Quim. Nova, Vol. 33, No. 4, 972-977, 2010

VALIDACAO DE METODO PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AMOXICILINA APLICADO A
VALIDACAO DE LIMPEZA EM INDUSTRIA FARMACEUTICA DE PENICILANICOS
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VALIDATION OF A METHOD FOR DETERMINATION OF AMOXICILLIN RESIDUES APPLIED TO CLEANING
VALIDATION PROCESS IN PENICILLINS PHARMACEUTICAL INDUSTRY. The aim of this work was the single-laboratory
validation of a quantitative method for the determination of amoxicillin residues in support of cleaning control and validation.
Linearity was demonstrated between 2.5 and 17.5 pg/mL, without matrix effects. Mean recoveries ranged from 84.00 to 103.74%
and the relative standard deviation under repetitivity and within-reproducibility conditions were from 0.58 to 4.20% and from 0.79
to 4.39%, respectively. The theoretical limits of detection and quantification were 0.133 and 0.442 nug/mL, respectively. The studied

method was suitable for cleaning control purpose within good manufacturing practices.
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INTRODUCAO

A amoxicilina € um antibidtico B-lactamico de espectro modera-
do. Trata-se de uma penicilina semissintética, derivada da ampicilina,
a qual € inativada por B-lactamases, sendo entdo sensivel a micro-
organismos produtores de penicilinases. E um composto estdvel em
meio dcido, que foi projetado para uso oral. Atua por inibi¢do da
producdo de proteinas da parede celular bacteriana, de modo geral,
afetando a sintese de componentes dos peptideoglicanos da parede
celular e causando lise osmética.!

A fabricagdo de medicamentos requer cuidados especificos
que visam tanto o atendimento das necessidades e expectativas dos
pacientes, quanto de requisitos regulamentares. As Boas Praticas de
Fabricac¢do (BPF) direcionam a produgido dos medicamentos para
que qualidade e seguranga sejam asseguradas.” No contexto das BPF,
atencdo especial € dada a validacio de processos, de procedimentos
de limpeza e de métodos analiticos de controle.?

A validagdo da limpeza consiste em uma sistemadtica utilizada
para assegurar que os procedimentos de limpeza de equipamentos
removam, efetivamente, os residuos existentes até um nivel de acei-
tacdo pré-determinado, considerado seguro.*

Devido aos avancos das técnicas analiticas instrumentais, residuos
provenientes de processos de produgdo e de limpeza podem ser detec-
tados em nivel de tragos. Contudo, a nio detec¢do de residuos de um
provavel contaminante nao significa a inexisténcia de tais residuos apds
o procedimento de limpeza, mas sim que ndo ha residuos presentes
em niveis maiores que o limite de detec¢do do método utilizado. Desta
forma, os métodos utilizados para analisar as amostras oriundas da
limpeza dos equipamentos de producdo dos medicamentos devem ser
validados pela determinagao de pardmetros de desempenho aplicdveis
como linearidade, seletividade, exatiddo, precisao e limites de deteccao
e quantificag@o. Tais processos sao estruturados em conformidade com
regulamentos, como o Guia para Validagdo de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVI-
SA),’ e protocolos internacionais, como o Guia Harmonizado pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC International),
International Standards Organization (ISO) e International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC).® A validagdo de métodos ana-
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liticos constitui, assim, um requisito fundamental para os processos de
validag@o de limpeza, pois avalia a adequagio do método utilizado para
a quantificacio dos residuos do farmaco, nos niveis de concentracio
proximos aos critérios de aceitagdo estabelecidos.

As contaminagdes cruzadas por penicilinas sdo tratadas como
criticas pelo United States Food and Drug Administration (FDA), de-
vido ao potencial alergénico destes compostos,** pois medicamentos
contaminados por farmacos de elevada alergenicidade podem causar
efeitos colaterais inesperados. Assim, anafilaxia pode ser induzida,
inesperadamente, pela administragdo de medicamentos ndo penici-
lanicos que estejam contaminados com estes compostos.’

Considerando, entdo, que o controle de residuos criticos, como a
amoxicilina, depende da confiabilidade do método analitico emprega-
do, o presente trabalho objetivou validar o método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detecgdo ultravioleta (CLAE-UV),
previsto na Farmacopeia Americana,® para a determinagio de residuos
de amoxicilina, oriundos do processamento de p6 para suspensiao
oral, visando a validag@o do processo de limpeza em uma inddstria
farmacéutica de penicilanicos.

PARTE EXPERIMENTAL
Solucgdes

As solucdes foram preparadas no momento das andlises e utili-
zadas até 6 h apds o preparo.

Solugdo estoque de amoxicilina (0,25 mg/mL)

O equivalente a 25,0 mg de amoxicilina anidra foram pesados
do padrdo de amoxicilina (tri-hidratada 88% padronizada frente
ao padrao USP lote JOC 043 86,2%), em balang¢a analitica (Ohaus
Adventurer OHUS) e transferidos, quantitativamente, para balao vo-
lumétrico de 100 mL (Pyrex). Em seguida, 70 mL de tampao fosfato
de potdssio pH 5,0 foram adicionados e a solug@o foi levada ao ul-
trassom (Branson 3510 R-MT) por 20 min. O volume foi completado
com tampao fosfato de potdssio pH 5,0 e a solu¢do homogeneizada.

Curva de calibracdo de amoxicilina (2,5 a 17,5 ug/mL)
Aliquotas de 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600 e 700 uL da solu-
¢do estoque de amoxicilina foram pipetadas (pipetador automadtico
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de 100 a 1000 pL, Brand Tranferpette) e transferidas para um baldo
volumétrico de 10 mL (Pyrex), para dilui¢cdo com tamp@o fosfato de
potdssio pH 5,0. As solu¢des foram homogeneizadas e filtradas em
membrana de 0,45 um (Sartorius Stedim Biotech).

Solugdo estoque de placebo (excipientes da formulagdo do po para
suspensdo oral de amoxicilina 125 mg/5 mL sem o principio ativo)
Uma quantidade correspondente a 140,6 mg de placebo do pd
para suspensdo oral de amoxicilina foi pesada em balanca analitica
(Ohaus Adventurer OHUS) e transferida, quantitativamente, para
baldo volumétrico de 100 mL (Pyrex). Em seguida, 70 mL de tampao
fosfato de potdssio pH 5,0 foram adicionados e a solucdo foi levada ao
ultrassom (Branson 3510 R-MT) por 20 min. O volume foi completado
com tampado fosfato de potdssio pH 5,0 e a solugdo homogeneizada.

Curva de calibragdo de amoxicilina matrizada (2,5 a 17,5 ug/mL)
Aliquotas de 0, 100, 200, 300, 400, 500, 600 e 700 uL da solu-
¢do estoque de amoxicilina foram pipetadas (pipetador automadtico
de 100 a 1000 pL, Brand Tranferpette) e transferidas para um balao
volumétrico de 10 mL (Pyrex). Adicionou-se também 1 mL da so-
lucdo estoque de placebo a cada uma das diluicdes e o volume foi
completado com tampao fosfato de potdssio pH 5,0. As solucdes
foram homogeneizadas e filtradas em membrana de 0,45 um (Sarto-
rius Stedim Biotech). A concentracdo final de placebo nas solugdes
da curva (140,6 pg/mL) correspondeu ao teor de placebo esperado
para residuos de amoxicilina no nivel de aceitacdo de 10 pg/mL,
consideradas as propor¢des da formulag@o do pd para suspensio oral.

Amostragem

Na inddstria onde os experimentos foram realizados, a amostra-
gem direta de superficie foi realizada com o auxilio de swab (Clean
Tips, Texwipe TX 761 Alpha Swab) e gabaritos de aco inoxiddvel
304 com 25 cm?. Assim, o swab foi passado na drea de 25 cm?, cujo
limite maximo de aceitagdo para o ativo amoxicilina foi de 10 ug/
cm?. Este critério foi estabelecido levando em consideragdo a DL50
da amoxicilina, o tamanho de lote e também a area de contato do
ativo com equipamentos e utensilios durante o processo produtivo.’

O swab foi colocado em um tubo de ensaio (Pyrex) e diluido
com 25 mL de tampdo fosfato de potdssio pH 5,0 (resultando em
uma concentragdo final de 10 ug/mL, caso o teor de amoxicilina
corresponda ao limite de aceita¢do). O tubo de ensaio foi agitado
em agitador tipo Vortex (Phoenix AP56), por 1 min, na velocidade
maxima. O tubo foi levado para ultrassom (Branson 3510 R-MT) por
mais 30 min para extragdo da amoxicilina.

Procedimento analitico

O método empregado neste trabalho para quantificacdo do resi-
duo do ativo foi por CLAE-UV, conforme descrito na Farmacopeia
Americana.’

Preparo da amostra
Uma aliquota foi tomada do tubo de ensaio (Pyrex) contendo a
solucéo proveniente do swab e filtrada em membrana de 0,45 um
(Sartorius Stedim Biotech), diretamente para um frasco de 2 mL.
As amostras utilizadas para validagdo analitica, nos testes de exati-
dao e precisao, foram preparadas conforme as aliquotas da curva matri-
zada, sendo utilizadas a menor, média e maior concentracdo da curva.

Determinagdo por CLAE-UV
O cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Schimadzu Série 10 era
composto pelos seguintes médulos: bomba isocratica LC-10 AT VP,
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injetor manual SIL-10 AF, detector SPD-10 AVP, sistema de aquisi¢cao
de dados e integrador SCL-10 AVP.

A andlise cromatografica foi conduzida para as preparacdes nas
condigdes descritas a seguir: volume de inje¢do de 50 pL; temperatura
do forno de 25 °C; coluna C; 250 x 4,6 mm, 5 um (17046 Pheno-
menex luna); fase mével composta por tampao fosfato de potdssio
pH 5,0:acetonitrila grau cromatogréfico (JTBaker, USA) (96:4, v/v);
sistema isocrdtico; fluxo de 1,5 mL/min; detector UV; comprimento
de onda de 230 nm; tempo total de corrida de 3 min; integracdo pelo
parametro da drea dos picos.

Procedimento de validacio

Os parametros linearidade, efeitos de matriz, seletividade, exati-
ddo, precisdo e limites de detecgdo e de quantificacdo foram estabe-
lecidos em ensaios com solu¢des padrdo e formulacdes. A adequacao
para uso do método foi avaliada em funcdo dos parametros estudados
e respectivos critérios de aceitabilidade definidos. O procedimento
de validagdo adotado foi baseado em um delineamento experimental
simples e testes estatisticos robustos, incluindo verificagdes das pre-
missas relacionadas a cada teste.*!° O nivel de significAncia adotado
nos testes de hipéteses foi o = 0,05.

Linearidade e seletividade (efeitos de matriz)

A avaliag@o da linearidade foi conduzida conforme procedimen-
tos propostos por Souza e Junqueira.!' Uma curva de calibragio foi
preparada, nos niveis de concentragdo 2,5; 5,1; 7,6; 10,2; 12,7; 15,3
e 17,8 ug/mL de amoxicilina em tampao fosfato de potdssio pH 5,0
(correspondentes a 2,5 a 17,8 ug/mL de amoxicilina em solucao de
swab), sendo feitas trés replicatas independentes de cada nivel.

Na verificacdo dos efeitos de matriz, uma segunda curva de
calibragdo foi estudada nos niveis de 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 e
17,6 ug/mL de amoxicilina em matriz (placebo do p6 para suspensio),
sendo cada nivel em trés replicatas independentes. Para simulagao dos
interferentes de matriz, placebo do pé para suspensio foi adicionado
acada solucao de forma a fornecer uma concentragao final do placebo
correspondente ao teor de 10,0 ug/mL de amoxicilina, consideradas
as proporg¢des da formulacdo.

As solucdes das duas curvas, usual e de matriz, foram analisadas
em ordem aleatdria. Brancos foram preparados em triplicata para
avaliac@o do ruido, mas néo foram incluidos nos cdlculos da regressao.

Os parametros da regressdo foram estimados pelo método dos
minimos quadrados ordindrios (MMQO). Em seguida, grificos
dos residuos da regressdo foram construidos e examinados para
investigagdo de perfis 6bvios, sendo indicados como outliers (va-
lores dispersos) os pontos fora do intervalo =+ ¢ s, sendo

(0,975:n-2) " res
s . 0 desvio padrdo dos residuos da regressdo.'? Os outliers foram

fgrmalmente diagnosticados pelo teste de residuos padronizados
Jacknife.!® Este teste foi aplicado sucessivamente até que novos
outliers ndo fossem detectados ou até uma exclusdo maxima de
22,2% no ntimero original de resultados.'* As premissas relativas
a andlise de regressdo foram verificadas sendo: normalidade,' ho-
moscedasticidade'®!” e independéncia dos residuos da regressio.'®
Testes de F foram conduzidos para verificar o ajuste ao modelo
linear por meio da avaliagdo das significAncias da regressdo e do
desvio da linearidade."

Uma vez comprovadas as premissas e o ajuste ao modelo
linear, a inclinacdo e a interse¢@o obtidas para a curva usual fo-
ram comparadas com aquelas estimadas para a curva em matriz.
A premissa de homogeneidade das varidncias dos residuos das
curvas foi avaliada pelo teste de F,* para verificar se inclinagdes
e interse¢des seriam comparadas pelo teste de t com as varidncias
combinadas ou distintas.*!
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Exatiddo, precisdo e limites

Devido a inexisténcia de materiais de referéncia certificados
devidamente caracterizados para amoxicilina, os parametros recupe-
racdo e precisdo (sob condi¢des de repetitividade e reprodutibilidade
parcial) foram pesquisados em ensaios com formulacdes em trés
niveis de concentragao, 2,5; 10,0 e 17,5 pg/mL, sendo seis replicatas
independentes de cada nivel. Tais amostras foram preparadas con-
forme as aliquotas da curva matrizada. Em seguida, as replicatas de
cada nivel foram divididas em dois lotes, com trés replicatas cada, os
quais foram analisados em dois diferentes ensaios, por dois analistas.

Recuperacio e precisdo, considerando a etapa de amostragem,
também foram avaliadas. Uma solugéio padrao matrizada de amoxicilina
foi adicionada aos gabaritos de ago inoxidavel 304 de 25 cm?, para
obteng¢do do nivel correspondente ao limite maximo de aceitacio de
10 pg/em?, ou seja, 250 pg de amoxicilina. Apds secagem da solugdo
adicionada, o procedimento de amostragem foi realizado e as amostras
encaminhadas para andlise. Vinte e quatro replicatas foram estudadas,
as quais foram divididas em quatro lotes, com seis replicatas cada,
que foram analisados em quatro diferentes ensaios, por dois analistas.

As concentragdes de amoxicilina nas amostras foram preditas por
meio de equagdes obtidas de curvas de calibrag¢@o usuais, devido aos
resultados dos estudos de efeitos de matriz.

Os resultados de recuperacgio obtidos foram analisados quanto a
presenga de outliers pelo teste de Grubbs.”>?* As estatisticas de Grubbs
para um outlier (G,), dois outliers vicinais (G,) e dois outliers polares
(G,) foram calculadas simultaneamente para os resultados obtidos no
nivel de concentracdo estudado. A indicag@o de outlier por, pelo menos,
uma destas estatisticas seria suficiente para excluir o dado. Apés um
primeiro ciclo, o teste de Grubbs foi sucessivamente aplicado até que
novos outliers nao fossem detectados ou até uma exclusdo maxima de
22,2% no nimero original de resultados de recuperagio aparente.'*

A inexatiddo foi investigada por meio da média de recuperagio obtida
para as seis replicatas de amostras adicionadas nos niveis de concentra-
¢do estudados, ap6s tratamento de outliers. O critério de aceitabilidade
adotado foi de média de recuperacao 80 e 115%, conforme previsto
pela AOAC International® para analitos em concentragdes de 10 pug/mL.

As precisdes sob condigdes de repetitividade e reprodutibilidade
parcial foram expressas em termos de desvios padrdo relativos e
estimadas por andlise de varidncia dos resultados de recuperacdo
obtidos para as seis replicatas de cada nivel de concentrac@o estu-
dado.?*® As premissas para andlise de varidncia, normalidade'” e
homoscedasticidade dos residuos dos resultados de recuperagio,'®!”
foram previamente testadas. Segundo a ANVISA,’ o valor mdximo
aceitdvel para desvios padrio relativos deve ser definido de acordo
com o método, concentragdo do analito, tipo de matriz e finalidade
do método, ndo se admitindo valores superiores a 5%. Contudo,
considerando-se que a precis@o varia com a concentra¢@o do analito,
os valores de desvios padrio relativos de reprodutibilidade parcial
(DPR,) foram comparados com aqueles estimados pelas equagdes de
Horwitz.** Esta fungdo constitui uma generalizac¢do util e amplamente
reconhecida do desvio padrdo sob condi¢des de reprodutibilidade.
Por isto, valores estimados a partir desta equagdo sdo muitas vezes
utilizados como requisitos analiticos para precisdo. Para concen-
tragdes de analitos entre 120 ppb e 13,8%, a fungdo corresponde a
6,,=0,02c / mr, onde ¢ = concentragdo tedrica adicionada do analito
expressa como fragiio de massa (por exemplo, 10 para 1 pg/mL ou
1 ppm), mr = fra¢do de massa (por exemplo 10 para pg/mL ou ppm),
6,,= desvio padrdo de reprodutibilidade estimado. Como critério para
avaliacdo dos valores de desvios padrdo relativos de repetitividade
(DPR ), foi considerado o critério de dois tergos o valor do DPR.*

Os limites de detec¢do e de quantificacdo tedricos foram esta-
belecidos utilizando-se o desvio padrdo da intersecio e a inclinagdo
estimados para a curva matrizada. Sendo o limite de detec¢@o es-
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tabelecido como trés vezes o desvio padrio do intercepto dividido
pela inclinacio e o limite de quantificagdo como dez vezes o desvio
padrao do intercepto dividido pela inclinac¢ao.’

Aplicacio do método validado

Amostras provenientes de trés diferentes lotes do produto, pé para
suspensao oral, foram analisadas pelo método validado. Para cada lote,
foram amostrados gabaritos de ago inoxiddvel 304 de 25 cm?, os quais
foram colocados em pontos criticos de equipamentos envolvidos no
processo, sendo: cinco pontos da dosadora de pés (superficie interna
do funil de alimentagdo, hélice de agitacdo, rosca dosadora, aresta da
calha de escoamento e fresta do visor de escoamento) e trés pontos do
misturador (face interna da cimara de mistura na entrada do produto, face
interna do bocal de saida do produto e encaixe da borracha de vedag@o).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Linearidade

Os resultados obtidos nos experimentos para avaliacdo da linearidade
das curvas de amoxicilina usual e em matriz estdo demonstrados nas
Figuras 1 e 2 enaTabela 1. As premissas de que os residuos da regressao
seguem a distribuigdo normal, sdo homosceddsticos e independentes
foram confirmadas, garantindo uma aplicac@o segura dos testes de hip6-
teses de te F, além do emprego adequado do MMQO, sem ponderacdes.

A Figura 1 ilustra os graficos exploratérios dos residuos da
regressdo com indicacdo dos outliers tratados. Os perfis destes gra-
ficos de residuos demonstraram que nao houve tendéncias 6bvias
que demonstrassem heteroscedasticidade ou desvio de linearidade.
Os intervalos de confianga dos residuos (+ 7., s, ) sugeriram a
presenca um outlier no nivel 15,3 ug/mL da curva usual e trés outliers
nos niveis 12,5; 15,0 e 17,6 pg/mL da curva em matriz, os quais foram
confirmados pelo teste de residuos padronizados Jacknife.
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Figura 1. Grdficos exploratorios dos residuos da regressao da curva usual
de amoxicilina (2,5 a 17,8 ug/mL) e da curva de amoxicilina em matriz
(2,5 a 17,6 ug/mL), com indicagdo dos respectivos outliers diagnosticados
pelo teste de residuos padronizados Jacknife. e, = residuo da regressdo, ® =
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O teste de Ryan-Joiner indicou correlacdo significativa entre os
residuos da regressdo obtidos para cada curva e os valores normais te-
oricamente esperados. O coeficiente de correlacao foi de 0,9914 (valor
critico de 0,9503) e de 0,9896 (valor critico de 0,9461) para as curvas
usual e em matriz, respectivamente, demonstrando que o desvio da
distribui¢do normal ndo foi significativo (p > 0,10). A premissa de ho-
moscedasticidade dos residuos da regressdo também foi confirmada.
A variabilidade dos residuos ao longo das concentragdes estudadas
foi constante, uma vez que as estatisticas t de Levene, estimadas
em 0,310 para a curva usual (com t critico de 2,101) e -0,394 para
a curva em matriz (com t critico de 2,120), ndo foram significativas
(p>0,05). Houve independéncia dos residuos da regressiao, uma vez
que as estatisticas de Durbin-Watson calculadas para as curvas usual
e em matriz sugeriram que ndo houve autocorrelacdo (p > 0,10). A
regressdo apresentou-se altamente significativa (p < 0,001), enquanto
o desvio de linearidade nao foi significativo (p > 0,05), indicando
linearidade na faixa estudada (Tabela 1)

Tabela 1. Avaliacdo da linearidade para curvas de calibracao de amoxicilina
usual (2,5 a 17,8 ug/mL) e em matriz (2,5 a 17,6 ug/mL)

Estatistica Curva Usual Curva em Matriz

Nuimero de observagoes

n 20 18
Normalidade

R 0,9914 0,9896

P > 0,10 > 0,10
Homoscedasticidade

t, 0,310 -0,394

p > 0,05 > 0,05
Independéncia

d 1,696 2,473

p > 0,10 > 0,10
Regressao

F 6,457 x 10%* 5,534 x 10*
P 1,88 x 1033 9,56 x 10
Desvio da linearidade

F 1,586 1,065

p 0,23 0,43

n = nimero de observacdes, R = coeficiente de correlagio de Ryan-Joiner, p
= significancia, 7, = estatistica t de Levene, d = estatistica de Durbin-Watson,
F = razio entre variancias.

As curvas de calibracéio com respectivas equacdes e coeficientes
de determinacg@o estdo ilustradas na Figura 2.

Estudos de validacao de métodos aplicados ao controle de residuos
de B-lactdmicos e outros compostos, oriundos de processos de limpeza
em industrias farmacéuticas, abordaram a avalia¢do da linearidade
tendo como base o valor do coeficiente de correlacdo,”*!** embora
este ndo seja um pardmetro adequado para avaliagdo da linearidade.*!!

Seletividade (efeitos de matriz)

O teste de F indicou homogeneidade das variancias dos residuos
das curvas usual e em matriz (F = 1,054, com p = 0,461) e o uso do
teste de # com variancias combinadas para avaliagdo dos efeitos de
matriz. Assim, ndo houve diferenca significativa quando as interse-
¢oes (t, calculado de 0,971, com t critico de 2,032) e as inclinagdes
(t, calculado de 1,663, com t critico de 2,032) da curva usual e em
matriz foram comparadas entre si, indicando auséncia de efeitos de
matriz (p > 0,05) (Tabela 2). Com base nestes resultados, foi possi-
vel inferir que curvas usuais de amoxicilina forneceram as mesmas
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Curva Usual
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Figura 2. Curvas de calibra¢do de amoxicilina usual (2,5 a 17,8 ug/mL) e
em matriz (2,5 a 17,6 ug/mL), com respectivas equagdes e coeficientes de
determinagdo. Area = resposta obtida de drea dos picos, y = resposta, x =
concentragdo de amoxicilina em ug/mL, R* = coeficiente de determinagdo

respostas que amostras de solucdes de swabs oriundas de processos
de producio de pé para suspensdo oral, nas mesmas concentragdes.

Tabela 2. Comparagdes entre as intersecdes e inclinagdes das curvas usual e
em matriz para amoxicilina

Estatistica Comparagio entre curva usual e curva em matriz
Intersecao

I 0,971

p 0,339
Inclinac@o

t, 1,663

p 0,106

I = estatistica t para contrastes entre intersecdes, [, = estatistica t para con-
trastes entre inclinagdes, p = significincia.

Na Figura 3 s@o apresentados cromatogramas obtidos para uma
solucdo de amoxicilina da curva usual e para a solucéo de placebo
da curva matrizada. Tais resultados indicaram a seletividade do mé-
todo, confirmando a capacidade de determinar o analito em estudo
na presenca de compostos da matriz.

Alencar et al *' e Fekete et al.* avaliaram a seletividade de méto-
dos para validacao de processos de limpeza por meio de experimentos
com placebos. Fukutsu ef al.” discutiram sobre a possibilidade de
interferéncias nos resultados devido a compostos coexistentes, con-
tudo, estes autores ndo verificaram a seletividade, alegando que ndo
existiam outros compostos no processo além do B-lactimico estudado.
Nos trabalhos supracitados ndo foram conduzidos testes de efeitos
de matriz como especificado no presente trabalho.

Exatidao, precisao e limites

O teste de Grubbs ndo indicou presenca de outliers (p > 0,05)
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Figura 3. Cromatogramas obtidos para solugcoes de amoxicilina (2,5 ug/
mL) da curva de calibragdo usual e para a solugdo de placebo do po para
suspensdo oral da curva de calibragdo matrizada

entre os resultados de porcentagem de recuperac@o obtidos para as
seis replicatas de amostras analisadas nos trés niveis de concentracao
estudados e para as vinte e quatro replicatas de amostras analisadas no
nivel critico de controle, incluindo a etapa de amostragem (Tabela 3).

Tabela 3. Estatisticas de Grubbs para verificagio de outliers entre os resultados
de porcentagem de recuperacdo, em cada nivel de concentracdo estudado

Estatistica Etapa de amostragem excluida Etapa de amostragem
incluida
Valor Valor calculado Valor Valor calculado
critico 25 10,0 175 critico 10,0
pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL

G, 1,822 1,617 1,373 1,493 2,663 2,244

G, 1,822 1,181 1,046 1,318 2,663 1,674

G, 3,01 2,80 242 2,81 4,73 3,918

G, 0,9436  0,8502 0,8771 0,8204 04505 0,264

G 0,9436  0,5719 0,5609 0,5782 04505 0,167

G, = estatistica de Grubbs para o menor valor; G,= estatistica de Grubbs
para o maior valor; G,= estatistica de Grubbs para menor e maior valores;

G, = estatistica de Grubbs para dois menores valores; G,, = estatistica de

Grubbs para dois maiores valores.

Os residuos, obtidos pela diferenca entre a recuperacdo média e os
valores individuais de recuperac@o obtidos em cada dia, apresentaram
distribui¢ao normal (p > 0,10) e homoscedasticidade (p > 0,05) (Tabe-
la4), permitindo a estimativa de DPR e DPR,, por andlise de variancia.

Os valores individuais de recuperagio variaram de 101,67 a 105,26%,
de 98,62 2 102,05% e de 97,69 a 99,68%, nos niveis 2,5; 10,0 e 17,5 pg/
mL, respectivamente. O perfil destes resultados de recuperacao individu-
ais nos dois diferentes ensaios pode ser observado na Figura 4. As médias
de recuperagdo alcancadas para as seis replicatas de amostras foram de
103,74% para 2,5 pg/mL, 100,57% para 10,0 pg/mL e 98,75% para
17,5 pug/mL, atendendo aos critérios estabelecidos de 80 a 115 %.>* As
porcentagens de recuperagdo individuais variaram de 75,80 a 90,12%,
com média de 84,00%, nos experimentos com 24 amostras incluindo a
etapa de amostragem de superficies de um gabarito contendo residuos de
amoxicilina no limite maximo de aceitagéo de 10 pg/cm?. Estes resultados
demonstraram que a recuperagdo do método € adequada e que o mesmo
ndo € inexato nos niveis de estudados (Tabela 5).

Os valores de DPR e DPR_, estimados por andlise de variancia,
para solucgdes de swab sem inclusdo da etapa de amostragem, varia-
ram entre 0,72 e 1,19% e 0,93 e 1,51%, respectivamente, na faixa de

Quim. Nova

Tabela 4. Avaliacio das premissas para andlise de varidncia (normalidade e ho-
moscedasticidade dos residuos dos resultados de recuperacio de amoxicilina)

. Concentragio (ug/mL)
Estatistica
2,5 10,0 17,5 10,0%
Normalidade
R 0,9909 0,9580 0,9763 0,9773
P p>0,10 p>0,10 p>0,10 p>0,10
Homoscedasticidade
F, 0,560 0,464 0,225 2,769 x 10
P p>0,05 p>0,05 p> 0,05 p> 0,05

* = etapa de amostragem incluida; R = coeficiente de correlacdo de Ryan-
Joiner; p = significancia; F L= estatistica F de Levene.
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Figura 4. Porcentagens de recuperagdo individuais obtidas para as seis
replicatas de amostras de solugcdo de swab, preparadas nos niveis 2,5; 10,0
e 17,5 ug/mL, analisadas em dois ensaios, sob condicoes de repetitividade e
reprodutibilidade parcial

concentracdo estudada. Para amostras analisadas no nivel de aceitacao,
considerando a etapa de amostragem, o DPR obtido foi de 4,20%,
enquanto o DPR,, foi 4,39%. Foram considerados aceitdveis valores
de DPR,, menores ou iguais a 13,94; 11,31 e 10,40% para os niveis
2,5; 10,0 e 17,5 pg/mL, respectivamente, correspondentes aos valores
estimados pela fungao de Horwitz.* Para os DPR , os valores mdximos
aceitdveis foram dois ter¢os dos valores obtidos pela fun¢do de Horwitz,
ou seja, 9,29; 7,54 e 6,93%, para 2,5; 10,0 e 17,5 ug/mL, respectiva-
mente. Assim, a precisdo do método também foi indicada (Tabela 5).

Tabela 5. Médias de recuperagdo e desvios padrdo relativos, sob condi¢oes de
repetitividade e reprodutibilidade parcial, obtidos para amostras formuladas

Concentrac@o (ug/mL) n R (%) DPR (%) DPR, (%)
Etapa de amostragem excluida

2,5 6 103,74 0,85 1,43

10,0 6 100,57 1,31 1,47

17,5 6 98,75 0,58 0,79
Etapa de amostragem incluida

10 24 84,00 4,20 4,39

n = nimero de observacdes; R = média de recuperag@io; DPR = desvio padrdo
relativo de repetitividade; DPR,, = desvio padrfo relativo de reprodutibilidade
parcial. Critério de aceitabilidade para R, segundo AOAC?: de 80 a 115%.Critério
de aceitabilidade para DPRV, segundo Horwitz:* £9,29% para 2,5 ug/mL, <7,54%
para 10,0 uyg/mL e <6,93% para 17,5 ug/mL, correspondente a dois ter¢os do valor
obtido pela fungdo de Horwitz. Critério de aceitabilidade para DPR,, segundo
Horwitz:* < 13,94% para 2,5 ng/mL, < 11,31% para 10,0 pg/mL e < 10,40%
para 17,5 ug/mL, correspondente aos valores obtidos pela funcdo de Horwitz.

Os limites de detec¢do e quantifica¢o tedricos estimados corres-
ponderam a 0,133 e 0,442 pg/mL, respectivamente. Para amostragens
em gabaritos de 25 cm? estes limites corresponderiam a 3,33 pg e
11,05 spg de amoxicilina. Tais limites sinalizaram a capacidade do
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método para determinagdo de residuos de amoxicilina mesmo em
casos de critérios de aceitabilidade mais rigorosos, com niveis criticos
abaixo da faixa validada neste trabalho.

Na validagdo de método aplicado ao controle de limpeza para o
B-lactdmico cefmetazol, empregando amostragem por swab, Fukutsu
et al.” avaliaram exatid@o e precisdo em um tdnico nivel de concen-
tracdo. Resultados médios de recuperacdo de 62,1; 60,1 e 91,9%
foram obtidos para as diferentes superficies estudadas. A precisdo foi
pesquisada somente em condigdes de repetitividade, com DPR de
3,6%. Os limites foram estabelecidos como trés e dez desvios padrao
dos resultados obtidos para replicatas de solucdes diluidas do padrao.

Aplicacio do método validado

Todas as amostras analisadas, provenientes do processo de limpe-
za de trés diferentes lotes do p6 para suspensdo oral de amoxicilina,
tiverem resultados conformes, ou seja, abaixo do limite de aceitacdo
estabelecido de 250 pg de amoxicilina para o gabarito de 25 cm? Vinte
amostras apresentaram resultados abaixo do limite de quantificagdo do
método. Quatro amostras, provenientes da dosadora de pés, tiveram
resultados quantificados entre 19,0 e 34,0 pg de amoxicilina, sendo
trés delas da hélice de agitacdo do p6 e uma da rosca dosadora.

CONCLUSAO

Linearidade, seletividade, exatiddo e precisdo do método foram
comprovadas, com limites de detec¢ao e quantificagdo suficientemen-
te baixos para determinag¢ao de residuos de amoxicilina em swabs de
equipamentos oriundos da producdo de pé para suspensdo oral. Os
parametros de desempenho estudados indicaram adequagdo método
para o monitoramento de residuos de amoxicilina, com controle do
processo de limpeza no contexto das BPF.
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