos)

Figura 14 - Separagdo cromatogréafica de duas substancias [49].
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Uma determinada substancia, utilizando-se as mesmas condi¢cbes, possui sensivel-
mente o mesmo tempo de retencéo (tr), dado pela diferenga entre 0o momento em que
0 pico maximo elui e o momento da injecao (tempo zero), em minutos [49, 50]. As-
sim, solucdes padrado sio injetadas no mesmo sistema cromatografico, utilizando a
mesma fase mdvel e estacionaria, para construir a curva de calibracio. Esta curva per-
mite correlacionar o tempo de retengcdo das amostras testadas com os compostos pre-
sentes, possibilitando a sua identificagao [50].

A partir do cromatograma, é possivel realizar a analise quantitativa da amostra, deter-
minando a concentracdo de cada composto presente com base na area ou altura dos
picos e na curva de calibragcdo previamente construida [50].

No caso da substancia 1, da Figura 13, a sua area (A) poderia ser calculada com a
Equacao 4 [51].

1
A=§hXW1 @)

Uma vez registado o cromatograma, devem ser executados os requisitos especificados
no método.

1.2.8.1. Relagéo sinal-ruido (S/N)

O ruido a curto prazo influencia a preciséo e a exatidao da quantificagao. Arelagao sinal-
ruido € calculada utilizando a Equacéo 5:
2H
S/N = . (5)

Onde H ¢é a altura do pico correspondente ao componente em causa, no cromatograma
obtido com a solugéo de referéncia, medida entre o0 maximo do pico e a linha de base
extrapolada do sinal, observada a uma distancia de, pelo menos, 5 vezes a largura a
meia altura, e h representa a amplitude do ruido num cromatograma obtido apos a inje-
¢ao de um branco, observada a uma distancia de, pelo menos, 5 vezes a largura a meia
altura do pico no cromatograma obtido com a solugéo de referéncia e, se possivel, situ-
ada igualmente em torno do local onde se encontraria esse pico (representado na Figura
15) [52].

cocon
0.00030
cecozs
00002 _ oooie]
oo [ Ed
oeoonz M,
000020 \ 000005
000018 2 — AV VRN AN A N
A N s AT Aol
L S / \ - A‘H/MJW\,_-A,N/\MVK. nmg At g TN
000014
o002 - [\ s
000010 jrematmme P N NS G AN e ey P! 000008
000008
0.0000¢ . . Y
000004 m 60 500 10,00 1200 1400 16.00 18.00

S00 600 700 8L0 900 1000 1100 1200 00 1400 1500 1600 1700 1800 Z
Minutes Minutes

Figura 15 - Cromatograma da solucao de referéncia (a esquerda) e do branco (a direita) com variaveis H e
h representadas [52].

1.2.8.2. Precisao

A precisao é feita com pelo menos cinco inje¢des da solugdo padrdao quando o desvio
padrao relativo da area das injegdes for menor ou igual a 2%. Para desvios padrao re-
lativos superiores a 2%, devem ser realizadas seis injegoes.
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1.2.8.3. Pratos Tedricos (N)

O numero de pratos tedricos € um parametro que avalia a eficiéncia da coluna croma-
tografica. Cada prato tedrico corresponde a uma zona hipotética em que o soluto atinge
o equilibrio completo entre a fase movel e a fase estacionaria. Quanto maior o niumero
de pratos tedricos, maior a eficiéncia da coluna na separacdo dos compostos. Este é
calculado da seguinte forma:

N =16 (W) 6)

Onde t é o tempo de retencdo da substancia desde a inje¢do até ao maximo do pico, e
W a largura da base do pico, obtida por extrapolagéo dos segmentos retos de cada lado
do pico até a linha de base.

1.2.8.4. Fator de Simetria (T)

Em cromatografia liquida, a forma ideal dos picos corresponde a uma distribuicdo Gau-
ssiana, caracterizada por simetria perfeita [53]. Contudo, em condi¢cdes analiticas reais,
observa-se frequentemente assimetria do pico, evidenciada sob a forma de fronting ou
tailing [53].

A avaliagcdo quantitativa desta assimetria € habitualmente efetuada através do tailing
factor (T), conforme definido pela United States Pharmacopeia (USP) e ilustrado na Fi-
gura 16, o qual é determinado a partir do quociente entre a largura do pico medida a 5%
da sua altura (Wy,05) € 0 dobro da largura da parte frontal do pico, medida a 5% de altura
(f) [53].

_ Waos !

2f

T

|
i
I
\ FRONTING TAILING
|
|
|
|
I

fml L
I"t*n T,<1.0 1 >1.0

|
Mldximo do paco .}

Figura 16 - Diagrama que apresenta pico cromatografico assimétrico e calculo do fator de assimetria (tailing
factor) [49]. A direita encontram-se ainda diagramas de dois picos, um com fronting e outro com tailing [53].

Valores de T compreendidos entre 0,9 e 1,4 sdo considerados aceitaveis, sendo 1,0
indicativo de um pico simétrico [53].

O tailing é geralmente causado por fendmenos de adsorgéo ou por outras interagdes
fortes entre o analito e a fase estacionaria, enquanto o fronting pode resultar de sobre-
carga da coluna, de reagbes quimicas ou de processos de isomerizacao ocorridos du-
rante o processo cromatografico [53].
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1.2.8.4. Resolugéo (R)

Avalia o grau de separacdo de dois picos. E utilizada para estabelecer a eficiéncia do
sistema para separar os picos dos varios componentes. O calculo da resolugao é efetu-
ado com base na Equacgéao 7.

_ 2(t; — t1)

R
W, — W,

()

Onde ty, t1 correspondem aos tempos de retengao de dois componentes, desde o tempo
de injecdo até ao tempo de eluicdo correspondente ao maximo pico e W, W4 a largura
das bases dos picos correspondentes.

1.2.9. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Entende-se por validagao o processo pelo qual se estabelece, através de estudos labo-
ratoriais, que as carateristicas de desempenho do procedimento cumprem os requisitos
para as aplicagdes analiticas pretendidas.

A validacao pode ser de diversos tipos: validacdo de processos, validacdo de métodos
analiticos, validagdo de limpeza ou validagéo de sistemas computorizados [54].

De acordo com a norma ICH Q2 (R1), a validagado de métodos analiticos pode ser defi-
nida como: “Estabelecer uma prova documentada que proporcione um elevado grau de
garantia de que um processo especifico produzira consistentemente um resultado pre-
tendido de acordo com as especificacdes e carateristicas de qualidade previamente de-
finidas”, isto é, que um procedimento analitico € adequado para a utilizacdo planeada
[54]. O procedimento analitico refere-se a forma de efetuar a analise, descrevendo em
pormenor 0s passos necessarios para efetuar cada teste analitico, incluindo a prepara-
¢ao da amostra, do padrao de referéncia e dos reagentes, utilizacao do aparelho, gera-
¢ao da curva de calibracéao, utilizacdo das formulas para os calculos, entre outros [55].

Avalidacao de métodos € necessaria quando um novo método € desenvolvido e quando
0s métodos estabelecidos sao utilizados em diferentes laboratérios e por diferentes ana-
listas [54].

Os ensaios de validagao de procedimentos analiticos variam consoante a natureza de
cada procedimento a validar, que se pode dividir em 4 categorias:

Categoria | - Métodos analiticos para a quantificagdo dos principais componentes de
substancias medicamentosas ou dos principios ativos (incluindo os conservantes) nos
produtos farmacéuticos: Procedimentos de ensaio (Assay);

Categoria Il - Métodos analiticos para a determinagéo das impurezas (compostos rela-
cionados, compostos de degradagéo, solventes residuais e metais pesados presentes
em substancias medicamentosas a granel, matérias-primas e produtos acabados) pre-
sentes nas substancias medicamentosas ou nos compostos de degradacgéo dos produ-
tos farmacéuticos acabados;

Categoria lll - Métodos analiticos para a determinagéo das carateristicas de desempe-
nho (por exemplo, dissolucao, libertagcdo do farmaco): Procedimentos de dissolucéo;

Categoria IV - Testes de identificagao.
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No Anexo 5 encontra-se uma tabela com os parametros analiticos para validacao de
métodos dos procedimentos que se encaixam nas diferentes categorias supramencio-
nadas.

Para o método desenvolvido ao longo do presente relatério, os parametros avaliados
serao a adequabilidade do sistema (SST), precisao, linearidade, range, exatidao, limite
de detecao, limite de quantificacéo, estabilidade e especificidade.

Adequabilidade do sistema (System Suitability Test, SST)

A adequabilidade do sistema é o critério estabelecido para garantir que a validade do
procedimento analitico seja mantida sempre que utilizado. E avaliada por um conjunto
de testes realizados antes e durante a analise cromatografica para confirmar que o sis-
tema analitico esta a funcionar corretamente e é adequado ao método que se pretende
aplicar.

Os critérios de adequacao do sistema devem ser cumpridos para que os resultados
gerados sejam aceites.

A adequacéo do sistema inclui também o tempo de estabilizacdo necessario, quaisquer
precaucdes antes de colocar o sistema em funcionamento e o niumero de injecbes de
configuragao do sistema necessarias para garantir que o sistema esta pronto para a
analise.

Precisao

A precisdao de um método analitico € o grau de concordancia entre os resultados de
testes individuais quando o procedimento é aplicado repetidamente a amostras multi-
plas de uma amostra homogénea, e é expressa normalmente através do desvio padrao
relativo (RSD) de varias repeticdes.

Esta pode ser uma medida do grau de reprodutibilidade - que se refere a utilizagao do
procedimento analitico em diferentes laboratérios (ex.: estudo colaborativo) - ou de re-
petibilidade - que se refere a utilizacado do procedimento analitico num laboratério du-
rante um curto periodo, utilizando o mesmo analista e 0 mesmo equipamento - do mé-
todo analitico em condi¢cdes normais de funcionamento.

A precisao é classificada em trés categorias:

e Precisao do sistema — Verifica a eficacia do sistema operativo como um sistema
Unico; avalia se o equipamento esta a funcionar de forma estavel e consistente,
por injecdes consecutivas da mesma solugéo padréo e calculo do desvio padréo
relativo da area dos picos ou do desvio padrao;

e Precisao do método - utilizada para determinar a repetibilidade do método ana-
litico (mesmo operador e condigbes idénticas) através da avaliagdo de um nu-
mero de amostras contendo quantidades conhecidas de analito;

e Precisao intermediaria (ruggedness) - reflete a robustez do método quando su-
jeito a pequenas variagdes nas condi¢des experimentais, isto €, avalia se o mé-
todo continua a fornecer resultados fidveis e consistentes mesmo quando ha
mudanca de operador e pequenas mudangas nas condi¢cdes experimentais.
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Linearidade

A linearidade de um método analitico é a sua capacidade de obter resultados de ensaio
que sdo diretamente, ou através de uma transformacdo matematica bem definida, pro-
porcionais a concentragao da substancia a analisar nas amostras dentro de uma deter-
minada gama.

Deve ser estabelecida inicialmente por exame visual de uma representacao grafica dos
sinais em fungdo da concentragdo do analito no teor. Se parecer existir uma relagao
linear, os resultados do teste devem ser estabelecidos por métodos estatisticos adequa-
dos (ex.: através do calculo de uma linha de regressao pelo método dos minimos qua-
drados).

E normalmente expresso em termos de variancia em torno do declive da reta de regres-
sdo calculada de acordo com uma relagdo matematica estabelecida a partir de resulta-
dos de ensaios obtidos pela analise de amostras com concentracdes variaveis de ana-
lito. O fator de correlagéo (R) avalia o grau de linearidade entre os pontos experimentais
[56].

Gama

A gama de um método analitico é o intervalo entre os niveis superior e inferior (inclusive)
da substancia a analisar, no qual se considera que o método é exato, preciso e linear.

Exatidao

A exatidao de um método analitico pode ser definida como a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em relagao ao valor real/convencional, e deve ser estabelecida em
toda a gama especificada do procedimento analitico [54]. E frequentemente expressa
como uma percentagem de recuperacéo, através do ensaio de quantidades adicionadas
conhecidas de analito.

A exatidao pode ser obtida de varias formas, incluindo a avaliagao da recuperacao da
substancia a analisar (percentagem de recuperagao) ao longo do intervalo do ensaio,
ou a avaliagao da linearidade da relagcao entre as concentracbes estimadas e reais.

Limite de detegao (Limit Of Detection, LOD)

O limite de detecdo é a concentragcdo mais baixa, de uma substancia a analisar numa
amostra, que pode ser detetada, mas nao necessariamente quantificada, nas condi¢des
experimentais indicadas. Este é expresso como a concentragao da substancia a anali-
sar.

Limite de quantificacao (Limit Of Quantification, LOQ)

O limite de quantificagdo € um parametro de quantificagdo ou ensaio para baixos niveis
de compostos em matrizes de amostras, tais como impurezas em substancias a granel
e formas de dosagem acabadas. E a concentracdo mais baixa, de uma substancia a
analisar numa amostra, que pode ser determinada com precisao e exatidao aceitaveis
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nas condi¢cdes experimentais indicadas. O limite de quantificagao, tal como o limite de
detecéo, é expresso como a concentracéo da substancia a analisar.

Estabilidade das solugoes (Stability of Analytical Solutions, SOAS)

Neste contexto a estabilidade refere-se a capacidade de uma solugcao padrdo ou de
amostra de manter as suas propriedades quimicas e fisicas inalteradas durante um de-
terminado periodo e sob condi¢bes especificas de armazenamento.

A estabilidade do padrao é analisada durante um periodo especifico, em comparacao
com a mesma solugao recém-preparada para comparagao.

A estabilidade da amostra pode ser determinada por analise durante um periodo espe-
cificado em relagéo a recuperagao da solucgao original da amostra, em comparagdo com
uma solugao de amostra recém-preparada e/ou uma solugéo padrao recém-preparada.

A percentagem de recuperacao entre as solugdes recentemente preparadas e a da so-
lugéo originalmente preparada fornece os dados de estabilidade, que s6 sao relevantes
para as condi¢cbes de armazenamento estabelecidas (armazenadas a temperatura am-
biente, em condi¢des de refrigeragao, em bancada, dentro do amostrador automatico,
no armario de armazenamento escuro, em baldo volumétrico de plastico/vidro, etc).

Especificidade/Seletividade

A especificidade é a capacidade de avaliar inequivocamente a substancia a analisar na
presenca de componentes que se pode esperar que estejam presentes, tais como im-
purezas, produtos de degradacéo e componentes da matriz.

A falta de especificidade de um procedimento analitico individual pode ser compensada
por outros procedimentos analiticos de apoio.

Autoridades internacionais de renome, como a IUPAC (Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada), tém preferido o termo “seletividade”, reservando “especificidade” para
os procedimentos que sdo completamente seletivos.

Testes de identificagado: assegurar a identidade da substancia a analisar;

Testes de pureza: assegurar que todos os procedimentos analiticos realizados permitem
uma declaragao exata do teor de impurezas de uma substancia a analisar (por exemplo,
ensaio de substancias relacionadas, limite de metais pesados ou impurezas organicas
volateis);

Assay: fornecer um resultado exato que permita uma declaragéo precisa sobre o teor
ou a poténcia da substancia a analisar numa amostra.
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2.1. MATERIAIS

2.1.1. SUBSTANCIAS DE REFERENCIA (CEFALOSPORINAS)

Ceftizoxime Sodium;
Cefotaxime Sodium;
Cefuroxime Sodium;
Cefazolin Sodium;
Cefoxitin Sodium;
Ceftriaxone Sodium;
Cefepime for Injection;
Ceftazidime Pentahydrate.

2.1.2. REAGENTES

Di-hidrogenofosfato de potassio (KH,PO,);
Acido citrico (CeHsO7);

Citrato de Sdodio (Na3CsHs07.2H20);
Ftalato de potassio monobasico (CsHsKO4);
Acido Cloridrico (HCI);

Metanol (CH;OH), grau HPLC,;

Acetonitrilo (CH5CN), grau HPLC,;

Acido fosférico (HsPO4);

Hidroxido de Sodio (NaOH).

2.1.3. EQUIPAMENTOS

Balanga Analitica;

Placa de aquecimento com agitagdo magnética;
Potencidémetro;

Banho de ultrassons;

Bomba de vacuo;

Espetrofotometro UV-Vis;

UPLC Waters Acquity H Class.

2 - METODOLOGIA

O desenvolvimento do método analitico por UPLC, destinado a ser utilizado nos testes
de rotina para detetar a auséncia de cefalosporinas nas areas comuns do departamento
de liquidos e liofilizados e na monitorizacdo do pessoal, iniciou-se tendo como base um
método analitico por HPLC (Anexo 6).

As medidas de segurancga relativas as substancias de referéncia e reagentes encon-
tram-se apresentadas no Anexo 7.
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2.1.4. MATERIAIS PARA AMOSTRAGEM

e Xtra PTFE — 45/25, Chromafil®
e Zaragatoas TX 761K, Texwipe®
e Zaragatoas Cultiplast®

2.1.5. COLUNAS CROMATOGRAFICAS

e CORTECS UPLC C18+ 1,6 ym 2,1x100mm,;

e ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm);

e ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 pm (2,150 mm);
e Atlantis Premier BEH Z-HILIC 1,7 pm (2,1%x50 mm).

2.2. DESENVOLVIMENTO DO METODO

Além de detetar todas as oito cefalosporinas, eram objetivos deste desenvolvimento de
método: alcancar a separacgao satisfatéria entre o pico de injecdo e a primeira cefalos-
porina que elui, bem como entre os picos correspondentes as oito cefalosporinas, com
resolucdo acima de 1 e razéo s/n acima de 10; diminuir o tempo de corrida; diminuir o
LOD.

Para tal, durante a fase inicial de desenvolvimento, foi necessario preparar diferentes
solugdes:

¢ Qito solugdes individuais, uma para cada cefalosporina, para identificar os picos,
a uma concentragao de 5 ppm,;

e Mistura contendo todas as oito cefalosporinas, a uma concentragcdo de 5 ppm,
para avaliar a separacgao (solugédo padrao ou STD 5ppm);

e Mistura contendo todas as oito cefalosporinas a uma concentragao de 0,02 ppm,
de forma a observar o desempenho do método no limite de detegao do método
atual.

Como o UPLC em questao néo era utilizado ha muito tempo, inicialmente lavou-se bem
o sistema e purgou-se todos o0s canais com o solvente.

Ao se montar cada coluna, purgou-se os canais utilizados e lavou-se a mesma com um
fluxo de 0,3 mL/min, primeiramente com uma proporgao agua desmineralizada: aceto-
nitrilo de 90:10, durante 30 minutos, e, em seguida, numa propor¢ao 50:50, por mais 30
minutos - procedimento padréo, ndo havendo indicacdo em contrario do fornecedor -
inspecionando inicialmente a coluna para garantir nao haver fugas, e controlando a pres-
sao pelo software.

O Software utilizado para comandar todas as operacgoes descritas foi o Software Waters
Empower 3 (CDS).

Foram avaliados diversos parametros de modo a estudar as melhores condi¢des de
separagao entre os picos cromatograficos.

No total foram feitos seis tampdes distintos para preparagéao de fase moével, conforme
mostrado na Tabela 1. De modo a facilitar a organizagéo, as diferentes preparagdes
serao designadas por Método A, B, C,D,E e F.
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Tabela 1 - Métodos A-F de acordo com o tampao utilizado, propor¢gdes de tampé&o:organico e pH's da fase
movel/tampao testados.

. = . Proporcao
Método Tamp3o utilizado Tampéo Metanol Acetonitrilo PH
A Di-Hidrogen'oqufato de Po- 82 13 5 3.2
tassio
82 13 5 3,2
Di-Hidrogenofosfato de Po- 85 10 S 3,2
= tassio (fase movel filtrada) 55 0 i 872
85,5 9,5 5 3,2
86 9 5 3,0
c Ftalato 86 9 3.0 (tam-
pao)
D Citrato 86 9 5 S0 (=i
pao)
Di-Hidrogenofosfato de Po- 3,0
E tassio (quantidade ajus- 86 9 5 5,0
tada) 4,0
Canais separados® 4,0
Método em gradiente (87:8:5 e 40
86:8:6) ’
4,0
87 7,5 5,5 3,8
3,6
88 6 6
F Fosfato pH 4,0 (quantidade 90 6 4
ajustada) 89 6 5
86 6 8
85 6 9
87 6 7 4.0
88 5 7
90 3 7
91 2 7
93 0 7

* De forma a simplificar o processo e evitar a necessidade de preparar uma nova fase
movel para cada ensaio, utilizaram-se canais separados no equipamento de UPLC para
o tampao:metanol:acetonitrilo, de forma semelhante a um fluxo em gradiente, mas man-
tendo a percentagem de cada canal ao longo de toda a corrida. Os resultados encon-
tram-se mencionados em 3.1.5. Método E e Anexo 8. As diferentes percentagens testa-
das foram: 85:10:5, 87:8:5, 88:7:5, 87:7:6, 89:7:4, 89:6:5, 86:8:6, 86:9:5, 84:10:6, 85:9:6,
87,5:7,5:5, 83:10:7, 87:7,5:5,5.

Os métodos acima descritos foram aplicados em diferentes colunas, nas quais foram
testadas diversas temperaturas e fluxos, descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Colunas e condi¢des de temperatura e fluxo utilizadas nos métodos A-F.

Método Coluna U P Fluxo
da coluna

CORTECS UPLC C18+ 1,6 um o .
A, B (2,1x100mm) 32°C 0,3 mL/min
0,3 mL/min
32°C 0,25 mL/min
B ACQUITY UPLCS%IrEnI-rInC))18 1,7um (2,1 % 0.35 mL/min
30°C 0,3 mL/min
35°C 0,3 mL/min
c,D,E F ACQUITY UPLCS%';'jn‘)”s 1.7um (2,1 x 32°C 0,3 mL/min
B,E, F ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 um 30°C 0,3 mL/min

(2,1x50 mm)

Atlantis Premier BEH Z-HILIC 1,7 pm o .

B (2,1x50 mm) 32°C 0,3 mL/min

Em 3.1.2. Método B encontram-se também mencionados os diferentes comprimentos
de onda e solventes experimentados.

2.2.1 PREPARAGAO DA FASE MOVEL

2.2.1.1 Método A

Tampao: Dissolver 5,45 g de Di-Hidrogenofosfato de Potassio em 820 mL de agua des-
mineralizada.

Fase moével: Adicionar aos 820 mL de tampao, 130 mL de metanol e 50 mL de acetoni-
trilo (82:13:5). Misturar bem. Ajustar o pH a 3,2, com acido fosférico.

2.2.1.2 Método B

Mesma preparacao que Método A, com a diferenca de se filtrar a vacuo as fases méveis
no final. O material utilizado e montagem encontram-se ilustrados na Figura 17.

Bombaa

z 3
(2]
) v X
. S c
vacuo = — Mangueira 3
: B
— :

Copo de
filtragem

Funil para
vacuo

Tela de
inox

Rolha

Figura 17 — Material para filtracdo a vacuo da fase mével (imagem da esquerda) e respetiva montagem
(imagem da direita).

As fases moveis nos métodos conseguintes continuaram a ser filtradas da mesma
forma.
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2.2.1.3 Método C

Preparou-se o Tampao Ftalato (Acid Phtalate Buffer) de acordo com a USP “Buffer So-
lutions”, cujo procedimento se encontra na Tabela 3 [57].

Tabela 3 — Preparagdo de Tampéo Ftalato, de acordo com a USP [57].

Solucao de ftalato de potassio 0,2 M: 40,85 g/L de ftalato de potassio em agua.
Tampao Ftalato
Coloque 50 mL da solugao de ftalato de potassio num baldo volumétrico de 200 mL,
adicione o volume especificado da solugao de acido cloridrico (HCL) e, em seguida, adi-
cione agua até atingir o volume desejado.
pH 3,0
0,2M HCI (mL) 22,3

Para preparar 1L de fase mével, prepararam-se as seguintes solugdes.

Solucgao de Ftalato de Potassio

Pesar aproximadamente 10,2125 g de CsHsKO4 (Potassium Biphthalate, Ftalato de po-
tassio), e dissolver para balao de 250 mL, com agua desmineralizada. Misturar bem.

Solugao 0,2M HCI

Pipetar 17mL de HCI (acido cloridrico) e diluir para baldo de 1000 mL, com agua desmi-
neralizada. Misturar bem.

Tampao Ftalato pH 3,0

Juntar os 250 mL de solugao de ftalato de potassio e 111,5 mL de solugao 0,2M HCI
num baldo volumétrico de 1L, perfazendo o restante volume com agua desmineralizada.
Misturar bem e ler o seu pH.

Preparagao da fase mével 86:9:5 com tampao ftalato

Juntar 860 mL de tampéo ftalato, 90 mL de metanol e 50 mL de acetonitrilo. Misturar
bem e filtrar a vacuo.

2.2.1.4. Método D

Preparou-se o Tampéao Citrato (Citrate Buffer) de acordo com a USP “Buffer Solutions”,
cujo procedimento se encontra na Tabela 4 [57].

Tabela 4 - Preparacdo de Tampao Citrato, de acordo com a USP [57].

Solugao de Acido Citrico, 0,1 M: 21,01 g/L de acido citrico em agua.
Solucao de Citrato de Sddio, 0,1 M: 29,41 g/L de citrato de sdédio em agua.
Tampao Citrato
Misture acido citrico 0,1 M com citrato de sddio 0,1 M nas propor¢des indicadas

abaixo.

) pH 3,0
0,1M Acido Citrico (mL) 82,0
0,1M Citrato de Sédio (mL) 18,0
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Para preparar 1L de fase movel, prepararam-se as seguintes solugdes.

Solugio 0,1M Acido Citrico

Pesar aproximadamente 17,2282 g de CsHgOy7 (acido citrico) e dissolver em 820 mL de
agua desmineralizada. Misturar bem.

Solugao 0,1M Citrato de Sédio

Pesar aproximadamente 5,2938 g de Na3;CesHs07°2H20 (citrato de sédio) e dissolver em
180 mL de agua desmineralizada. Misturar bem.

Tampao Citrato pH 3,0

Juntar os 180 mL de solugao 0,1M Citrato de Sédio aos 820 mL de solugao 0,1M Acido
Citrico. Misturar bem e ler o seu pH.

Preparacao da fase mével 86:9:5 com tampao citrato

Juntar 860 mL de Tampéao Citrato, 90 mL de metanol e 50 mL de acetonitrilo. Misturar
bem e filtrar a vacuo.

2.2.1.5. Método E

Inicialmente, 5,45 g de Di-Hidrogenofosfato de Potassio (KH2.PO4) eram diluidos em 820
mL de agua, por isso, calculou-se que seria necessario pesar aproximadamente 5,72 g
para 860 mL de agua, para que o tampéao tivesse a mesma dilui¢do inicial.

Ao tampéao adicionou-se, de seguida, 90 mL de metanol e 50 mL de acetonitrilo, tal como
em Método A.

Para aumentar o pH das fases méveis utilizou-se hidroxido de sddio, ao passo que, para
diminuir, se continuou a utilizar acido fosférico.

2.2.1.6. Método F

Para a preparacdo de 1000 mL de tampdo, pesou-se 5,71 g de reagente Di-Hidrogeno-
fosfato de Potassio e completou-se o volume com agua desmineralizada. Ajustou-se o
pH da solucdo tampao, em vez do pH da fase mdvel final como havia sido feito nos
métodos anteriores.

A restante preparagdo das fases moveis foi levada efetuada como descrito anterior-
mente, verificando o pH da solu¢ao tampao e de seguida, misturar na preparagao.

2.2.2 PREPARACAO DE SOLUCAO PADRAO 5 PPM, 0,02 PPM E SOLUCOES INDIVIDUAIS

Solvente: Agua desmineralizada.
Solugéo Stock: Pesar com exatidao o equivalente a 20 mg de cada cefalosporina: Cef-
tizoxime Na, Cefotaxime Na, Cefuroxime Na, Cefazolin Na, Cefoxitin Na, Ceftriaxone

Na, Cefepime e Ceftazidime, para um baldo volumétrico de 100 mL, perfazendo com
solvente.

Solugéo Padréo 5 ppm: Diluir 5 mL da Solugéo Stock para um baldo volumétrico de 250
mL, com solvente.
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Solug¢ao Padrao 0,02 ppm: Diluir 1 mL de Solugao Padrao 5 ppm para baldo de 25 mL,
perfazendo com solvente. De seguida, pipetar 1 mL para baldo de 10 mL e completar
com solvente.

Solugdes Individuais: Igual a preparacao da Solugdo Stock e Solugdo Padrao 5 ppm,
porém, para cada cefalosporina individualmente.

2.2.3 AMOSTRAGEM

Transferir 10 mL de Solugédo Padrao 0,02 ppm e 10 mL de solvente (agua desminerali-
zada) para 2 tubos, respetivamente. Mergulhar uma zaragatoa Cultiplast, em cada um.
Repetir para a marca Texwipe.

Levar as 4 zaragatoas ao banho de ultrassons por 5 minutos.

Passados os 5 minutos, agitar bem o conteudo de cada uma das zaragatoas e, utili-
zando uma seringa de 5 mL e um filtro PTFE 45/25 (para cada uma), filtrar o contetido
para 4 vials, respetivamente.

Reservar os tubos no frigorifico, sem que as zaragatoas figuem em contacto com o vo-
lume remanescente, de modo a minimizar a degradagéo, por um maximo de 7 dias.

2.3. PROCEDIMENTO ANALITICO DE VALIDAGCAO DO METODO

O seguinte procedimento analitico de validacao foi concebido para validar o método de
analise por UPLC para monitorizagdo do containment de cefalosporinas, em amostras
de superficie. A validagao deve ser conduzida de acordo com as diretrizes ICH (ICH Q2)
e com o procedimento interno da Hikma Farmacéutica Portugal (SOP), relativo a valida-
¢ao de métodos analiticos.

2.3.1. METODO DE AMOSTRAGEM

Area de esfregaco: 100 cm?

Solvente para esfregaco: Agua desmineralizada

Numero e tipo de zaragatoa:
Numero do produto Texwipe: TX761K

Nuamero e tipo de filtro:
CHROMAFIL Xtra disposable filter PTFE-45/25, Macherey-Nagel
Tamanho do poro: 0,45 um

N.° CAT: 9.049 060

2.3.2. REAGENTES
Metanol (grau HPLC);

Acetonitrilo (grau HPLC);

Di-Hidrogenofosfato de Potassio (KH2PO.);
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Agua desmineralizada.

2.3.3. PREPARACAO DA FASE MOVEL

Preparacdo do tampao fosfato: Dissolver 5,71 g de Di-Hidrogenofosfato de Potassio
(KH2POQO,) para baldo de 1000 mL, com agua desmineralizada. Ajustar o pH a 4,0, com
acido fosférico.

Preparacao da fase movel: Misturar tampéo fosfato, metanol e acetonitrilo numa propor-
¢ao 88:5:7.

2.3.4. SOLVENTE

Agua desmineralizada

2.3.5. PREPARAGAO DE SOLUGCOES PADRAO

Solucao Stock: Pesar com exatidao o equivalente a 20 mg de cada uma das seguintes
substancias: Ceftizoxime Na, Cefotaxime Na, Cefuroxime Na, Cefazolin Na, Cefoxitin
Na, Ceftriaxone Na, Cefepime for injection (38,5 mg) e Ceftazidime para um balao volu-
métrico de 100 ml. Dissolver com solvente.

Solucgao Padrao 5 ppm: Diluir 5,0 mL desta solugéo para baldo de 200 mL, com sol-
vente.

Solugao Padrao 0,02 ppm: Diluir 1 mL do padrao 5 ppm para baldo de 25 mL, prefazer
com solvente, e diluir 1 mL para balao de 10 mL, prefazendo no final com solvente.

2.3.6. PREPARACAO DE SOLUCOES PADRAO SEM CEFTRIAXONE:

Solugado Stock sem Ceftriaxone: Pesar com exatiddo o equivalente a 20 mg de cada
uma das seguintes substancias: Ceftizoxime Na, Cefotaxime Na, Cefuroxime Na, Ce-
fazolin Na, Cefoxitin Na, Cefepime for injection (38,5 mg) e Ceftazidime para um baldo
volumétrico de 100 ml. Dissolver com solvente.

Solucao Padrao sem Ceftriaxone 5 ppm: Diluir 5,0 mL desta solugao para baldo de
200 mL, com solvente.

Solugao Padrao sem Ceftriaxone 0,015 ppm: Diluir 1 mL da Solugdo Stock sem Ce-
ftriaxone para baldo de 200 mL, com solvente. Desta, diluir 3 mL para balao de 200 mL,
com solvente.

Solugao Padrao sem Ceftriaxone 0,005 ppm: Diluir 5 mL da solu¢ao padréo sem Ce-
ftriaxone para 100 mL, com solvente. Desta, diluir 2 mL para baldo de 100 mL, com
solvente.

2.3.7. PREPARAGCAO DE SOLUGOES PADRAO DE CEFTRIAXONE:

Solucéao Stock de Ceftriaxone: Pesar com exatiddo 20 mg de Ceftriaxone Na para um
baldo volumétrico de 100 ml. Dissolver com solvente.
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Solucgao Padrao de Ceftriaxone 0,06 ppm: Diluir 3 mL da Solugao Stock de Ceftriaxone
para baldao de 200 mL, com solvente. Desta, diluir 2 mL para baldo de 100 mL, com
solvente.

Solucgao Padrao de Ceftriaxone 0,015 ppm: Diluir 1 mL da Solugao Stock de Ceftria-
xone para balao de 200 mL, com solvente. Desta, diluir 3 mL para baldao de 200 mL, com
solvente.

2.3.8. PREPARAGAO DE AMOSTRA

Adicionar exatamente 10 ml de agua desionizada a cada amostra de esfregago em ana-
lise. Agitar a amostra durante dez segundos (& mao), levar ao banho de ultrassons du-
rante mais dez segundos e filtrar através de um filtro de 0,45 pm.

2.3.9. CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Injetar 5 UL de cada solugdo de solvente, padrdo e amostra nas seguintes condi¢des
cromatograficas:

Coluna: ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 ym (2,1x50 mm)
Caudal: 0,3 mL/ min.

Comprimento de onda: 240 nm

Temperatura do forno da coluna: 32°C.

Temperatura do arrefecedor de amostras: 8 °C.

Tempo de execucgao: 5 minutos.

2.3.10. REQUISITOS DE ADEQUAGAO DO SISTEMA

A %RSD da area do pico de cada cefalosporina em seis injegdes repetidas da solugao
padrao deve ser NMT 10,0% e a resolucao entre cefalosporinas consecutivas deve ser
de NLT 1.

2.3.11. CALcuLOs
2.3.11.1. Quantificagcao de cefalosporinas em amostras de esfregaco

Area Cefalosporina, .

ug/100cm? =

x Concetragio Cefalosporindyadrso sppm (PPM) X Diluigéo (10ml) (8)

Area Cefalosporina, .z, spom

2.3.11.2. Percentagem de recuperagdo

Area do pico da cefalosporina na amostra de recuperagio
%R - Area do pico da cefalosporina no padrao
bRecuperagao = p p =
perat Concentragao da cefalosporina na amostra de recuperagio

[ |

) X Concentragéo da cefalosporina no padrao

x 100 9)
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2.3.11.3. Desvio Padrgo Relativo (%RSD)

i — ¥\2

SD
%RSD = = X 100 (11)

2.3.11.4. Percentagem de Recuperagcédo — Amostras de Estabilidade em Relagéo ao En-
saio Inicial

. Area da solucio envelhecida de padrio ou amostra
% Recuperagao = _ — - x 100 (12)
Area da solugao inicial de padrdo ou amostra
2.3.11.5. Percentagem de Degradacdo
N Area da solugio degradada de padrio ou amostra
% Degradacgdo = , — — x 100 (13)
Area da solugdo inicial de padrido ou amostra

2.3.11.6. Tempo de Retencgéo Relativo (RRT)

RT pico desconhecido
RRT = : - (14)
RT pico conhecido (API)

2.3.12. PRECISAO
Critério de aceitacao

Para que o método seja considerado preciso, a %RSD da area do pico de cada cefalos-
porina deve ser NMT 10,0%.

Procedimento

Preparar Solugao Padrao 5 ppm, de acordo com a secgao 2.3.5. do procedimento ana-
litico de validagdo do método, e efetuar 6 injegdes multiplas no sistema UPLC.

2.3.13. LINEARIDADE

Critério de aceitacao

A %RSD entre trés réplicas para o mesmo nivel de concentracao deve ser inferior ou
igual a 10,0% e o coeficiente de correlagéo deve ser igual ou superior a 0,98.

Procedimento

Preparar os niveis de linearidade efetuando as diluicdes necessarias conforme ilustrado
na Tabela 5.
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Tabela 5 - Niveis de linearidade e seu modo de preparagéo.

Concentragao

Nivel (% Diluicéo
06) ¢ (ug/ mL)

Transferir 15,0 mL de Solugdo-méae padréo para um baldo volumétrico de 200 mL.
150 Completar o volume com solvente e misturar bem. Diluir 5,0 mL desta solugéo para | 7,5
um baldo volumétrico de 10 mL, com solvente e misturar bem.

Transferir 4,0 mL de nivel 150% para um bal&o volumétrico de 5 mL. Completar o

120 ; 6
volume com solvente e misturar bem.

100 Transferir 5,0 mL de Solu¢do-mée padrdo para um baldo volumétrico de 200 mL. 5
Completar o volume com solvente e misturar bem.

50 Transferir 5,0 mL de nivel 100% para um baldo volumétrico de 10 mL. Completar o 25
volume com solvente e misturar bem. '

10 Transferir 2,0 mL de nivel 100% para um baldo volumétrico de 20 mL. Completar o 05

volume com solvente e misturar bem.

Transferir 3,0 mL de Solugdo-m&e padréo para um bal&o volumétrico de 200 mL e
1,2 completar com solvente. Diluir 2,0 mL desta solu¢@o para um baldo volumétrico de | 0,06
100 mL, completar com solvente e misturar bem.

Transferir 1,0 mL de Solugdo-mée padrdo para um baldo volumétrico de 200 mL e
0,3 completar com solvente. Diluir 3,0 mL desta solucédo para um baldo volumétrico de | 0,015
200 mL, completar com solvente e misturar bem.

Efetuar trés inje¢cdes de cada nivel de linearidade, e calcular a %RSD em cada nivel.

2.3.14. LIMITE DE QUANTIFICACAO (LOQ)
Critério de aceitacao

O Nivel LOQ deve ser linear, exato e preciso (%RSD para trés leituras replicadas deve
ser NMT 10,0). Arazao Signal to Noise (S/N) para o LOQ deve ser NLT 10.

Procedimento

Preparar os niveis 1,2% e 0,3% de linearidade. Injetar 3 vezes cada um dos niveis.

2.3.15. LIMITE DE DETEGCAO (LOD)
Critério de aceitacao
Arazéao Signal to Noise (S/N) para o LOD deve ser cerca de 3.

Procedimento

O nivel do limite de detecao é determinado através da realizagao de diluicbes adicionais,
até se atingir uma razdo S/N de cerca de 3.

2.3.16. EXATIDAO — SWAB CHALLENGE
Critério de aceitagao

A %RSD entre as trés inje¢cdes para o mesmo nivel de concentragao deve ser inferior a
10.

A exatidao percentual deve estar compreendida entre 100,0 £ 15,0 da quantidade real
(85,0% - 115,0%).
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Procedimento

Mergulhar uma zaragatoa num tubo e adicionar 5,0 mL de cada nivel de linearidade
(150%, 100% e LOQ%), individualmente. Efetuar 3 destas preparacdes para cada nivel.
Levar a banho de ultrassons por cerca de 5 minutos. Injetar uma vez cada preparagéo.

2.3.17. EXATIDAO — SURFACE TEST
Critério de aceitacao

A %RSD para a %Recuperagao entre as trés preparagdes em cada nivel de recuperacao
deve ser inferior a 15,0.

A exatidao deve ser superior a 50 % da quantidade real para cada preparagao individual.

Procedimento

Este tem como objetivo validar o processo de esfregaco, determinando-se o fator de
extragdo do esfregaco relevante (apenas para PVC), o que dara uma avaliagédo da efi-
ciéncia do esfregago numa area de 100cm?, utilizando as zaragatoas.

Para tal, preparar Solugdo Padrdo 5 ppm, de acordo com a seccgéo 2.3.5. do procedi-
mento analitico de validagao do método, bem como amostras para o ensaio de superfi-
cie do PVC (trés niveis) da seguinte forma:

> Branco

Distribuir 0,1 mL de solvente seccéo 2.3.4. numa area de 100 cm? da placa de PVC, e
deixar a temperatura ambiente até que toda a quantidade distribuida esteja completa-
mente seca.

» Procedimento de amostragem:
A. Humedecer a zaragatoa necessaria com agua desmineralizada;
B. Esfregar a area de 100 cm? da placa de PVC com a zaragatoa himida;
C. Efetuar a preparacao da amostra com este esfregaco:

» Amostras para Recuperacao

Distribuir 0,1 mL de cada Nivel da Tabela 6 numa area de 100 cm? da placa de PVC e
deixar a temperatura ambiente até que toda a quantidade distribuida esteja completa-
mente seca. Repetir o procedimento de amostragem acima descrito.

As preparagdes da Tabela 6 tém em conta que apenas 0,1 ml da solugao € aplicada na
placa de PVC e que a zaragatoa sera diluida para 10 ml.
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Tabela 6 - Preparacdo das Amostras para Recuperacao.

&l (@ e Concentracgéo
Nivel (%) Diluicéo (ug/ mL)
Pesar com exatiddo o equivalente a 75 mg de cada cefalosporina, exceto Ce-
150 fepime for injection, da qual deve se retirado aproximadamente 144,4 mg, para | 7,5
um baldo volumétrico de 100 mL. Dissolver e diluir com solvente seccdo 2.3.4.
Pesar com exatidao o equivalente a 50 mg de cada cefalosporina, exceto Ce-
100 fepime for injection, da qual deve se retirado aproximadamente 96,3 mg, paraum | 5
baldo volumétrico de 100 mL. Dissolver e diluir com solvente secgdo 2.3.4.
100 Pesar com exatiddo 50 mg de Ceftriaxone para um bal&o volumétrico de 100 mL. 5
(Ceftriaxone) Dissolver e diluir com solvente sec¢éo 2.3.4.
100 Pesar com exatiddo o equivalente a 50 mg de cada cefalosporina, exceto Ce-
(sem Ceftria- | fepime for injection, da qual deve se retirado aproximadamente 96,3 mg, paraum | 5
xone) baldo volumétrico de 100 mL. Dissolver e diluir com solvente secgéo 2.3.4.
12 Diluir 3,0 mL do nivel 100% (Ceftriaxone) para um baléo volumétrico de 250 mL, 006
' com solvente secgdo 2.3.4. e misturar bem. '
Diluir 1,0 mL do nivel 100% (sem Ceftriaxone) para um baléo volumétrico de 10
0,3 mL, com solvente seccéo 2.3.4. e misturar bem. Diluir 3,0 mL da solug&o prepa- | 0,015
rada para 100,0 ml com solvente secgéo 2.3.4. e misturar.

2.3.18. GAMA
Critério de aceitacao

A gama deve ser linear, exata e precisa.

2.3.19. ESTABILIDADE DAS SOLUGOES
Critério de aceitacao

A %Recuperacido em relagao aos resultados “frescos” deve ser de 90 -110% £10%.

Procedimento

Preparar Solugao Padrao 5 ppm, de acordo com a seccéo 2.3.5. do procedimento ana-
litico de validacao do método.

Preparar amostra ao nivel de 100% da concentragao-alvo, para ensaio na superficie de
aco inoxidavel, conforme especificado na Tabela 6.

Distribuir aliquotas da Solugdo Padrdao e Amostra para dois vials cada, e manter um
deles no amostrador automatico, e um a temperatura ambiente.

Analisar as solugdes acima referidas estabelecendo um valor de tempo zero para cada
uma delas.

2.3.20. ESPECIFICIDADE — ANALISE PLACEBO, DECOMPOSIGCAO TERMICA E DEGRADAGAO
POR EXPOSICAO A LUZ

Critério de aceitacao

Confirmar que nao se verificam interferéncias de quaisquer ingredientes inativos ou de-
gradantes com picos de cefalosporinas.
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Procedimento — Analise Placebo

Injetar solucao de esfregaco de branco uma vez no sistema, de forma a avaliar se ocorre
alguma interferéncia de quaisquer picos de ingredientes inativos com picos de cefalos-
porinas.

A injecdo de um esfregago em branco fornecera uma visdo geral do tempo de eluicdo
dos picos do ingrediente inativo que podem ser observados na concentragédo de traba-
Iho.

Procedimento — Decomposi¢ao Térmica

Preparar amostra ao nivel de 100% da concentragao-alvo, para ensaio na superficie de
aco inoxidavel (INOX), conforme especificado na Tabela 6 e injetar no sistema.

Retirar aliquota da solugéo preparada e exp6-la na estufa, a 40 °C, durante 2 dias. Apds
o tempo especificado, injetar a amostra tratada.

Procedimento — Degradacgao por Exposig¢ao a Luz

Preparar amostra ao nivel de 100% da concentragao-alvo, para ensaio na superficie de
aco inoxidavel (INOX), conforme especificado na Tabela 6 e injetar no sistema.

Retirar uma porcéo da solucao preparada, e coloca-la a luz ambiente durante uma se-
mana. Apos o tempo especificado, injetar a amostra tratada.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. DESENVOLVIMENTO DO METODO

3.1.1. METODO A

Preparou-se a Fase Mével com tampao fosfato, metanol e acetonitrilo na proporcao
82:13:5, respetivamente, como descrito em 2.2.1.1. e, em seguida, a Solugdo Stock e
os STD 5ppm e 0,02ppm, utilizando como solvente agua desmineralizada.

Depois de preparado o cromatografo, criou-se o método de instrumentos (TestPro-
tSNT17970) com as condigbes cromatograficas da Tabela 7, e iniciou-se a analise.

Tabela 7 — Condi¢bes cromatograficas iniciais do método em desenvolvimento.

Coluna CORTECS UPLC C18+ 1,6um (2,1 x 100 mm)
Fluxo 0,3 mL/ min
Detetor UV-Vis 260 nm
Temperatura da co- 32°C
luna
Temperatura das o
8°C
amostras
Tempo de corrida 20 min
Volume de injeg¢ao 5uL
Eluicao Isocratica

No final, observou-se que o cromatégrafo tinha desenhado o cromatograma do solvente
sem quaisquer problemas. No entanto, quando chegou a inje¢cao do padrao 5ppm, a
pressao atingiu valores superiores a 17000 psi, levando a falha do instrumento (como

se pode observar pelas Figuras 18 e 19).

50800

50800

1 Unknown

50 | STD Sppm 142 1| Unknown

WET PDACh1 260nmi@4.8nm PDA Ch1 260nmi@4.8nm  Instrument Failure

12MMar/25 20:13:26 WET | System Pressure

Acquisition Finished

System Pressure Instrument Failure Acquisition Finished

|E-1 Solvent |1:A.1 | 1 |Ur|knuwn

| 12/Mari25 19:52:44 WET | PDA Ch1 260nm@4.8nm | PDA Ch1 280nm@4.8nm | Complete

Acquisition Finished

Figura 19 - Falha do instrumento UPLC devido a presséo acima do limite maximo.
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Esta subida de pressao pode estar relacionada com uma grande variedade de fatores,
visto que o UPLC ser um equipamento extremamente sensivel.

3.1.2. METODO B

De modo a tentar perceber o que tinha causado a subida de pressdo no Método A,
comegou-se por filtrar a vacuo a fase mével 82:13:5, pois particulas presentes nesta
poderiam ter causado entupimento no sistema, o que aumentaria a pressao.

Depois de filtrada a fase mével, e colocado o respetivo canal no frasco, lavou-se e pur-
gou-se novamente o sistema.

Figura 20 — Cromatograma STD 5ppm (preto) vs solvente (vermelho), com condi¢6es cromatograficas ini-
ciais do método em desenvolvimento.

Obteve-se, desta vez, com sucesso o cromatograma STD 5ppm, representado na Figura
20, concluindo que a filtragem da fase movel resolveu o problema de overpressure an-
terior, pelo que se comecou a filtrar as fases moveis preparadas a partir deste momento.

Visto que os picos se encontram separados e que se obteve os 8 picos (corresponden-
tes as 8 cefalosporinas da amostra), foi-se avaliar também o cromatograma da solugéo
padrao 0,02ppm.

Mas antes, preparou-se padrdes individuais para se fazer um varrimento de comprimen-
tos de onda, de forma a avaliar qual o melhor comprimento de onda para detecao das
cefalosporinas.

Utilizou-se o equipamento UV-Vis Spectrophotometer Evolution 300 de forma a observar
a absorgéo de cada cefalosporina. Leu-se entdo 3 vezes o branco (agua desminerali-
zada) e comegou-se a leitura das solugdes STD 5ppm preparadas, de cada cefalospo-
rina, num intervalo de comprimento de onda de 200-400 nm, obtendo-se os espetros do
Anexo 9.

Concluiu-se que todas as cefalosporinas tém o pico de absor¢ao por volta dos 240 nm,
comparativamente aos 260 nm até entdo utilizados, alterando-se entdao o comprimento
de onda de 260 nm para 240 nm.

Na quarta injegdo de STD Sppm houve novamente falha do instrumento, mas desta vez
por necessitar calibragdo e de troca da agulha de injecao.

Utilizando a nova condigao cromatografica (detecdo a 240 nm), e com a manutencao do
equipamento anteriormente mencionada, iniciou-se uma nova analise.

O cromatograma de STD 0,02ppm obtido encontra-se representado na Figura 21.
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Figura 21 - Cromatograma STD 0,02ppm, com detecdo a 240 nm e Sampling Rate 20 pontos/seg.

Como se pode observar pela Figura 21, o cromatograma possuia muito ruido, pelo que
se baixou o Sampling Rate de 20 pontos/seg para 5 pontos/seg, de modo a diminuir um
pouco a sensibilidade do equipamento, e voltou-se a injetar o solvente e solugdes.
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0020
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Figura 22 — Cromatograma STD 0,02ppm (azul) vs solvente (preto), com dete¢do a 240 nm e Sampling
Rate 5 pontos/seg.

E observavel, pela Figura 22, que baixar o Sampling Rate diminuiu o ruido. E nos ainda
possivel, com a inje¢do do STD 0,02ppm, identificar os 8 picos (rodeados a laranja)
correspondentes as 8 cefalosporinas, que aparecem com uma boa separacao entre
eles. No entanto, n&o s6 o primeiro pico elui muito em cima do pico de inje¢do, como a
partir do 4° pico, inclusive, ocorre um alargamento gradual dos picos, perdendo-se efi-
ciéncia e diminuindo o s/n.

Deste modo, para averiguar se os resultados seriam mais satisfatorios, trocou-se a co-
luna para a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).

w00

0008

Figura 23 — Cromatograma STD 0,02ppm (azul) vs solvente (preto), com coluna ACQUITY UPLC BEH C18
1,7um (2,1 x 50mm),
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Como se pode ver pela Figura 23, o cromatograma apresenta uma interferéncia na linha
de base (rodeada a vermelho) que aparece também no solvente, e que interfere com o
3° pico correspondente a cefalosporina que elui aproximadamente aos 1,30 minutos,
nas condicdes utilizadas, interferéncia esta que aparecia também na coluna anterior na
mesma zona do cromatograma.

Fizeram-se injecbes de varios solventes, no caso: da fase mével utilizada, do solvente
do Anexo 6 e de water for injection (WFI), para averiguar se a interferéncia era devida a
alguma interagao entre a agua e a fase estacionaria da coluna.

Porém, todos os cromatogramas continham a mesma interferéncia, como se pode ob-
servar na Figura 24 (rodeada a vermelho).

ooz

000

a0 ¥ l

2wz

Figura 24 - Cromatogramas dos varios solventes: agua desmineralizada (a preto), WFI (a azul escuro), fase
moével (a azul claro) e Solvente do Anexo 6 (a verde claro), sobrepostos.

Concluindo assim que mudar o solvente nao resolveria o problema, pelo que se manteve
a utilizacdo de agua desmineralizada.

Visto a coluna proporcionar uma separagao razoavel entre os picos, estudou-se o efeito
que mudar a proporgéo de agua e solventes organicos na fase movel teria na eluigéo
dos compostos.

Fase movel 85:10:5

A primeira variagao na fase mével que se fez foi diminuir a quantidade de metanol de
130 mL para 100 mL, compensando com mais 30 mL de agua desmineralizada, isto
porque reduzir o teor de composto organico na fase moével aumenta a sua polaridade, o
que pode levar a maior tempo de retencao dos analitos, especialmente os mais hidrofo-
bicos, ao que tal poderia eventualmente separar a interferéncia do pico.

A comparagao das inje¢des STD 0,02ppm com as 2 fases moveis diferentes encontra-
se na Figura 25.
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Figura 25 - Comparagao dos cromatogramas de inje¢des STD 0,02ppm com fase mavel inicial (a azul) e
fase movel com 850 mL de tampé&o fosfato, 100 mL de metanol e 50 mL de acetonitrilo (85:10:5) (a preto).

Como se observa na figura acima, e como previsto, houve um aumento do tempo de
retencdo de todos os picos, aumentando o tempo de retencao final em aproximada-
mente 1 min (como se pode ver pelas setas verdes na Figura 25), mas também melho-
rando a separagao entre os picos. A interferéncia passou de se encontrar no inicio do
terceiro pico, para se encontrar no final do segundo.

Fase movel 85,5:10:4,5

Preparou-se outra fase mével com 100 mL de metanol, mas desta vez com 45 mL de
acetonitrilo, em vez de 50 mL.

-sen-

1° pico de cefalosporina

Pico de injecao

o 100 Y 240 280
Wrtes

Figura 26 — Cromatograma STD 0,02ppm (azul) vs solvente (preto) com fase movel 85,5:10:4,5 (tampéo
fosfato:metanol:acetonitrilo).

Através da Figura 26, é possivel observar uma melhor separagao (rodeada a azul-claro)
entre o pico de inje¢ao e o primeiro pico de cefalosporina, ao se utilizar esta fase mével,
0 que € um ponto positivo, porém, os picos de duas das cefalosporinas (rodeadas a
castanho) juntaram, em comparag¢ao com os cromatogramas anteriores.

E ainda observavel que 5 minutos de eluicdo é um tempo curto para esta fase mével, ja
que n&o e visivel no cromatograma a eluicdo completa do ultimo pico.

Quanto a interferéncia na linha de base, esta continua presente.
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Fase moével 85,5:9,5:5

Diminuiu-se ainda mais a quantidade de metanol, para 95 mL, e utilizou-se 50 mL de
acetonitrilo (& semelhanga da fase movel inicial).

0.20+

0.10+

0.00—

-0.10

-0.204

T
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
Minutes

Figura 27 - Cromatograma STD 5ppm, com fase mével 85,5:9,5:5 (tamp&o fosfato:metanol:acetonitrilo).

Figura 28 — Cromatograma solvente (verde) vs. STD 5ppm (azul) vs. STD 0,02ppm (preto), com fase mével
85,5:9,5:5 (tampéo fosfato:metanol:acetonitrilo).

Pela Figura 27 é possivel observar que, com esta fase mdvel, continuou a haver a sa-
tisfatéria separacao do pico correspondente a primeira cefalosporina que elui e do pico
de injegao, bem como uma melhor separagéo dos picos em comparac¢ao com as fases
moveis anteriores. Também o tempo de eluigdo diminuiu um pouco, no entanto, a inter-

feréncia que se faz notar no solvente (rodeada na Figura 28 a vermelho) interfere a linha
de base, e consequentemente o perfil dos picos.

Notou-se, pela Figura 24, que o pico de injecdo da fase mével (a azul-claro, na figura
mencionada) era menor. Deste modo, mudou-se o solvente de agua para a fase movel
de proporgao 85,5:9,5:5.

Prepararam-se padrdes individuais para saber o tempo de retengao correspondente a

cada cefalosporina, bem como as solugdes padrdao 5ppm e 0,02ppm, utilizando como
solvente a fase movel supramencionada.
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Figura 29 - Cromatogramas STD 5ppm individuais.

Como se pode observar pela Figura 29, a ordem de eluicdo (do menor para o maior
tempo de retenc¢ao) das cefalosporinas detetadas, nas condi¢cdes cromatograficas utili-
zadas, é: Cefepime, Ceftazidime, Ceftizoxime, Ceftriaxone, Cefotaxime, Cefuroxime,
Cefazolin e, por fim, Cefoxitin.
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Figura 30 - Cromatogramas da ultima injecao de STD 5ppm (a azul), STD 0,02ppm (a verde) e F.M como
solvente (a preto).

Ainda que melhorando a linha de base (Figura 30), verificou-se que a degradagéo da
Ceftriaxone nesta solugao era imediata, e que, mesmo mantida no frio, ao segundo dia
era bastante acentuada (como se pode observar na Figura 31), ao passo que, utilizando
agua desmineralizada como solvente, ndo ocorria degradacéo da mesma (Figura 32).
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Figura 31 - Cromatograma de STD 5ppm de Ceftriaxone Na (a verde) analisado 2 dias ap6s ser preparado
vs. STD 5ppm de Ceftriaxone Na (a preto) preparado e injetado no préprio dia vs. solvente (a azul).
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Figura 32 - Cromatograma STD 5ppm de Ceftriaxone feito com dgua desmineralizada como solvente (preto)
e STD 5ppm de Ceftriaxone feito com fase mével 85,5:9,5:5 (tampéo fosfato:metanol:acetonitrilo) como
solvente (presente também na Figura 30).

Também a utilizacdo de agua desmineralizada como solvente facilita a prépria analise
do containment, visto esta analise ser feita num ambiente que deve ser livre de cefalos-
porinas, logo, a fase mével utilizada como solvente teria de ser feita também nesse
ambiente, de forma a assegurar que nao se encontrava contaminada por cefalosporinas
e alteraria o resultado, o que dificultaria o processo.

Testaram-se novas colunas: ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 ym (2,1x50 mm) e
Atlantis Premier BEH Z-HILIC 1,7 ym (2,1x50 mm) (Figura 33), de forma a avaliar a
eficacia da separacao. Fez-se a lavagem e condicionou-se bem cada uma delas, como
anteriormente, porém nao foram obtidos melhores resultados, ja que a primeira piorava
a resolugao dos picos e a segunda néo retia as cefalosporinas, eluindo, portanto, todas
as cefalosporinas no inicio da corrida.
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ACQUITY UPLC BEH Shield
RP18 1.7 um (2.1x50 mm)

|||||||

- |ﬂ Atlantis Premier BEH Z-HILIC
1.7 um (2.1x50 mm)

=======

Figura 33 - Cromatograma STD 5ppm utilizando as colunas ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 pm
(2,1x50 mm) e Atlantis Premier BEH Z-HILIC 1,7 pm (2,150 mm).

Utilizou-se uma nova coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm), e estudou-
se qual o impacto que a mudanga de temperatura da coluna teria na separacéo, utili-
zando para tal as temperaturas: 32 °C (condig¢o inicial), 30 °C e 35 °C (Figura 34).

32°C

Cefotaxime
Cefuroxime

30°C

Figura 34 - Cromatogramas STD 5ppm com coluna a 32°C, 30°C e 35°C, respetivamente.

Concluiu-se que o0 aumento da temperatura diminui o tempo de retencdo dos compostos,
enquanto a diminuicdo da mesma o aumenta. Notou-se ainda uma ligeira melhoria na
separagao entre os picos de Cefotaxime e Cefuroxime a 32 °C.

Avaliou-se também o impacto que a mudancga de fluxo teria na separacgéao, utilizando
para tal os fluxos: 0,3 mL/min (condi¢ao inicial), 0,25 mL /min € 0,35 mL/min (Figura 35).
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Figura 35 - Cromatogramas STD 5ppm com fluxo de 0,3 mL/min, 0,25 mL/min e 0,35 mL/min, respetiva-
mente.

Concluiu-se que, a semelhanca da temperatura da coluna, o aumento do fluxo diminui
o tempo de retencédo dos compostos, ao passo que a diminuicdo do mesmo o aumenta.
Notou-se ainda uma ligeira melhoria na separacao entre os picos de Cefotaxime e Ce-
furoxime com o fluxo 0,3 mL/min.

Testou-se deste modo ajustar o pH da fase movel para: 3,4, 3,6 e 3,8, continuando com
as condic¢des de fluxo e temperatura iniciais do método (0,3 mL/min e 32 °C).

pH 3.4

Cefotaxime
Cefuroxime

pH 3.6

- Cefuroxime
> Cefotaxime

Figura 36 - Cromatograma da solu¢cdo STD 5ppm com a fase moével 85,5:9,5:5 com pH 3,4, 3,6 e 3,8,
respetivamente.

Os cromatogramas da Figura 36 mostram que, a pH 3,4 e 3,6, os picos de Cefotaxime
e Cefuroxime possuem interacdes semelhantes com a fase estacionaria, dai aparece-
rem sobrepostos.

A pH 3,8 houve uma ligeira melhoria na separagao entre Cefuroxime e Cefotaxime, mas
ainda com uma resolucao abaixo do pretendido.

Voltou-se entdo a utilizar a fase moével 85,5:9,5:5 com pH 3,2 (Figura 37).

46



Validagdo de Método Analitico para Detegao de 8 Cefalosporinas

—— Cefotaxime

_—— Cefuroxime

-—

1 ) ‘1 f
/
1 1% B0 200 2m 240 260 2m

Figura 37 - Cromatograma STD 5 ppm utilizando a Fase movel 85,5:9,5:5 com pH 3,2.

No entanto, nio foi obtida a mesma separacio observada anteriormente, mesmo sob
as mesmas condi¢des, quando se utilizou uma coluna mais antiga (Figura 27) ou utili-
zando a mesma coluna inicialmente (Figura 34, a 32 °C, e Figura 35, a 0,3 mL/min).

Diante estes resultados, injetou-se as amostras na coluna mais antiga e numa nova
coluna, aberta no dia, ambas do tipo ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 um (2,1 x 50 mm).
Ambas foram lavadas conforme o procedimento descrito anteriormente e devidamente
equilibradas com a fase movel antes do uso.

Os cromatogramas obtidos estao representados na Figura 38.

ACQUITY UPLC BEH (18
1,7um (2.1 x 50mm) antiga

r ACQUITY UPLC BEH C18 1,7pm (2.1 x
‘ 50mm) aberta no préprio dia

w
—_ Cefotaxime
_ .
__~—= Cefuroxime

Figura 38 - Cromatograma STD 5ppm com coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm) antiga e
outra coluna nova, aberta no préprio dia.

Observa-se uma separacgao satisfatéria com a coluna antiga, havendo apenas um acha-
tamento dos picos, possivelmente em decorréncia do uso prolongado da mesma. Por
outro lado, ao utilizar a coluna nova, os picos correspondentes a Cefotaxime e a Cefu-
roxime apresentam um perfil semelhante ao observado na Figura 37.

Injetou-se as mesmas amostras com uma fase moével 85,5:9,5:5 (tampéo fosfato:meta-
nol:acetonitrilo) feita de fresco, na coluna aberta no proprio dia, visto a fase mével utili-
zada estar quase no final de validade (quase 1 més depois da sua preparagdo), para
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averiguar se a fase movel utilizada teria sofrido alguma contaminacgao ou perda de pro-
priedades. Obteve-se o cromatograma da Figura 39.

B2

uuuuuuu

Figura 39 - Cromatograma STD 5ppm com coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm) aberta
no proéprio dia e fase moével 85,5:9,5:5 (tampéo fosfato:metanol:acetonitrilo) preparada de fresco.

Neste, observa-se a sobreposicdo completa dos picos de Cefotaxime e Cefuroxime, de-
monstrando que o problema advinha da fase moével.

Visto ndo se terem experimentado valores de pH abaixo de 3,2, experimentou-se dimi-
nuir o pH da fase movel para 3,0, obtendo os cromatogramas da Figura 40.
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Figura 40 - Cromatograma STD 5ppm (a preto) e STD 0,02ppm (a azul) com fase mével 85,5:9,5:5 (tampéo
fosfato:metanol:acetonitrilo) com pH 3,0.

Onde é por fim visivel a separagéao satisfatoria dos 5° e 6° picos. Porém, com a alteragéo
do pH, o pico da primeira cefalosporina juntou novamente ao pico de injegao.
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Fase movel 86:9:5

Preparou-se entdo outra fase mével, com menor quantidade de metanol (90 mL), com-
pensando com agua desmineralizada, numa tentativa de separar novamente o primeiro
pico do pico de injegdo, sem juntar os 5° e 6° picos.
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Figura 41 - Cromatograma STD 0,02ppm com fase movel 86:9:5 (tampéo fosfato:metanol:acetonitrilo) de
pH 3,0, com integracao.

Como se pode observar no cromatograma da Figura 41, conseguiu-se uma separagao
ligeira, mas suficiente, entre o primeiro pico e o pico de injecao.

No dia seguinte, prepararam-se padrdes individuais das cefalosporinas, de modo a con-
ferir se a ordem de eluicdo se mantinha, tal como novo padréo.
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Figura 42 — Cromatogramas das solu¢8es STD 5ppm individuais sobrepostos, com fase mével 86:9:5 (tam-
pao fosfato:metanol:acetonitrilo) com pH 3,0.

2ppm

Figura 43 - Cromatograma STD 0,02ppm utilizando fase mével 86:9:5 (tampé&o fosfato:metanol:acetonitrilo)
com pH 3,0.
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Pela Figura 42, consegue-se observar que a ordem de eluigdo das cefalosporinas se
manteve. No entanto, novamente, é evidente a instabilidade da solugéo, pois, como ob-
servado na Figura 43, uma fase mével que anteriormente separava os picos (Figura 41),
no dia seguinte juntou-os.

Pensa-se que esta instabilidade pode dever-se ao tampao utilizado (Di-Hidrogenofos-
fato de Potassio, KH2PO.), ja que, de acordo com a USP “Buffer Solutions”, o fosfato é
indicado para uma gama de pH entre 5,8 e 8,0, e, portanto, ndo se encontra em equili-
brio a um pH abaixo ou acima dessa gama [57].

3.1.3. METODO C

Preparou-se fase mével com tampao ftalato em substituicdo do tampao fosfato, de pro-
porcao 86:9:5 (tampéao ftalato:metanol:acetonitrilo).

oee-
oor f
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Figura 44 - Cromatogramas sobrepostos do solvente (a preto), STD 5ppm (a azul) e STD 0,02ppm (a verde),
utilizando a fase moével 86:9:5 (tampéo ftalato:metanol:acetonitrilo) com pH 3,0.

No entanto, e como é observavel pela Figura 44, o tampao ftalato ndo é compativel com
0 método, visto o cromatograma obtido apresentar multiplos picos sobrepostos e nume-
rosos sinais de interferéncia.

3.1.4. METODO D

Tentou-se também a preparacao de fase mével 86:9:5 com tampéao citrato (tampao ci-
trato:metanol:acetonitrilo), obtendo os cromatogramas da Figura 45.

50



Validagdo de Método Analitico para Detegao de 8 Cefalosporinas

STD 5ppm

0104

0.00

.10

-0.20

-0.30

.40

-0.50-

T T T T T T T T T T T T T T T
0.00 0.50 1.00 150 2,00 250 3.00 3.50 400 450 5.00 5.50 6.00 650 7.00 7.50 8.00
33 Minutes. -0.2551 AU Minutes

STD 0,02ppm

|

BOOrmnin | i e e s e e o5 i e 7 e e NI g Pt A e e St

\\\\\\\\

Figura 45 — Cromatogramas STD 5ppm e STD 0,02ppm (a vermelho), com fase moével 86:9:5 (tampé&o
citrato:metanol:acetonitrilo) com pH 3,0.

Utilizando tampéao citrato, foi possivel obter o cromatograma correspondente a solugao
padrdo 5ppm e os 8 picos, ainda que o primeiro pico elua muito juntamente ao pico de
injecao e o 5° e 6° picos aparegam quase sobrepostos. No entanto, com o padrdo STD
0,02 ppm ja nao foi possivel a dete¢ao das cefalosporinas.

3.1.5. METODO E

Assim sendo, continuou-se com a utilizacdo do tampao fosfato, mas ajustou-se a sua
quantidade a quantidade de agua utilizada na fase mével, pois a diluicdo excessiva do
tampao poderia ter levado a sua ineficacia.

Preparou-se a fase mével 86:9:5 (tampéo fosfato com quantidade ajustada:metanol:ace-
tonitrilo) com pH 3,0 e, depois de se lavar bem a coluna e reequilibrar, obteve-se o cro-
matograma da Figura 46.

Figura 46 - Cromatograma 5ppm com fase moével 86:9:5 (tampéo fosfato com quan-
tidade ajustada:metanol:acetonitrilo) com pH 3,0.
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Que, novamente, ndo produziu uma separagao satisfatéria entre o 5° e 6° picos, e possui
um perfil semelhante ao do cromatograma anteriormente obtido sem a quantidade de
tampao fosfato ajustada, da Figura 43.

Decidiu-se entdao aumentar o pH da fase moével para 5,0, ja que o tampéao utilizado é
mais estavel em valores de pH nessa gama (5-6).

Figura 47 - Cromatograma STD 5ppm com fase mével com pH ajustado de 3,0 para 5,0.

Mas, como se pode observar pela Figura 47, ndo se obtiveram bons resultados com o
pH de 5,0, visto terem aparecido apenas 7 picos, e 0s que eluiram terem saido muito
perto uns dos outros.

Como ainda néo se tinha tentado um pH de 4,0, ajustou-se a mesma fase movel para
esse mesmo pH e injetaram-se novamente os padrdes individuais das cefalosporinas,
para perceber onde se encontrariam os picos. Injetou-se também a solug¢ao padrao 0,02
ppm.

Sampletiame

Cefepime 5TD Sppm
Ceftazidime STD Sppm
Caftizoxime STD Sppm
Ceftraxone STD Sppm
Cefuraxime STD Spp
Cefotaxime STD Spam

Cefazoin STD Sppm

"~ Cefoxitin STD Sppm

Figura 48 - Cromatograma soluges STD 5ppm individuais, com fase moével com pH ajustado para 4,0 e
designio dos picos por ordem de eluicéo, a direita.

Figura 49 - Cromatograma STD 0,02ppm com fase mével com pH ajustado para 4,0.
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Como se pode ver pela Figura 48, com pH 4,0 ja aparecem os picos correspondentes
as 8 cefalosporinas, porém, ainda se encontram demasiado juntos uns aos outros. Para
além disso, a Cefuroxime elui primeiro que a Cefotaxime, ao passo que quando € inje-
tado o padrao com a fase movel de pH 3,0, a Cefotaxime elui primeiro.

Ainda assim, a este pH, a separacgao entre o pico de inje¢ao e o primeiro pico é bastante
boa (como se pode observar na Figura 49).

3.1.6. METODO F

De modo a economizar tempo e recursos, colocou-se tampao fosfato com pH 4,0, me-
tanol e acetonitrilo em canais separados no UPLC (canal A, B e C, respetivamente).

Os cromatogramas correspondentes as diferentes propor¢cdes encontram-se no Anexo
8.

Visto n&o se ter chegado a um cromatograma com uma separagao desejavel, criou-se
um método em gradiente com duas proporgdes distintas que separavam bem as 4 ce-
falosporinas que eluem primeiro (87:8:5) bem como as 4 cefalosporinas que eluem mais
adiante (86:8:6), como ilustrado na seguinte Figura.

Gradient:
AF | Time (mFIIj:;;n‘ %A %B %C %D | Curve il
!
1 0.300 ar.0 a.0 5.0 0.0
2 (210 0.300 6.0 2.0 6.0 0.0 3
3 9.00 0.300 ar.o a.0 5.0 0.0 i -

Figura 50 - Gradiente utilizado: proporgdo 87:8:5 até aos 2,1 min, 86:8:6 até aos 9 min e 87:8:5 até aos 10
min (tempo final de inje¢&do), com uma curva de 6.

Porém, devido ao curtissimo tempo de corrida, a coluna nao teve tempo de reequilibrar
com a segunda fase mével antes que eluissem os ultimos 4 picos, pelo que se obteve
uma separagao ineficaz dos mesmos, como € visivel na Figura 51.

Figura 51 - Cromatograma 5ppm utilizando gradiente: 87:8:5 até aos 2,1 min, 86:8:6 até aos 9 min e 87:8:5
até aos 10 min (tempo final de inje¢éo), e curva de 6.
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Fase movel 87:7,5:5,5

Como se utilizaram os componentes da fase moével em canais separados, preparou-se
desta vez fase movel utilizando a propor¢ao 87:7,5:5,5 que, com tampao a pH 4,0, tinha
sido a mais bem-sucedida em separar todas as cefalosporinas. Distribuiu-se ainda a
fase movel para 3 frascos Schott e ajustou-se o pH para 4,0, 3,8 e 3,6.
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Figura 52 - Cromatograma 5ppm com fase moével 87:7,5:55 (de tampdo fosfato a pH

4,0:metanol:acetonitrilo) (& esquerda) vs 5ppm com proporcéo 87:7,5:5,5 de tampao fosfato 4,0, metanol e
acetonitrilo, em diferentes canais (a direita).

Comparando os cromatogramas apresentados na Figura 52, verifica-se uma diferenca
na resolucao entre os picos, atribuida ao modo de preparacao da fase movel. A utiliza-
¢ao de um unico canal assegura uma mistura homogénea dos componentes, enquanto
a utilizagao de canais distintos pode originar uma mistura menos eficiente, sobretudo no
caso de solventes organicos, podendo até mesmo criar microgradientes. Neste estudo,
constatou-se que a proporcgéao testada, quando colocada em canais separados, permitiu

a resolucao entre 0 5° e 0 6° picos, ao passo que, quando colocada a mistura num Unico
canal, conduziu a sua co-elui¢ao.

Figura 53 - Cromatogramas 5ppm com fase mével 87:7,5:5,5 de pH 3,8 (& esquerda) e 3,6 (a direita).

Também a diminuigdo do pH da mistura para 3,8 e 3,6 nao resolveu a co-eluicao dos

picos (como é visivel na Figura 53), ainda que tenha aumentado a resolugédo entre os
picos ja existentes.
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Fase movel 88:6:6

Visto nenhuma das propor¢des ter sido eficaz a separar os picos e nao se poder diminuir
mais o pH da fase mével, ja que esta se demonstrou instavel a menores pH’s, experi-
mentou-se uma ultima fase mével de proporcao 88:6:6 (tampao fosfato pH 4,0:meta-
nol:acetonitrilo) na coluna atual [ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm)], e essa
mesma fase mével numa coluna diferente, anteriormente testada [ACQUITY UPLC BEH
Shield RP18 1,7 um (2,150 mm)].

Figura 54 - Cromatograma STD 5ppm com coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm) e fase
movel 88:6:6 (tampéo fosfato pH 4,0:metanol:acetonitrilo) (a esquerda) vs coluna ACQUITY UPLC BEH
Shield RP18 1,7 pm (2,1x50 mm), com mesmo STD e fase movel (a direita).

Novamente, na coluna que estava a ser utilizada, a fase moével nao proporcionou a se-
paracao dos picos (como ¢é visivel na Figura 54, a esquerda). Ja na coluna ACQUITY
UPLC BEH Shield RP18 1,7 ym (2,1x50 mm) (Figura 54, a direita) é possivel ver uma
ligeira separacao entre os mesmos.

Continuou-se entdo com a coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 uym (2,1x50
mm), onde se fez passar fases moveis com diversas proporgdes, de modo a estudar
qual delas produzia a melhor resolugéo entre os picos.

Experimentou-se, portanto, as proporgoes de tampao fosfato pH 4,0:metanol:acetoni-
trilo: 90:6:4, 89:6:5, 86:6:8, 85:6:9, 87:6:7, 88:5:7, 90:3:7, 91:2:7 e 93:0:7. Os cromato-
gramas obtidos encontram-se no Anexo 10, e os seus resultados encontram-se sinteti-
zados na Figura 55.
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Tempo de Retencdo das Cefalosporinas em Diferentes Composicdes da Fase Mavel

—a— Cefepime
—e— Ceftazidime
—— Ceftizoxime
Ceftriaxore
—a— Cefotaxime
—a— Cefuroxime
—o— Cefazolin
—a— Cefoxitin

Tempo de Retengdo (min)

o 58 e & & & o & E
Composicio da Fase Movel (Tampao Fosfato : Metaneol : Acetonitrilo)

Figura 55 - Gréfico que ilustra a variagdo do tempo de reten¢éo das cefalosporinas utilizando fases méveis
de diferente composigdo, na coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 um (2,1x50 mm).

Ao analisar os resultados obtidos, resumidos na Figura 55, é possivel auferir que,
quando a fase moével contém maior proporcdo de tampao fosfato e menor fragcao de
solventes organicos, o tempo de retencao das cefalosporinas aumenta para todos os
compostos. Em contrapartida, o aumento da propor¢cdo de acetonitrilo, ou metanol, re-
duz o tempo de retengao, acelerando a eluicao.

Entre os solventes organicos, o aumento de metanol provoca redugao consistente do
tempo de retencao, devido ao incremento da forga eluente. Ja o aumento de acetonitrilo
apresenta um efeito mais complexo: em composi¢cdes com teor moderado, acelera a
eluicdo, mas em propor¢des mais elevadas pode aumentar novamente o tempo de re-
tencao, provavelmente em fungao de altera¢des no equilibrio hidrofilico-hidrofébico e na
interacdo com a fase estacionaria.

O ajuste do teor de metanol mostrou-se mais eficaz para controlar e encurtar o tempo
de retencao, enquanto o acetonitrilo apresentou papel secundario, mas relevante para
otimizar a resolucao e evitar co-eluigao.

A intensidade da variacao depende ainda das caracteristicas quimicas de cada cefalos-
porina. As cefalosporinas mais polares, como Cefepime e Ceftazidime, apresentam tem-
pos de retencao geralmente inferiores a 1,5 minutos, enquanto compostos menos pola-
res, como Cefazolin e Cefoxitin, alcangam valores superiores, chegando a mais de 5
minutos na condicao 93:0:7.

Na pratica, tempos de retengéo mais longos podem favorecer a separagao, mas prolon-
gam a duragao da analise. Além disso, em determinadas composi¢des, ainda que com
tempos mais longos de retengéo, observa-se sobreposigcéo de picos, indicando co-elui-
¢ao e comprometendo a resolugido cromatografica.

Assim, pelos resultados, a composicao de tampao fosfato pH 4,0:metanol:acetonitrilo
88:5:7 é a que oferece 0 melhor equilibrio entre resolucao e tempo total de corrida.
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Figura 56 - Cromatograma STD 5ppm com fase mével de proporgao 88:5:7 utilizando a coluna ACQUITY
UPLC BEH Shield RP18 1,7 pm (2,1x50 mm), com integrag&o.

"WE l Retention
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i ﬁf\} U‘ (T o o - . = == 71,4 6 | Cefuroxime 2738 215
m; J 7 | cefazolin 2955 149
= Rl TR 8 | cefoxitin 3501 185

Figura 57 - Cromatograma STD 0,02ppm com fase mdvel de proporcado 88:5:7 utilizando a coluna ACQUITY
UPLC BEH Shield RP18 1,7 pm (2,1x50 mm), com integracéo.

E, fazendo a integracao dos cromatogramas obtidos na Figura 56 e 57, confirma-se que
a mesma satisfaz todos os requisitos de: separagao satisfatéria entre o primeiro pico e
0 pico de injegdo, resolucao acima de 1 e s/n acima de 10.

3.1.7. AMOSTRAGEM

Escolhida a fase movel e coluna, testou-se entre zaragatoas da marca Cultiplast e da
marca Texwipe, TX761K, qual seria a melhor para efetuar a recuperacao.

Figura 58 - Cromatogramas zaragatoa Cultiplast: solvente (a vermelho) e STD 0,02ppm (a preto).
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Figura 59 - Cromatogramas zaragatoa Texwipe STD 0,02ppm, com integracéo.

Os resultados obtidos (Figuras 58 e 59) evidenciaram que a zaragatoa Texwipe era a
mais apropriada para se utilizar na amostragem, devido a sua linha de base com menos
interferéncias.

3.2 VALIDAGAO DO METODO ANALITICO POR UPLC

Depois de encontradas as condigdes finais, prosseguiu-se com a validagao do método,
utilizando as condi¢des cromatograficas descritas na Tabela 8.

Tabela 8 - Condi¢g8es cromatogréficas finais do método desenvolvido.

Coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7um (2,1 x 50 mm)
Fluxo 0,3 mL/ min
Detetor UV-Vis 240 nm
Temperatura da coluna 32°C
Temperatura das amostras 8°C
Tempo de corrida 5 min
Volume de inje¢do 5L
Eluigcao Isocratica

3.2.1. PRECISAO DO SISTEMA

Os resultados obtidos, calculo da média e %RSD da area obtida encontram-se na Tabela
9.
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Tabela 9 - Area dos picos de 6 injecBes consecutivas de STD 5ppm para avaliacdo da preciséo do sistema.

Area do pico (uV/sec)
Inje-
cdo # Cte_fta_pime Ceftazidime Ceftiquime Ceftrigxone Cefotgxime Cefurpxime Cefa;olin Cefo‘xitin
for injection sodium sodium sodium sodium sodium sodium
1 440717 362444 472874 444759 437786 304865 221192 382416
2 440105 362352 472958 450457 438022 301947 220170 380735
3 439721 362199 473262 453808 439167 304052 220405 382318
4 440040 362425 472867 453357 438603 303808 220228 382054
5 440617 362516 472951 453123 437712 305295 220984 381870
6 439794 362402 472793 453494 437491 305114 220871 381559
Eae;:l{;g 415,453 107,782 164,146 3518,932 634,373 1243,050 429,477 617,357
Média 440166 362390 472951 451500 438130 304180 220642 381825
%RSD 0,09 0,03 0,04 0,78 0,14 0,41 0,20 0,16

Visto a %RSD das areas dos picos correspondentes a cada cefalosporina serem abaixo
de 10,0% (%RSD = 0,78), o método demonstrou-se preciso.

3.2.2. LINEARIDADE

Os resultados obtidos encontram-se no Anexo 11. Os valores de %RSD para todos os
niveis estao sintetizados na Tabela 10.

Tabela 10 — Valores de %RSD para os niveis de linearidade 150%, 120%, 100%, 50%, 10%, 1,2% e 0,3%.

; %RSD
Cefalosporina o0 7 50%|Nivel 120%| Nivel 100% | Nivel 50% | Nivel 10% | Nivel 1,2% | Nivel 0,3%

Cefep'”:ii ;Or NeC1 0,03 0,11 0,17 0,17 0,11 . 1,50
Ceftazidime 0,03 0,11 0,17 0,18 0,46 - 1,1
Ceftizoxime sodium 0,04 0,12 0,17 0,15 0,52 - 1,03

Ceftriaxone sodium 0,85 0,15 3,68 0,51 0,79 2,80 -
Cefotaxime sodium 0,06 0,09 1,43 0,28 0,17 - 5,87
Cefuroxime sodium 0,16 0,32 1,93 0,47 0,12 - 1,78
Cefazolin sodium 0,07 0,11 4,04 0,13 0,79 - 6,04
Cefoxitin sodium | 0,06 0,17 1,63 0,23 0,25 - 1,92

Para nenhum dos niveis de linearidade, a %RSD entre as trés réplicas de cada injegao,
para cada cefalosporina, foi superior a 6,04%, como se pode observar na Tabela 10,
cumprindo o critério de aceitagéo (%RSD < 10,0%).

Efetuou-se ainda a andlise de regressao linear da Concentracado vs Area média do pico
e resumiu-se os dados para cada cefalosporina na Tabela 17.
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Tabela 11 — Tabela com coeficiente de correlacdo, declive e intercept.

Coefncnent;ége Correla- Declive Intercept
Cefepime 0,99995 87116,55548 980,21816
Ceftazidime 0,99998 72123,66560 502,05582
Ceftizoxime 0,99999 94109,99299 480,75012
Ceftriaxone 0,99906 97418,97559 -3113,96339
Cefotaxime 0,99986 87528,30900 1488,57214
Cefuroxime 0,99987 60820,93880 1061,69473
Cefazolin 0,99943 44431,90000 1331,11100
Cefoxitin 0,99989 76606,81000 678,53830

Para além da %RSD < 10,0%, o coeficiente de correlagdo demonstrou-se superior a
0,98 para todas as cefalosporinas, pelo que o método é linear, como ilustram as Figuras
do Anexo 12.

3.2.3. LIMITE DE QUANTIFICAGAO (LOQ)
Os dados obtidos foram resumidos nas Tabelas 12 e 13.

Tabela 12 - Limite de Quantifica¢@o para Ceftriaxone.

Limite de Quantificacao
Cefalosporina Corzﬁge/nr:]rf)gao Injecéo # | Area do pico (mAU*min) | Média | %RSD | SIN
Ceftri . 1 4089 15
© ”a’t(i‘(’)r;e ihjec- 0,06 2 4095 4192 | 415 | 15
3 4393 16

Para a concentracao 0,06 ug/mL (Nivel 1,2%) de Ceftriaxone sodium, o método demons-
trou ser preciso e linear. Para além disso, esta possui uma razdo S/N = 15, cumprindo
também o critério correspondente ao S/N (S/N NLT 10), sendo, portanto, o LOQ para
esta cefalosporina.
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Tabela 13 - Limite de Quantificacdo para Cefepime, Ceftazidime, Ceftizoxime, Cefotaxime, Cefuroxime,
Cefazolin e Cefoxitin.

Limite de Quantificacdo
Cefalosporina Concentracéo (ug/mL) | Injecéo # | Area do pico (mAU*min) [ Média | %RSD | S/N
1 1358 24
Cefepime for injection 2 1262 1312 | 3,67 | 25
3 1317 26
1 1055 14
Cefazidime 2 1073 1068 | 1,03 | 14
3 1075 14
1 1492 20
Ceftizoxime sodium 2 1526 1500 1,51 20
3 1483 21
1 1398 26
Cefotaxime sodium 0,015 2 1375 1373 1,94 | 26
3 1345 26
1 964 16
Cefuroxime sodium 2 890 949 564 | 15
3 994 16
1 712 10
Cefazolin sodium 2 637 700 8,22 | 10
3 750 10
1 1067 16
Cefoxitin sodium 2 1100 1100 | 2,96 | 16
3 1132 16

Para a concentragdo 0,015 pg/mL (Nivel 0,3%) o método demonstrou ser preciso e li-
near para as restantes cefalosporinas. Para além disso, a razdo S/N = 10, cumprindo
também o critério correspondente ao S/N (S/N NLT 10), sendo, portanto, o LOQ para
todas as cefalosporinas produzidas na fabrica, a exce¢ao de Ceftriaxone sodium.

3.2.4. LIMITE DE DETEGAO (LOD)

Os resultados correspondentes aos LOD encontram-se expressos na tabelas seguintes.

Tabela 14 - Limite de Detecéo para Ceftriaxone.

Cefalosporina Concentragao (ug/mL) Injecdo # SIN
1 4
Ceftriaxone sodium 0,015 2 5
3 4

A concentracao 0,015 pg/mL de Ceftriaxone sodium possui uma razao S/N = 4, cum-
prindo o critério correspondente ao S/N (S/N cerca de 3), sendo, portanto, o LOD para
esta cefalosporina.
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Tabela 15 - Limite de Detegéo para Cefepime, Ceftazidime, Ceftizoxime, Cefotaxime, Cefuroxime, Cefazolin
e Cefoxitin.

Cefalosporina Concentracéo (pg/mL) Injecéo # SIN
1

Cefepime for injection

Cefazidime

Ceftizoxime sodium

Cefotaxime sodium 0,005

Cefuroxime sodium

Cefazolin sodium

Cefoxitin sodium

WINRP[([WINFRPIWNEP|WINFP[WIN[P|W[IN|RP|WN
o o Ml DM DdMOOINOO OIN NN DM D OOOO©

Ja para as restantes cefalosporinas, a concentracdo 0,005 ug/mL possui também uma
razdo S/N = 4, cumprindo o critério correspondente ao S/N (S/N cerca de 3), sendo,
portanto, o LOD para as mesmas.

3.2.5. EXATIDAO — SWAB CHALLENGE

Calculou-se a percentagem recuperada para cada nivel de recuperacgéao individual e a
%RSD para cada nivel. Os resultados encontram-se resumidos nas Tabelas 16-19.
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Tabela 16 - Exatiddo — Swab Challenge, Niveis de Linearidade 150%, 100% 1,2% e 0,3%.

Nivel . Concentragdao | Preparacao| % Recupera- o A
% Cefalosporina (Hg/100cm?) # clio Média %RSD
Cofenime for 7,607 1 99,4
etepime To 7,669 2 100,3 99,7 0,47
injection
7,607 3 99,4
7,696 1 97,0
Ceftazidime 7,759 2 97,8 97,2 0,47
7,696 3 97,0
Coftizoxim 7,804 1 100,4
eftizoxime 7,862 2 101,2 100,7 0,43
sodium
7,804 3 100,4
ot 8,019 1 104,4
etiriaxone 8,044 2 104,8 104,4 0,32
sodium 7.992 3 1041
150 Cofotani 7,480 1 97,5
efotaxime 7,530 2 99,0 98,2 0,75
sodium
7,480 3 98,3
Cefuroi 7,325 1 96,3
eturoxime 7,382 2 96,2 96,0 0,48
sodium
7,325 3 95,4
cotazol 7.113 1 92,4
etazolin 7,159 2 93,0 92,6 0,35
sodium
7,113 3 92,4
cefoxitin 7,790 1 101,4
etox 7.831 2 100,6 100,7 0,69
sodium
7,790 3 100,0

Para o Nivel 150% de concentragéo, a %RSD entre as trés injegcbes, para cada cefalos-
porina, nao foi superior a 0,75%, cumprindo o critério de aceitagdo (%RSD < 10%).
Quanto a %Recuperacao (ou exatidao percentual), esta esta compreendida entre 92,4%
e 104,8% para as preparacoes efetuadas, cumprindo também o critério de aceitagao
(85,0%-115,0%).
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Tabela 17 - Exatiddo — Swab Challenge, Nivel de Linearidade 100%.

. . Concentragao Preparacao = o
0, 0, 0,
Nivel % Cefalosporina (Hg/100cm?) # % Recuperagao| Meédia| %RSD
Cefenime for ini 5,116 1 100,3
eep'":;:”"’ec' 5119 2 100,4 1002 | 0,26
5,094 3 99,9
5,178 1 97,9
Ceftazidime 5,175 2 97,8 97,6 0,30
5,149 3 97,3
5,254 1 101,4
Ceftizoxime sodium 5,255 2 101,4 101,3| 0,30
5,228 3 100,9
. 5,127 1 100,2
ettriaxone 5,177 2 101,1 100,6 | 0,48
sodium 5,146 3 100,5
100 Cefotaxi 5,023 1 99,0
efotaxime 5,029 2 99,1 99,1 | 0,08
sodium
5,022 3 99,0
ot . 4,924 1 96,2
eturoxime 4,914 2 96,0 958 | 0,59
sodium
4,870 3 95,2
Cefazoli 4,773 1 93,0
etazolin 4,779 2 93,1 929 | o026
sodium
4,754 3 92,6
S 5,212 1 100,4
etox 5228 2 100,7 1004 | 0,27
sodium
5,200 3 100,2

Para o Nivel 100% de concentragéo, a %RSD entre as trés injegbes, para cada cefalos-
porina, nao foi superior a 0,59%, cumprindo o critério de aceitagcdo (%RSD < 10%).
Quanto a %Recuperacao (ou exatidao percentual), esta esta compreendida entre 92,6%
e 101,4% para as preparacoes efetuadas, cumprindo também o critério de aceitagao

(85,0%-115,0%).

Tabela 18 - Exatiddo — Swab Challenge, Nivel LOQ 1,2%.

. . Concentragao Preparacao = 1
0, 0, 0,
Nivel LOQ %| Cefalosporina (Hg/100cm?) 4 % Recuperagcao| Média| %RSD
Ceftri 0,056 1 89,9
1,2 etinaxone 0,055 2 88,0 885 | 145
sodium
0,054 3 87,5

Para o Nivel 1,2% de concentragéo, a %RSD entre as trés injecbes de Ceftriaxone so-
dium foi 1,45%, cumprindo o critério de aceitagéo (%RSD < 10%). Quanto a %Recupe-
racao (ou exatidao percentual), esta estd compreendida entre 87,5% e 89,9% para as

preparagdes efetuadas, cumprindo também o critério de aceitagao (85,0%-115,0%).
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Tabela 19 - Exatiddo — Swab Challenge, Nivel LOQ 0,3%.

Nivel . Concentracao Preparacao | % Recupera- o 0
LOQ % Cefalosporina (Hg/100cm?) # ¢éo Média »oRSD
Cefepi fori 0,015 1 95,4
etepime for in- 0,014 2 91,3 94,1 2,61
jection
0,015 3 95,8
0,015 1 94,8
Ceftazidime 0,017 2 106,4 102,5 6,54
0,017 3 106,5
Cefti ) 0,016 1 99,3
eftizoxime so- 0,016 2 100,8 100,3 0,82
dium
0,016 3 100,6
Cefotaxi 0,015 1 95,6
0,3 etotaxime 0,014 2 92,5 95,5 2,98
sodium
0,015 3 98,2
Cef . 0,014 1 93,9
eturoxime 0,017 2 108.6 105,0 9,38
sodium
0,017 3 12,7
Cefazoli 0,013 1 85,2
etazolin 0,016 2 99,3 94,7 8,74
sodium
0,016 3 99,7
Cefoxiti 0,014 1 88,2
eroxitin 0,016 2 104,4 95,6 8,60
sodium
0,015 3 94,2

Por fim, para o Nivel 0,3% de concentragao, a %RSD entre as trés inje¢cdes, para cada
cefalosporina, néo foi superior a 9,38%, cumprindo o critério de aceitagao (%RSD <
10%). Quanto a %Recuperagao (ou exatidao percentual), esta estda compreendida entre
85,2% e 112,7% para as preparacoes efetuadas, cumprindo também o critério de acei-
tacéo (85,0%-115,0%).
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3.2.6. EXATIDAO — SURFACE TEST

Calculou-se a %Recuperacao para cada amostra individual, bem como a sua média, e
a %RSD entre as trés amostras, encontrando-se apresentados os resultados obtidos
nas tabelas abaixo.

Tabela 20 - Exatidao — Surface Test, Nivel de Linearidade 150%.

Superficie PVC
Nivel de Recu- . Concentragao | Preparagao % o %
peragao Cefalosporina (1g/100cm?) # Recuperagao Média RSD
Cefenime f 0,055 1 73
etepime tor 0,056 2 74 74 1,90
injection
0,057 3 76
0,056 1 74
Ceftazidime 0,057 2 76 76 1,78
0,058 3 77
Cefti B 0,058 1 75
ettizoxime 0,059 2 76 76 1,59
sodium
0,060 3 77
Ceftri 0,060 1 75
ettriaxone 0,061 2 77 77 1,79
sodium 0,062 3 78
150 Cefotaxi 0,055 1 73
etotaxime 0,056 2 74 74 1,59
sodium
0,057 3 76
Cef . 0,053 1 74
eluroxime 0,054 2 71 72 1,95
sodium
0,055 3 72
Cef i 0,051 1 64
etazolin 0,052 2 68 67 4,00
sodium
0,053 3 69
Cefoxiti 0,057 1 78
etoxitin 0,058 2 76 77 1,25
sodium
0,059 3 78

Para o Nivel 150% de concentragéo, a %RSD entre as trés injecbes, para cada cefalos-
porina, nao foi superior a 4,00%, cumprindo o critério de aceitagédo (%RSD < 15%).
Quanto a %Recuperagao (ou exatidao), esta estd compreendida entre 64% e 78% para
as preparagoes efetuadas, cumprindo também o critério de aceitagédo (>50%).

66



Validagdo de Método Analitico para Detegao de 8 Cefalosporinas

Tabela 21 - Exatidao — Surface Test, Nivel de Linearidade 100%.

_ — -
Nivel %|  Cefalosporina Concentragao BRRSISEER| % Recupera- %RSD
(ng/100cm?) # cao
Cofenime for ini 0,036 1 71
etepime for Injec- 0,035 2 69 70 2,08
tion
0,034 3 69
0,037 1 74
Ceftazidime 0,036 2 71 72 2,29
0,036 3 71
0,038 1 74
Ceftizoxime sodium 0,036 2 70 71 2,54
0,036 3 70
et 0,038 1 71
etiriaxone 0,036 2 68 69 2,20
sodium 0,036 3 68
100 cefotm 0,036 1 72
efotaxime 0,035 2 69 70 2,41
sodium
0,035 3 69
cofuroxt 0,035 1 72
eluroxime 0,034 2 69 70 2,62
sodium
0,033 3 69
cefagoli 0,034 1 64
etazolin 0,033 2 62 63 2,40
sodium
0,033 3 62
cetoxit 0,038 1 78
eroxitin 0,036 2 75 76 2,45
sodium
0,036 3 75

Para o Nivel 100% de concentragéo, a %RSD entre as trés injegbes, para cada cefalos-
porina, nao foi superior a 2,62%, cumprindo o critério de aceitagédo (%RSD < 15%).
Quanto a %Recuperacgao (ou exatidao), esta estd compreendida entre 62% e 78% para
as preparagoes efetuadas, cumprindo também o critério de aceitacao (>50%).

Tabela 22 - Exatiddo — Surface Test, Nivel LOQ 1,2%.

L’g‘c’ﬁ/ Cefalosporina| Concentracdo (ug/100cm?)| Preparagdo #| % Recuperacdo| Média %RSD
(1]
Ceftri 0,00035 1 54
1,2 ettriaxone 0,00037 2 58 57 5,25
sodium
0,00039 3 60

Para o Nivel 1,2% de concentragéo, a %RSD entre as trés injecbes de Ceftriaxone so-
dium foi superior a 5,25%, cumprindo o critério de aceitagao (%RSD < 15%). Quanto a
%Recuperacao (ou exatidao), esta estd compreendida entre 54% e 60% para as prepa-
racoes efetuadas, cumprindo também o critério de aceitagao (>50%).

67



Validagdo de Método Analitico para Detegao de 8 Cefalosporinas

Tabela 23 - Exatiddo — Surface Test, Nivel LOQ 0,3%.

L'gée:ﬁ Cefalosporina C(:';‘/’f:;;ﬁff P;Z’:a;a e Reg‘;‘;pera Média %RSD
0,00011 1 74
Cefepime for injection 0,00010 2 65 66 12,80
0,00009 3 58
0,00011 1 69
Ceftazidime 0,00009 2 57 60 12,81
0,00008 3 54
0,00012 1 76
Ceftizoxime sodium 0,00012 2 77 73 7,45
0,00010 3 67
_ 0,00011 1 72
0,3 Cefotaxime 0,00010 2 64 69 5,84
sodium
0,00011 3 70
. 0,00013 1 82
Cefuroxime 0,00014 2 88 84 4,52
sodium
0,00013 3 82
. 0,00011 1 72
nga;i%'r': 0,00010 2 67 72 5,67
0,00012 3 75
- 0,00012 1 78
Cefoxitin 0,00011 2 71 69 14,72
sodium
0,00009 3 58

Para o Nivel 0,3% de concentragéo, a %RSD entre as trés inje¢des, para cada cefalos-
porina, nao foi superior a 14,72%, cumprindo o critério de aceitacao (%RSD < 15%).
Quanto a %Recuperacao (ou exatidao), esta estd compreendida entre 54% e 88% para
as preparagoes efetuadas, cumprindo também o critério de aceitagéo (>50%).

Concluiu-se assim que o método é exato, visto cumprir com os critérios de aceitacao de
ambos os testes de exatidao (Swab Challenge e Surface Test).

3.2.7. GAMA

Utilizando os dados obtidos nas experiéncias de precisdo, exatidao e de linearidade,
chegou-se a uma gama de 7,5 ppm a 0,06 ppm (Nivel 150% a Nivel 1,2%) para Ceftri-
axone sodium, e 7,5 ppm a 0,015 ppm (Nivel 150% a Nivel 0,3%) para as restantes
cefalosporinas quantificadas.
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3.2.8. ESTABILIDADE DAS SOLUGOES

Calculou-se a %Recuperacao da Amostra e Solugdo Padrao em relacédo ao ensaio ini-
cial. Os dados foram resumidos na Tabela 30.

Tabela 24 — Estabilidade: %Recuperagao das Amostras em INOX e Solugdo Padrao 5 ppm, em relagdo ao
ensaio inicial.

Estabili 1_ade de solucdes analiticas
% Recuperagéo vs novos resultados
o
© -
o S Tempo fCee ime Ceftazi- Cefti- Ceftria- Cefota- Cefuro- Ce- Cefoxitin
-] 2 pime 5 zoxime so- [ xone so- | xime so- | xime so- | fazolin N
£ H for injec- | dime 5 B . A f sodium
5 dium dium dium dium sodium
< ] tion
, 24h
._E (1 dia) 99 102 99 94 96 96 99 95
“ Z2h) 95 105 94 92 88 88 98 86
(3 dias)
© 120h
% (5 dias) 89 108 93 94 78 99 79
5 144h
[
E' ° (6 dias) 86 108 91 92 77 75 97 75
o S 192h
-
o (8 dia_s) 72 82 77 64 61 83 61
2oh) 100 100 99 100 99 100 99 99
(1 dia)
72h. 100 100 99 100 98 100 99 929
(3 dias)
=
3 120h
g_ (5 dias) 100 100 99 97 98 96 101 97
8 3 e 99 99 98 96 98 97 99 97
=z k] (6 dias)
& 3 192h
o <
(8 dias) 87 86 87 87 86 87 85
poh 1M1 115 12 103 105 103 1 103
(2 dias)
© 96h
‘E o (4 dias) 105 117 106 106 95 92 112 93
St 120h
2.9 5 di 102 119 105 104 93 88 110 89
= £ _,;E, (5 dias)
o ° 168h
z © (7 dias) 87 92 92 86 77 72 96 73
= =
= 48h
é (2 dias) 87 87 88 85 86 87 86 86
= 8 96h
s g_ (4 dias) 86 86 86 86 86 83 88 85
i g hizon 86 86 86 81 86 83 87 85
g k:] (5 dias)
3
ﬁ < 168h 76 74 77 74 76 75 77 75
(7 dias)

Os resultados mostram que, de modo geral, a refrigeragéo (autosampler) prolonga a
estabilidade das solugdes, relativamente a temperatura ambiente.

Visto ndo se ter estudando a estabilidade em dias consecutivos, considerou-se o pior
caso.

Cefepime mantém estabilidade até 6 dias a temperatura ambiente e por mais de 8 dias
no autosampler, reduzindo para 5 dias em INOX.

Ceftazidime e Cefazolin sdo os compostos mais estaveis, permanecendo dentro dos
critérios ao longo de todo o periodo estudado (8 dias) na solugédo padrao, e até 5 dias
em INOX.

Ceftizoxime apresenta estabilidade até 8 dias a temperatura ambiente e ao longo de
todo o periodo estudado (8 dias) no autosampler, enquanto em INOX se mantém estavel
apenas até 5 dias no autosampler.

Ceftriaxone apresenta estabilidade até 6 dias a temperatura ambiente e um maximo de
8 dias no autosampler, enquanto que em INOX, a temperatura ambiente, apresenta
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estabilidade durante todo o periodo estudado (7 dias), mas no autosampler é estavel
durante 5 dias.

Cefotaxime, Cefuroxime e Cefoxitin mostram comportamento semelhante, com estabili-
dade limitada a 3 dias na solugao padrao a temperatura ambiente (5 dias, no maximo,
para Cefotaxime), e durante todo o periodo estudado no autosampler (8 dias), redu-
zindo-se para cerca de 5 dias, em INOX.

Assim, a solugao padrao composta por todas as cefalosporinas apresenta uma estabili-
dade maxima de 8 dias no autosampler e de 3 dias a temperatura ambiente, enquanto
as solugdes em INOX se mantém estaveis durante 5 dias, independentemente da con-
dicdo de armazenamento.

3.2.9. ESPECIFICIDADE — ANALISE PLACEBO, DECOMPOSICAO TERMICA E DEGRADACAO POR
EXPOSICAO A LUz

Os cromatogramas de solvente das diferentes amostras (padrao, Swab Challenge, PVC
e INOX) apresentam todos o mesmo perfil, com registos equivalentes, o que indica que
todos os materiais testados sdo compativeis com o0 método cromatografico, ndo apre-
sentando interferéncias significativas nem picos adicionais que comprometam a identi-
ficagdo e quantificacdo das cefalosporinas.

Quanto aos testes de decomposicao térmica e degradagéo por exposicao a luz, obser-
varam-se trés picos desconhecidos em cada. Estes picos, referentes a degradagdes dos
API’s da mistura (8 cefalosporinas), continham os tempos de retengéo apresentados na
Tabela 25.

Tabela 25 - Tempos de retencéo dos picos desconhecidos obtidos dos testes de especificidade.

Decomposicao Térmica (40°C, 2 dias) Degradacao por Exposicao a Luz (7 dias)
Denominagao RT Denominagéao RT
Unk-1 0,652 min Unk-1 0,801 min
Unk-2 0,965 min Unk-2 1,181 min
Unk-3 2,157 min Unk-3 2,623 min

Visto a solugido degradada ser uma mistura de API’s, ndo € possivel aferir a que com-
posto ativo cada uma das degradagdes pertence e, portanto, calcular o RRT (relative
retention time, tempo de retengao relativo), como proposto pelo procedimento de vali-
dacao.

Os cromatogramas das analises placebo, térmica e por exposi¢éo a luz encontram-se
no Anexo 13.

3.2.10. DESvIOS

Ao se iniciar os estudos da Exatiddo — Swab Challenge, comecgou a ocorrer a juncao de
picos de cefalosporinas, como € observavel nos cromatogramas da Figura 64.
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STD 5ppm Li- Nivel 100% Exatiddo STD 5ppm Exatiddo STD 5ppm Exatiddo

nearidade (Swab Challenge) (Surface Test) (Surface Test) com
(06/06/2025) (12/06/2025) (16/06/2025) a coluna invertida
(17/06/2025)
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Figura 60 - Cromatogramas Solugdo Padrdo 5ppm Linearidade, Nivel 100% Exatiddo (Swab Challenge),
Solucéo Padréo 5 ppm Exatidao (Surface Test) e Solugdo Padrdo 5ppm Exatiddo (Surface Test) com a
coluna invertida.

Esta ocorréncia pode dever-se a perda de eficiéncia da coluna, pelo que se montou uma
coluna nova, da mesma marca e modelo, e repetiu-se os testes a partir da Exatidao —
Swab Challenge.

No entanto, ao se montar uma nova coluna, a area do pico de Ceftriaxone diminuiu, e,
consequentemente o seu S/N também, como se pode visualizar nas Figuras 61 e 62.

“
———————— Goftazidime - 0879
Cef

0d0 oz 1]

1 o 1
SEELRT Area Height
(@] Name Time (WV*sec) % Area m\g” Int Type | Peak Type Peak Codes Resolution | USP s/n | USP Tailing | Symmetry Factor
(min)
4 | Cefiriaxone 1.806 | 496588 15.99 | 111049 | BB Found 529 553 Q20 Co1 C31 C30 C20 C32 85 65251 1.7 1.7

Figura 61 — Injecdo de Solugdo Padréo 5 ppm utilizando a coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7
pum (2,1x50 mm), antes desta perder eficiéncia.

4 | a
i f
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Uiates
Retention | s ea Height
]‘g! Name Time (Wvrsec) % Area tu\% Int Type | Amount | Units Peak Type Peak Codes Resolution (USPs/n | EPs/n | USP Tailing | Symmetry Factor
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|4_| Ceftriaxone 1.498 | 258587 893| 44147 |BB Found $29 $53 Q20 5.6 1557 [1586.521 253 253

Figura 62 - Injecédo de Solugdo Padrdo 5 ppm utilizando uma coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7

pum (2,1x50 mm) sem utiliza¢&o prévia, aberta no dia.

Esta diminui¢ao de area do pico pode dever-se ao facto da coluna nova ainda nao estar
completamente condicionada pois, com o uso, a fase estacionaria atinge o equilibrio
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com a fase movel e a amostra, resultando num aumento gradual da area do pico, até
estabilizacao.

Outra possivel causa podera ser a adsor¢ao de Ceftriaxone pela coluna quando esta se
encontra ainda nova, devido a presenca de locais ativos na fase estacionaria ainda nao
saturados. Essa adsorcao pode reduzir a quantidade de analito eluida, originando uma
diminui¢ao da area do pico, a qual tende a aumentar e estabilizar com o uso continuo
da coluna.

Tal, levou a alteragao dos limites de quantificagdo/detecao até entdo estabelecidos. Por
isso, os resultados dos limites de detecao/quantificacdo apresentados sao para o pior
caso, isto €, quando uma nova coluna, do mesmo modelo e marca, € aberta e utilizada
no inicio da sua vida util.
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4. CONCLUSAO

O método anteriormente utilizado em HPLC revelou-se insuficiente para a detecéo de
Cefepime e Ceftazidime, o que exigiu a sua substituicdo por uma abordagem que per-
mitisse a inclusado das oito cefalosporinas produzidas na unidade Hikma Il. Esta limita-
¢ao inicial constituiu um desafio que exigiu ndo apenas uma adaptacao técnica, mas
também uma reflexdo critica sobre as condi¢des analiticas e os requisitos operacionais
do Controlo de Qualidade.

Concluiu-se que a transferéncia para UPLC permitiria otimizar o tempo de analise e
melhorar os niveis de dete¢cao necessarios para as atividades de containment do Con-
trolo de Qualidade, pelo que o método foi desenvolvido utilizando esta abordagem. No
desenvolvimento do método, estudaram-se detalhadamente as condi¢gées cromatogra-
ficas, identificando-se que a coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18, em combinagao
com a fase mével composta por tampao fosfato pH 4,0, metanol e acetonitrilo na pro-
porcédo 88:5:7, assegurava a separagao completa dos oito compostos, com resolugéo
minima de 1 e relagao sinal-ruido superior a 10. Este processo de otimizac&o incluiu
ensaios comparativos de zaragatoas, tendo a Texwipe TX761K sido selecionada por
apresentar menor interferéncia e maior compatibilidade com o sistema analitico.

A validacdo do método foi realizada em conformidade com as diretrizes ICH Q2 e o
procedimento interno da Hikma, permitindo avaliar de forma sistematica todos os para-
metros criticos para a utilizacdo do método em contexto operacional. Durante este pro-
cesso, confirmou-se o cumprimento dos requisitos de adequabilidade do sistema, asse-
gurando que o equipamento e as condigdes cromatograficas eram consistentes e repro-
dutiveis.

Foram avaliados parametros fundamentais, incluindo precisao, linearidade da resposta
analitica, limites de detecao e quantificagéo, exatidao, gama, estabilidade das solugdes
analiticas e especificidade face a placebo e amostras degradadas. Cada um destes pa-
rametros atingiu os critérios previamente estabelecidos, evidenciando que o método
apresenta confiabilidade, robustez e capacidade de discriminacido entre os analitos e
potenciais interferentes.

O cumprimento destes critérios demonstra que o método desenvolvido ndo so6 atende
as necessidades operacionais do Controlo de Qualidade, como também esta alinhado
com as boas praticas de desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos. Assim,
conclui-se que o trabalho realizado permitiu estabelecer um método UPLC validado, ro-
busto e adequado para a analise das oito cefalosporinas, garantindo resultados precisos
e reprodutiveis, mesmo perante variacdes normais de rotina laboratorial.

Para além dos resultados técnicos obtidos, este trabalho constituiu uma experiéncia de
aprendizagem pratica muito enriquecedora. As varias situagdes inesperadas que surgi-
ram ao longo do desenvolvimento e validagdo do método exigiram analise critica, adap-
tacao de procedimentos e tomada de decisbes fundamentadas, permitindo consolidar
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competéncias essenciais em cromatografia e na resolugéo de problemas em contexto
laboratorial.
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ANEXO 1 - ATIVIDADE E RESISTENCIA DAS DIFERENTES GERAGOES DE CEFALOSPORINAS

Atividade contra

Resisténcia a
Bactérias beta-lactamases
Gram -

LI Bactérias

Gram +

Cefalotina Cefaloridina
Cefradina Ceradroxil
Cefazolina Cefalexina
Cefatrizina

Cefamandol Cefaclor
2" geragéo i+t ++ ++ Cefuroxima Cefonicida
Cefoxitina Cefotetana

Cefotaxima Cefsulodina

1% geragéo +++ + +

3" geragio ++ +4+ ++ Ceftazidima Cefoperazona
Ceftriaxona Cefixima
Ceftizoxima
Cefepima Cefpiroma

45
5
i

Ceftarolina Ceftobiprole

Legenda:

+ - guantidade vesfigial;

++ - quantidade pequena;
+++ - quantidade moderada;
++++ - quantidade grande.

Figura 63 — Atividade e resisténcia das diferentes gerag6es de Cefalosporinas [16, 58].
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ANEXO 2 - CEFALOSPORINAS PRODUZIDAS NA HIKMA 2 E SUAS CARACTERISTICAS

Tabela 26 - Cefalosporinas produzidas na Hikma 2 e suas caracteristicas [59].

Férmula FEED e Solubilidade
Cefalosporinas Hikma 2 lecular Aparéncia Referéncia
molecular (mg/mL)
(g/mol)
P6 a Cristal
N
)\}—CHS C14H13NsNa 476,48 Branco a 0,487 284 [60]
04S3 Laranja a
Cefazolln Verde
0
0 O X OJ‘L P6 a Cristal
/A \T_f\ Ci1eH1sNsNa Branco a
Q\H)LH b P 446,37 Amarelo. | 0284 2,96 | [61]
\ Cefuroxime Claro
OCHs
j(j/ )L P6 a Cristal
H: | C1eH16N3Na Branco a
D\/LL Oy 449,43 Amarelo- 0,195 3,39 | [62]
HO H  Cefoxitin Claro
2N
P6 a Cristal
C1sH1eNsNa Branco a
N]\:l\ o 477,44 Ao 2 0,146 2,73 | [63]
Cefotaxime Claro
OCH3
HEN
\]\—f O P6 a Cristal
CaHoaNeO7S | 546 57 Branco & | ; 54575 2,42 [64]
2 Laranja a
& Verde
HO Ceftazidime
CHj CH,
Ceftriaxone g
OxprOta -y~ O Pé a Cristal
HQLN Los K s/ﬁj{ C1sH1eNsNaz Branco a
g tl\ ‘ 07S3:3'2H2 | 661,58 . 0,105 2,70 | [65]
\;S(ILN\\.. . CHy o Laranja a
N Verde
c‘)cm *31/2H0
Ceftizoxime
% P¢6 a Cristal
C13H13N505S Branco a
HoN
N | j\H ) ) 383,40 e 0,229 2,66  [66]
Branco
OCH3
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Cefepime

e}
N o OH
o o N cr
N N
N s xA_/\
N
/,
s HCI Hp0

C19H28Cl2Ns
O6S2

571,50

Pé a Cristal
Branco a
Amarelo-
Claro

0,0173

2,82

[67]
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ANEXO 3 — DIFERENCAS ENTRE 0S PROCESSOS DE LC, HPLC E UPLC

Tabela 27 - LC vs. HPLC vs. UPLC [68].

Cromatografia

Caracteristica Liquida (LC) HPLC UPLC
;2::3:1?: da 210 um <5um <2 pum
Pressao E:i?((: p(r%r:;é%e)‘de OUl < 400 bar Até 1500 bar
Eficiénci Baixa resolucao Resolugcdo moderada @ Alta resolugcéo
iciéncia de ~ . - . ~
separacio Separagoes mais | Separagdes mais rapi- S’eparagoes ultra-
lentas das rapidas
Velocidade Lenta Mais rapida que LC :\:Iéasls rapida - das
Sensibilidade Baixa Moderada Alta
Mais elevado (equi- Mais elevado (eq-
Custo Baixo (acessivel) uipamento dis-
pamento avangado) .
pendioso)
Elevada
Manutencdo  Baixa Moderada (necessaria  fre-
quentemente)
Andlises de alto
rendimento
Separacdes basicas Industria Farmacéutica | Protedmica (estru-
Aplicagoes Escolas Industria Alimentar turas e funcobes
Pesquisa das proteinas)
Metabolémica
(metabolismo)
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ANEXO 4 — ESTRUTURA QUIMICA DE MODIFICACOES DE SILICA PARA FASE ESTACIONARIA
DE CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA

7

A /
;~7Si—-o-s\i\/\/NH2

Cyano Propyl Amino Propyl

Figura 64 - Estrutura quimica de algumas fases estacionarias, de modifica¢gbes de silica, para cromatografia
de fase reversa [42].
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ANEXO 5 — ATRIBUTOS DE DESEMPENHO NECESSARIOS PARA A VALIDACAO DE METODOS
DAS DIFERENTES CATEGORIAS

Tabela 28 - Atributos de desempenho necessarios para a validacdo de métodos das diferentes categorias
(tabela adaptada dos SOPs da empresa).

Categoria ll v

Carateristicas do desem- : . Catego- | Catego-
penho analitico SRS Que_mtlta- ria lll ria vV
tivo
Pre_msao Sim Sim N&ao Sim N&o
de sistema
FUCSEE Sim Sim sim  Sim N&o
- de método
Precisao P
Precisao
intermedi- Sim Sim Nao Sim N&o
ria (rug-
gedness)
Exatiddo (accuracy) Sim Sim * Sim N&ao
Seletivi- : . . . .
Especifici- dade Sim Sim Sim Sim Sim
dade Degrada- g sim’ . N&o N&o
cao forcada
Gama (range) Sim Sim * Sim Nao
Limite de detecéo N&o Sim Sim * N&o
Limite de quantificacdo Nao Sim N&o * Nao
Robustez Sim Sim * Sim *
Compatibilidade do filtro * * * Sim *
Establlldage das solu- sim sim . sim .
coes
Linearidade Sim Sim N&o Sim Nao
Adequacao do sistema Sim Sim * * N&ao

* Pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico

Nota: Com base na técnica, alguns ensaios do quadro podem néo ser aplicaveis.
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ANEXO 6 — PREPARACOES E CONDICOES CROMATOGRAFICAS DO METODO PARA HPLC, NA
HIKMA SINTRA, QUE DETETA AS 8 CEFALOSPORINAS PRODUZIDAS NO LOCAL

Tabela 29 — Preparagdes e condi¢des cromatogréaficas de HPLC.

Parametro Descrigao

Fase mébvel

Solvente

Solucéao Stock

STD 5 ppm

STD 0,02 ppm

Coluna

Fluxo

Detetor UV-Vis

Temperatura da co-

luna

Temperatura das
amostras

Tempo de corrida
Volume de injeg¢ao

Eluicao

90

Preparagoes

Dissolver 5,45 g de Di-Hidrogenofosfato de Potassio (tamp&o) em

820 mL de agua desmineralizada. Adicionar 130 mL de metanol e

50 mL de acetonitrilo, misturar bem. Ajustar o pH a 3,2 com acido
fosférico.

Agua desmineralizada, metanol e acetonitrilo (82:13:5)

Pesar com exatidao o equivalente a 20 mg de cada uma: Cefti-
zoxime Na, Cefotaxime Na, Cefuroxime Na, Cefazolin Na, Ce-
foxitin Na, Ceftriaxone Na, Cefepime e Ceftazidime, para um ba-
ldo volumétrico de 100 mL. Dissolver e diluir com o solvente.

Diluir 5 mL da Solugéo Stock para um balao volumétrico de 250
mL, com o solvente.

Diluir 1 mL de STD 5 ppm para 25 mL e diluir mais 1 mL para 10
mL utilizando o solvente.

Condigoes cromatograficas
XBridge C18 5 ym (250 mm x 4,6 mm)
1,2 mL/ min
260 nm

32°C

8°C

30 min
25 uL

Isocratica
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ANEXO 7 — SEGURANGCA DOS REAGENTES UTILIZADOS PARA PREPARACAO DA FASE MOVEL,

SOLUCAO STOCK E PADROES

REAGENTE

Di-Hi-
drogenofosfato
de Potassio

Metanol

Acetonitrilo

FORMULA

KH2PO4

CH;0OH

CH3;CN

PICTOGRAMA(S)

Nao é exigido
nenhum picto-
grama de perigo

OOP

OO

ADVERTENCIAS
DE PERIGO

Nenhuma de-
claracdo de
perigo

H225: Liquido
e vapor alta-
mente infla-
maveis;
H301: Téxico
por ingestao;
H331: Téxico
por inalagéo;
H311: Todxico
em contacto
com a pele;
H370: Pro-
voca danos
nos orgaos.

H225: Liquido
e vapor alta-
mente infla-

maveis;
H302 + H312
+ H332: No-

civo por in-
gestdo, em
contacto com

a pele ou por
inalagéo;
H319: Pro-

voca irritacao
ocular grave.

PROTEGAO

Olhos: Oculos
de protecao;
Pele: Luvas de
borracha de ni-
trilo; Respirato6-
ria: Necessaria
em caso de for-
macao de poei-
ras (filtro tipo
P1)

Olhos: Oculos
de protecéo;
Pele: Luvas de
borracha buti-
lica ou Viton;
Corpo: Vestua-
rio de protecdo
antiestatico re-
tardador de
chama;
Respiratoria:
Necessaria
guando sdo
produzidos va-
pores/aerossois
(filtro tipo AX)
Ambiente: N&o
deixar que o
produto  entre
nos  esgotos.
Risco de explo-
sao.

Olhos: Oculos
de protecao;
Pele: Luvas de
borracha buti-
lica ou cloro-
preno;

Corpo: Vestua-
rio de protecéo
antiestatico re-
tardador de
chama;
Respiratéria:

Filtro A, para
vapores de
compostos or-
ganicos;

Ambiente: N&o
deixar que o
produto  entre
nos  esgotos.
Risco de explo-
sao.

REFERENCIA

(69]

[70]

(71]
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Acido  Fosfo-
rico

Hidroxido de
Sédio

Ftalato de Po-
tassio

92

H;PO.,

NaOH

CgHsKO4

.

Nao € exigido
nenhum picto-
grama de perigo

H290: Pode
Ser Ccorrosivo
para 0s me-
tais;

H314: Pro-
voca queima-
duras graves
apelee
lesdes ocula-
res graves.

H290: Pode
ser corrosivo
para 0s me-
tais.

H314: Pro-
voca queima-
duras na pele
e lesBes ocu-
lares graves.

Nenhuma de-
claracdo de
perigo

Olhos: Oculos
de protecéo;
Pele: Luvas de
Latex natural,
Corpo: Equipa-
mento de prote-
¢do  conveni-
ente;
Respiratoria:
No caso de for-
macao de vapo-
res (filtro tipo

P2);
Ambiente: Ma-
nusear de

acordo com as
regulamenta-
¢bes ambien-
tais locais e
com as boas
praticas indus-
triais.

Protecdo dos
olhos/face: Uti-
lizar 6culos de
protecdo com
protecao lateral.
Protecéo facial;
Protecdo da
pele: Luvas de
borracha de ni-
trilo;

Protecdo res-
piratéria:  no
caso de forma-
¢do de poeiras,
filtro recomen-
dado: P1;
Controlo da
exposicdo am-
biental: Manter
afastado  dos
esgotos, aguas
superficiais e
subterraneas.
Protecdo dos
olhos/face: Uti-
lizar 6culos de
protecao;
Protecdo da
pele: Luvas de
borracha nitri-
lica;

Protecdo res-
piratéria:  no
caso de forma-
¢cdo de poeiras,
filtro recomen-
dado: P1;
Controlo da
exposicdo am-
biental: N&o
deixar o produto
entrar nos es-
gotos.
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Acido Clori-
drico
Acido Citrico

Citrato de So6-
dio

HCI

CsHsO7

Na3zCeHs07¢2H20

Ndo é exigido
nenhum picto-
grama de perigo

H290: Pode
ser Ccorrosivo
para 0s me-
tais.

H314: Pro-
voca queima-
duras na pele
e lesbes ocu-
lares graves.

H335: Pode
provocar irri-
tagdo das vias
respiratorias.

H319: Pro-
voca irritagao
ocular grave.

H335: Pode
provocar irri-
tacéo das vias
respiratorias.

Nenhuma de-
claracdo de
perigo

Protecéo res-
piratéria:  No
caso duma for-
macao de vapo-
res utilizar um
aparelho respi-
ratério com um

filtro  apropri-
ado;

Protecdo das
maos: Luvas

de Cloropreno;
Protecdo dos
olhos: Oculos
de protecéo;
Protecdo do
corpo e da
pele: Roupa de
protecao a
prova de &ci-
dos;

Controlo da
exposicdo am-
biental: Manu-
sear de acordo
com as regula-
mentacdes am-
bientais locais e
com as boas
praticas indus-
triais.
Protecdo ocu-
lar/ facial: Ocu-
los de
Seguranca;
Protecdo para
a pele: Luvas
de borracha ni-
trilica;
Protecdo do
corpo: Vestua-
rio de protecéo;
Protecdo res-
piratéria:  No
caso de forma-
¢éo de pos.
Tipo de Filtro
recomendado:
P2;

Controle da
exposicdo am-
biental: N&o
permitir a en-
trada do pro-
duto nos esgo-
tos.

Medidas  ge-
rais de prote-
¢ao e higiene:
Despir imedia-
tamente a
roupa contami-
nada e embe-

bida.
Lavar as maos
antes das
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Ceftizoxime

Sodium C13H13N50s5S2
Cefotaxime So-

dium C16H16NsNaO7S2
Cefuroxime So- Ci16H15N4NaOsS

dium

94

Nao € exigido
nenhum picto-
grama de perigo

Nao € exigido
nenhum picto-
grama de perigo

Nenhuma de-
claracdo de
perigo

Pode provo-
car sintomas
de alergia, de
asma ou difi-
culdades res-
piratorias em
caso de inala-
cao.

Pode provo-
car reagao
alérgica cuta-
nea.

Nenhuma de-
claragdo de
perigo

pausas e no fim
do trabalho;
Protecdo res-
piratéria:  No
caso de for-
magao de pods
(Filtro P1);
Protecdo das
maos: Luvas
de Borracha ni-
trilica (NBR);
Protecédo ocu-
lar/facial: Ocu-
los de protecao;
Protecdo da
pele: Vestuario
de protecdo no
trabalho.
Respiratoria:
Respirador de
poeiras. Res-
peitar os regula-
mentos locais e
nacionais;
M&os: Luvas de
protecao;
Olhos: Oculos
de protecao.
Protecdo facial,
se a situacao o
exigir;

Pele e corpo:
Vestuério  de
protecdo. Botas
de protecao, se
a situacao o exi-
gir.
Respiratéria:
Respirador de
p6. Respeitar
0os regulamen-
tos locais e na-
cionais;

Maos: Luvas de
protecao;
Olhos: Oculos
de protecao.
Uma protecao
facial, se a situ-
acao o exigir;
Pele e corpo:
Vestuario de
protecdo. Botas
de protecao, se
a situacao o exi-
gir.
Respiratoria:
Respirador de
pé. Respeitar
0s regulamen-
tos locais e na-
cionais;

Maos: Luvas de
protecéo;
Olhos: Oculos
de protecao.
Uma protecéo
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Cefazolin  So-
dium

Cefoxitin  So-
dium

Ceftriaxone So-
dium

C14H13NgNaO4S3

C16H16N3NaO7S:2

Ci18H16NsNa207S3+
3¥2H20

Nao é exigido
nenhum picto-
grama de perigo

Nao € exigido
nenhum picto-
grama de perigo

Nenhuma de-
claracdo de
perigo

Nenhuma de-
claracdo de
perigo

Provoca irrita-
¢ao cutanea e
irritacdo ocu-
lar grave.
Pode provo-
car sintomas
de alergia, de
asma ou difi-
culdades res-
piratorias em
caso de inala-
¢éo.

Pode provo-
car reacéo
alérgica cuta-
nea.

facial, se a situ-
acao o exigir;
Pele e corpo:
Vestuario  de
protecdo. Botas
de protecao, se
a situacao o exi-
gir.
Respiratoria:
Respirador de
p6. Respeitar
os regulamen-
tos locais e na-
cionais;

Mé&os: Luvas de
protecao;
Olhos: Oculos
de protecao.
Uma protecéo
facial, se a situ-
acao o exigir;
Pele e corpo:
Vestuario de
protecéo. Botas
de protecao, se
a situacao o exi-
gir.
Respiratoria:
Respirador de
p6. Respeitar
0s regulamen-
tos locais e na-
cionais;

Ma&os: Luvas de
protecao;
Olhos: Oculos
de protecao.
Uma protecao
facial, se a situ-
acdo o exigir;
Pele e corpo:
Vestuario de
protecdo. Botas
de protecéo, se
a situacao o exi-
gir.
Respiratéria:
Respirador de
p6. Respeitar
0s regulamen-
tos locais e na-
cionais;

M&os: Luvas de
protecao;
Olhos: Oculos
de protecao.
Uma protecao
facial, se a situ-
acédo o exigir;
Pele e corpo:
Vestuario de
protecdo. Botas
de protecao, se
a situacao o exi-
gir.

[60]

[62]

(65]

95



Validagdo de Método Analitico para Detegao de 8 Cefalosporinas

Cefepime  for
Injection, USP

Ceftazidime
Pentahydrate

96

Cefepime HCI

C19H25CINsOsS2.HCI-H20

L-Arginine
CsH14N4O2

C22H22N607S2.5H20

Ndo é exigido
nenhum picto-
grama de perigo

Pode provo-
car irritacdo
das vias res-
piratérias, dos
olhos e da
pele. Pode
provocar
reacoes alér-
gicas respira-
térias e cuta-
neas.

Provoca irrita-
¢do ocular.
Pode provo-
car reacdo
alérgica cuta-
nea. Pode
provocar sin-
tomas de aler-
gia, de asma
ou dificulda-
des respirato-
rias se ina-
lado.

Recomenda-se
a utlizacdo de
Oculos de segu-
rangca com pro-
tecdes laterais
ou o6culos de
protecao. A
ventilacdo geral
da sala é geral-
mente satisfato-
ria. Se necesséa-
rio, utilizar ven-
tilacéo local por
exaustdo. Pro-
teger pele com
vestuario des-
cartavel se esti-
ver previsto o
contacto direto
com a mesma.
Luvas resisten-
tes a produtos
guimicos.
Utilizar 6culos
de seguranca
com protecdes
laterais, o6culos
de protecao
contra salpicos
de produtos
quimicos ou
uma protecao
facial completa,
Se necessario.
Usar luvas de
nitrilo ou outras
luvas imper-
meaveis se for
possivel o con-
tacto com a
pele. Usar bata
de laboratério.
Os respiradores
ndo sdo geral-
mente necessa-
rios para as ati-
vidades labora-
toriais. Usar
vestuario de
protecao  tér-
mica adequado,
guando neces-
sario.
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ANEXO 8 — PROPORCOES 85:10:5, 87:8:5, 88:7:5,87:7:6, 89:7:4, 89:6:5, 86:8:6, 86:9:5,
84:10:6, 85:9:6, 87,5:7,5:5, 83:10:7, 87:7,5:5,5 UTILIZANDO A COLUNA ACQUITY UPLC
BEH C181,7uMm (2,1 x 50MMm)

I
Il /\w I

|ﬂ
L RN B W

Figura 65 - Cromatograma 5ppm com proporgao 85:10:5 (tampé&o fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utili-
zando a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).

Figura 66 - Cromatograma 5ppm com proporgéo 87:8:5 (tampéao fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando
a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).

Figura 67 - Cromatograma 5ppm com propor¢éo 88:7:5 (tampéo fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando
a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).
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Figura 68 - Cromatograma 5ppm com propor¢éo 87:7:6 (tampdao fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando
a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).

Figura 69 - Cromatograma 5ppm com propor¢éo 89:7:4 (tampdao fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando
a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).

Figura 70 - Cromatograma 5ppm com propor¢éo 89:6:5 (tampéo fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando
a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).
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Figura 71 - Cromatograma 5ppm com propor¢éo 86:8:6 (tampéo fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando
a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).

§ & 8 B B 3 % ¥

BB 8§ 3§§§§¢;:

Figura 72 - Cromatograma 5ppm com propor¢éo 86:9:5 (tampéo fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando
a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).

Figura 73 - Cromatograma 5ppm com proporcdo 84:10:6 (tamp&o fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utili-
zando a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).

100



Validagdo de Método Analitico para Detegao de 8 Cefalosporinas

Figura 74 - Cromatograma 5ppm com propor¢éo 85:9:6 (tampéao fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando
a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).

Figura 75 - Cromatograma 5ppm com proporg¢édo 87,5:7,5:5 (tampdao fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utili-
zando a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).

Figura 76 - Cromatograma 5ppm com proporgdo 83:10:7 (tampéo fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utili-
zando a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).
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Figura 77 - Cromatograma 5ppm com proporcao 87:7,5:5,5 (tampéo fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utili-
zando a coluna ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um (2,1 x 50mm).
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ANEXO 9 — REPORTS DOS ESPETROS (200-400 NM), DAS SOLUCOES STD 5pPM DE CADA
CEFALOSPORINA, COM COMPRIMENTO DE ONDA, CUJA ABSORCAO E MAXIMA,
REPRESENTADO

User ID JFrutuoso ;
Users Full Mama {Hone Entered) 22042025, 16:13

User Infarmation {None Enlered)
Library Localion CAThemrma\Library

Bateh : STD Ceflizoxme TestPralSNT1T970 8

s
300, 02050
\ i o,
0,175
150
2 0,025
1,100 4 "-_
2 \,
00751
3,050+
3,025
ﬂ.m ] i st SE—
200 0 Mo 60 280 le ] #iv] 30 360 B0 400
Warrelengthirim)
——— grarii 'S TOCe ko pima TestProl SNT | #9700 Cycle0
Scan Method - (Unitled)
Drascriplion (Hona Enbarad)
Data Mode Abzorbanca Clear Graph Bebaoen Samplas
Starl Wavalengih 200,00 nm Graph High 2,000 A
Stop Wavelenglh 400,00 nm Graph Low 0,000 A
Aulo Scale Ho
Bandwidih 20nm Smieothing Mone
Scan Spaad Intelisean Results Table Off
Data Inberval Mol
Lamp Changea Xenon Aulo Save Lol
Cycles 1 Filer Mams acanog
Cycle Time Aulo Securily Slalus Unlocked
Basaline Comeclion:  MNona
Soudit Trall
Tema | [T [l dwprpray [hr ] [Trae ] v |
Eg;m | WEI_DAE G Feama B v v Emard Wrbed -.::-I
FEL;MA 7 VPR Femap [T [ErErr——— BT dara-Coracen | Rore FIES
8 meEr i ) |
T ) i per— wa [orr——— = Fr— e
258 2l |
RALWE | HAL_CAR ek b o [emTe——— ] 3 Cer FTES
wms !
Eﬁ-\;ﬂ HR_OAR 1 e L= Lot ARt Pl g LAY (v dy ] lll'l

Figura 78 - Espetro STD 5ppm Ceftizoxime.
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User ID JFruluoso

User's Full Name (None Entered)
User Information (None Enlesed)
Library Location CATherme\Librany

Batlch : STD CefotaximeTestProtSNT17970.sre

22-04-2025 1519

.\
0,30 \
\
- ,0.2481
025 mm 00?24
\
\
0.20- \
N
0,15 .S
0,104 LS
0,05 X -
0,001 ——— e
200 220 240 260 260 w00 20 340 380 380
nm)
$can002:STDC olaximoT estProISNT 1 7970 Cyclo0!
Scan Method - (Untitied)
Description (None Entered)
Data Mode Absorbance Clear Graph Between Samples
Start Wavelength 200,00 nm Graph High 000 A
Slop Wavalanglh 400,00 nm Graph Low 0,000 A
Auto Scale No
Bandwidih 2,0nm Smoothing None
Scan Speed Intelliscan Results Tabie ol
Data Inlesval Normal
Lamp Change Xenon Auto Save on
Cycles 1 File Name scan003
Cycle Time Aulo Securily Status Unlocked
Baselina Comreclion. None
Audit Trall
LR e Lown o8 vaten Pos Vit P
5&‘23 L Yiamen Srmiai Wres ) a'
ﬂggn VoL Srame( T emot Tooe'rs Comacren A20NT BasiraCompcnn | Vore . ui
2333 N Firams ) et Tattaseen 00 2000 )
ﬁ:ﬁ.ﬂ WL Feaa( C Wl Sy Weaeen 000 00 000 “7;
TOE0N | WUIAIA Hrhemsl e LY — wactia Ja— o
1508 ;
7 WPLING Frams( o Wt RloSnalicay i Oy "’l

Figura 79 - Espetro STD 5ppm Cefotaxime.
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User 1D JFruluoso ; ’
User's Full Name (None Entered) 22042025 15:24
User infomation (None Entered)

Library Location CATherma\Libran\
Batch | STD CefuroximeTes|ProlSNT17970.sre

02254 21590(;;12 it
02200 7= N
/ \
0,175+ / \
/ \
0,150 f \
‘ J \
04284 | o’ \
\ , \
os00f - ‘..
0075+ ‘\
\
00% \
\
0,025 \
0,000 — — -
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Wavelengfinm)
- seand0 S TOC cAxoxima T ostFrol SHT 17970.Cycked |
Scan Method - (Untitled)
Description (None Enlered)
Dala Mode Absorbance Clear Graph Between Samples
Start Wavelength 200,00 nm Graph High 2,000 A
Stop Wavelenglh 400,00 nm Graph Low 0,000 A
Aulo Scale No
Bandwidlih 20n0m Smoothing None
Scan Speed Intemscen Resulls Table on
Dala Interval Normal
Lamp Change Xanon Auto Save or
Cyclas 1 File Name scan004
Cycle Time Aulo Security Status Unlocked
Baseline Comection; None
Audit Trall
Lradies (LT G 2 e AR s Nl
%o;& Walnbd Ferama b Cusminos | Mered nbj’
a:-wm WRLIARA Aot B £ o Cvee e Comwoms 1NT B ra Comaeten | Pora * "’j
gg;m' WOLIAR s b Eatwece Tt o1 2000w m‘
eI | LI Srma b Eatsr L [T R0 m‘l
:::a WL_EARO P b & P - u,;
:ﬂgﬁ LA Felama B W Al Sz e wrdve Oy u:vl
::‘!:5 WA Fosea p aewroe Arstasbinece T i) e ("‘

Figura 80 - Espetro STD 5ppm Cefuroxime.
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User ID JFrutuoso

User's Full Narme (None Entered)
User Informalion (None Enlered)
Library Locaion CAThermeolLibrand

Hatch : STD CefazolnTestProtSNT17070.sre

22-04-2025 1528

018
046!
1
l
0,14 .‘ 27!,?060:.13!8
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0121 | / \
\. /s "\I
ot0f | ¥ \
|\\ - / .\'
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0,06 ‘l‘
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\I
0,02 N
000 N
200 220 240 200 20 W0 320 0 380
Wavelengh{nm)
#0004 STOCefazcinTestProlSNT17970.Cycle01
Scan Method - (Untitled)
Dascriplion {None Enlered)
Dala Mode Absorbarce Clear Graph Between Samples
Start Wavelength 200,00 nm Graph High 2,000A
Stop Wavelength 400,00 nm Graph Low 0,000 A
Aulo Scale No
Bandwidth 20nm Smoothing None
Scan Speed Intalliscan Results Table Off
Data interval Norma!
Lamp Change Kenon Auto Save Off
Cycles 1 File Name $can005
Cyde Tima Aulo Securily Status Unlocked
Baseline Comection.  None
Audit Trall
Ee [ oen _ Beaurgeen o Ve [ 3|
Toemn | wreaa masan Comtess | Mo ua}
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Figura 81 - Espetro STD 5ppm Cefazolin.
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Ugar D JFmusduase

Ugar's Full Mams (Mone Enlarad)
Uszer Informetion (None Enlered)
Library Localion G:A\Themo\Lirany

Baleh : STD CefoxitinTes ProiSNT 1707 0.8re
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Aulo Scale Mo
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Scan Speed Inteliscan Rasulls Tabla (8]}

Dals Irtarval Mormsl

Lamp Change Henon Auba Save o

B85 1 File: Mame scanlos
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Figura 82 - Espetro STD 5ppm Cefoxitin.
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User 1D

JFrutuoso

User's Full Name (None Enlered)
User Informalion (None Enlered)
Library Localion  C\Thermo\Library\

Balch : STD Ceftriaxone TestProlSNT 17970 sre

22-04-2025 15:37
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Scan Method - (Untitled)
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Data Mode Absorbance Clear Graph Bebween Samples
Start Wavelength 200,00 nm Graph High 2,000A
Stop Wavelength 400,00 nm Graph Low 0,000
Aulo Scale No
Bandwidth 20nm Smool None
Scan Spaed Intelliscan Resuls Table Off
Data Interval Normal
Lamp Change Xenon Auto Save Off
Cyclos 1 File Name scan007
Cycle Time Auto Securily Stalus Unlockad
Baseline Correcion. None
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Figura 83 - Espetro STD 5ppm Ceftriaxone.
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User ID JFrutueso

User's Full Name (None Enlered)
User Information (None Entered)
Library Location CATharmolLibrang
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Scan Method - (Untitied)
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Slart Wavelenglh 200,00 nm Graph High ,000 A
Slop Wavelength 400,00 nm Graph Low 0,000 A
Aulo Scale No
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Dala interval Normal
Lamp Change Xenon Auto Save on
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Cycle Time Aulo Security Status Unlocked
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Figura 84 - Espetro STD 5ppm Cefepime.
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Figura 85 - Espetro STD 5ppm Ceftazidime.
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ANEXO 10 — PROPORCOES 90:6:4, 89:6:5, 86:6:8, 85:6:9, 87:6:7, 88:5:7, 90:3:7, 91:2:7
E 93:0:7 UTILIZANDO A COLUNA ACQUITY UPLC BEH SHIELD RP18 1,7 uM (2,1x50 MM)
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Figura 86 - Cromatograma 5ppm com propor¢éo 90:6:4 (tampéo fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando
a coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 pm (2,1x50 mm),
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Figura 87 - Cromatograma 5ppm com proporcéo 89:6:5 (tampdao fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando
a coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 um (2,1x50 mm).
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Figura 88 - Cromatograma 5ppm com propor¢éo 86:6:8 (tampéo fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando
a coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 pm (2,1x50 mm).
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Figura 89 - Cromatograma 5ppm com propor¢éo 85:6:9 (tampdao fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando

a coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 um (2,1x50 mm).
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Figura 90 - Cromatograma 5ppm com proporg¢éo 87:6:7 (tampéo fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando

a coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 um (2,1x50 mm).
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Figura 91 - Cromatograma 5ppm com propor¢éo 88:5:7 (tampéo fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando

a coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 pm (2,1x50 mm).
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Figura 92 - Cromatograma 5ppm com propor¢éo 90:3:7 (tampéo fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando

a coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 pm (2,1x50 mm).

112



Validagdo de Método Analitico para Detegao de 8 Cefalosporinas
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Figura 93 - Cromatograma 5ppm com proporgéo 91:2:7 (tampéo fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando
a coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 um (2,1x50 mm).
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Figura 94 - Cromatograma 5ppm com propor¢éo 93:0:7 (tampdao fosfato 4,0, metanol, acetonitrilo) utilizando
a coluna ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 1,7 pm (2,1x50 mm).
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ANEXO 11 — LINEARIDADE: RESULTADOS OBTIDOS

Tabela 30 - Nivel de linearidade 150%.

%
RSD

. ) .
Cefalosporina Concentragao (pg/mL) Area dor:i'::;) (mAU lArea média do pico (mAU* min)

Nivel (%)

654999
654626 654835 0,03
654880
539465
539115 539287 0,03
539282
705965
705368 705637 0,04
705579
706661
716658 713647 0,85
717623
656251
655482 655899 0,06
655963
455834
456489 455776 0,16
455004
332095
332457 332185 0,07
332003
573966
573796 573677 0,06
573268

Cefepime for injec-
tion

Ceftazidime

Ceftizoxime sodium

Ceftriaxone sodium

150, 7,5

Cefotaxime sodium

Cefuroxime sodium

Cefazolin sodium

Cefoxitin sodium

m||\>|—x w|r\>|—\ m||\>|—\ w|r\>|—x m|r\)|—\ w||\>|—\ m|r\:|—\ oo‘r\:|—\ Replicado #

Para o Nivel 150% de concentracéo, a %RSD entre as trés réplicas de cada injecao,
para cada cefalosporina, nao foi superior a 0,85%, cumprindo o critério de aceitacao
(%RSD < 10,0%).
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Tabela 31 - Nivel de linearidade 120%.

%
RSD

Cefalosporina Concentragao (ug/mL) o don':i':;) () lArea média do pico (mAU* min)

Nivel (%)

519626
519835 519408 0,11
518764
434816
435129 434706 0,11
434173
564490
564757 564239 0,12
563471
589634
589450 589039 0,15
588032
522652
523009 522576 0,09
522068
364684
363247 363442 0,32
362394
264165
264748 264415 0,11
264332
457763
457614 457253 0,17
456381

Cefepime for injec-
tion

Ceftazidime

Ceftizoxime sodium

Ceftriaxone sodium

120

Cefotaxime sodium

Cefuroxime sodium

Cefazolin sodium

Cefoxitin sodium

mlm‘—\ w|N|—\ mlm‘—\ m|N|—\ m||\>\—\ m||\>|—\ m||\>\—\ m|l\>|—\ Replicado #

Para o Nivel 120% de concentracdo, a %RSD entre as trés réplicas de cada injegao,
para cada cefalosporina, ndo foi superior a 0,32%, cumprindo o critério de aceitagao
(%RSD < 10,0%).
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Tabela 32 - Nivel de linearidade 100%.

%
RSD

Cefalosporina Concentragao (ug/mL) o don':i':;) () lArea média do pico (mAU* min)

Nivel (%)

440735
440860 440373 0,17
439523
362915
362984 362595 0,17
361886
473451
473510 473026 0,17
472116
481614
514272 502944 3,68
512947
440693
453015 447872 1,43
449907
304087
313996 310997 1,93
314909
221573
238229 232408 4,04
237422
383237
394828 390549 1,63
393582

Cefepime for injec-
tion

Ceftazidime

Ceftizoxime sodium

Ceftriaxone sodium

100

Cefotaxime sodium

Cefuroxime sodium

Cefazolin sodium

Cefoxitin sodium

mlml—x wlml—\ mlml—x wlml—x w|r\:\—\ m||\>|—n mlr\:|—\ o.>|r\:|—\ Replicado

Para o Nivel 100% de concentracdo, a %RSD entre as trés réplicas de cada injecao,
para cada cefalosporina, ndo foi superior a 4,04%, cumprindo o critério de aceitagao
(%RSD = 10,0%).
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Tabela 33 - Nivel de linearidade 50%.

%
RSD

Area do pico (mAU*

. |Area média do pico (mMAU* min)
min)

Cefalosporina Concentracao (pg/mL)

Nivel (%)

220461
219776 220028 0,17
219847
180910
180474 180830 0,18
181107
236397
235856 235990 0,15
235716
227019
225247 225711 0,51
224866
219231
218026 218700 0,28
218842
152203
152227 151800 0,47
150969
110193
109920 110032 0,13
109983
191010
190273 190505 0,23
190231

Cefepime for injec-
tion

Ceftazidime

Ceftizoxime sodium

Ceftriaxone sodium

50 2,5

Cefotaxime sodium

Cefuroxime sodium

Cefazolin sodium

Cefoxitin sodium

mlm\—\ wlml—\ mlm\—\ wlml—\ m||\>|—\ m||\>|—\ m||\>|—\ m|l\>|—\Rep|icado#

Para o Nivel 50% de concentragéo, a %RSD entre as trés réplicas de cada injegéo, para
cada cefalosporina, nao foi superior a 0,51%, cumprindo o critério de aceitagdo (%RSD
<10,0%).
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Tabela 34 - Nivel de linearidade 10%.

%
RSD

Cefalosporina Concentragao (pg/mL) Area dor:il:i)o (mAU |Area média do pico (mAU* min)

Nivel (%)

44229
44285 44234 0,11
44189
36203
36519 36329 0,46
36266
47403
46987 47270 0,52
47421
46274
45947 45925 0,79
45553
45625
45689 45697 0,17
45778
31925
31999 31959 0,12
31953
23957
24271 24176 0,79
24301
39079
39224 39188 0,25
39262

Cefepime for injec-
tion

Ceftazidime

Ceftizoxime sodium

Ceftriaxone sodium

10 0,5

Cefotaxime sodium

Cefuroxime sodium

Cefazolin sodium

Cefoxitin sodium

m|r\)|—x w|N|—\ mlml—x w|r\>|—\ w||\>\—\ m\m|—n wlr\:\—\ OJ|I\)I—\ Replicado #

Para o Nivel 10% de concentragéo, a %RSD entre as trés réplicas de cada injegao, para
cada cefalosporina, nao foi superior a 0,79%, cumprindo o critério de aceitagao (%RSD
<10,0%).

Tabela 35 - Nivel de linearidade 1,2%.

3+
g § Area do pico (mAU* |, %
E Cefalosporina ke Concentragao (pg/mL) i |lArea média do pico (mAU* min) RSD
Z &

o

1] 4544
1,2| Ceftriaxone sodium i 0,06 4354 4404 2,80

3 4313

Para o Nivel 1,2% de concentragao, correspondente ao LOQ para Ceftriaxone sodium,
a %RSD entre as trés réplicas de cada injegao foi 2,80%, cumprindo o critério de acei-
tacdo (%RSD = 10,0%).
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Tabela 36 - Nivel de linearidade 0,3%.

%
RSD

Area do pico (mAU*

. lArea média do pico (mAU* min)
min)

Cefalosporina Concentracao (ug/mL)

Nivel (%)

1312
1337 1316 1,50
1298
1015
993 1005 1,1
1007
1510
1481 1499 1,03
1505
1432
0,015 1274 1359 5,87
1372
977

958 959 1,78
943
707
689 723 6,04
772

1074
1116 1095 1,92
1096

Cefepime for injec-
tion

Ceftazidime

Ceftizoxime sodium

0,3| Cefotaxime sodium

Cefuroxime sodium

Cefazolin sodium

Cefoxitin sodium

w‘m|—\ w||\)‘—\ w|M|—\ w||\)‘—\ w||\)|—\ w||\)‘—\ w||\)|—\ Replicado #

Para o Nivel 0,3% de concentragéo, a %RSD entre as trés réplicas de cada injecao,
para cada cefalosporina, n&o foi superior a 6,04%, cumprindo o critério de aceitagao
(%RSD < 10,0%).
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ANEXO 12 — LINEARIDADE: ANALISE DE REGRESSAO LINEAR DA CONCENTRAGAO VS AREA
MEDIA DO Pico DE CADA CEFALOSPORINA

Linearidade Cefepime =87 285.97x
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§ ~E &00000,000

- 3

2 400000,000
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ar
.- 0,000

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Concentracao {pg/ml)

Figura 95 - Regressao linear da Concentracdo vs Area média do pico de Cefepime.
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Figura 96 - Regresséo linear da Concentragdo vs Area média do pico de Ceftazidime.
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Figura 97 - Regresséo linear da Concentragéo vs Area média do pico de Ceftizoxime.
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Area média do pico Area média do pico Area média do pico

Area média do pico

(AL min)

(mAU*min)

[mAU*min)

(mAU*min)

Linearidade Ceftriaxone V= 95 648,03x
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Figura 98 - Regresso linear da Concentragéo vs Area média do pico de Ceftriaxone.
Linearidade Cefotaxime SCE e
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GO0, 000
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Figura 99 - Regresséo linear da Concentracdo vs Area média do pico de Cefotaxime.
Linearidade Cefuroxime =61 005,52
SO, 000 R =100
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Figura 100 - Regressao linear da Concentracéo vs Area média do pico de Cefuroxime.
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Figura 101 - Regresséo linear da Concentragéo vs Area média do pico de Cefazolin.
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Linearidade Cefoxitin =76 724 78%
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Figura 102 - Regresséo linear da Concentracdo vs Area média do pico de Cefoxitin.
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ANEXO 13 — ESPECIFICIDADE: CROMATOGRAMAS DE SOLVENTE REFERENTES AS
DIFERENTES AMOSTRAS INJETADAS (PADRAO, SWAB CHALLENGE, PVC E INOX),
DECOMPOSICAO TERMICA E DEGRADACAO POR EXPOSICAO A LUz
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Figura 103 - Cromatograma integrado do solvente injetado diretamente.

\
—-— / \ R o
\ |
oo L
o 040 080 o5 o 1 140 150 130 200

o 2 20 28 23 00 an 30 3k a0 a0 an a0 45 0 00
Miutes

Pk Codes [Resoition

a.000s-

|
B T

mmmmm

Figura 105 - Cromatograma integrado do solvente amostrado em placa de PVC.
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Figura 106 — Cromatograma integrado do solvente amostrado em placa de INOX.
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Figura 107 - Cromatograma Integrado da Decomposi¢éo Térmica do Nivel de Linearidade 100%, em
INOX.
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Figura 108 — Cromatograma Integrado da Degradacao por Exposi¢do a Luz do Nivel de Linearidade
100%, em INOX.
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