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RESUMO

A ampicilina sodica ¢ um antimicrobiano B-lactdmico, semi-sintético, de uso parenteral,
pertencente ao grupo das penicilinas. Trata-se da primeira penicilina semi-sintética a
apresentar atividade contra bacilos Gram-negativos, abrindo o campo de penicilinas de amplo
espectro. Existem varios trabalhos na literatura que descrevem métodos analiticos para analise
da ampicilina em formas farmacéuticas. A maior parte deles envolve a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) com fases mdveis constituidas por solu¢des-tampdo, as quais
podem danificar as colunas cromatograficas, ou métodos que envolvem o gasto de grandes
guantidades de solventes organicos. No entanto, a tendéncia € que as industrias busquem
minimizar e/ou eliminar o uso de solventes organicos de seus processos com 0 objetivo de
reduzir os impactos de suas atividades sobre 0 meio ambiente. Desta forma, este trabalho teve
como objetivo principal o desenvolvimento de novos métodos analiticos para analise de
ampicilina sédica na forma farmacéutica de po6 liofilizado para solucdo injetavel, que
apresentem menor impacto sobre 0 meio ambiente e que sejam mais praticos, mais seguros
para os operadores e mais econdmicos que as metodologias analiticas ja descritas para a
ampicilina. A ampicilina sbédica foi analisada qualitativamente quanto a umidade e
solubilidade. Também foi realizada andlise por espectrofotometria no infravermelho e
desenvolvido meétodo por cromatografia em camada delgada (CCD) indicativo de
estabilidade. Quanto a analise quantitativa, foi validado método por CLAE com deteccdo
ultravioleta (UV) a 210 nm, fase mdével composta por etanol e agua (40:60, v/v) e faixa de
concentracdo de 70,0 a 120,0 pg/mL, exatiddo de 99,54%, teor de 96,83% e tempo de
retencdo médio de 3,1 minutos; ensaio microbioldgico pelo método turbidimétrico, na faixa
de concentracdo de 2,0 a 8,0 pg/mL, utilizando Staphylococcus aureus ATCC 26923, com
exatiddo de 100,79% e teor de 98,05%; e espectroscopia na regido do infravermelho, na faixa
de concentracdo de 1,0 a3,0 mg/150 mg, exatiddo de 100,28% e teor de 97,07%. A validacao
dos métodos foi conduzida de acordo com os guias do ICH e com a legislacéo brasileira. Os
métodos desenvolvidos ndo apresentaram diferenca estatistica para nivel de significancia de
5%, demonstrando ser equivalentes para a quantificacdo da ampicilina sédica em amostras de

po liofilizado para solucdo injetavel.

Palavras-chave: ampicilina sddica, métodos analiticos, controle de qualidade, CLAE, ensaio

microbioldgico, espectrofotometria no infravermelho médio, validacéo.



ABSTRACT

Ampicillin sodium is a semi-synthetic p-lactam antibiotic for parenteral use, belonging to the
penicillin group. It was the first semi-synthetic penicillin to show any action against Gram-
negative bacilli, opening a field of broad spectrum penicillins. There are several published
studies in literature that describe analytical methods for ampicillin in pharmaceutical dosage
forms. Most of them are related to high performance liquid chromatography (HPLC) using
mobile phases constituted by buffer solutions, which may damage the chromatographic
columns over time, or methods that involve, mostly, the use of large amounts of organic
solvents. However, the tendency is that industries seek to minimize or eliminate the use of
organic solvents in their processes in order to reduce the impacts of their activities on the
environment. In this way, this study aimed to develop new analytical methods for the analysis
of ampicillin sodium in lyophilized powder for injectable solution, which have the lowest
impact on the environment as possible and that be more convenient, safer for operators and
more economical than the analytical methodologies already described for ampicillin.
Ampicillin sodium was analyzed qualitatively as the moisture content and solubility
characteristics. Furthermore, it was performed an analysis by infrared spectroscopy and was
developed a stability indicative method by thin layer chromatography (TLC). Regarding the
quantitative analysis, it was validated HPLC methodology with UV detection at 210 nm,
mobile phase composed by ethanol and water (40:60 v /v), the concentration range from 70.0
to 120.0 pg/mL, accuracy of 99.54%, content of 96.83% and average retention time of 3.1
minutes; microbiological assay by turbidimetric method, in the concentration range from 2.0
to 8.0 ng/mL, using Staphylococcus aureus ATCC 26923, with accuracy of 100.79% and
98.05% of content; and infrared spectroscopy, in the concentration range from 1.0 to 3.0
mg/150 mg, 100.28% of accuracy and content of 97,07%. Validation of the methods was
conducted according to ICH guidelines and Brazilian legislation. The developed methods
showed no statistical difference for a significance level of 5%, proving to be equivalent to the

quantification of ampicillin sodium in samples of lyophilized powder for injectable solution.

Keywords: ampicillin sodium, analytical methods, quality control, HPLC, microbiological
assay, mid-infrared spectroscopy, validation.
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1. INTRODUCAO

A qualidade dos medicamentos sempre foi uma preocupacgéo da Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), pois sem a garantia de que os medicamentos que a populacdo ira receber
atendam aos padrdes de qualidade, seguranca e eficacia necessarios, qualquer servico de
salde é evidentemente afetado (WHO, 2007). Desta forma, os medicamentos vém sendo cada
vez mais objetos de preocupagdo e de inUmeras pesquisas realizadas mundialmente,
principalmente com relagéo ao controle de qualidade.

Nas ultimas décadas, quando o item “seguranga” passou a ter igual ou maior
importancia que o item “eficacia terapéutica”, maior importancia passou a ser dada também a
qualidade dos métodos analiticos usados no controle de qualidade dos medicamentos
comercializados. O desenvolvimento de métodos analiticos eficazes e confidveis se tornou
fundamental e, consequentemente, a necessidade de se comprovar a qualidade das analises
quimicas estd sendo cada vez mais reconhecida e exigida. Neste contexto, a etapa de
validacdo de métodos analiticos é indispensavel, pois apresenta impacto direto sobre a
qualidade dos dados analiticos gerados (LA ROCA et al., 2007).

Ao lado da preocupacdo com a qualidade dos dados analiticos, também ha a
preocupacdo com 0s impactos que as atividades das industrias podem causar sobre o meio
ambiente. Existe a tendéncia de que estas empresas adotem uma postura de reducao,
prevencdo ou eliminacdo dos residuos de processo. Para isso, existem algumas medidas que
podem ser tomadas, entre elas, a substituicdo de técnicas analiticas que empreguem solventes
organicos por outras que ndo os utilizem ou que minimizem seu uso (NOLASCO,
TAVARES, BENDASSOLLI, 2006).

A ampicilina € uma penicilina semi-sintética, introduzida no mercado em 1961,
pertencente a classe das aminopenicilinas (MILLER, 2002; ROLINSON, GEDDES, 2007).
Trata-se da primeira penicilina semi-sintética a apresentar atividade contra bactérias Gram-
negativas, abrindo o campo para penicilinas de amplo espectro (CIONE, LIBERALE, SILVA,
2010).

Este farmaco é indicado para o tratamento de infeccdes otorrinolaringoldgicas, com
participacao de estreptococos e Haemophilus sp., tais como as otites média e aguda, e sinusite
(SUAREZ, GUDIOL, 2009). A ampicilina também se mostrou vélida para as exacerbacdes da
bronquite cronica causadas por Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae
(ROLINSON, GEDDES, 2007). Além disso, é indicada para infec¢Bes urinarias, endocardite
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e meningite, quando causadas por estreptococos. Da mesma forma, é utilizada para infeccoes
por Listeria monocytogenes, cepas sensiveis de estreptococos do Grupo B, Escherichia coli,
Proteus mirabilis e Salmonella (n4o typhi) (REMINGTON, 2006; SUAREZ, GUDIOL, 2009;
KATZUNG, 2010). A ampicilina sédica possui a mesma acdo e uso que a ampicilina,
considerando que se trata da forma em que é empregada para administragdo intramuscular e
intravenosa (REMINGTON, 2006).

Avaliando a importancia das penicilinas em geral e, em especial, da ampicilina sodica,
0 objetivo principal deste trabalho foi o desenvolvimento de novos métodos analiticos para a
andlise deste farmaco na forma farmacéutica de po liofilizado para solucdo injetavel, levando
em consideracdo a minimizacdo do uso de solventes organicos e a busca de métodos mais
econbmicos, praticos e seguros para os operadores que aqueles ja descritos para a ampicilina.
Para 0 método cromatogréfico, também foi considerada a restri¢do do uso de solu¢es-tampéo
na constituicdo da fase mdvel, as quais podem danificar as colunas cromatogréficas, bem
como o uso de etanol ao invés dos solventes mais comumente utilizados, tais como metanol e
acetonitrila, por ser mais econdémico e seguro para os operadores. Este trabalho ainda
contribui para a garantia da seguranca e eficacia terapéutica deste medicamento

comercializado no mercado.
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2.

OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O presente trabalho tem como objetivos gerais o desenvolvimento e validacdo de

métodos analiticos alternativos para o controle de qualidade de ampicilina sédica em po

liofilizado para preparacdes injetaveis.

2.2. Objetivos especificos

Realizar analises qualitativas da amostra de ampicilina sddica em pd liofilizado para
solucdo injetavel através da analise das caracteristicas fisicas, teor de umidade e
solubilidade.

Desenvolver método que permita a identificacdo de ampicilina sédica em pé
liofilizado para solugdo injetavel, por espectrofotometria na regido do infravermelho.
Desenvolver método que permita a identificacdo de ampicilina sddica em po
liofilizado para solucdo injetavel e que seja indicativo de estabilidade deste farmaco,
mediante a utilizagio de cromatografia em camada delgada (CCD).

Desenvolver e validar método de analise de ampicilina sédica em po liofilizado para
solucdo injetavel por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Desenvolver e validar método de analise de ampicilina sodica em po liofilizado para
solucdo injetavel por meio de ensaio microbioldgico pelo método turbidimétrico.
Desenvolver e validar método de analise de ampicilina sddica em po liofilizado para
solucdo injetavel por meio de método espectrofotométrico na regido do infravermelho
médio.

Comparar estatisticamente os métodos propostos.



Revisdo bibliografica 23

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Antimicrobianos p-lactamicos

Os antimicrobianos p-lactdmicos, hd mais de 50 anos, vém demonstrando sua
eficiéncia terapéutica e baixa toxicidade. Em conjunto, constituem a mais ampla familia de
agentes antimicrobianos, sendo amplamente usados na pratica clinica (SILVA, 2006;
SUAREZ, GUDIOL, 2009).

Os PB-lactamicos s@o quimicamente caracterizados pela presenca de um anel [-
lactdmico. No entanto, para que estas substancias sejam ativas, é necessario que este anel
esteja unido a outros radicais, geralmente outro anel, formando um esqueleto basico
conhecido como “nucleo B-lactdmico”. A associacdo de diferentes cadeias lineares com este
nucleo formado por dois anéis resulta em compostos com propriedades modificadas, os quais
compdem os diferentes grupos de antimicrobianos p-lactdmicos: penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactamicos (Figura 1). Ainda existe o grupo de inibidores das [3-

lactamases, que também possuem estrutura B-lactamica (SUAREZ, GUDIOL, 2009).

Figura 1- Grupos de antimicrobianos p-lactamicos. R: cadeia lateral.

Fonte: WILLIAMS, 1999.

Entre as penicilinas, existem substancias altamente ativas contra cocos Gram-positivos

sensiveis; outras resistentes as [-lactamases, as quais sdo ativas contra o Saphylococcus
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aureus; algumas com espectro aumentado para micro-organismos Gram-negativos e ainda as
de espectro ampliado, com atividade contra Pseudomonas aeruginosa (BRUNTON,
CHABNER, KNOLLMAN, 2012).

As cefalosporinas exibem estrutura quimica, mecanismo de acdo e toxicidade
semelhantes as penicilinas. No entanto, apresentam maior estabilidade a muitas p-lactamases
bacterianas e, desta forma, possuem habitualmente o espectro de atividade mais amplo
(KATZUNG, 2010).

Na década de 1980, devido a necessidade de se ampliar o espectro dos antimicrobianos
em decorréncia do aparecimento de cepas multirresistentes, foram desenvolvidos o0s
antimicrobianos carbapenémicos e os monobactamicos (ARIAS et al., 1998; RANG et al.,
2007). Estes antimicrobianos tém a capacidade de enfrentar micro-organismos produtores de
B-lactamases resistentes a penicilina (RANG et al., 2007). Os carbapenémicos possuem 0
espectro antimicrobiano mais amplo entre todos os antimicrobianos (BRUNTON,
CHABNER, KNOLLMAN, 2012). Ja os monobactamicos apresentam um espectro de acdo
ndo usual, sendo efetivos apenas contra bastonetes aerdbicos Gram-negativos, incluindo
Pseudomonas aeruginosa, para 0s quais demonstram grande e especifica atividade (SILVA,
2006; RANG et al., 2007; ZEITLER et al., 2012).

Os inibidores de B-lactamases sdo utilizados para aumentar o espectro das penicilinas
contra micro-organismos produtores de B-lactamases (MATSUURA et al., 1980; SILVA,
2006). Sdo moléculas com grande afinidade frente a estas substancias, as quais se unem
irreversivelmente, evitando a inativagio do antimicrobiano B-lactamico (SUAREZ, GUDIOL,
2009).

3.2. Penicilinas

3.2.1. Histéria

Alexander Fleming, em 1928, ao estudar variantes de estafilococos no laboratorio,
percebeu que em uma placa de cultura na qual estavam sendo cultivados estes micro-
organismos, havia a contaminacao de um fungo. Observou também que em torno da col6nia
deste fungo, o crescimento bacteriano havia sido inibido (FLEMING, 1929; MILLER, 2002;
RANG et al., 2007; BRUNTON, CHABNER, KNOLLMAN, 2012).

Em uma anélise morfoldgica, o fungo contaminante foi identificado como do género

Penicillium (FLEMING, 1929). Inicialmente foi designado por Penicillium rubro e mais tarde
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por Penicillium notatum (PEREIRA, PITA, 2005). Desta forma, Fleming deu o nome de
penicilina & substancia antibacteriana produzida por este fungo (BRUNTON, CHABNER,
KNOLLMAN, 2012).

Em 1940, a penicilina foi extraida e teve seus efeitos antimicrobianos analisados em
animais, por Howard Florey, Boris Chain e outros colaboradores. Foi observado que esta
substancia era dotada de poderosas propriedades quimioterapicas e que nao era toxica nas
concentracdes utilizadas (RANG et al., 2007). O primeiro teste clinico deste isolado em seres
humanos foi realizado em 1941. Os ensaios clinicos em seres humanos continuaram nos
Estados Unidos e, no decurso da Segunda Guerra Mundial, esta substancia foi utilizada em
massa no exeército americano com resultados altamente positivos. Em 1945, Alexander
Fleming, Howard Florey e Boris Chain receberam o Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia
pela descoberta e aplicacdo da penicilina (PEREIRA, PITA, 2005). A penicilina foi
disponibilizada para o mercado a partir da segunda metade da década de 1940 (MILLER,
2002; PEREIRA, PITA, 2005). O produtor em escala industrial desta substancia é o
Penicillium chrysogenum (VAN DEN BERG, 2011).

Apesar de seu impacto revolucionério, a penicilina nunca foi efetiva contra todas as
bactérias e o desenvolvimento de cepas resistentes passou a ser um problema continuo
(MILLER, 2002). Entre os anos 1957 e 1959, a descoberta do ndcleo penicilanico, chamado
acido 6-aminopenicilanico (6-APA), essencial para a atividade das penicilinas, e o
desenvolvimento de uma eficiente metodologia para sua obtencdo por via enzimatica, tornou
possivel o desenvolvimento das penicilinas semi-sintéticas, as quais se tornaram um dos mais
importantes grupos de antimicrobianos da pratica clinica (ROLINSON, GEDDES, 2007).
Desta forma, modificacGes quimicas na estrutura quimica da penicilina natural possibilitou a
producdo de novas substancias da familia da penicilina, com eficicia e espectro de acdo
melhorados (MILLER, 2002).

3.2.2. Estrutura quimica e classificacédo das penicilinas

O 6-APA (Figura 2) é o nucleo formador das penicilinas. Ele proprio constitui o
principal requisito estrutural para a atividade biolégica deste grupo de antimicrobianos.
Qualquer alteracdo quimica nesta porcdo da molécula leva a perda significativa da atividade
antimicrobiana (CIONE, LIBERALE, SILVA, 2010; KATZUNG, 2010; BRUNTON,
CHABNER, KNOLLMAN, 2012).
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Figura 2- Estrutura quimica do acido 6-aminopenicilanico (6-APA).

S\ _CHa

NH,—CH—CH C
|| | CHg

O0=C—N—CH—COOH

Fonte: BRUNTON, CHABNER, KNOLLMAN, 2012.

A estrutura basica das penicilinas (Figura 3) é consistida por um anel tiazolidinico
ligado a um anel B-lactamico, que transporta um grupo amino secundario. Pode haver ligacdo
de substituintes ao grupo amino (MILLER, 2002; CIONE, LIBERALE, SILVA, 2010;
KATZUNG, 2010; BRUNTON, CHABNER, KNOLLMAN, 2012).

Figura 3- Estrutura basica das penicilinas. A: anel tiazolidinico. B: anel B-lactamico. R:
cadeia lateral.

Fonte: adaptado de WILLIAMS, 1999.

Ao se adicionar diferentes cadeias laterais & molécula do 6-APA, obtém-se Vvérias
familias de penicilinas, com novas propriedades fisico-quimicas, farmacologicas e
antibacterianas (MILLER, 2002; KATZUNG, 2010). A Tabela 1 apresenta a estrutura das

principais categorias de penicilinas em uso clinico.
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Tabela 1- Estrutura quimica das principais categorias de penicilinas em uso clinico

Categoria®

Antibacteriano

Cadeia lateral (R)*

Baixo espectro de acéo,
sensivel a B-lactamases

Penicilina G
(benzilpenicilina)

©/\e"
s

Penicilina V
OMe
Meticilina 0
Baixo espectro de acéo, OMe
resistente a p3-
lactamases
Oxacilina R
M. r\s,
NHz
Amplo espectrode 5 iciling® (R = H) I y
agdo, sensivel a - 51 siciling? (R = OH)
lactamases .
(IIJGH
Amplo espectro de Carbenicilina ~¢
acao, anti
Pseudomonas, sensivel
a p-lactamases %OUH
Ticarcilina / o
7Y
Q N\_\]
Espectro de agdo Piperacilina N
estendido G}\ "
!
T Y
—

' Fonte: GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010.

2 Equivalente a R na Figura 3

® Também séo conhecidas como aminopenicilinas
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3.2.3. Mecanismo de acdo

Todos os antimicrobianos P-lactamicos sdo agentes bactericidas que produzem seu
efeito através da inibicdo da sintese da parede bacteriana (MILLER, 2002; RANG et al., 2007;
SUAREZ, GUDIOL, 2009; KATZUNG, 2010; BRUNTON, CHABNER, KNOLLMAN,
2012). As bactérias biossintetizam, para sua protecdo, membranas plasmaticas, paredes
celulares e capsulas. Esta protecdo € imprescindivel para o crescimento e desenvolvimento
destes micro-organismos, porque o interior bacteriano € hiperosmolar em relagdo ao meio
extracelular, portanto, sem a parede celular a bactéria ndo se manteria integra (SILVA, 2006).

A parede celular é composta por peptideoglicano, um complexo polimero de ligacao
cruzada, formado por polissacaridios e polipeptidios. Os polissacaridios contém
aminoacUcares alternados, N-acetilglicosamina e acido N-acetilmurdmico. O aclcar de N-
acetilmuramico possui um peptideo de 5 aminoacidos ligado em si, o qual termina em D-
alanil-D-alanina. As proteinas de ligagdo da penicilina (PLP) catalisam a reacdo de
transpeptidacdo que remove a alanina terminal para formar uma ligacdo cruzada com um
peptideo adjacente, resultando em uma parede celular rigida. Os antimicrobianos B-lactamicos
sdo analogos estruturais do substrato D-Ala-D-Ala natural e ligam-se covalentemente as PLP
no sitio ativo, inibindo assim a reagcdo de transpeptidacdo, bloqueando a sintese de
peptidioglicano e levando a célula a morte (KATZUNG, 2010).

3.2.4. Mecanismos de resisténcia

Existem alguns mecanismos principais pelos quais as bactérias podem desenvolver

resisténcia aos B-lactdmicos. Sao eles:

a) Inativagdo enzimatica pelas B-lactamases biossintetizadas pelas bactérias, a qual
consiste no mecanismo de resisténcia mais importante. As PB-lactamases sdo
produzidas principalmente por estafilococos e bactérias Gram-negativas. Estas
enzimas hidrolisam o anel B-lactdmico, destruindo a agdo antibiotica, pois 0s
derivados do acido peniciloico obtidos s&o inativados (MILLER, 2002; SILVA,
2006).

b) Reducdo da permeabilidade da parede celular bacteriana as penicilinas e mudancas
na bomba de efluxo. Alguns antimicrobianos menos lipofilicos necessitam de
canais de porina para atingirem o espaco periplasmatico das bactérias Gram-
negativas, onde ficam localizadas as PLP. No entanto, algumas bactérias se tornam
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resistentes por perda ou alteracGes destes canais. Além disso, certos micro-
organismos, como P. aeruginosa, apresentam um sistema de bombeamento de
antimicrobianos muito eficaz, o que lhes confere resisténcia intrinseca a muitos
antimicrobianos (SILVA, 2006; SUAREZ, GUDIOL, 2009).

c) AlteragOes conformacionais nas PLP, as quais podem ser decorrentes de mutagdes,
hiperexpressao ou modificacdo da afinidade destas proteinas, bloqueando assim a
atividade antibiotica. Trata-se do principal mecanismo de resisténcia das bactérias
Gram-positivas, tais como S pneumoniae, S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) e Enterococcus faecium (SUAREZ, GUDIOL, 2009).

d) Aparecimento do fenbmeno da tolerancia. Neste caso, algumas bactérias se tornam
tolerantes a penicilina, através da alteracdo da afinidade pela penicilina das
enzimas-chave. Por exemplo, o MRSA adquiriu uma PLP com afinidade muito
baixa pelos antimicrobianos p-lactdmicos (SILVA, 2006).

3.2.5. Ampicilina e ampicilina sédica

A ampicilina é uma penicilina semi-sintética, introduzida em 1961, pertencente a
classe das aminopenicilinas, a qual ainda abrange a amoxicilina e a bacampicilina (MILLER,
2002; ROLINSON, GEDDES, 2007). Trata-se da primeira penicilina semi-sintética a
apresentar atividade contra bactérias Gram-negativas, abrindo o campo para penicilinas de
amplo espectro de acdo (CIONE, LIBERALE, SILVA, 2010). No entanto, ela é inativada
pelas B-lactamases (SILVA, 2006; GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010).

A ampicilina, que € o protétipo da classe das aminopenicilinas, foi produzida a partir
da adicdo de diferentes cadeias laterais ao nucleo da penicilina (RANG et al., 2007;
ROLINSON, GEDDES, 2007). A estrutura quimica da ampicilina esta apresentada na Figura
4,

Figura 4- Estrutura quimica da ampicilina (CAS 69-53-4).

Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.
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Trata-se da Unica aminopenicilina disponivel tanto em formulagGes para uso parenteral
quanto oral (MILLER, 2002). Este antimicrobiano € comercializado nas formas anidra,
triidratada e sodica, assim como na forma ligada a benzatina (CIONE, LIBERALE, SILVA,
2010). As formas anidra e triidratada da ampicilina sdo empregadas em formulagdes para uso
oral, sendo encontradas nas formas farmacéuticas de céapsula, pé para suspensdo oral e
comprimido. A ampicilina triidratada também pode ser encontrada na forma de p6 para
suspensdo injetavel. A ampicilina sédica (Figura 5) é empregada em formulagdes para uso
intramuscular e intravenoso, sendo encontrada na forma farmacéutica de pd liofilizado para
solucdo injetavel (REMINGTON, 2006; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A
ampicilina benzatina é utilizada em formulacGes parenterais em conjunto com a ampicilina

sodica, constituindo forma farmacéutica de liberacdo prolongada (OPTACILIN, 2013).

Figura 5- Estrutura quimica da ampicilina sddica (CAS 69-52-3).
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Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.

3.2.6. Farmacocinética

A ampicilina pode ser administrada pelas vias oral, intramuscular e intravenosa.
Quando administrada pela via oral (formas anidra e triidratada), a ampicilina apresenta-se
estavel em meio &cido, mas, apesar disso, ndo apresenta boa absorcéo ao nivel gastrintestinal
(SILVA, 2006; ROLINSON, GEDDES, 2007). Uma dose oral de 0,5 g atinge concentragéo
sérica maxima de 2,5 a 5,0 pg/mL em 2 horas. O alimento, no trato gastrintestinal, reduz a
absorcdo do antimicrobiano (SILVA, 2006).

A injecdo intramuscular de 0,5 ou 1,0 g de ampicilina sédica atinge concentracdo
sérica maxima de 7,0 ou 10,0 pg/mL, respectivamente, no intervalo de 1 hora (BRUNTON,
CHABNER, KNOLLMAN, 2012). Ja a injecdo intravenosa de 1,0 g deste antimicrobiano
atinge a concentragdo sérica maxima de 40 a 50 ug/mL, no mesmo intervalo (SUAREZ,
GUDIOL, 2009).
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A ampicilina benzatina, devido a sua caracteristica de liberacdo prolongada, apresenta
absorcdo lenta, 0 que mantém altas concentracdes sangiineas do farmaco por tempo
prolongado (OPTACILIN, 2013).

A ampicilina, de maneira geral, se liga as proteinas plasmaticas, aproximadamente, na
taxa de 20%. Além disso, se mantém na forma ativa até ser eliminada por via renal, através da
secrecdo tubular (SILVA, 2006; SUAREZ, GUDIOL, 2009). Ap6s a administracdo parenteral,
uma taxa de 90% da ampicilina pode ser determinada na urina e, apos administracéo oral, uma
taxa de 40% (SILVA, 2006).

3.2.7. Espectro de a¢ao e uso clinico

De acordo com estudos in vitro, a ampicilina é ativa contra a maioria das bactérias
Gram-positivas, com excec¢do dos estafilococos produtores de B-lactamases (SILVA, 2006).
Por ser uma penicilina de espectro ampliado, também é ativa contra micro-organismos Gram-
negativos, devido a sua maior capacidade de penetrar na membrana externa dos mesmos
(SILVA, 2006; RANG et al., 2007; KATZUNG, 2010; BRUNTON, CHABNER,
KNOLLMAN, 2012).

A ampicilina é indicada para o tratamento de infec¢des otorrinolaringoldgicas, com
participacdo de estreptococos e Haemophilus sp., tais como as otites média e aguda, e sinusite
(SUAREZ, GUDIOL, 2009). Da mesma forma, o antimicrobiano provou ser valido para as
exacerbacOes da bronquite crénica causadas por Streptococcus pneumoniae e Haemophilus
influenzae (ROLINSON, GEDDES, 2007). Também ¢é indicada para infec¢bes urinarias,
endocardite e meningite, quando causadas por estreptococos, assim como para infec¢Ges por
Listeria monocytogenes (SUAREZ, GUDIOL, 2009).

Este farmaco é o de escolha para o tratamento de infeccGes causadas por cepas
sensiveis de estreptococos do Grupo B, Enterococcus faecalis (associado com gentamicina),
Escherichia coli (com ou sem gentamicina), Proteus mirabilis e Salmonella (ndo typhi)
(REMINGTON, 2006; KATZUNG, 2010).

A literatura mostra que a ampicilina € uma alternativa contra Klebsiella pneumoniae
(com sulbactam), Proteus indol-positivo (com sulbactam), Salmonella typhi, Shigella,
Gardnerella vaginalis ou Nocardia. Algumas destas bactérias adquirem rapidamente
resisténcia através da producdo de penicilases, entdo esse farmaco é administrado, muitas
vezes, associado com o sulbactam (REMINGTON, 2006).
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A ampicilina também é utilizada de maneira profilatica, antes de procedimentos
cirdrgicos gastrintestinais e geniturinarios. Da mesma forma, é usada profilaticamente contra

a doenca perinatal associada aos estreptococos do Grupo B (MILLER, 2002).

3.2.8. Reac0es adversas

As penicilinas apresentam, normalmente, baixa toxicidade, sendo uma das classes
mais seguras de antimicrobianos (MILLER, 2002). Geralmente, os efeitos colaterais
associados a ampicilina sdo brandos, tais como exantemas e diarreia. No entanto, as reacoes
adversas graves estdo relacionadas a hipersensibilidade. Neste caso, os determinantes
antigénicos responsaveis consistem em produtos de degradacdo das penicilinas, tais como o
acido peniciloico e produtos da hidrélise alcalina (KATZUNG, 2010). Em casos muito raros,
pode haver a ocorréncia de colite pseudomembranosa por Clostridium difficile, a qual é uma
doenca rara e grave (SILVA, 2006).

3.3. Garantia da qualidade

A qualidade dos medicamentos sempre foi uma preocupacéo da Organizacao Mundial
da Salude, pois sem a garantia de que estes medicamentos sejam relevantes para as
necessidades prioritarias da saude e que atendam aos padrfes de qualidade, seguranca e
eficdcia, qualquer servico de salde é evidentemente comprometido. Desta maneira, é
essencial que haja um esforco coletivo para assegurar que 0s pacientes recebam
medicamentos eficazes e de qualidade aceitavel (WHO, 2007).

A qualidade de um produto pode ser definida como a sua condi¢do de adequagdo ao
uso, sob o ponto de vista do consumidor. Neste contexto, “adequagdo ao uso” abrange as
caracteristicas de qualidade que o consumidor espera encontrar no produto. No caso de
medicamentos, as caracteristicas benéficas que os consumidores esperam encontrar sdo a
eficicia terapéutica e seguranca, ao lado de caracteristicas menos essenciais, tais como a
beleza do produto e propriedades organolépticas agradaveis (PINTO, KANEKO, PINTO,
2010).

Segundo a Resolugdo - RDC n°17, de 16 de abril de 2010, a qualidade dos
medicamentos € de responsabilidade do fabricante, que deve assegurar que tais produtos
estejam adequados ao uso pretendido, cumpram com o0s requisitos estabelecidos em seu

registro e ndo coloquem os pacientes em risco por ndo apresentarem seguranca, qualidade ou
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eficdcia adequadas. Para que o objetivo de qualidade seja atingido de forma confiavel, é
indispensavel que haja a participacdo e o compromisso de todos os funcionarios da empresa,
além da necessidade de um sistema da Garantia da Qualidade bem estruturado, que incorpore
as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) (BRASIL, 2010).

Diante do cenario competitivo do setor produtivo brasileiro, destaca-se a adogdo e
implantacéo, por parte das empresas, de Programas de Qualidade. Neste contexto, destaca-se
a certificacdo da série International Sandard Organization (ISO) 9000. Esta série abrange um
conjunto de requisitos basicos para a estruturacdo de um Sistema de Gestdo da Qualidade em
uma empresa (XAVIER, 1995). Este modelo sofre reformulacgdes periddicas, adequando-se as
novas tendéncias técnicas e de mercado (PINTO, KANEKO, PINTO, 2010).

“Garantia da Qualidade” é um conceito abrangente, que cobre todas as questdes que,
individual ou coletivamente, influenciam a qualidade de um produto. Desta forma, envolve a
totalidade das providéncias tomadas com o objetivo de garantir que 0os medicamentos estejam
dentro dos padrGes de qualidade exigidos, podendo ser utilizados para os fins propostos
(WHO, 2007; BRASIL, 2010).

Boas Préticas de Fabricacao € a parte da Garantia da Qualidade que tem como objetivo
assegurar que os produtos sejam rigorosamente produzidos e controlados, com padrdes de
qualidade apropriados para o uso pretendido e requerido pelo registro. O seu cumprimento faz
com que os riscos inerentes a qualquer producdo farmacéutica, tais como a contaminacao
cruzada, contaminagdo por particulas, troca ou mistura do produto, sejam minimizados
(BRASIL, 2010).

Por sua vez, o “Controle de Qualidade”, que também constitui importante elemento da
Garantia da Qualidade, é o conjunto de medidas que tem como meta garantir, a qualquer
momento, a producdo de lotes de medicamentos e demais produtos que satisfagam as normas
de identidade, atividade, teor, pureza, eficacia e inocuidade (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). E funcdo do controle de qualidade verificar se o produto esta em
conformidade com as especificagdes (ICH, 2000).

Desta forma, o controle de qualidade é uma etapa essencial no processo de fabricacdo
de medicamentos. Por este motivo, é fundamental o desenvolvimento de métodos eficazes e
rapidos, voltados para o controle de qualidade dos medicamentos que sdo disponibilizados
para a populacdo (PARISOTTO et al., 2005).
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3.4. Validagdo de métodos analiticos

E de grande importancia o desenvolvimento de métodos analiticos eficazes para o
controle de qualidade dos medicamentos comercializados. Desta maneira, a necessidade de se
demonstrar a qualidade das andlises quimicas utilizadas pela industria farmacéutica durante e
depois da fabricacdo destes medicamentos se torna fundamental, visto que dados analiticos
ndo confiaveis podem gerar grandes problemas, entre eles, prejuizos financeiros
irrecuperaveis (LA ROCA et al., 2007). Com isso, a etapa de validagdo de métodos analiticos
é indispensavel, pois apresenta impacto direto sobre a qualidade dos dados gerados.

A validacdo de métodos analiticos tem como objetivo demonstrar que o método é
adequado para a finalidade pretendida (FDA, 2000; ICH, 2005; USP 33, 2010; INMETRO,
2011). Desta maneira, através de resultados experimentais, deve garantir que o método atenda
as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL,
2003).

A validacdo deve ser o resultado de um processo bem organizado, bem planejado e
sistematicamente executado, o qual inclui o desenvolvimento do método analitico, estudos de
pré-validacdo e, finalmente, a validacdo propriamente dita (BLIESNER, 2006).

Para a validacdo de metodologias analiticas ndo descritas em farmacopeias ou
formularios oficiais, algumas caracteristicas analiticas tipicas devem ser consideradas, tais
como: especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, limite de deteccdo (sensibilidade),
limite de quantificacdo, exatiddo e robustez. Estes parametros podem ser exigidos ou néo, de
acordo com as caracteristicas da andlise (FDA, 2000; BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 33,
2010; INMETRO, 2011). A conformidade do sistema € outro parametro utilizado para a
validacao de métodos cromatogréficos (FDA, 1994; ICH, 2005; USP 33, 2010).

Os métodos analiticos podem ser classificados em quatro categorias, segundo sua
finalidade (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 33, 2010):

e Categoria | — Testes quantitativos para a determinacdo da substancia ativa em
produtos farmacéuticos ou matérias primas.
e Categoria Il — Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de impurezas

e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias primas.

e Categoria Il — Testes de performance (por exemplo: dissolucdo, liberacdo do ativo).

e Categoria IV — Testes de identificacdo.
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Para cada categoria de métodos analiticos é exigido um conjunto de testes, conforme

descrito na Tabela 2.

Tabela 2- Testes exigidos para cada categoria de métodos analiticos

) Categoria Il ) )
) Categoria ___ Categoria Categoria
Parametro o Ensaio
| Quantitativo 11 v
limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Né&o * Né&o
Intervalo Sim Sim * * Né&o
. Repetibilidade Sim Sim Néo Néo Néo
Precisao . 3 3
Intermediaria e e Nao il Néo
Limite de deteccéo Néo Néo Sim * Né&o
Limite de quantificacdo Né&o Sim Né&o * Né&o
Exatidao Sim Sim * * Né&o
Robustez Sim Sim Sim Né&o Né&o

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico
** se houver comprovacao da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovacao da precisao intermediaria

Fonte: BRASIL, 2003.

A seguir esta apresentada a descricéo dos principais parametros de validacao:

e Especificidade: é a capacidade de uma metodologia analitica em avaliar de forma

inequivoca o analito na presenca de componentes que normalmente podem estar

presentes, tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz

(ICH, 2005). Alguns 6rgdos internacionais, tais como a International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC) e a Association of Official Analytical Chemists
(AOAC), preferem o termo “seletividade” para esta definigdo, reservando o termo

“especificidade” para procedimentos completamente seletivos (USP 33, 2010).

e Linearidade: trata-se da capacidade do método em fornecer resultados diretamente

proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de uma determinada faixa
de aplicacdo (BRASIL, 2003; ICH, 2005).
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Intervalo: ¢ a faixa compreendida entre os limites de quantificacdo superior e inferior,
para a qual tenham sido demonstrados niveis adequados de precisdo, exatiddo e
linearidade (BRASIL, 2003; ICH, 2005, USP 33, 2010).

Precisdo: é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (BRASIL, 2003). As
trés formas mais comuns de expressar a precisdo sao: por meio da repetitividade, da
precisdo intermediaria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio
padréo relativo (FDA, 1994; BRASIL, 2003; ICH, 2005, USP 33, 2010).

o Repetitividade (precisdo intradia): refere-se ao uso de procedimentos
analiticos num curto periodo de tempo com 0s mesmos analistas e 0s mesmos
equipamentos (BRASIL, 2003).

o Precisdo intermedidria (precisdo interdias): refere-se a avaliacdo da
precisdo sobre a mesma amostra, utilizando o mesmo método, no mesmo
laboratdrio, mas variando uma ou mais condicGes especificas, as quais podem
ser. diferentes analistas, diferentes equipamentos ou diferentes dias
(INMETRO, 2011).

o Reprodutibilidade (precisdo interlaboratorial): trata-se da concordancia
entre os resultados obtidos em laboratorios diferentes como em estudos
colaborativos, comumente aplicados a padronizacdo da metodologia analitica
(BRASIL, 2003).

Limite de deteccdo: é a menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob as condi¢Ges analiticas
estabelecidas (BRASIL, 2003; USP 33, 2010).

Limite de quantificacdo: é a menor quantidade de analito em uma amostra que pode
ser determinada com precisdo e exatiddo adequadas, sob as condi¢des analiticas
estabelecidas (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 33, 2010).

Exatiddo: A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados por ele
obtidos comparados ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 33, 2010).
Existem varias formas de se calcular a exatiddo, dependendo do objetivo da analise:

o Analise de farmacos: a exatiddo pode ser avaliada aplicando-se a metodologia
analitica proposta na analise de uma substancia de pureza conhecida (padréo de

referéncia) ou ainda comparando-se o0s resultados obtidos com aqueles
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resultantes de um segundo método bem caracterizado, cuja exatiddo tenha sido
estabelecida (BRASIL, 2003; USP 33, 2010).

o Andlise de formas farmacéuticas: a exatiddao pode ser estudada atraves de
placebo contaminado, em que quantidade conhecida de farmaco é adicionada a
uma mistura contendo os adjuvantes do medicamento, ou pelo método de
adicdo de padrdo, no qual se adiciona quantidades conhecidas do analito
(padréo de referéncia) ao medicamento (BRASIL, 2003, USP 33, 2010). Ainda
é possivel comparar os resultados obtidos com um segundo procedimento bem
caracterizado (USP 33, 2010).

o Analise de impurezas: a exatiddo deve ser obtida pelo método de adigédo de
padrdo, no qual se adiciona quantidades conhecidas de impurezas e/ou
produtos de degradacdo ao medicamento ou ao farmaco. Pode-se também
comparar os resultados obtidos com um segundo método bem caracterizado
(BRASIL, 2003; USP 33, 2010).

Robustez: é a medida da capacidade que um método analitico tem de permanecer
inalterado frente a pequenas e deliberadas variagdes nos parametros analiticos (USP
33, 2010).

Conformidade do sistema: o ICH (2005) estabelece como parte do processo de
validacédo de sistemas cromatogréficos o teste de conformidade do sistema. Trata-se de
uma etapa essencial, pois assegura que 0s parametros cromatograficos selecionados
para a analise estejam aptos a fornecer resultados com precisdo e exatidao aceitaveis e
confiaveis (PASCHOAL et al., 2008). Com este propdsito, alguns parametros devem
ser analisados a partir do pico cromatografico, tais como o tempo de retencédo (tg), 0
numero de pratos (N) e os fatores de cauda (FC), de assimetria (As) e de capacidade
(k).

o Tempo de retencéo (tg): representa o tempo gasto desde a inje¢do no sistema
cromatografico até a saida do ponto maximo do pico referente ao analito
(PASCHOAL et al., 2008).

o Numero de pratos (N): é uma medida da eficiéncia da coluna cromatogréfica
(SNYDER, KIRKLAND, DOLAN, 2010). E recomendado que o nimero de
pratos seja > 2000 (FDA, 1994).
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o Fatores de cauda (FC) e de assimetria (As): medem a simetria e as
distorgdes frontais ou posteriores (caudas) de um pico cromatografico. E
recomendado que o0s valores calculados sejam < 2,0 (FDA, 1994).

o Fator de capacidade (k): mede a localizagcdo do pico de interesse em relacdo
ao tempo de retengdo do composto ndo-retido. E recomendado que este valor
seja> 2,0 (FDA, 1994).

A estatistica € uma ferramenta essencial para avaliacdo dos resultados gerados no
processo de validagdo. Ferramentas como a analise de variancia (ANOVA), o teste t Student,
entre outros, sdo muito utilizadas para dar fundamento cientifico-matematico aos resultados
obtidos (LA ROCA et al., 2007).

Considerando que a qualidade do produto fabricado é uma das principais razfes da
existéncia de varias empresas, a validacdo € a ferramenta ideal para garantir a confiabilidade
da instalagédo de um equipamento novo, de um processo produtivo e, especialmente, de uma
metodologia analitica, contribuindo de maneira significativa para a busca da qualidade total
(VALENTINI, SOMMER, MATIOLLI, 2007).

3.5. Geracdo de residuos e preservacao ambiental

Grande atencdo a preservacdo do meio ambiente ganhou forca desde os anos 1970 e
hoje tem grande repercussdo na sociedade. Deste modo, o gerenciamento dos residuos
gerados pelas industrias quimicas e farmacéuticas é fundamental. Segundo a Lei da Politica
Nacional do Meio Ambiente (Lei 6938, de 31 de agosto de 1981), o poluidor é responsavel
por recuperar ou indenizar os danos ambientais ou a terceiros causados por ele, independente
da existéncia de culpa. Assim, quem gera os residuos torna-se responsavel por eles (BRASIL,
1981). A Resolucdo n° 430, de 13 de maio de 2011 complementa esta ideia quando diz que os
responsaveis pelas fontes poluidoras dos recursos hidricos devem controlar e monitorar seus
efluentes, devendo realizar um automonitoramento periddico (BRASIL, 2011). Neste
contexto, a 1ISO 14000:2004, que € uma norma internacional que define como se estabelece
um Sistema de Gestdo Ambiental (SGA), vem sendo empregada por diversas empresas
(SANSEVERINO, 2000).

As industrias podem adotar a postura de reducdo, prevencdo ou eliminacdo dos
residuos de processo. Quando a empresa adota esta conduta, diminuindo a poluigdo através da

minimizacdo dos residuos gerados por ela, ela opta por evitar ou minimizar a geracdo de
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residuos ao invés de tratar o efluente gerado, o que pode ser uma op¢do economicamente
vantajosa (SANSEVERINO, 2000).

Para minimizar a geracdo de residuos pelas industrias, existem algumas medidas que
podem ser tomadas, entre elas, a substituicdo de técnicas analiticas que empreguem solventes
organicos por outras que ndo os utilizem. Também se pode buscar a substituicdo de matérias
primas ou insumos por outros de menor toxicidade (NOLASCO, TAVARES,
BENDASSOLLLI, 2006). Alem disso, processos industriais, como por exemplo, de sintese de
compostos, podem ser substituidos por processos de sintese mais limpos (SANSEVERINO,
2000).

A exigente opinido publica e a tendéncia ao consumo sustentavel encontram-se cada
vez mais em evidéncia e isto colabora para que cada dia mais as empresas se preocupem em
reduzir os impactos da poluigdo que produzem, adotando acdes ambientais (BORINELLI et
al., 2010). Com isso, a tendéncia é que os danos ao meio ambiente causados por estas

empresas fiquem cada vez mais escassos e haja a preservacdo dos recursos naturais.
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4. DESCRICAO

4.1. Descricéo geral
Nome genérico: Ampicilina sodica (CAS 69-52-3)

Nome quimico: (2S5R 6R)-6-[[(2R)-2-amino-2- fenilacetil]Jamino]-3,3-dimetil-7-oxo-4-tia-1-

azabiciclo[3.2.0]heptano-2- carboxilato de sodio
Formula quimica: CisH1gNaN304S
Massa molecular: 371,39 g/mol

Propriedades fisico-quimicas: Apresenta-se como po cristalino, branco ou quase branco e
higroscopico. E muito solivel em &gua, soltvel em acetona, pouco soldvel em cloroférmio e
praticamente insollvel em éter, dleos graxos e na parafina liquida. Deve ser conservada em
recipiente estéril, considerando que se destina a producdo de formas farmacéuticas estéreis,
em recipientes hermeticamente fechados, a temperatura inferior a 30°C (FARMACOPEIA
PORTUGUESA, 2005; THE MERCK INDEX, 2006; BP, 2010; EP, 2010; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; USP 33, 2010; JP, 2011).

Categoria: Antimicrobiano
Classe: Penicilina
pH: De 8,0 a 10,0, em solu¢do aquosa do farmaco a 1%.

Comercializacdo no Brasil: A ampicilina sddica é comercializada no Brasil como pé para
solucdo injetavel. O medicamento de referéncia é a Amplacilina®, fabricada pela Eurofarma.
Como medicamento genérico, é comercializada pelos laboratérios AB Farmo, Cellofarm,
Medley, Ranbaxy e Teuto. Também é comercializada como medicamento similar, pelos
laboratérios farmacéuticos Unido Quimica (Uni Ampicilin®), Ariston (Cilinon®) e Novafarma
(Amplatil®) (BRASIL, 2012).

Diluente: Agua estéril para injecdo
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4.2. Substancia quimica de referéncia (SQR)

A substancia quimica de referéncia (SQR) utilizada neste trabalho foi a ampicilina
sodica, gentilmente doada pelo Laboratorio Farmacéutico Unido Quimica, identificada pelo
lote 3416090200, com teor declarado de 97,23% e com padronizacao valida até 07/06/2012.

4.3. Amostra da forma farmacéutica do po liofilizado para solugéo injetavel

Para este trabalho, foram utilizadas amostras de ampicilina sédica p6 para solucéo
injetavel Uni Ampicilin®, 1000 mg, gentilmente fornecidas pelo Laboratério Farmacéutico
Unido Quimica, lote 107314, validas até 09/2012. N&o possuem excipientes.
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5. ANALISE QUALITATIVA

5.1. Caracteristicas fisicas

5.1.1. Material e método

A amostra de ampicilina sodica po liofilizado para preparacédo injetavel, descrita no

item 4.3, foi avaliada em relacéo ao aspecto e cor.

5.1.2. Resultados e discussao

A amostra de p6 liofilizado para preparacgdo injetavel de ampicilina sddica apresentou-
se sob a forma de pd de coloragdo branca, levemente amarelada. Estas caracteristicas
condizem com as caracteristicas preconizadas pela literatura e pelo fabricante
(FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2005; THE MERCK INDEX, 2006; BP, 2010; EP, 2010;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP 33, 2010; JP, 2011).

5.2. Determinacéo da umidade

5.2.1. Considerac0es gerais

O ensaio de determinacdo de umidade, segundo a Farmacopeia Brasileira (2010), tem
como objetivo a determinacdo da quantidade de substancia volatil de qualquer natureza
presente na amostra.

Segundo a Farmacopeia Brasileira (2010), “dessecacdo até peso constante” significa
gue a secagem deve continuar até que duas pesagens seguidas ndo difiram em mais de 0,5 mg
por grama da substancia em exame, sendo que a segunda pesagem deve ser realizada apds

uma hora de secagem adicional nas condicdes especificadas.

5.2.2. Material e método

A determinacdo de umidade da amostra de ampicilina sédica em pé para solucdo
injetavel (descrita no item 4.3) foi realizada de acordo com a técnica para determinacdo da
perda por dessecacdo utilizando balanca por infravermelho, preconizada pela Farmacopeia

Brasileira (2010). Para a realizacdo do ensaio, foi utilizado um analisador de umidade por
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infravermelho, modelo 1V-2000 (Gehaka, SP, Brasil). Trata-se de uma balangca com
aquecimento por radiacdo infravermelha, que permite avaliar a umidade da amostra. Tal
método consiste em secar uma determinada quantidade de farmaco até atingir peso constante,
em temperatura apropriada, durante o tempo necessario.

Neste ensaio, o contetdo de um frasco de ampicilina sédica po6 para solugédo injetavel
(cerca de 1000 mg) foi pesado e transferido quantitativamente para o equipamento, onde
permaneceu por 1 hora a 105 °C. A analise foi realizada em triplicata e em trés dias diferentes.

Para confirmar o tempo que a amostra deve permanecer no analisador de umidade por
infravermelho, foi realizado um teste gravimétrico, também de acordo com a Farmacopeia
Brasileira (2010). Neste teste, o contetdo de um frasco de ampicilina sddica em p6 para
solucdo injetavel foi exatamente pesado em balanca analitica modelo H10 (Mettler Toledo,
Suica), no interior de um pesa-filtro previamente dessecado nas mesmas condicGes da analise
e tarado. Apos a pesagem, o pesa-filtro foi levado a estufa modelo 702.780 (Quimis, SP,
Brasil) a 105 °C, para a dessecacdo da amostra. O procedimento foi realizado em triplicata e o
peso do pesa-filtro contendo a amostra foi analisado de 30 em 30 minutos, até a constatacéo

de peso constante. Ap6s esse procedimento, a perda em peso foi calculada em porcentagem.

5.2.3. Resultados e discussao

Os resultados obtidos pela técnica de perda por dessecacdo utilizando o analisador de

umidade por infravermelho estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3- Teor de umidade da ampicilina sddica p6 para solucéo injetavel determinado em

analisador de umidade por infravermelho

Ensaio Umidade (%)" + e.p.m.’
1 2,80
2 2,87
3 2,93

Média 2,87 £0,038

! Cada valor é a média de trés determinacdes realizadas no mesmo dia
% e.p.m.: erro padrao da média
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Em relacdo ao teste gravimétrico, o teor médio de umidade calculado foi de 2,12%,
que é inferior ao obtido com o método por analisador de umidade por infravermelho, portanto
foi confirmado que o tempo de 1 hora é suficiente para o teste.

Né&o existe descrito na literatura um valor maximo para o teor de umidade de amostras
de ampicilina sodica em pd liofilizado para solucdo injetavel. No entanto, a determinacao de
umidade é de extrema importancia, uma vez que altas taxas de umidade podem levar a
deterioracdo do farmaco ou demonstrar sua ma conservacdo, aléem de induzir a erros de

pesagem que, consequentemente, poderao levar a erros de célculo de teor ou poténcia.

5.3. Determinacéo da solubilidade

5.3.1. Considerac0es gerais

Quando a Farmacopeia Brasileira (2010) se refere a “partes”, quer dizer que 1 g de um
solido é submetido a dissolugdo no numero de mililitros do solvente estabelecido no nimero
de partes, a temperatura de 25 °C. As solubilidades aproximadas apresentadas neste estudo

estdo designadas por termos descritivos cujos significados estdo relacionados na Tabela 4.

Tabela 4- Termos descritivos de solubilidade e seus significados

Termo descritivo Solvente
Muito soluvel Menos de 1 parte
Facilmente solavel De 1 a 10 partes
Soluvel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soltvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes

Muito pouco solivel  De 1000 a 10000 partes
InsolGvel Mais de 10000 partes

Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.

5.3.2. Material e método

Foram transferidas massas de 100 mg de ampicilina sodica em po liofilizado para
solucdo injetavel (descrita no item 4.3) para tubos de ensaio, acrescentando aliquotas

crescentes de cada solvente, até completa dissolucdo, sob constante agitacdo. O ensaio foi
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realizado a 25 °C e a solubilidade indicada como descrito na Farmacopeia Brasileira (2010),
de acordo com a Tabela 4. Os solventes utilizados, todos de grau analitico, foram: acetato de
etila, acetonitrila, &cido acético 0,1 M, &cido cloridrico 0,1 M, agua, butanol, cloroférmio,

diclorometano, etanol, éter etilico, hidroxido de sédio 0,1 M e metanol.

5.3.3. Resultados e discussao

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos no teste de solubilidade para ampicilina
sodica po para solucdo injetdvel em diferentes solventes, de acordo com os critérios

preconizados na Tabela 4.

Tabela 5- Solubilidade da ampicilina sodica p6 para solucdo injetavel em diferentes solventes
a25°C

Solventes Termo descritivo
Acetato de etila Insoldvel
Acetonitrila Insoltvel

Acido acético 0,1 M Facilmente soltvel

Acido cloridrico 0,1 M Facilmente soluvel

Agua Facilmente solGvel
Butanol Insoluvel
Cloroférmio Muito pouco solavel

Diclorometano
Etanol

Eter etilico

Insoluvel
Muito pouco soltvel

Muito pouco solavel

Hidroxido de sédio 0,1 M Facilmente soltvel

Metanol Solavel

A amostra se encontra dentro das especificacbes farmacopeicas de solubilidade
descritas para este farmaco (FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2005; THE MERCK
INDEX, 2006; BP, 2010; EP, 2010; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP 33, 2010;
JP, 2011). A solubilidade de uma substancia em dado solvente, a temperatura constante, € um
parametro caracteristico deste produto, podendo servir para fins de identificacdo e avaliacdo
do grau de pureza de farmacos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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Desta forma, o ensaio de solubilidade foi realizado com a finalidade de obter a
caracterizacdo da amostra qualitativamente através de sua polaridade e, ao mesmo tempo,
utilizar este ensaio como preditivo na determinacdo do melhor sistema solvente para o
desenvolvimento de teste qualitativo, por Cromatografia em Camada Delgada, e quantitativo,

por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

5.4. Cromatografia em Camada Delgada (CCD) indicativa de estabilidade

5.4.1. Considerac0es gerais

A cromatografia em camada delgada consiste na separacdo dos componentes de uma
mistura através da migracdo diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre
uma superficie plana, ou seja, a separacao se da pela diferenca de afinidade dos componentes
de uma mistura pela fase estaciondria. Desta forma, € uma técnica de adsor¢ado liquido-sélido
(COLLINS, BRAGA, BONATO, 1997; DEGANI, CASS, VIEIRA, 1998).

A literatura descreve alguns métodos para identificacdo de ampicilina sédica em pé
para solucdo injetavel. A Farmacopeia Brasileira (2010) preconiza a utilizacdo de fase mével
constituida por uma mistura de acetona e acetato de aménio a 15,4% (90:10, v/v), ajustada
para pH 5,0. A deteccdo das manchas é realizada atraves de nebulizacdo das placas secas com
solugdo hidroalcodlica de ninidrina a 0,3% (p/v) com aquecimento a 90 °C por 15 minutos.
Além disso, as solucdes de trabalho devem ser preparadas em solucdo de bicarbonato de
sodio.

A Farmacopeia Portuguesa (2005) e a Farmacopeia Britanica (BP, 2010) preconizam a
mesma técnica, sugerindo como fase movel uma mistura de acetona e solucdo de acetato de
amonio a 15,4% (10:90, v/v), ajustada para pH 5,0 com acido acético glacial. A revelagédo das
manchas deve ser realizada através da exposi¢do das placas secas a vapores de iodo. Assim
como preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010), as solucbes de trabalho também
devem ser preparadas em solucdo de bicarbonato de sédio.

Desta forma, o presente trabalho buscou o desenvolvimento de nova técnica por CCD,
mais pratica e simples, para identificacdo da ampicilina sédica em pé liofilizado para solugédo
injetavel, com a utilizacdo de solventes menos toxicos e mais econdémicos, que também seja

capaz de detectar a presenca de produtos de degradacao.
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5.4.2. Material e método

5.4.2.1. Desenvolvimento da CCD

As placas utilizadas foram TLC Silica gel 60 Fy4 (Merck, Alemanha), com as
dimens6es de 10,0 x 5,0 cm, previamente ativadas em estufa a 105 °C por 30 minutos. Para o
preparo das solucBes da substancia de referéncia e da amostra de ampicilina sodica em po
para preparacdes injetaveis, foram pesadas massas equivalentes a 0,025 g da substancia de
referéncia (descrita no item 4.2) e da amostra (descrita no item 4.3), em seguida estas massas
foram transferidas para baldes volumétricos de 5 mL e seus volumes foram completados com
agua purificada, obtendo-se solu¢bes com concentracdes de 5 mg/mL (p/v). As pesagens
foram realizadas em balanca analitica modelo H51 (Mettler Toledo, Suica).

Foram testadas 6 fases moveis:

Sistema 1: etanol : agua purificada (40:60, v/v)

Sistema 2: etanol : agua purificada (60:40, v/v)

Sistema 3: etanol : agua purificada (80:20, v/v)

Sistema 4: etanol : agua purificada (90:10, v/v)

Sistema 5: etanol : agua purificada (95:5, v/v)

Sistema 6: etanol (100%)

Na execucdo do ensaio, a fase mdvel foi transferida para cuba e foi esperado até sua
saturacao, por um periodo de aproximadamente 45 minutos. As solucdes, preparadas no dia
da andlise, foram aplicadas em quantidade de 10 pL diretamente na placa, com auxilio de
microsseringa de vidro (Hamilton, Nevada, EUA). Depois, a placa foi colocada na cuba para
eluicdo dos compostos. Quando a fase mdvel atingiu o percurso de 8 cm, a placa foi retirada
da cuba de vidro, para secagem, e depois foi realizada a revelagdo das manchas. Esta
revelacdo foi procedida de duas maneiras diferentes: na primeira, a placa foi submetida a
vapores de iodo (Synth, SP, Brasil) até o aparecimento das manchas; na segunda, a placa foi
observada em cémara de luz UV (365 nm). Depois disso, as manchas foram observadas
quanto a forma, posicéo, tamanho e cor. Também foram determinados os fatores de retencéo

(Ry) referentes as manchas correspondentes ao padrdo e a amostra.
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5.4.2.2. Degradacdao acelerada

Solugbes de amostra de ampicilina sédica (5,0 mg/mL) foram submetidas a
degradacéo acelerada por condigdes acida, basica, neutra, oxidativa e fotolitica, com objetivo
de avaliar se o sistema cromatografico escolhido é capaz de detectar a degradacdo da
ampicilina sddica na forma farmacéutica de po6 para solugdo injetavel e revelar a presenca de
possiveis produtos de degradacgéo.

A solucdo amostra foi preparada em HCI 0,001 M e NaOH 0,001 M para as hidrolises
acida e basica, respectivamente. As amostras foram aquecidas a 60 °C. A degradacao neutra
foi realizada através da exposicdo de solucdo aquosa da amostra a temperatura de 60 °C, em
banho-maria. Para a degradacdo oxidativa, a solucdo amostra foi preparada em solucdo de
peréxido de hidrogénio a 3% (p/v) e depois foi submetida a temperatura de 60 °C. A
fotodegradacgdo foi induzida através da exposicdo de uma solucdo aquosa da amostra a luz
ultravioleta, utilizando uma cadmara espelhada internamente (100 x 16 x 16 cm), com lampada
UVC (254 nm) 20 W.

Todas as amostras foram submetidas a analise por CCD com a fase movel constituida
por etanol : &gua purificada (90:10, v/v) nos tempos de 30 e 180 minutos, 24 e 48 horas. As
placas utilizadas foram TLC Silica gel 60 F,s4 (Merck, Alemanha), com as dimens@es de 10,0
x 10,0 cm, previamente ativadas em estufa a 105 °C por 30 minutos. A revelacdo das manchas

foi realizada das duas maneiras descritas no item 5.4.2.1.

5.4.3. Resultados e discussao

5.4.3.1. Desenvolvimento da CCD

A maioria dos sistemas solventes testados foi adequada para identificar a ampicilina
sodica, pois todos foram capazes de separar a amostra. No Sistema 1, constituido por etanol :
agua purificada (40:60, v/v), o valor de Rf calculado foi, em média 0,92. No sistema 2,
constituido por etanol : dgua purificada (60:40, v/v), o valor de R¢ foi de 0,89. No entanto, a
eluicdo da fase mdvel nestes dois sistemas foi lenta, levando pouco mais de 1 hora.

Os dois melhores sistemas testados foram o Sistema 3 (etanol : 4gua purificada, 80:20,
v/v) e o Sistema 4 (etanol : dgua purificada, 90:10, v/v). O Sistema 3 (Figura 6) apresentou

valor de Rf mais baixo em comparacdo aos anteriores, em média 0,84. No entanto, o melhor
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foi o de numero 4, cujos cromatogramas estdo apresentados na Figura 7, apresentando valor
de Ry de 0,73.

Figura 6- Cromatograma de solucdo de ampicilina sodica obtido através do Sistema 3,
revelado com vapores de iodo. Fase estacionaria: TLC Silica gel 60 Fas4. Fase movel: etanol :
agua purificada (80:20 v/v). P: Padrdo de ampicilina sédica (5 mg/mL). A: Amostra de

ampicilina sodica po para solucdo injetavel (5 mg/mL).

Figura 7- Cromatograma de solucdo de ampicilina sodica obtido através do Sistema 4,
revelado com vapores de iodo (a) e em camara de luz UV - 364 nm (b). Fase estacionéria:
TLC Silica gel 60 Fa4. Fase movel: etanol : agua purificada (90:10 v/v). P: Padrdo de
ampicilina sodica (5 mg/mL). A: Amostra de ampicilina sédica p6 para solugédo injetavel
(5 mg/mL).

Os Sistemas 5 (etanol : agua purificada, 95:5, v/v) e 6 (etanol 100%) apresentaram
valores adequados de Ry, 0,62 e 0,60, respectivamente. No entanto, as manchas nao ficaram

bem delimitadas.
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Quanto a revelacdo das manchas no Sistema 4, os dois tipos realizados mostraram-se
eficientes, como demonstrado na Figura 7. Os cromatogramas revelaram duas manchas bem
delimitadas e separadas. A mancha referente a solucdo da substancia de referéncia foi similar
em posicéo, cor e formato em relagdo a mancha obtida com a solugdo da amostra. Isto mostra
que o método é eficaz para a identificacdo da ampicilina sédica em p6 para solucdo injetavel.
No entanto, pode-se notar que a revelagdo com iodo resulta manchas mais fortes do que a
revelacdo com a luz UV. Ambos os agentes reveladores sdo vantajosos e devem ser
recomendados a fim de substituir o agente revelador preconizado pela Farmacopeia Brasileira
(2010), que é a solucéo de ninidrina 0,3%.

Embora a literatura descreva alguns métodos para identificacdo de ampicilina sédica
matéria prima e em pd para solucdo injetavel por CCD, estes métodos geralmente utilizam
como fases mdveis misturas de solventes potencialmente toxicos, tais como acetato de aménio
e acetona, além de necessitarem de ajuste de pH com &cido acético glacial. Além disso, 0s
métodos descritos utilizam solucdes de bicarbonato de sédio para o preparo das solugdes de
trabalho (FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2005; BP, 2010; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). O método desenvolvido neste trabalho mostrou vantagens por ser mais
simples, econdmico e seguro para os operadores do que os métodos ja descritos na literatura.

5.4.3.2. Degradacao acelerada

A analise por CCD foi realizada com a fase mdvel constituida por etanol : agua
purificada (90:10, v/v) nos tempos de 0,5; 0,3; 24 e 48 horas. A revelagdo das manchas foi
realizada das duas maneiras descritas no item 5.4.2.1. A placa de silica utilizada teve as
dimensdes de 10,0 x 10,0 cm.

A Tabela 6 apresenta todos os dados encontrados na analise por CCD da degradacao
acelerada da ampicilina sddica em po liofilizado para solugéo injetavel. As Figuras 8, 9, 10 e

11 mostram os cromatogramas referentes a esta analise.
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Figura 8- Cromatogramas obtidos por CCD da degradacdo de ampicilina sddica em po
liofilizado para solucéo injetavel apos 30 minutos. Fase estacionaria: TLC Silica gel 60 Fsa.
Fase movel: etanol : agua purificada (90:10 v/v). 1: ampicilina so6dica amostra integra.
2: degradacéo neutra (4gua, 60 °C). 3: degradacéo fotolitica (luz UVC 254 nm). 4: degradacéo
acida (HCI 0,001 M, 60 °C). 5: degradacdo alcalina (NaOH 0,001 M, 60 °C). 6: degradacéo
oxidativa (H,O, 3%, 60 °C). Revelagdo com vapores de iodo (a) e em camara de luz UV -

364 nm (b).

Figura 9- Cromatogramas obtidos por CCD da degradacdo de ampicilina sédica em pé
liofilizado para solucdo injetavel ap6s 180 minutos. Fase estacionaria: TLC Silica gel 60 Fs4.
Fase movel: etanol : agua purificada (90:10 v/v). 1: ampicilina sodica amostra integra.
2: degradacdo neutra (agua, 60 °C). 3: degradacdo fotolitica (luz UVC 254 nm). 4: degradacéo
acida (HCI 0,001 M, 60 °C). 5: degradacdo alcalina (NaOH 0,001 M, 60 °C). 6: degradacéo
oxidativa (H,O, 3%, 60 °C). Revelacdo com vapores de iodo (a) e em camara de luz UV -
364 nm (b).
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Figura 10- Cromatogramas obtidos por CCD da degradacdo de ampicilina sédica em po
liofilizado para solugdo injetavel apds 24 horas. Fase estacionaria: TLC Silica gel 60 Fjsa.
Fase movel: etanol : agua purificada (90:10 v/v). 1: ampicilina sodica amostra integra.
2: degradacéo neutra (4gua, 60 °C). 3: degradacéo fotolitica (luz UVC 254 nm). 4: degradacéo
acida (HCI 0,001 M, 60 °C). 5: degradacdo alcalina (NaOH 0,001 M, 60 °C). 6: degradacéo
oxidativa (H,O, 3%, 60 °C). Revelagdo com vapores de iodo (a) e em camara de luz UV -
364 nm (b).

Figura 11- Cromatogramas obtidos por CCD da degradacdo de ampicilina sodica em po
liofilizado para solucdo injetavel apos 48 horas. Fase estacionaria: TLC Silica gel 60 Fsa.
Fase movel: etanol : &gua purificada (90:10 v/v). 1: ampicilina sédica amostra integra.
2: degradacéo neutra (agua, 60 °C). 3: degradacéo fotolitica (luz UVC 254 nm). 4: degradacéo
acida (HCI 0,001 M, 60 °C). 5: degradacéo alcalina (NaOH 0,001 M, 60 °C). 6: degradacao
oxidativa (H,O, 3%, 60 °C). Revelagdo com vapores de iodo (a) e em camara de luz UV - 364
nm (b).
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Pela anélise dos dados obtidos, € possivel observar que a solugdo da amostra de
ampicilina sddica foi mais estavel em condi¢bes fotoliticas e a maxima degradacdo foi
observada pela condicdo oxidativa, na qual em 30 minutos a mancha referente a amostra de
ampicilina sodica havia desaparecido, sugerindo a degradacéo total do farmaco. Trés manchas
adicionais foram comuns para as degradacdes neutra, acida, bésica e oxidativa (R de 0,84;
0,64 e 0,49) e uma destas trés manchas também apareceu na degradagdo fotolitica (Rs de
0,64). Segundo dados da literatura, a principal rota de degradacdo da ampicilina € a hidrdlise,
sendo que este processo € acelerado por condicBes extremas acidas e basicas. Os principais
produtos de degradacdo formados sdo decorrentes da clivagem do anel B-lactdmico presente
na molécula, os quais podem sofrer subsequentes degradacdes, formando produtos de
degradacdo adicionais (IVASHKIV, 1973; SHAKOOR, TAYLOR, 1996).

Os resultados mostraram a capacidade indicativa de estabilidade do método proposto,
o qual pode ser aplicado para anélise qualitativa da ampicilina sodica na forma farmacéutica

de po para solucdo injetavel em ensaios de rotina do Controle de Qualidade deste farmaco.
5.5. Espectrofotometria de absorcéo na regido do infravermelho

5.5.1. Consideracg0es gerais

No espectro eletromagnético, a porcao situada entre as regies do visivel e das micro-
ondas corresponde a radiacdo infravermelha. Das trés regides do infravermelho (proximo,
médio e distante), a regido vibracional do infravermelho médio, situada entre 4000 cm™ e
400 cm™, é a mais utilizada para fins de identificacdo de compostos (SILVERSTEIN,
WEBSTER, KIEMLE, 2007; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; PAVIA et al., 2010). A
Farmacopeia Brasileira (2010) considera a espectrofotometria no infravermelho médio como
um ensaio de identificagdo por exceléncia, visto que é capaz de distinguir substancias com
diferencas estruturais.

A espectrofotometria de absorcao na regido do infravermelho é preconizada por alguns
compéndios oficiais como teste para identificacdo de ampicilina sédica matéria prima e
também na forma farmacéutica de pd para preparacbes injetaveis (FARMACOPEIA
PORTUGUESA, 2005; BP, 2010; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP 33, 2010; JP,
2011).
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5.5.2. Material e método

O equipamento de infravermelho empregado foi Shimadzu (Kyoto, Japédo), com
transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21, que permite a digitalizacdo de espectros e a
obtencdo de arquivos eletrénicos das andlises. A regido espectral compreendida na analise foi
de 4000 a 500 cm™, com intervalos de 2 cm™. O brometo de potéassio (KBr) utilizado para a
confecgdo das pastilhas foi da marca Synth (Sdo Paulo, Brasil), de grau analitico. Antes de
sua utilizacdo, o KBr foi dessecado a 120°C em estufa modelo 702.780 (Quimis, SP, Brasil),
até peso constante.

Para o preparo da pastilha de ampicilina sédica SQR, foi pesada massa de pé
equivalente a 2,0 mg do farmaco (descrito no item 4.2), que foi devidamente homogeneizada
com 148 mg de KBr, perfazendo massa total da pastilha de 150 mg. A leitura foi realizada em
transmitancia e o espectro foi obtido com auxilio do software IR Solution. O mesmo
procedimento foi realizado com a ampicilina sédica na forma farmacéutica (descrita no item
4.3).

5.5.3. Resultados e discusséo

Os espectros obtidos com ampicilina sédica SQR e ampicilina sddica pé para solucéo
injetavel encontram-se sobrepostos e apresentados na Figura 12.
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Figura 12- Sobreposicdo dos espectros de absorcao na regido do infravermelho de ampicilina

sodica SQR e ampicilina sddica po para solucdo injetavel.

Os espectros da SQR e da amostra de ampicilina sddica apresentaram as mesmas
bandas de absorcéo, e este fato é um forte indicio da identidade desta substancia e da auséncia
de adjuvantes, impurezas e produtos de degradacdo na forma farmacéutica, os quais
apresentariam bandas diferentes.

A Figura 13 apresenta um espectro de absor¢do da ampicilina sddica SQR com as suas
principais bandas de absorcdo marcadas. A Tabela 7 compara estes dados com o0s
apresentados na literatura, mostrando que as bandas apresentadas na analise do farmaco estéo
de acordo com o esperado para a estrutura quimica da molécula de ampicilina sédica (PAVIA
et al., 2010).
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Figura 13- Espectro de absor¢do por infravermelho da ampicilina sédica SQR com as suas
principais bandas de absor¢do marcadas.
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Tabela 7- Comparacéo das bandas de absorcéo apresentadas pela ampicilina sddica SQR na
regido do infravermelho com dados apresentados na literatura

Frequéncias visualizadas Faixa de frequéncias Grupamentos
(cm™) de referéncia (cm™)* responsaveis
3362; 3301 3500-3300 N-H
3050 3100-3000 Csp-H
2970; 2930 3000-2850 Csps-H
1770 1760-1700 * C=0 (ion carboxilato)
1680 1680-1630 C=0 (amidas)
1602 1650-1550 COO  (ion carboxilato)
1602; 1507; 1454 1600-1450° C=C (anel aromatico)
1399 1400 COO’ (ion carboxilato)
1318; 1100 1350-1000

C-N
1PAVIA et al., 2010

?Valores de referéncia para grupamentos carbonila provenientes de acidos carboxilicos
% Podem aparecer até 4 bandas dentro desta faixa
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As Figuras 14 e 15 apresentam os espectros de absor¢do no infravermelho publicados
pela JP (2011) e BP (2010), respectivamente. Observa-se que os dados apresentados na
Tabela 7 estdo de acordo com os espectros apresentados pela literatura.

Figura 14- Espectro na regido do infravermelho de ampicilina sodica apresentado pela JP
(2011).

Fonte: JP, 2011.

Figura 15- Espectro na regido do infravermelho de ampicilina sodica apresentado pela BP
(2010).
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Fonte: BP, 2010.
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6. ANALISE QUANTITATIVA

6.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

6.1.1. Consideracdes gerais

A cromatografia liquida de alta eficiéncia vem contribuindo de maneira significativa
com a anélise de medicamentos (RAMBLA-ALEGRE et al., 2011). E um método que se
destaca por apresentar algumas propriedades especiais, tais como grande poder de resolucéo,
alta velocidade de separacdo, capacidade de quantificacdo exata, permitindo ainda analises
repetitivas e reprodutivas com a mesma coluna. Além disso, possibilita o uso de uma ampla
variedade de fases moveis e estacionarias, permitindo a analise de grande numero de
compostos com alta eficiéncia (JEFFERY et al., 1992).

Este método é utilizado em varias areas da ciéncia, com destaque para o
acompanhamento de sinteses, em andlises de pesticidas, no isolamento de produtos naturais e
sintéticos e na producdo e controle de qualidade de medicamentos, entre muitas outras
aplicacBes (DEGANI, CASS, VIEIRA, 1998).

A CLAE ¢ descrita por algumas referéncias farmacopeicas para analise de ampicilina
ou de substancias relacionadas. A USP 33 (2010) descreve o método para a ampicilina e
recomenda como fase estacionaria uma coluna analitica C;g com as dimensdes de 300 x
4,0 mm, com particulas de 5 a 10 um. Como fase modvel, sugere uma mistura de agua,
acetonitrila, fosfato de potassio monobasico 1 M e &cido acetico 1 N (909:80:10:1), em modo
isocrético de elui¢do, com vazao de 2 mL/min e detec¢do UV em 254 nm.

As Farmacopeias Portuguesa (2005) e Britanica (BP, 2010) descrevem o método
apenas para substancias relacionadas. Para isso, sugerem coluna analitica Cig com as
dimensdes de 250 x 4,6 mm, com particulas de 5 um. Como fase moével, recomendam a
eluicdo em modo gradiente das seguintes solucdes: Solucdo A - 0,5 mL de &cido acético
diluido, 50 mL de solucdo de fosfato monopotassico 0,2 M, 50 mL de acetonitrila e agua
g.s.p. 1000 mL. Solucédo B - 0,5 mL de acido acético diluido, 50 mL de fosfato monopotéassico
0,2 M, 400 mL de acetonitrila e &gua g.s.p. 1000 mL, com vazédo de 1 mL/min e detec¢do UV
em 254 nm.

A Farmacopeia Japonesa (JP, 2011) também descreve o método para substancias

relacionadas, recomendando coluna analitica C1g com as dimensdes de 150 x 4,6 mm, com
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particulas de 5 um. Como fase movel, sugere preparar uma solucdo dissolvendo 5,94 g de
hidrogénio fosfato de diaménio em 850 mL de &gua, adicionar 100 mL de acetonitrila e
ajustar o pH para 5,0 com acido fosforico, adicionando agua g.s.p. 1000 mL, com deteccao
UV em 230 nm e vazdo ajustada para o pico sair em tempo de retengdo proximo a 6 minutos.

Buscando-se na literatura, outros métodos por CLAE sdo encontrados para a
quantificacdo da ampicilina em diferentes matrizes, tais como formulagdes farmacéuticas e
cosmeéticas, fluidos bioldgicos, alimentos de origem animal, meio aquatico e efluentes (Tabela
8).

Com o objetivo de aperfeicoar o sistema, foi desenvolvido um novo método analitico
para quantificacdo da ampicilina sddica em pé para solucdo injetavel por CLAE, utilizando
como fase moével uma mistura de etanol e agua, visando tornar o método mais simples, mais
seguro para o operador e mais econémico e ainda minimizar os problemas que a presenca de

solucBes-tampao na constituicdo de fases mdveis poderia causar no sistema cromatografico.
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6.1.2. Material

Para a analise cromatografica foram utilizadas ampicilina sédica SQR e ampicilina
sodica em po liofilizado para preparacdes injetaveis descritas nos itens 4.2 e 4.3,
respectivamente.

Todas as solucdes e fases moveis utilizadas durante este trabalho foram preparadas a
partir de agua ultrapura obtida através de equipamento Milli-Q Plus (Milipore, EUA). O
etanol utilizado na preparagdo da fase movel possuia grau HPLC e foi adquirido da J.T.
Backer (México). Para os estudos de degradacdo forcada, foram utilizados os seguintes
solventes: solucdo de acido cloridrico (Qhemis) 0,001 M, solucdo de hidroxido de sédio
(Cinética) 0,001 M e solucdo de peroxido de hidrogénio (Vetec Quimica Fina) 3%. A fase
movel, apos preparada, foi submetida a degaseificacdo em banho ultrassdnico modelo
USC2800A (Unique, SP, Brasil), por 30 minutos. Todas as solu¢des foram filtradas através de
membrana de 0,45 um (Pall Corporation, Michigan, EUA) antes de serem injetadas.

O equipamento de CLAE usado foi Waters, modelo 1525 (Waters Chromatography
Systems, CA, EUA), conectado a detector de UV/Visivel Waters 2487 e injetor manual 7725i
com loop de 20 puL (Rheodyne Breeze, CA, EUA). A separacdo cromatogréfica foi realizada
através de condigdes isocraticas de fase reversa em coluna Agilent Zorbax Cyg, 5 um, 4,6 x
150 mm (Agilent, Santa Clara, CA, EUA).

O software Microsoft Excel (2007) foi utilizado para a construgdo da curva analitica.

Os seguintes equipamentos também foram utilizados: banho-maria modelo Q334M
(Quimis, SP, Brasil); balanca analitica modelo H51 (Mettler Toledo, Suiga); micropipetador
modelo 20-200 pL (Digipet, PR, Brasil); cdimara UV com espelhos em seu interior, equipada
com lampada UVC (254 nm).

6.1.3. Preparo das fases mdveis

Misturas de etanol e agua foram preparadas em diferentes propor¢des antes de serem
colocadas no equipamento. Cada fase movel foi filtrada e levada ao ultrassom por 30 minutos

para degaseificacdo antes do uso.
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6.1.4. Método

6.1.4.1. Ensaios preliminares

Ensaios preliminares foram realizados com o objetivo de encontrar condigdes
favoraveis para a quantificacdo da ampicilina sodica em pé para solugéo injetavel, bem como
reduzir a assimetria do pico, os danos para a coluna cromatografica e a geracdo de residuos.
Desta forma, a Tabela 9 apresenta alguns parametros que foram testados durante os testes

preliminares.

Tabela 9- Pardmetros cromatograficos testados durante ensaios preliminares para

desenvolvimento de método por CLAE para quantificacdo de ampicilina sddica em pé para

injetavel
Parametros Descricdo
Colunas Waters Symmetry Cyg (250 x 4,6 mm; 5 um) (Milford, MA, EUA)

cromatograficas Agilent Zorbax Cyg (150 x 4,6 mm; 5 um) (Santa Clara, CA, EUA)

etanol : 4gua (50:50, v/v)
Fases moveis etanol: agua (40:60, v/v)
etanol : 4gua (30:70, v/v)

0,5

1,0

Vazao (mL/min)

A partir dos resultados obtidos com as diferentes colunas analiticas, fases moveis e
vazOes foi possivel estabelecer os parametros ideais para a realizacdo do método. Estas

condicdes estdo apresentadas na Tabela 10.
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Tabela 10- Pardmetros estabelecidos para a determinacdo de ampicilina sodica pelo método
de CLAE

Parametros Descricéo

Fase movel etanol : agua (40:60, v/v)

Coluna analitica Agilent Zorbax Cyg (150 x 4,6 mm; 5 um)

Deteccéo 210 nm
Vazéo 0,5 mL/min
Volume de injecdo 20 pL
Temperatura 25°C+2°C
Tempo de retengédo + 3,1 minutos

6.1.4.2. Obtencdo da curva analitica

Para a realizacdo da curva analitica, foram pesados analiticamente 20,57 mg de
ampicilina SQR (o equivalente a 20,0 mg de ampicilina sédica descrita no item 4.2), depois
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com agua, para
obtencdo de solucdo estoque com concentragdo tedrica de 200 pg/mL. Aliquotas de 3,5; 4,0;
4,5; 5,0; 5,5 e 6,0 mL desta solucdo foram transferidas para balGes volumétricos de 10 mL, e
os volumes foram completados com &gua, para obtencdo das solugdes de trabalho com as
concentragbes de 70, 80, 90, 100, 110 e 120 pg/mL de ampicilina sédica SQR. Cada

concentracéo foi preparada em triplicata e submetida a filtracdo antes das injeces.

6.1.4.3. Determinacdo de ampicilina sédica em po liofilizado para solucéo injetavel

6.1.4.3.1. Preparo da solucéo de ampicilina sddica SQR

Para bal6es volumétricos de capacidade de 10 mL foram transferidos volumes de
4,5 mL de solucdo de ampicilina sédica SQR com concentracdo de 200 pg/mL. Os volumes
foram completados com agua para obtengdo de solugdes com concentragdo de 90 pg/mL.
Foram preparadas 7 solucdes, as quais foram submetidas a filtracdo antes das injeces.
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6.1.4.3.2. Preparo da solucdo de ampicilina sddica amostra

Os contetdos de vinte frascos-ampola de ampicilina sodica em p6 para solucdo
injetavel (descritos no item 4.3) foram misturados. Desta mistura, foram exatamente pesados
20 mg, que foram transferidos para baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado
com agua, para obtencdo de solucdo estoque com concentragdo de 200 pg/mL. Aliquotas de
4,5 mL desta solucdo foram transferidas para balGes volumétricos de 10 mL, cujos volumes
foram completados com &gua purificada, para obtencdo de solugdes com concentracdo de
90 pg/mL. Foram preparadas 7 solugdes, as quais foram submetidas a filtracdo antes das

injecoes.

6.1.4.3.3. Célculo do teor de ampicilina sédica na amostra

A concentracdo de ampicilina sddica na amostra foi calculada pela Equacdo 1 e o seu

teor percentual foi calculado pela Equagéo 2.

Equacéo 1

Equacéo 2

Em que:

Ca = concentragdo da amostra (ug/mL)

Ca%-= concentracéo percentual da amostra

Csr = Concentragéo da substancia quimica de referéncia (ug/mL)
Aa = Area absoluta da amostra

Asr = Area absoluta da substancia quimica de referéncia

Ct = concentracdo tedrica de ampicilina sodica na amostra (ug/mL)

6.1.4.4. Validacdo do método

O método foi validado pela determinacdo dos seguintes pardmetros: conformidade do
sistema, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez, seletividade, limites de deteccdo e de
quantificacdo, de acordo com o preconizado pela literatura (BRASIL, 2003; ICH, 2005;
USP 33, 2010).
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6.1.4.4.1. Linearidade

Para a validacdo do método, foram utilizadas seis concentragdes de ampicilina sddica
SQR (70,0; 80,0; 90,0; 100,0; 110,0 e 120,0 pg/mL). A linearidade foi avaliada por meio do

calculo da regresséo linear através dos minimos quadrados e ANOVA.

6.1.4.4.2. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em dois quesitos: a repetibilidade e a precisao
intermediaria. A repetibilidade (intradia) foi estudada pela realizagdo da analise de 7 injecOes
de solucGes de ampicilina sodica SQR na concentragdo de 90 pg/mL, no mesmo dia e em
condicdes de trabalho idénticas. O valor do desvio padrdo relativo percentual (DPR%) entre
as determinacdes foi analisado. A precisdo intermediaria (interdias e entre analistas), por sua
vez, foi avaliada através da realizacdo de determinagdes de ampicilina sodica na amostra de
po para solucdo injetavel em trés dias diferentes e também por um segundo analista, sob as
mesmas condigBes experimentais. Os valores de DPR% entre os doseamentos foram
calculados (ICH, 2005).

6.1.4.4.3. Exatidao

A exatiddo do metodo foi realizada através do ensaio de recuperacdo, no qual
guantidades conhecidas de ampicilina sddica SQR foram adicionadas a quantidades
conhecidas de amostra (ICH, 2005). A recuperacdo foi realizada em trés niveis, R1, R2 e R3,

e as solucdes foram preparadas segundo a Tabela 11, em triplicata.
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Tabela 11- Preparo das solugdes para o teste de recuperacdo do método cromatografico para

ampicilina sodica

Ampicilina sédica Ampicilina sédica Concentracéao
amostra SQR (200 pg/mL) teorica final
(200 pg/mL) (mL) (mL) (Hg/mL)*?

Amostra 3,5 - 70,0
R1 3,5 0,5 80,0
R2 3,5 1,5 100,0
R3 3,5 2,5 120,0
Padréo - 3,5 70,0

! Bal&o volumétrico de 10 mL
2 Cada nivel de concentragéo foi preparado em triplicata

A porcentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da Equacédo 3, determinada
pela AOAC (AOAC, 2002):

Equacéo 3

Na qual:
Cf = concentracédo da substancia de amostra adicionada de padrdo (SQR) (ug/mL)
Cu = concentracdo da amostra (ug/mL)

Cs = concentracdo tedrica da substancia quimica de referéncia adicionada (pug/mL)

6.1.4.4.4. Robustez

Para a avaliacdo da robustez do método, os seguintes parametros foram variados
individualmente: quantidade de etanol na fase mével (3 unidades percentuais acima e abaixo
da concentracdo de etanol na fase mdvel), comprimento de onda no detector UV-Vis (2
unidades de comprimento de onda acima e abaixo do comprimento de onda de trabalho),
vazdo (0,05 mL/min acima e abaixo da vazéo de trabalho), marca da coluna (Phenomenex) e
marca do etanol (Tedia). Para isso, foram realizados doseamentos de ampicilina sddica na

amostra de p6 para solucéo injetavel nas diferentes condicdes propostas. As respostas obtidas
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foram avaliadas quanto ao DPR% entre as determinagdes, comparando-as com as condigdes
normais de trabalho.

6.1.4.4.5. Seletividade

A seletividade do método foi determinada submetendo solucdes de ampicilina sédica
em po para solucdo injetavel em concentragfes de 90 pg/mL a degradacdo acelerada por
condi¢bes acida, basica, neutra e fotolitica para avaliar a interferéncia de produtos de
degradacéo na quantificacdo da ampicilina sédica.

A solucdo da amostra foi preparada em HCI 0,001 M e NaOH 0,001 M para as
hidrolises acida e basica, respectivamente. As amostras foram aquecidas a 60 °C, por 48
horas. Ambas as solucdes foram neutralizadas com NaOH 0,001 M e HCI 0,001 M,
respectivamente, antes de serem injetadas no equipamento. A degradacdo neutra foi realizada
através da exposicdo de solucdo aquosa da amostra a temperatura de 60 °C, em banho de
aquecimento, por 48 horas. A fotodegradacdo foi induzida através da exposicdo de uma
solucdo aquosa da amostra a luz ultravioleta (UVC, 254 nm) por 48 horas. E importante
destacar que todas as amostras foram injetadas no equipamento em concentracGes de
90 pg/mL.

Obs: ndo foi possivel realizar a degradacdo oxidativa porque o perdxido de hidrogénio,
substancia necessaria para a realizacdo do ensaio, apresenta um grande pico caracteristico no
mesmo tempo de retencdo da ampicilina sédica, encobrindo o pico do farmaco, nas condicdes

de trabalho propostas.

6.1.4.4.6. Limites de deteccdo (LD) e de quantificacéo (LQ)

Os limites de deteccgéo e de quantificacdo foram calculados com base no desvio padréo
do intercepto e na inclinagdo da curva, conforme descrito na literatura (ICH, 2005). Foram
realizadas trés curvas diferentes para a obtencdo dos dados necessarios para os calculos. Os

valores foram calculados através das Equacdes 4 e 5.

. 3,30
CIC
B 10z

L —— Equacdo 5
Q c quacg

LD Equacéo 4
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Em que:
o = desvio padrio do intercepto

IC = inclinagéo da curva analitica

6.1.4.4.7. Teste de conformidade do sistema cromatografico

Para a verificacdo da conformidade do sistema cromatografico selecionado, foram
preparadas e injetadas seis solu¢des de ampicilina sddica SQR na concentragdo de 90 pg/mL.
Ap0s esta etapa, foram avaliados os seguintes parametros: tempo de retencdo (tr), area do
pico, numero de pratos (N) e os fatores de cauda (FC), de assimetria (As) e de retencéo (k).
Além disso, foram calculados e analisados os valores de DPR% para cada um deles.

Os valores de tgr e area do pico cromatografico foram fornecidos pelo software do
equipamento de CLAE utilizado.

O numero de pratos foi calculado segundo a Equacéo 6.

N = 554 x (tg/Wgp)? Equacao 6

Em que:
tr = tempo de retengdo (em minutos)
W5, = largura do pico a meia altura

Os fatores de cauda (FC) e de assimetria (As) foram calculados segundo as Equacdes 7
e 8, respectivamente, sendo As calculado a 10% da altura do pico, e FC calculado a 5% desta

altura. A Figura 16 mostra as medidas relacionadas ao calculo destes pardmetros.
Equagéo 7
Equacéo 8
Em que:
a e b = distancias entre o sinal méximo do pico até as linhas verticais e perpendiculares

a linha de base que interceptam o traco a 5% (para o célculo do FC) ou 10% (para o célculo
de Ag) de sua altura (Figura 16).
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Figura 16- Medidas relacionadas & determinagdo dos fatores de cauda (FC) e assimetria do

pico cromatografico (As), calculados pelas Equaces 2 e 3.

5%da 1 10 % da
Altura ] ( Altura
do Pico | * do Pico

Fonte: PASCHOAL et al., 2008.

O fator de capacidade (k), por sua vez, foi calculado através da Equacéo 9.

K — (tn - tc-) Equacéo 9
tl}

Em que:
tr = tempo de retengédo

to = tempo de retengdo do composto ndo-retido

Obs: as equacdes foram baseadas em informacdes das seguintes fontes: COLLINS,
BRAGA, BONATO, 2006 e PASCHOAL et al., 2008.

6.1.5. Resultados

6.1.5.1. Ensaios preliminares

Entre todas as combina¢Ges dos pardmetros cromatogréficos citados na Tabela 9,
algumas observacgdes podem ser realizadas:
e Com a utilizacdo da coluna Waters Symmetry Cig (250 x 4,6 mm; 5 um), a
pressdo de trabalho ficou proxima a do limite superior do equipamento
(4000 psi) quando misturas de etanol e &gua foram testadas, em qualquer
vaz&o, inviabilizando o seu uso.
e O uso da coluna analitica Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm; 5 pm) ndo

apresentou problemas quanto a pressdao de trabalho, que se manteve
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seguramente distante do limite maximo do equipamento em todas as vazdes
testadas.

e Vazdo de 1,0 mL/min na coluna Agilent Zorbax fez com que os tempos de
retengdo ficassem abaixo de 1 minuto para todas as fases moveis testadas,
tornando o seu uso inadequado.

e As trés fases moveis testadas apresentaram picos simétricos na coluna analitica
Agilent Zorbax Cig, com vazdo de 0,5 mL/min. No entanto, os tempos de
retencédo foram diferentes para cada fase movel, como o descrito a seguir:

o Etanol : Agua (50:50, v/v): aproximadamente 2,4 minutos.
o Etanol : Agua (40:60, v/v): aproximadamente 3,1 minutos.

o Etanol : Agua (30:70, v/v): aproximadamente 3,8 minutos.

A Figura 17 apresenta o cromatograma tipico obtido pelo método proposto, utilizando
a coluna analitica Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm; 5 um), vazéo de 0,5 mL/min e fase
movel constituida por etanol e agua na proporcdo de 40:60 (v/v). A Figura 18 mostra a
sobreposicao dos cromatogramas de solucGes aquosas de 90 pg/mL de ampicilina sédica SQR
e na forma farmacéutica de p6 para solugdo injetavel.

Figura 17- Cromatograma de ampicilina sédica SQR (90 pg/mL) obtido pelo método
cromatografico proposto. Fase movel: etanol : agua (40:60, v/v). Fase estacionaria: Agilent
Zorbax Cig (150 x 4,6 mm; 5 pum).

0 204

||
w104




Andlise quantitativa 90

Figura 18- Sobreposicdo de cromatogramas de ampicilina sédica SQR e em p0 para solucdo
injetavel, nas mesmas concentracGes (90 pg/mL). Fase mével: etanol : 4gua (40:60, v/v). Fase

estacionaria: Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm; 5 um). AMP: ampicilina sodica.

6.1.5.2. Validacao do método analitico

6.1.5.2.1. Linearidade

Os valores das areas obtidas para a curva analitica de ampicilina sddica SQR estdo
apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12- Valores das areas referentes ao pico de ampicilina sédica SRQ para a construcéo
da curva analitica de CLAE

Concentracao

Areas’ (AU) Area média + e.p.m.? DPR? (%)
(Mg/mL)

5538756
70 5484302 5537611 + 30452,43 0,95
5589774

6283548
80 6463920 6364478 + 52885,187 1,44
6345967

7057666
90 7159669 7113066 + 29772,41 0,72
7121864

7797528
100 7823268 7850445 + 40730,44 0,90
7930539

8500265
110 8492330 8553189 + 56937,71 1,15
8666973

9188972
9291749 9285077 + 53664,00 1,00
9374510

120

“Valor médio de trés determinacdes
2 e.p.m.: erro padrdo da média
® DPR: desvio padrao relativo
Cada valor médio das areas absolutas obtidas na determinacdo da curva analitica foi
disposto em um grafico em relacdo a sua respectiva concentracdo, conforme ilustrado na

Figura 19.
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Figura 19- Curva analitica de ampicilina sddica SQR obtida pelo método cromatografico.
Fase movel: etanol : agua (40:60, v/v). Fase estacionaria: Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm;

5 um).

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de ampicilina sddica SQR esta

apresentada na Tabela 13.

Tabela 13- Analise de variancia dos valores de area determinados na obtencdo da curva

analitica de ampicilina sddica SQR, utilizando o método por CLAE

Fontes de Graus de Soma de Variancia F F
variagao liberdade quadrados calculado tabelado
Entre
N 20082003418783 5816400683756  938,79* 3,11
concentra(;oes
Rel?r:ZZfao 1 20082003418783  29082003418783  4693.94* 475
Desvio da 4 0,00003 0,0000075 0,00000 2,96
linearidade
Residuo 12 74347719735,6 6195643311
Total 17 29156351138519

*Significativo para p < 0,05

6.1.5.2.2. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em trés pardmetros: intradia, interdias e entre-

analistas. Os resultados foram expressos com base nos valores de DPR percentuais. A
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preciséo intradia forneceu um valor de DPR de 0,75%. Os valores percentuais de DPR

apresentados pelos parametros interdias e entre-analistas estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14- Determinacdo da precisdo interdias e entre-analistas do método para ampicilina
sodica por CLAE

Interdias Entre-analistas
_ Teor’  Teor' DPR? _ Teor’  Teor! DPR?
Amostra Dia Analista
(g/frasco) (%) (%) (g/frasco) (%) (%)
1 0,980 97,98
1 0,980 97,98
1 2 0,969 96,88 1,22 0,72
2 0,990 98,98

3 0,956 95,62

" média de trés determinacdes
> DPR = desvio padréo relativo

6.1.5.2.3. Exatidao

A exatidao do método foi determinada pelo ensaio de recuperacéo, o qual foi realizado

em trés niveis de concentragdo e os resultados estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15- Determinacdo da exatiddo do método analitico para analise de ampicilina sédica
por CLAE

Ampicilina sédica Ampicilina sddica . ) Recuperacéo
o , Recuperacéo DPR o
SQR adicionada SQR encontrada média
(%) (%)
(Mg/mL) (Mg/mL) (%0)
R1 10,0 10,08 100,78 1,68
R2 30,0 29,60 98,67 0,96 99,54
R3 50,0 49,59 99,17 1,80

"' média de trés determinacdes
2DPR = desvio padréo relativo (dentro de cada nivel de recuperagio)

6.1.5.2.4. Robustez

A robustez foi avaliada por meio de pequenas modificagdes, individuais, nos seguintes

parametros do método: quantidade de etanol na fase mével, comprimento de onda no detector
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UV-Vis, vazdo, marca da coluna e marca do etanol. Os resultados obtidos estdo apresentados
na Tabela 16.

Tabela 16- Pardmetros da avaliacdo da robustez do método analitico para analise de

ampicilina sodica por CLAE

) Ampicilina o
. Faixa o Ampicilina 1
Variavel ) ) sodica o DPR" (%)
investigada sodica (%)
(g/frasco)
37 0,941 94,06
Etanol (%) 40 0,956 95,62 1,85
43 0,976 97,59
) 208 0,991 99,09
Comprimento
210 0,969 96,88 1,77
de onda (nm)
212 1,003 100,33
0,45 0,967 96,70
Vazéo
) 0,50 0,976 97,61 1,37
(mL/min)
0,55 0,993 99,34
Marca da Agilent 1,007 100,70 044
coluna Phenomenex 1,001 100,08 ’
Marca do J. T. Baker 0,980 97,98 120
etanol Tedia 0,997 99,66 ’

! DPR = desvio padréo relativo
6.1.5.2.5. Limites de detec¢do e quantificacéao

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados para determinar a
sensibilidade do método. O valor calculado para o limite de deteccdo foi de 4,76 pg/mL e o

limite de quantificacdo foi de 14,41 pg/mL.
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6.1.5.2.6. Seletividade e estudos de degradacéo forcada

O estudo da degradacdo forcada da amostra de ampicilina sdédica em p6 para solucéo
injetavel foi realizado para verificar as propriedades indicadoras de estabilidade do método
proposto. Em todas as condicdes de estresse pelas quais a amostra foi submetida, houve
decréscimo do pico da ampicilina sodica e a formacdo de novos picos nos cromatogramas. A
amostra foi mais estavel em condicao fotolitica e apresentou maior degradacdo em condigdo
alcalina.

A Tabela 17 apresenta os dados obtidos no estudo de degradacdo forcada da amostra.
As Figuras 20, 21, 22 e 23 apresentam 0s cromatogramas obtidos com as degradac6es acida,

alcalina, fotolitica e neutra, respectivamente.

Tabela 17- Resultados obtidos no estudo de degradacdo forcada da amostra de ampicilina

sodica em po para solucdo injetavel para avaliagdo da seletividade do método de CLAE

Area remanescente do pico Tempos de reten¢do dos

Degradacao . - , . .
principal de ampicilina sédica Novos picos
Acida 48 horas: 48 horas:
12,43% 2,50; 4,60 e 5,83 minutos
Alcalina 48 horas: 48 horas:
0,00% (desaparecimento do 2,51; 3,60 e 5,81 minutos
pico principal)
Fotolitica 24 horas: 24 e 48 horas:
96,79% 2,31 minutos
48 horas:
91,88%
Neutra 24 horas: 24 e 48 horas:
47,93% 2,40; 2,75;359e5,71
48 horas: minutos

27,44%
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Figura 20- Cromatograma da amostra de ampicilina sédica em pé para solucdo injetavel
(90 pg/mL) submetida & degradacdo em meio acido (HCI 0,001 M) apds 48 horas a 60 °C.
Fase movel: etanol : 4gua (40:60, v/v). Fase estacionaria: Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm;

5 um). AMP: ampicilina sodica. DEG: produto de degradacéo.

Figura 21- Cromatograma da amostra de ampicilina sédica em pd para solucdo injetavel
(90 pg/mL) submetida a degradagcdo em meio basico (NaOH 0,001 M) ap6s 48 horas a 60 °C.
Fase movel: etanol : 4gua (40:60, v/v). Fase estacionaria: Agilent Zorbax Cyg (150 x 4,6 mm;

5 um). AMP: ampicilina sodica. DEG: produto de degradacéo.
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Figura 22- Cromatograma da amostra de ampicilina sodica em pd para solucdo injetavel
(90 pg/mL) submetida a degradagdo na luz ultravioleta apds 24 e 48 horas. Fase movel:
etanol : agua (40:60, v/v). Fase estacionaria: Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm; 5 um). AMP:

ampicilina sodica. DEG: produto de degradagéo.

Figura 23- Cromatograma da amostra de ampicilina sddica em po para solucdo injetavel
(90 pg/mL) submetida & degradacdo em meio neutro (agua) apds 24 e 48 horas a 60 °C. Fase
movel: etanol : agua (40:60, v/v). Fase estacionaria: Agilent Zorbax C;g (150 x 4,6 mm;

5 um). AMP: ampicilina sodica. DEG: produto de degradacéo.
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6.1.5.2.7. Teste de conformidade do sistema cromatografico

Para a verificacdo da conformidade do sistema cromatografico, foram analisados 0s
seguintes parametros: tempo de retencéo (t;), area do pico, numero de pratos (N) e os fatores
de cauda (FC), de assimetria (As) e de capacidade (k). Os dados obtidos estdo descritos na
Tabela 18.

Tabela 18- Andlise de conformidade do sistema cromatografico desenvolvido para anlise de

ampicilina sodica por CLAE

Parametros avaliados

Fator de Fator de NUmero de Tempo de Fator de Area
assimetria cauda Pratos retencao capacidade

1,20 0,88 6737,53 3,123 2,123 7328217

1,18 0,86 6724,59 3,120 2,120 7195403

1,20 0,88 6620,35 3,119 2,119 7193957

1,20 0,88 6694,45 3,113 2,113 7307687

1,20 0,88 6737,53 3,123 2,123 7330245

1,20 0,88 6728,91 3,121 2,121 7337749

Média 1,20 0,88 6707,23 3,120 2,120 7282210
DPR'% 0,68 0,93 0,68 0,12 0,175 0,94

" DPR: desvio padréo relativo

6.1.6. Discussao

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) vem contribuindo de
maneira significativa com a analise de medicamentos, sendo muito empregada pela industria
farmacéutica na quantificacdo de farmacos em formulacGes farmacéuticas. A técnica de
CLAE possui grande poder de resolucdo, alta velocidade de separacdo, capacidade de
medicdo quantitativa exata e ainda permite andlises repetitivas e reprodutivas com a mesma
coluna (JEFFERY et al., 1992). Estes motivos contribuem para esta técnica ocupar lugar de
destaque dentre os métodos instrumentais de analise.

Existem vérios detectores utilizados para separacdes em CLAE, no entanto, um dos
mais utilizados é o detector de ultravioleta. Este é capaz de monitorar a estabilidade de

farmacos e formulacdes farmacéuticas, detectando seus produtos de degradacao.
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A CLAE é descrita em algumas referéncias farmacopeicas e também em trabalhos
publicados em periddicos nacionais e internacionais para a andlise de ampicilina em
formulagGes farmacéuticas, cosmeticos, fluidos biologicos, alimentos e no meio aquético,
como o descrito no item 6.1.1. No entanto, a maioria das fases mdveis sugeridas na literatura
envolve a utilizacdo de solugfes-tampdo em sua composi¢cdo, o que se configura em uma
desvantagem do método, pois 0s sais que compdem estas solu¢Bes tendem a adsorverem-se na
coluna analitica, podendo causar entupimentos e diminuindo sua vida util. Por tal motivo, a
utilizacdo de tampdes em fases modveis demandam longas lavagens da coluna e de todo
sistema cromatografico para sua remocao.

Durante os ensaios preliminares, foram testadas diferentes condi¢Ges cromatogréaficas,
tais como a dimenséo e a marca da coluna analitica, a fase movel e a vazéo. A coluna analitica
Waters Symmetry Cig (250 x 4,6 mm; 5 um) ndo apresentou resultados satisfatorios, visto que
com esta coluna, a pressao de trabalho ficou proxima a do limite superior do equipamento,
provavelmente devido a alta viscosidade da fase movel, constituida por uma mistura de etanol
e agua. Por tal motivo, optou-se pela coluna analitica Agilent Zorbax Cig (250 x 4,6 mm; 5
pm), a qual ndo apresentou este tipo de problema e se mostrou adequada para as analises.

Quanto a fase movel, optou-se por ndo se utilizar solugBes-tampdo em sua
constituicdo. Desta forma, a fase movel escolhida foi formada por etanol e agua (40:60, v/v).
Este fato se configura em uma excelente otimizacdo do metodo, pois com esta fase maével
minimiza-se 0s possiveis danos & coluna cromatografica que a presenca de tampdes poderia
causar. Ao mesmo tempo, torna desnecessaria longas lavagens da coluna para a remog¢édo dos
sais que compdem essas solucdes. A proporcédo de etanol e dgua na fase movel foi escolhida
considerando o melhor desempenho desta mistura em calculos de conformidade do sistema
cromatografico em relacdo as outras propor¢oes testadas. Pelo mesmo motivo optou-se pela
vazéo de 0,5 mL/min.

A fase modvel escolhida ainda possui outra vantagem em relacdo as fases mdveis
sugeridas pela literatura, que é o fato de utilizar etanol em sua composi¢cdo no lugar dos
solventes mais comumente empregados, tais como 0 metanol e a acetonitrila. O etanol possui
muitas vantagens em relacdo aos outros solventes, pelo fato de ser menos toxico para 0s
operadores, de fécil descarte e ainda possuir custo reduzido (RIBEIRO et al., 2004).

O uso de etanol e agua como sistema solvente, hd algum tempo atras, ndo era muito
comum por alguns motivos, entre eles, o fato de aumentar a viscosidade do sistema e,

consequentemente, a pressao de trabalho. No entanto, os equipamentos modernos suportam
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pressdes muito mais altas, o que torna vidvel o uso de etanol na composi¢do de fases moveis
(RIBEIRO et al., 2004). Além disso, estudos mostram que misturas de etanol e &gua
apresentam boas propriedades cromatograficas quando usadas com colunas de fase reversa Cg
e Cis (MIYABE, TAKEUCHI, TEZUCA, 1999; RIBEIRO et al., 1999; RIBEIRO et al.,
2004). Outro motivo pelo qual o etanol é um solvente pouco utilizado em métodos
cromatograficos é o fato de que em alguns paises, como por exemplo, os Estados Unidos,
onde muitos métodos sdo desenvolvidos, ha um rigido controle sobre a comercializacdo deste
solvente (RIBEIRO et al., 2004).

Esta fase mdvel também foi escolhida devido ao curto tempo de retencdo do farmaco,
de 3,1 minutos, aproximadamente. A tendéncia € que as industrias adotem a postura de
reducdo, prevencao ou eliminacdo de residuos de processo. Desta maneira, ela minimiza a
quantidade de efluentes a ser tratado, fato que pode ser uma opgdo economicamente
vantajosa, além de reduzir os impactos de suas atividades sobre o meio ambiente
(SANSEVERINO, 2000). Neste contexto, o preparo das solucbes de trabalho com agua ao
invés de fase movel também foi escolhido com o objetivo de minimizar o uso de solventes
organicos.

Os testes de conformidade do sistema mostraram que os pardmetros cromatograficos
escolhidos para a analise sdo capazes de fornecer resultados com precisdo e exatidao
confiaveis, visto que o numero de pratos foi superior a 2000, dentro do recomendado, e 0s
valores médios dos fatores de assimetria e de cauda estiveram abaixo do valor-limite de 2,0.
Além disso, o valor médio calculado para o fator de capacidade também se mostrou
apropriado, acima de 2,0. Do mesmo modo, foi verificada precisdo adequada entre os valores
de tempo de retencdo e de area dos picos cromatograficos, cujos desvios padréo relativos
percentuais (DPR%) se encontraram abaixo de 1%, que é o recomendado para testes de
conformidade do sistema (FDA, 1994). O ICH (2005) ndo apresenta valores de referéncia
para os parametros analisados, portanto os valores de referéncia para estes testes foram
baseados naqueles sugeridos pelo FDA para a validacdo de métodos cromatograficos (FDA,
1994). Os outros parametros cromatogréaficos foram validados de acordo com o ICH (2005).

A linearidade do método foi constatada no intervalo de 70,0 a 120,0 pug/mL. Os
valores para o intercepto e a inclinacdo da curva analitica foram 74402 e 382416,
respectivamente, com coeficiente de correlacdo de 0,9996, o que mostra a adequada
linearidade do método. A anélise estatistica (Tabela 13) mostrou que o método apresentou

regressdo linear significativa, visto que o valor de F calculado (4693,94) foi superior ao de F
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tabelado (4,75) para este quesito. Além disso, a andlise estatistica também mostrou que nao
houve desvio significativo da linearidade, ja que o F calculado (0,00) foi menor que o F
tabelado (2,96). Esta analise foi realizada a um nivel de significancia de 5%.

O metodo apresentou precisdao adequada, visto que os valores de DPR% para 0s
parametros intradia, interdias e entre-analistas foram 0,75%, 1,22% e 0,72%, respectivamente,
0s quais se encontram abaixo de 2,0%. O método também mostrou exatiddo apropriada, visto
que apresentou valor experimental medio de recuperacdo de 99,54%, como mostra a Tabela
15.

O valor calculado para o limite de deteccdo foi de 4,76 pg/mL e para o limite de
quantificacdo foi de 14,41 pg/mL. Estes valores indicam a capacidade do método para
detectar e quantificar com confiabilidade ampicilina sédica em pé liofilizado para solucédo
injetavel. Além disso, estes valores se encontram abaixo da faixa de trabalho, o que é ideal.

A robustez foi avaliada por meio de pequenas modificagdes, individualmente, nos
seguintes parametros do método: quantidade de etanol na fase mdvel, comprimento de onda
no detector UV-Vis, vazdo, marca da coluna e marca do etanol. Os valores calculados de
DPR% se mostraram abaixo de 2,0%, conforme mostrado na Tabela 16, comprovando que
pode haver pequenas modificagdes nestes parametros sem influenciar de maneira expressiva a
anélise do farmaco.

Segundo dados da literatura, a principal rota de degradacdo da ampicilina é a clivagem
hidrolitica do anel B-lactdmico presente na molécula, sendo que este processo é acelerado em
condicOes extremas acidas e basicas. A partir da clivagem hidrolitica desta estrutura, podem
ser formados os &cidos peniciloico, penaldico e penilico, os quais sdo os principais produtos
de degradacdo descritos para a ampicilina. Contudo, estes compostos podem sofrer
degradagOes subsequentes, formando novos produtos de degradacdo (IVASHKIV, 1973;
SHAKOOR, TAYLOR, 1996).

O estudo da degradacdo forcada da amostra de ampicilina sédica mostrou que em
todas as condi¢des de estresse pelas quais a amostra foi submetida, houve decréscimo do pico
da ampicilina sddica e a formacdo de novos picos nos cromatogramas. A amostra foi mais
estavel em condicdo fotolitica e apresentou maior degradacdo em condicdo alcalina. Estes
dados estdo de acordo com a literatura, considerando que a principal rota de degradacédo deste
farmaco é através da hidrolise, que é acelerada em condicdes cidas e alcalinas. Desta forma,
este estudo mostrou que o método possui adequada seletividade, visto que foi possivel

quantificar a ampicilina sédica mesmo na presenca de seus produtos de degradacdo. Além
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disso, este estudo demonstrou a aplicabilidade do método para a indicagdo de estabilidade do
farmaco.

O teor médio de ampicilina sddica determinado no medicamento foi de 96,83%, o qual
se encontra de acordo com as especificacGes farmacopeicas, de 90 a 115% (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

O método proposto cumpre todos 0s requisitos preconizados pela literatura para
validacdo de métodos cromatograficos. Assim, ele € capaz de quantificar ampicilina sédica
em po liofilizado para preparagdes injetaveis, além de ser capaz de avaliar sua estabilidade,
podendo ser uma alternativa mais pratica, econdmica e ambientalmente favoravel para

analises de rotina do controle de qualidade deste farmaco.

6.2. Ensaio microbioldgico — Turbidimétrico

6.2.1. Consideragdes gerais

A poténcia de antimicrobianos € avaliada comparando-se a dose que inibe o
crescimento de um micro-organismo suscetivel em relacdo a dose de uma substancia padréo
do antimicrobiano que produz inibicdo similar. A Farmacopeia Brasileira (2010) descreve
duas maneiras de se realizar a avaliagdo da poténcia dos antimicrobianos, uma pelo método de
difusdo em agar e a outra pelo turbidimétrico.

O ensaio microbiologico pelo método turbidimétrico se baseia na inibicdo do
crescimento de um cultivo microbiano em solugdo uniforme do antimicrobiano, em um caldo
que favorece o seu rapido crescimento na auséncia desse farmaco (ESMERINO et al., 2004).
Desta maneira, permite a determinacdo da poténcia do fa&rmaco através da medida da turbidez
causada pela inibicdo do crescimento do micro-organismo por este antimicrobiano.

As Farmacopeias Brasileira (2010) e Japonesa (JP, 2011) preconizam a avaliacdo da
poténcia da ampicilina sédica apenas pelo ensaio microbiologico pelo método de difusdo em
agar, que ¢ baseado na medicdo do tamanho das zonas de inibicdo causadas pelo crescimento
microbiano, em &gar nutriente. Existem também outros trabalhos na literatura que descrevem
a determinacdo da ampicilina pelo método de difusdo em agar em diferentes matrizes, tais
como formulacBes farmacéuticas (SHU, YAO, YANG, 1988; EJIKEME, ADEMOLA, 2010;
UDOBI, UBULOM, AKPABIO, 2011) e alimentos de origem animal (WANG et al., 1999;
ZHANG et al., 2004).



Andlise quantitativa 103

Buscando-se na literatura, ndo se encontra nenhum trabalho que tenha realizado o
ensaio turbidimétrico para avaliacdo da ampicilina sodica na forma farmacéutica po
liofilizado para solucdo injetdvel. No entanto, hd& um trabalho que realizou o método
turbidimétrico para ampicilina triidratada, nas formas farmacéuticas capsula e xarope
(CHAKRABARTI et al.,, 1981). Porém, segundo a Farmacopeia Brasileira (2010), a
ampicilina triidratada possui estrutura molecular, pH e parametros de solubilidade diferentes
que a ampicilina sodica, portanto, € interessante o desenvolvimento de um método
microbioldgico por turbidimetria para a ampicilina na forma sddica, em pd para solugédo
injetavel.

Este método € interessante, principalmente, pelo menor tempo de anéalise em relacédo

ao método por difusdo em agar.

6.2.2. Ensaios preliminares para estabelecimento dos parametros analiticos

Para a quantificacdo de ampicilina sodica, foram realizados testes preliminares para
padronizar as condicGes a serem utilizadas, verificando parametros como micro-organismo,
meio de cultura, solucdo diluente, concentrac@es do inoculo e do farmaco, conforme descrito
na Tabela 19.
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Tabela 19- Pardmetros testados durante o desenvolvimento do ensaio microbiolégico pelo

método turbidimétrico

Parametros

Descricéo

Micro-organismos

Bacillus subtilis ATCC 9372 IAL 1027
Kocuria rhizophila ATCC 9341 IAL 636
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 1AL 2150
Saphylococcus aureus ATCC 6538 IAL 1851
Saphylococcus aureus ATCC 26923

Meios de cultura

caldo Brain Heart Infusion (BHI)

caldo Casoy
caldo Mueller-Hinton

Solucdes diluentes

agua
solucdo tampdo pH 6,0

solugédo tampdo pH 8,0

Concentragdes do in6culo

4,0 %
5,0%
6,0 %
8,0 %
10,0 %

ConcentragOes das
solugdes padrdo e amostra

0,05; 0,1; 0,2 pg/mL
1,0; 2,0; 4,0 pg/mL

2,0; 4,0; 8,0 pg/mL

4,0; 8,0; 16,0 pg/mL

5,0; 10,0; 20,0 pg/mL

Apbs a realizacdo dos ensaios preliminares, 0s parametros apresentados na Tabela 20

foram selecionados, por apresentarem melhor desempenho na anélise.
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Tabela 20- Pardmetros estabelecidos para a determinacdo de ampicilina sédica em pd para
solugdo injetavel pelo método turbidimétrico

Parametros Descricéo
Micro-organismo Saphylococcus aureus ATCC 26923
Meios de cultura caldo Casoy

Diluente agua
Concentracédo do indculo 6,0%

ConcentragOes das
N N 2,0; 4,0; 8,0 pg/mL
solucgdes padrdo e amostra

6.2.3. Material

Para o desenvolvimento do método turbidimétrico foram utilizadas ampicilina sodica
SQR e ampicilina sodica em po liofilizado para preparacdes injetaveis descritas nos itens 4.2 e
4.3, respectivamente.

Para os testes preliminares, foram usados os seguintes meios de cultura, com suas
respectivas marcas: caldo BHI (Merck, Alemanha); caldo Casoy (Difco, EUA) e caldo
Mueller-Hinton (Acumedia, EUA). Também foi utilizado o meio de cultura &gar Casoy
(Difco, EUA) para a manutencdo dos micro-organismos teste. Formaldeido grau analitico
(Qhemis) foi usado para interromper o crescimento dos micro-organismos.

Os meios de cultura foram esterilizados antes do uso em autoclave vertical modelo AV
(Phoenix Luferco, SP, Brasil). A incubacdo dos micro-organismos foi realizada em aparelho
incubador Shaker modelo MA420 (Marconi, SP, Brasil) e estufa para cultura bacterioldgica
ECB 1.2 digital (Odontobrés, SP, Brasil). Para as leituras, utilizou-se espectrofotdmetro
modelo DU 530 (Beckman Coulter, CA, EUA).

O software Microsoft Excel (2007) foi utilizado para a construcdo das curvas
analiticas.

Também foram usados os seguintes equipamentos: micropipetador modelo 20-200 uL
(Digipet, PR, Brasil); balanca analitica modelo H10 (Mettler Toledo, Suica) e balanca semi-
analitica modelo B160 (Micronal, SP, Brasil).
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6.2.4. Método

6.2.4.1. Preparo do meio de cultura

Todos 0s meios de cultura foram preparados conforme indicado pelos fabricantes em
seus respectivos rotulos, sendo dissolvidos em agua sob aquecimento e esterilizados em

autoclave (condigdes: 121 °C, 1 atm) durante 15 minutos.

6.2.4.2. Preparo do inéculo

O micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 26923 foi inoculado com auxilio de
alca de platina para caldo Casoy e mantido, para o seu crescimento, em estufa microbioldgica
a temperatura de 35 °C * 2 °C, durante as 21 horas anteriores a realizacdo do experimento.
Depois disso, o inoculo foi padronizado em espectrofotdmetro a 580 nm, obtendo-se
transmitancia de 25% + 2%. O meio de cultura padronizado foi preparado e utilizado
imediatamente (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

6.2.4.3. Preparo da solugcdo de ampicilina sédica SQR

Para o preparo da solucdo de ampicilina sédica SQR, foram pesados 20,57 mg de
ampicilina SQR (o equivalente a 20,0 mg de ampicilina sédica descrita no item 4.2),
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com agua, para
obtencéo de solu¢do com concentracdo de 200 pg/mL. Aliquotas de 0,1; 0,2 e 0,4 mL desta
solucdo foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, para obtengédo das solucdes de

trabalho com as concentrag6es de 2,0; 4,0 e 8,0 pg/mL.

6.2.4.4. Preparo da solugdo de ampicilina sédica amostra

Os conteudos de vinte frascos-ampola de ampicilina sédica em pd para solucdo
injetavel (descritos no item 4.3) foram misturados. Desta mistura, foram exatamente pesados
20 mg, que foram transferidos para baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado
com agua, para obtencédo de solucdo estoque com concentracdo de 200 pg/mL. Desta solucéo,
foram transferidas aliquotas de 0,1; 0,2 e 0,4 mL para baldes volumétricos de 10 mL,
completando o volume com 4&gua, para obtencdo das solucdes de trabalho com as
concentragdes de 2,0; 4,0 e 8,0 pg/mL, respectivamente.
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6.2.4.5. Ensaio

O preparo do indculo foi realizado como descrito no item 6.2.4.2. Depois disso, foram
distribuidos em tubos de ensaio idénticos contendo 10 mL de caldo Casoy estéril, 200 pL das
solucbes padrdo ou amostra, descritas nos itens 6.2.4.3 e 6.2.4.4, respectivamente.
Posteriormente foram adicionados 0,6 mL de caldo nutriente inoculado. Desta forma, foram
utilizados 20 tubos de ensaio em retas paralelas 3 x 3, sendo trés tubos para cada concentracdo
do padrédo e da amostra, um para o controle positivo (contendo caldo e o inoculo, sem adicéo
de ampicilina sodica) e um para o controle negativo (contendo somente o caldo). Para cada
concentracdo do padrdo e da amostra foram feitas trés réplicas.

Os tubos foram incubados em banho de aquecimento com agitador orbital, a
temperatura de 35,0 °C = 2,0 °C, por 4 horas. Apos o periodo de incubacao, foi interrompida a
multiplicacdo dos micro-organismos pela adi¢do de 0,5 mL de solucdo de formaldeido 12%
em cada tubo. Em seguida o aparelho foi zerado pelo tubo de ensaio contendo o controle
negativo e as leituras de absorvancia em cada tubo foram efetuadas no comprimento de onda
de 530 nm em espectrofotdmetro.

Em cada ensaio, os resultados foram analisados estatisticamente e a poténcia foi
calculada.

6.2.4.6. Obtencao da curva analitica

A curva analitica foi construida de acordo com o descrito no item 6.2.4.5, utilizando-
se 0 delineamento 3x3, conforme o preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010). A reta
foi construida em grafico logaritmo da concentragdo versus a média das absorvancias, com as
médias das absorvancias de cada uma das concentracbes da SQR. Foram realizadas trés

curvas, em trés dias diferentes.

6.2.4.7. Calculo da poténcia de ampicilina sddica

Para o calculo da poténcia do medicamento, foi realizado o procedimento descrito no
item 6.2.4.5. Depois disso, a poténcia foi calculada através da equacdo de Hewitt (HEWITT,

2004), a qual esté descrita pela Equacgéo 10.
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Equacéo 10

Na qual:
F= 1/3[(A,+A;+A;)-(P,+P+P;)]
[=logatitmo da razio das doses

E=1/4[(A,4F,)-(A,4+P,)]

6.2.4.8. Validacdo do método

O método foi validado pela determinacdo dos seguintes parametros: linearidade,
precisao, exatiddo e robustez, de acordo com o preconizado pela literatura (BRASIL, 2003;
ICH, 2005; USP 33, 2010).

6.2.4.8.1. Linearidade

A curva analitica foi construida a partir da média de trés curvas realizadas em trés dias
diferentes, conforme descrito no item 6.2.4.6. Os dados obtidos na construgdao da curva
analitica foram analisados para obtencdo da equacdo da reta pelo método dos minimos

quadrados e a verificacdo da linearidade e paralelismo foi constatada através da ANOVA.

6.2.4.8.2. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em dois quesitos: a repetibilidade e a precisao
intermediaria. A repetibilidade (intradia) foi estudada pela realizacdo da leitura de 7 tubos
diferentes, na mesma concentracdo de ampicilina sédica SQR (4,0 pug/mL), mesmo dia e
mesmas condic¢des experimentais. O valor do desvio padréo relativo percentual (DPR%) entre
as determinacdes foi analisado. A precisdo intermediaria (interdias e entre analistas), por sua
vez, foi avaliada através da realizacdo de determinacdes da poténcia de ampicilina sddica na

amostra de po liofilizado para solugdo injetavel em trés dias diferentes e também por um
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segundo analista, sob as mesmas condicGes experimentais. Os valores de DPR% entre 0s

doseamentos foram calculados (ICH, 2005).

6.2.4.8.3. Exatidao

A exatiddo do metodo foi realizada atraves do ensaio de recuperagdo, no qual
guantidades conhecidas de ampicilina sédica SQR foram adicionadas a quantidades
conhecidas de amostra (ICH, 2005). A recuperacao foi realizada em trés niveis, R1, R2 e R3,
e as solucbes foram preparadas segundo a Tabela 21, em triplicata. O restante do
procedimento é igual ao descrito no item 6.2.4.5, com a Unica diferenca sendo o preparo das

solucoes.

Tabela 21- Preparo das solucdes para o teste de recuperacdo do método turbidimétrico

. Volume adicionado
Volume adicionado de o o o
de ampicilinasodica  Concentracéo final

amostra (200 pg/mL) 12
L) SQR (200 pg/mL) (ng/mL)™
(WL)

Amostra 100 - 2,0
R1 100 60 3.2
R2 100 100 4,0
R3 100 140 4,8
Padréo - 100 2,0

! Baldo volumétrico de 10 mL
2 Cada nivel de concentracéo foi preparado em triplicata

A porcentagem de ampicilina sodica recuperada foi calculada pela equacao da reta,
seqguida pela Equagdo 3, determinada pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 2002) e descrita no item 6.1.4.4.3.

6.2.4.8.4. Robustez

Para a avaliacdo da robustez do método, foram variados dois pardmetros,
individualmente: o tempo de incubagdo do in6culo (1 hora acima e abaixo do tempo de
incubacdo de trabalho) e o comprimento de onda de leitura dos resultados em

espectrofotdmetro (5 unidades de comprimento de onda abaixo e acima do comprimento de
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onda de trabalho) apds a incubacdo em banho de aquecimento sob agitagdo. Para isso, foram
realizadas determinacfes da poténcia de ampicilina sédica na amostra de pd para solugdo
injetavel nas diferentes condicdes propostas. As respostas obtidas foram avaliadas quanto ao

DPR% entre as determinagdes, comparando-as com as condi¢des normais de trabalho.

6.2.5. Resultados

6.2.5.1. Ensaios preliminares

Durante a realizagdo dos ensaios preliminares para a padronizagdo dos parametros
para o ensaio microbioldgico pelo método turbidimétrico (Tabela 19), primeiro foram testados
0S micro-organismos de baixa patogenicidade, Kocuria rhizophila, Bacillus subtilis e
Saphylococcus epidermidis. No entanto, foi possivel notar que a Kocuria rhizophila nao
apresentou crescimento uniforme nos caldos nutrientes testados, formando colénias em forma
de aglomerados ao invés de turvar o meio, que era o ideal para o teste; este fato tornou
invidvel a leitura das absorvancias em espectrofotdbmetro de maneira precisa e confidvel. Em
relacdo aos micro-organismos S epidermidis e B. subtilis, ndo foi verificada linearidade
adequada, ou seja, ndo houve correlacdo apropriada entre as concentracGes do antimicrobiano
e a sua acgdo inibitdria sobre estes micro-organismos. Além disso, as respostas obtidas com
estas bactérias ndo foram reprodutiveis. Com isso, optou-se pelo micro-organismo
Saphylococcus aureus ATCC 26923, o qual mostrou resultados reprodutiveis e adequada
linearidade.

Quanto aos meios de cultura testados, os caldos BHI e Casoy apresentaram resultados
satisfatorios e muito parecidos, quando testados com o S aureus. Devido a maior
disponibilidade do caldo Casoy no laboratério, este meio de cultura foi escolhido para o
ensaio. J& no caldo Mueller-Hinton, o S. aureus apresentou crescimento lento, o que tornou o
uso deste meio de cultura inadequado.

As solucdes diluentes testadas, dgua e solucGes-tampdo pH 6,0 e 8,0, apresentaram
resultados parecidos. Desta forma, optou-se pelo uso da dgua devido a praticidade de seu uso
e economia do material necessario para o preparo das solugdes-tampdo. Dentre as varias
concentracdes de indculo testadas, a concentracdo de 6% apresentou os melhores resultados,
devido ao crescimento em quantidade adequada do micro-organismo. O mesmo ocorreu com

as concentragdes de ampicilina sodica na faixa de 2,0 a 8,0 pg/mL, as quais mostraram
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melhor linearidade e precisdo dos resultados, os quais foram confirmados com testes

estatisticos.

6.2.5.2. Validacao do método analitico

6.2.5.2.1. Linearidade

Os valores de absorvancia obtidos durante avaliagdo da linearidade do método, para as
solucBes em diferentes concentracGes de ampicilina sédica SQR e amostra, estdo mostradas
na Tabela 22.

Tabela 22- Valores de absorvancia determinados para a construgdo da curva analitica de

ampicilina sodica pelo método turbidimétrico

Absorvancia®

P1 P2 P3 Al A2 A3

pg/mL
(2,0) (4,0) (8,0) (2,0) (4,0) (8,0)
Dia 1 0,436 0,382 0,327 0,432 0,382 0,331
Dia 2 0,443 0,401 0,353 0,447 0,406 0,351
Dia 3 0,457 0,395 0,355 0,469 0,400 0,342

Absorvancia

) 0,444 0,393 0,345 0,449 0,396 0,341

media
DPR?(%) 4,88 2,47 4,53 4,14 3,15 2,93

! Média de trés determinacdes
2 DPR: desvio padréo relativo

As curvas analiticas de ampicilina sodica SQR e amostra (Figura 24) foram
construidas com as médias dos valores das absorvancias das trés curvas analiticas obtidas
durante os ensaios de linearidade e paralelismo.

As equacdes da reta, determinadas pelo método dos minimos quadrados, so:

= -0,078In(x) + 0,5036, com um coeficiente de correlacdo (r) igual a 0,9999, para a
ampicilina sddica SQR e y = -0,073In(x) + 0,4956, com r de 0,9998, para o farmaco em po

para solucéo injetavel.
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Figura 24- Representacdo gréfica das curvas analiticas de solugcdes de ampicilina sédica SQR
e amostra, em concentracdes de 2,0; 4,0 e 8,0 pg/mL, obtidas pelo método turbidimétrico. p:

padrdo. a: amostra.

A ANOVA calculada para os dados das curvas analiticas de ampicilina sodica é
mostrada na Tabela 23.

Tabela 23- Anélise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencdo das

curvas analiticas de ampicilina sodica, utilizando o método turbidimétrico

Fontes de variacéo GL SQ QM Feal Ftab
Preparacao 1 0,000013 0,000013 0,0683 4,96
Regressao 1 0,032137 0,032137 175,6853* 4,96
Paralelismo 1 0,000061 0,000061 0,3321 4,96
Quadratico 1 0,000001 0,000001 0,0074 4,96

D(;Lj;r';‘if‘cge 1 0,000006  0,000006  0,0342 4,96
Entre doses 5 0,032218 0,006444 35,2255* 3,33
Entre tubos 2 0,000991 0,000495 2,7082 4,10
Dentro (erro) 10 0,001829 0,000183 ... ...

Total 17 0,035038 s

*Significativo para p < 0,05
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6.2.5.2.2. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em trés parametros: intradia, interdias e entre
analistas. Os resultados foram expressos com base nos valores de DPR%. A precisdo intradia
(repetibilidade), na qual a concentracdo de 4,0 pg/mL de ampicilina sodica SQR foi repetida
por 7 vezes, sob as mesmas condi¢Bes experimentais, laboratério e analista, forneceu valor
percentual de DPR de 3,35%. Os valores percentuais de DPR apresentados pelo parametro

interdias estdo apresentados na Tabela 24.

Tabela 24- Valores determinados da poténcia de ampicilina sddica em po6 liofilizado para

solucdo injetavel na avaliacdo da precisdo interdias do método turbidimétrico

Teor de ampicilina sédica Poténcia
Dia média (%) + DPR? (%)
g/frasco % L
e.p.m.
1 0,9882 98,82
2 0,9707 97,07 98,05 £+ 0,52 0,91
3 0,9826 98,26

! e.p.m.: erro padrio da média
2 DPR: desvio padrao relativo

A precisdo entre-analistas também foi avaliada, variando-se o analista e mantendo-se
as mesmas condicOes experimentais e laboratorio. Este parametro forneceu valor de DPR% de
2,92.

6.2.5.2.3. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada através do teste de recuperacdo. Na Tabela 25
encontram-se 0s valores de recuperacdo obtidos através da Equacdo 3, para cada nivel de

concentracdo testado. O valor médio de recuperacdo obtido foi de 100,79%.
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Tabela 25- Resultados obtidos no teste de recuperagdo do método turbidimétrico para

determinacéo de ampicilina sodica em po liofilizado para solugéo injetavel

Ampicilina sédica Ampicilina sddica N , Recuperacdo
o Recuperacao DPR o
SOR adicionada SQR encontrada média
(%) (%)
(Hg/mL) (Hg/mL) (%)
R1 1,20 1,20 100,27 1,05
R2 2,00 2,02 100,23 0,71 100,79
R3 2,80 2,82 100,88 0,69

T DPR: desvio padréo relativo (dentro de cada nivel de recuperagao)

6.2.5.2.4. Robustez

A robustez foi avaliada, modificando-se dois parametros, individualmente: o
comprimento de onda para leitura dos resultados e o tempo de incubacdo do indculo. Os
valores de poténcia da ampicilina sodica na forma farmacéutica obtidos apds estas
modificacdes ndo apresentaram diferenca significativa, como mostra a Tabela 26,

apresentando valores de DPR% inferiores a 3,36.

Tabela 26- Valores obtidos na avaliacdo da robustez do método turbidimétrico para anélise de

ampicilina sédica em pé para solucéo injetéavel

Faixa Ampicilina sédica Ampicilina

Variavel _ _ o DPR* (%)
investigada (g/frasco) sodica (%)
Tempo de 20 0,9844 98,44
incubacéo do 21 0,9707 97,07 0,76
indculo (horas) 22 0,9826 98,26

Comprimento de

_ 525 1,0000 100,00
onda para leitura
530 0,9707 97,07 3,36
dos resultados
535 0,9350 93,50

(nm)

'DPR: desvio padrao relativo
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6.2.6. Discussao

Os ensaios microbiolégicos de antimicrobianos, segundo a Farmacopeia Brasileira
(2010), definem a poténcia de um produto contendo antimicrobiano comparando-se a dose
que inibe o crescimento de um micro-organismo sensivel em relacdo a dose de uma
substancia de referéncia do farmaco que produz inibicao similar.

Existem dois tipos de ensaios microbiologicos para determinacdo da poténcia de
antimicrobianos: por difusdo em agar e por turbidimetria (FARMACOPEIA PORTUGUESA,
2005; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; JP, 2011). No entanto, o0 método turbidimétrico
possui a vantagem de ser mais rapido que o primeiro, tornando-se conveniente as analises
rotineiras de controle de qualidade.

O ensaio microbiologico por turbidimetria permite a determinacdo da poténcia do
farmaco, atraveés da medida da turbidez causada pela inibicdo do micro-organismo pelo
antimicrobiano (FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2005; FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).

Métodos fisico-quimicos usados para quantificacdo de antimicrobianos, tais como
CLAE e espectrofotometria no UV, embora sejam precisos, ndo sdo capazes de indicar a
verdadeira atividade bioldgica do fa&rmaco. Muitas vezes, quando se tenta correlacionar 0s
resultados obtidos em ensaios microbioldgicos com aqueles obtidos em métodos fisico-
quimicos, os resultados podem se mostrar diferentes. Por este motivo, 0s ensaios
microbiologicos para a determinacgdo da poténcia de antimicrobianos ainda desempenham um
papel essencial nos processos de fabricacdo e de controle de qualidade destes farmacos
(MORENO, SALGADO, 2007).

Durante o desenvolvimento do meétodo, foram testadas concentracbes de
antimicrobiano que variam entre 0,05 e 20,0 pg/mL. Diante disso, foram escolhidas as
concentragdes de 2,0; 4,0 e 8,0 ug/mL por terem apresentado a melhor correlagdo entre a dose
e a resposta da substancia em analise. Da mesma forma foi realizada a escolha do micro-
organismo Staphylococcus aureus, ja que, dentre as bactérias analisadas, foi a que apresentou
melhor resposta frente a ampicilina sddica.

A guantidade de ampicilina sédica presente nas amostras de p6 para solucdo injetavel
analisadas foi, em média, de 98,05%, valor que se encontra dentro do limite de 90 a 115%

permitido pela Farmacopeia Brasileira (2010).
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Quanto aos parametros de validagdo do método, a linearidade foi comprovada através
de andlise estatistica (Tabela 23). Através dela, verificou-se que ndo existe desvio da
linearidade nas curvas analiticas provenientes da substancia quimica de referéncia e amostra.
Esta conclusdo ¢ baseada no fato de que o parametro “quadratico” apresentou F calculado
(0,0074) menor que F tabelado (4,96), assim como ocorreu com a “diferenca de quadratico”,
na qual F calculado (0,0342) também apresentou valor inferior ao de F tabelado (4,96). A
linearidade do método também foi demonstrada avaliando-se os coeficientes de correlacao (r)
de 0,9999 e 0,9996, para SQR e amostra, respectivamente, valores excelentes para um ensaio
bioldgico. Também foi evidenciado, estatisticamente, que ndo existe diferenca significativa na
inclinacdo das curvas analiticas da substancia quimica de referéncia e da amostra, ja que o
parametro “paralelismo” apresentou F calculado (0,3321) menor que F tabelado (4,96). Esta
andlise foi realizada a um nivel de significancia de 5%.

A precisdo do método foi avaliada em trés quesitos: intradia, interdias e entre-
analistas. Os parametros interdias e entre-analistas foram realizados através da comparacao
das poténcias obtidas em diferentes dias, no caso da precisdo interdias e através de diferentes
analistas, para a entre-analistas. A precisédo intradia foi realizada através da leitura de 7 tubos
diferentes, na mesma concentracdo e mesmas condi¢Oes experimentais. O valor de DPR%
obtido na precisao interdias foi de 0,91%, na entre analistas foi 2,92% e intradia, 3,35%. Estes
valores se encontram abaixo do valor estabelecido pela RE n°899, de 5% (BRASIL, 2003).

A exatiddo do método foi comprovada pelo teste de recuperacdo. Neste teste,
guantidades conhecidas da substancia de referéncia foram adicionadas a amostra para
quantificacdo da substancia. A recuperacdo média estimada foi de 100,79%, dado que
demonstra a exatiddo do metodo proposto.

A robustez do método foi realizada variando-se tanto o tempo de incubacdo do
indculo, quanto o comprimento de onda de leitura das amostras no espectrofotbmetro. O
método se mostrou robusto para estes dois pardmetros, pois os valores de DPR% se
mostraram inferiores ao limite de 5%.

Assim sendo, o método proposto mostrou-se linear, preciso, exato e robusto,
atendendo a todas as exigéncias para uma adequada quantificacdo de ampicilina sddica em pé
para solucéo injetavel, podendo ser utilizado em andlises de rotina do controle de qualidade
como uma alternativa ao método de difusdo em 4&gar, encontrado na literatura
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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6.3. Espectrofotometria na regido do infravermelho

6.3.1. Consideragdes gerais

No espectro eletromagnético, a porcao situada entre as regides do visivel e das micro-
ondas corresponde a radiagdo infravermelha. Das trés regides do infravermelho (préximo,
médio e distante), a regido vibracional do infravermelho médio, situada entre 4000 cm™ e
400 cm™, é a mais utilizada para fins de identificacdo de compostos (SILVERSTEIN,
WEBSTER, KIEMLE, 2007; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; PAVIA et al., 2010). A
Farmacopeia Brasileira (2010) considera a espectrofotometria no infravermelho médio como
um ensaio de identificacdo por exceléncia, visto que é capaz de distinguir substancias com
diferencas estruturais.

A espectroscopia no infravermelho se baseia no fato de que as ligacdes quimicas das
moléculas possuem frequéncias vibracionais naturais, as quais correspondem a niveis
energéticos ou vibracionais da molécula. Considerando que uma molécula absorve apenas
frequéncias selecionadas de radiacdo no infravermelho, serdo absorvidas apenas aquelas que
equivalem as suas frequéncias vibracionais naturais, 0 que provoca um aumento da amplitude
dos movimentos vibracionais das ligacdes da mesma. No entanto, apenas as ligacdes que
apresentam uma variacdo no seu momento dipolar durante esta vibracdo sdo capazes de
absorver radiacdo na regido do infravermelho. Desta maneira, a frequéncia das vibracGes pode
ser associada a um determinado tipo de banda (PAVIA et al., 2010).

O espectro no infravermelho de uma amostra pode ser obtido submetendo-a a um feixe
de luz infravermelha. Através do exame da luz transmitida é possivel verificar quanta energia
foi absorvida em cada comprimento de onda. Este processo pode ser realizado por meio de
um espectrometro de infravermelho por dispersdo, no qual a amostra é submetida a um feixe
monocromatico, que tem sua frequéncia variada com o tempo para obter-se os dados.
Também se pode usar um espectrémetro de transformada de Fourier, o qual mede todos 0s
comprimentos de onda de uma s vez. Este Ultimo é o mais utilizado nos ultimos tempos e
possui a vantagem de ser mais rapido e mais sensivel que o primeiro (JEFFERY et al., 1992;
SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2010).

E uma técnica que apresenta muitas vantagens em relacdo a outros métodos fisico-
quimicos, pois ndo é necessario o estagio de extracdo da amostra e é apropriado para farmacos
com problema de solubilidade, pois podem ser preparados na forma de p6 para obtencdo de

pastilnas de KBr, por exemplo. Desta forma, economiza-se tempo de analise e custos com
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solventes e membranas (MORENO, SALGADO, 2012a). Além disso, a maior vantagem deste
método ¢é o fato de ndo se utilizar solventes organicos e, desta maneira, ndo gerar residuos.
Com isso, diminui-se a quantidade de efluentes gerados pelas industrias para serem tratados, o
que resulta em economia para a industria e beneficios para 0 meio ambiente.

No entanto, existem poucos trabalhos na literatura que utilizam esta regido do espectro
eletromagnético para a quantificagdo de farmacos (GARRIGUES, GALLIGNANI, DE LA
GUARDIA, 1993; MATKOVIC et al., 2004; FAROUK, MOUSSA, AZZAZY, 2011;
SHERAZI, ALI, MAHESAR, 2011; MORENO, SALGADO, 2012a; TOTOLI, SALGADO,
2012).

Considerando todas as vantagens que esta técnica apresenta em relacdo aos outros
métodos descritos para a quantificacdo da ampicilina sédica em formulagdes farmacéuticas, o
objetivo deste trabalho é propor um método analitico para quantificacdo da ampicilina sédica
em po para solucdo injetavel por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier. Deste modo, a técnica podera ser utilizada em analises de rotina do controle de
qualidade deste farmaco como uma alternativa as existentes, contribuindo economicamente

com a industria e trazendo beneficios para 0 meio ambiente.

e Outros metodos espectrofotométricos descritos na literatura para ampicilina

Buscando-se na literatura, ndo se encontra nenhum método descrito para a
quantificacdo da ampicilina utilizando a faixa do infravermelho médio do espectro
eletromagnético. No entanto, existem varios trabalhos que utilizaram a espectrofotometria na
regido do UV, principalmente a correspondente ao visivel (UV-Vis), como demonstrado na
Tabela 27.
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6.3.2. Material

Para a andlise espectrofotométrica no infravermelho médio, foram utilizadas
ampicilina sodica SQR e ampicilina sddica em pd liofilizado para preparacfes injetaveis
descritas nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente. O brometo de potassio (KBr) utilizado para a
confecgdo das pastilhas foi da marca Synth (Diadema, S&o Paulo, Brasil), de grau analitico.
Antes de sua utilizacdo, o KBr foi dessecado a 120°C até peso constante em estufa modelo
702.780 (Quimis, SP, Brasil).

O equipamento de infravermelho empregado foi Shimadzu (Kyoto, Japédo), com
transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21, que permite a digitalizacdo de espectros e a
obtencdo de arquivos eletrénicos das analises. A regido espectral compreendida na analise foi
de 4000 a 500 cm™, com intervalos de 2 cm™. Apés a obtencdo dos espectros e com o auxilio
do software IR Solution, a analise quantitativa foi realizada na regido espectral compreendida
entre 1800 a 1700 cm™ (Figura 25), referente & banda de uma das carbonilas da molécula de
ampicilina sodica, que teve sua altura analisada em termos de absorvancia.

O software Microsoft Excel (2007) foi utilizado para a construcdo da curva analitica.

Figura 25- Espectro de absorcdo por infravermelho da ampicilina sédica SQR com a
delimitacdo da regido espectral compreendida na analise quantitativa.
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6.3.3. Método

6.3.3.1. Obtencé&o da curva analitica

Massas equivalentes a 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 mg de ampicilina sédica SQR
(previamente diluida em brometo de potassio a 1:10, p/p) foram tomadas e diluidas em
quantidades suficientes de brometo de potassio para a obtencdo de pastilhas para leitura com
massa total de 150 mg. Os pds foram misturados e moidos até a obtengdo de uma mistura
homogénea. Assim, esta mistura foi comprimida em uma prensa mecanica por 15 minutos

para formar pastilhas translicidas, através das quais o feixe do espectrémetro pode passar.

6.3.3.2. Determinacdo de ampicilina sddica no medicamento

6.3.3.2.1. Preparo das pastilhas de ampicilina sdédica SQR

Foram tomadas massas de pé equivalentes a 2,0 mg de ampicilina sodica (20,0 mg da
diluicdo 1:10 em KBr) e devidamente homogeneizadas com 130 mg de brometo de potassio,
perfazendo massa total da pastilha de 150 mg. As determinagdes foram realizadas em

triplicata e as leituras em absorvancia.

6.3.3.2.2. Preparo das pastilhas de ampicilina sédica amostra

Os contetdos de vinte frascos-ampola de ampicilina sodica em p6 para solugdo
injetavel foram misturados. Desta mistura, foram tomadas massas de pé equivalentes a 2,0 mg
de ampicilina sddica (20,0 mg da diluicdo 1:10 em KBr) e devidamente homogeneizadas com
130 mg de brometo de potassio, perfazendo massa total da pastilha de 150 mg. As

determinag6es foram realizadas em triplicata e as leituras em absorvancia.

6.3.3.2.3. Célculo do teor de ampicilina sédica na amostra

A concentracdo de ampicilina sédica na amostra foi calculada pela Equacédo 1 e o seu
teor percentual foi calculado pela Equacdo 2, ambas descritas no item 6.1.4.3.3. Obs: neste
caso, a unidade usada foi mg/150 mg (ou mg/pastilha), ao invés de pg/mL, como descrito no

item mencionado.
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6.3.3.3. Validacdo do método

O método foi validado pela determinacdo dos seguintes pardmetros: linearidade,
precisdo, exatiddo, robustez e limites de deteccdo e quantificacdo, de acordo com o
preconizado pela literatura (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 33, 2010).

6.3.3.3.1. Linearidade

Para verificar a linearidade do método, foram utilizadas cinco concentragGes de
ampicilina sodica SQR (1,0 — 3,0 mg/pastilha), que foram avaliadas em trés dias diferentes. A
linearidade foi avaliada por meio do célculo da regressdo linear através dos minimos

quadrados e a avaliacdo estatistica foi feita pela ANOVA.

6.3.3.3.2. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em dois quesitos: a repetibilidade (intradia) e a
precisdo intermedidria (interdias e entre analistas). A repetibilidade foi estudada pela
realizacdo da analise de 7 pastilhas de ampicilina sédica SQR na concentragdo de
2 mg/150 mg, no mesmo dia e em condicdes de trabalho idénticas. O valor do desvio padrdo
relativo percentual (DPR%) entre as determinacGes foi analisado. A precisdo intermediaria,
por sua vez, foi avaliada através da realizacdo de doseamentos de ampicilina sddica na
amostra de po liofilizado para solugdo injetavel em trés dias diferentes e também por um
segundo analista, sob as mesmas condicGes experimentais. Os valores de DPR% entre 0s
teores obtidos foram calculados (ICH, 2005).

6.3.3.3.3. Exatidao

A exatiddo do metodo foi realizada através do ensaio de recuperagdo, no qual
quantidade conhecida de ampicilina sddica SQR foi adicionada a quantidade conhecida de
amostra (ICH, 2005). A recuperacdo foi realizada em trés niveis, R1, R2 e R3, e as solugdes

foram preparadas segundo a Tabela 28, em triplicata.
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Tabela 28- Preparo das pastilhas para o teste de recuperacdo do método de espectrometria por

infravermelho para ampicilina sodica

o o Ampicilina
Ampicilina sddica o ]
sédica SQR Quantidade Concentracao
amostra (mg) o
o (mg) de brometo de tedrica final
(diluicdo 1:10, p/p o _ )
(diluicdo 1:10, potéssio” (mg) (mg/pastilha)

em KBr)
p/p em KBr)

Amostra 10,0 - 140,0 1,0
R1 10,0 6,0 134,0 1,6
R2 10,0 10,0 130,0 2,0
R3 10,0 14,0 126,0 2,4

Padréo - 10,0 140,0 1,0

! Quantidade suficiente para o preparo de pastilhas com massa total de 150 mg

A porcentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da Equacdo 3, determinada
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002) e descrita no item 6.1.4.4.3.
Obs: a unidade neste caso serd em mg/150 mg ao inves de pg/mL, como descrito na equagdo

mencionada.

6.3.3.3.4. Robustez

A robustez do método foi avaliada com o proposito de mostrar a confiabilidade da
anélise com relacdo a pequenas variagdes em seus parametros de trabalho, ou seja, mostrar
que a validade do método é mantida mesmo com pequenas variagdes das suas condigdes de
trabalho. Os seguintes parametros foram variados individualmente: massa total da pastilha
(2 mg acima e abaixo do peso total das pastilhas de trabalho), marca do brometo de potassio
(Shimadzu) e tempo de compressdo das pastilhas (5 minutos abaixo e acima do tempo de
compressdo de trabalho). As respostas obtidas foram avaliadas quanto ao DPR% entre os

doseamentos.
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6.3.3.3.5. Limites de detecgéo e de quantificacio

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados através das Equaces 4 e 5,
respectivamente, descritas no item 6.1.4.4.6, com base no desvio padrdo do intercepto e na

inclinacdo da curva (ICH, 2005).

6.3.4. Resultados
6.3.4.1. Linearidade

Os valores das absorvéancias obtidas para a curva analitica de ampicilina sodica SQR
estdo demonstrados na Tabela 29.
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Tabela 29- Valores das absorvancias referentes a ampicilina sédica SRQ para a construcao da

curva analitica através do método de espectrofotometria na regido do infravermelho

Concentragao L Absorvancia média + 3
Absorvancia ) DPR” (%)
(mg/150 mg) e.p.m.

0,465
1,0 0,463 0,460 + 0,0045 1,69
0,451

0,673
1,5 0,680 0,675 + 0,0023 0,59
0,674

0,861
2,0 0,871 0,852 + 0,0137 2,80
0,826

1,051
2,5 1,009 1,028 + 0,0120 2,03
1,025

1,244
1,228 1,219 +£0,0182 2,60
1,183

3,0

“Valor médio de trés determinacdes
Z g.p.m.: erro padrdo da média
® DPR: desvio padréo relativo

A curva de analitica para ampicilina sédica SRQ foi construida através da disposicao
do valor médio das absorvancias em relacdo as suas respectivas concentragcbes, como

representado na Figura 26.
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Figura 26- Representacdo grafica da curva analitica de ampicilina sodica pelo método

espectrofotométrico na regido do infravermelho.

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de ampicilina sddica SQR esta

apresentada na Tabela 30.

Tabela 30- Andlise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencdo da

curva analitica de ampicilina sodica SQR, utilizando o método de espectrofotometria na

regido do infravermelho

Fontes de Graus de Soma de Variancia F F

variacao liberdade quadrados calculado tabelado
Entre 1,0514E+00 2 6285E-01 63237% 348

concentracOes

Re,?;ﬁ;ia" 1 1,0499E+00 1,0499E+00 252506% 4,96

Desvio da 3 1,4574E-03 4,8581E-04 1,17 3,71

linearidade

Residuo 10 4.1566E-03 41566E-04 ... ...

Total 14 1,0656E+00 .. s e

*Significativo para p < 0,05
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6.3.4.2. Precisado

A precisdo do método foi avaliada em trés parametros: intradia, ou repetibilidade;
interdias, ou intermediaria; e entre analistas. Os resultados foram expressos com base nos
valores de DPR%. A precisdo intradia forneceu um valor de DPR% de 1,70%. Os valores de
DPR% apresentados pelos parametros interdias e entre analistas estdo apresentados na Tabela
31

Tabela 31- Determinacdo da precisdo interdias e entre analistas do método de

espectrofotometria na regido do infravermelho

Interdias Entre-analistas
_ Teor’  Teor' DPR? _ Teor’  Teor! DPR?
Amostra Dia Analista
(g/ffrasco) (%) (%) (g/frasco) (%) (%)
1 0,984 98,44
1 0,960 96,01
1 2 0,960 96,01 1,29 2,47
2 0,927 92,71

3 0,968 96,75

" média de trés determinacdes
> DPR = desvio padréo relativo

6.3.4.3. Exatidao

A exatidao do método foi determinada pelo ensaio de recuperacéo, o qual foi realizado

em trés niveis de concentragdo e os resultados estdo apresentados na Tabela 32.

Tabela 32- Determinacdo da exatiddo do método analitico para analise de ampicilina sddica

por espectrofotometria na regido do infravermelho

Ampicilina sédica Ampicilina sddica 1 , Recuperagdo
o , Recuperacao” DPR o
SQR adicionada SQR encontrada média
(%) (%)
(mg) (mg) (%)
R1 0,6 0,60 99,45 0,71
R2 1,0 1,01 100,71 1,21 100,28
R3 1,4 1,41 100,68 1,53

! média de trés determinacdes
2DPR = desvio padréo relativo (dentro de cada nivel de recuperagio)
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6.3.4.4. Robustez

A robustez foi demonstrada por meio de pequenas modificagdes, individualmente, nos
seguintes parametros do método: massa total da pastilha, marca do brometo de potassio e

tempo de compressédo da pastilha. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 33.

Tabela 33- Parametros da avaliagdo da robustez do método analitico para analise de

ampicilina sddica por espectrofotometria na regido do infravermelho

) Ampicilina o
] Faixa ) Ampicilina L
Variavel ) ) sodica o DPR" (%)
investigada sodica (%)
(g/frasco)
148 mg 0,984 98,36
Massa total da
) 150 mg 0,992 99,21 1,27
pastilha
152 mg 0,968 96,75
Synth 0,984 98,44
Marca do KBr _ 1,28
Shimadzu 0,967 96,67
Tempo de 10 minutos 0,992 99,21
compressao 15 minutos 0,974 97,40 1,54
das pastilhas 20 minutos 0,962 96,22

" DPR = desvio padréo relativo
6.3.4.5. Limites de deteccdo e de quantificacéo

O valor calculado para o limite de deteccdo foi de 0,87 pg/g e o limite de

quantificacéo foi de 2,66 pg/g.

6.3.5. Discussao

Com o objetivo de diminuir os impactos ambientais de suas atividades sobre o meio
ambiente, as industrias devem buscar alternativas para reduzir, prevenir ou eliminar a geracédo
de residuos quimicos em seus processos de rotina. Desta maneira, a substituicdo de
metodologias analiticas que empreguem solventes organicos por outras que ndo os utilizem é
uma medida que pode ser tomada para esta finalidade (NOLASCO, TAVARES,
BENDASSOLLI, 2006). Desta forma, a espectroscopia no infravermelho médio € uma boa
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opcdo, por se tratar de um método que ndo utiliza solventes orgénicos e ainda permite a
quantificacdo de compostos.

A espectroscopia no infravermelho baseia-se no fato de que as moléculas, ao
absorverem energia, sofrem uma transicdo para um estado de maior energia ou estado
excitado, sendo que apenas transi¢cOes de energia vibracional ocorrem na regido do
infravermelho médio. As vibragBes induzidas por radiacdo infravermelha compreendem
estiramentos e tensionamentos de ligacGes inter-atbmicas e modificacbes de angulos de
ligagdes (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Considerando que uma molécula absorve
apenas frequéncias selecionadas de radiacdo no infravermelho, serdo absorvidas apenas
aquelas que equivalem as suas frequéncias vibracionais naturais, 0 que provoca um aumento
da amplitude dos movimentos vibracionais das suas ligacGes. Desta maneira, a frequéncia das
vibracOes pode ser associada a um determinado tipo de banda (PAVIA et al., 2010).

A técnica de espectroscopia na regido do infravermelho apresenta outras vantagens,
além do fato de ndo utilizar solventes organicos. Trata-se de uma técnica rapida, a qual requer
minimo ou nenhum pré-tratamento da amostra, fornece precisdo comparavel a outros métodos
e ainda auxilia na deteccdo de falsificacdo e impurezas. Através desta técnica, a amostra pode
ser digitalizada, em média, até 64 vezes em qualquer estado fisico e em menos de um minuto,
com alta resolucdo e precisdo (FAROUK, MOUSSA, AZZAZY, 2011). Além disso, é uma
técnica apropriada para farmacos com problema de solubilidade, ja que podem ser preparados
na forma de pastilhas (MORENO, SALGADO, 2012a).

A curva analitica para ampicilina sédica SRQ foi construida através da disposi¢do do
valor médio das absorvancias em relagdo as suas respectivas concentracdes, mostrando
linearidade adequada na faixa entre 1,0 e 3,0 mg/pastilha. O coeficiente de correlacdo (r)
apresentado foi de 0,9993, valor muito proximo a unidade, o que mostra a linearidade do
método. Além disso, a analise estatistica dos resultados (Tabela 30) demonstrou que néo
existe desvio de linearidade significativo, a um nivel de significancia de 5%, ja que, para este
parametro, o F calculado (1,17) apresentou valor inferior que o de F tabelado (3,71).

O método apresentou precisdao adequada, visto que os valores de DPR% para 0s
parametros intradia, interdias e entre-analistas foram 1,70%, 1,29% e 2,47%, respectivamente,
0s quais se encontram abaixo dos 5,0% recomendados pela RDC n° 899 de 2003 (BRASIL,
2003). O método também mostrou exatiddo apropriada, uma vez que apresentou valor

experimental médio de recuperacao de 100,28%, como mostra a Tabela 32.
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A robustez foi avaliada por meio de pequenas modificagdes, individualmente, nos
seguintes pardmetros do método: massa total da pastilha, marca do brometo de potassio e
tempo de compressao da pastilha. Os valores calculados de DPR% se mostraram abaixo de
2,0%, conforme mostrado na Tabela 33, comprovando que pode haver pequenas modificagdes
nestes parametros sem influenciar de maneira significativa a analise do farmaco.

Quanto aos limites de deteccdo e quantificacdo, estes foram calculados para
determinar a sensibilidade do meétodo. O valor calculado para o limite de deteccdo foi de
0,87 pg/g e o limite de quantificacdo foi de 2,66 pg/g. Os valores obtidos indicam a
confiabilidade do método para detectar e quantificar a ampicilina soédica em po para solucéo
injetavel.

O teor médio de ampicilina sddica determinado no medicamento foi de 97,07%, o qual
se encontra de acordo com as especificacGes farmacopeicas, de 90 a 115% (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

O método proposto cumpre todos os requisitos preconizados pela literatura para
validacdo de métodos analiticos (BRASIL, 2003; ICH, 2005). Desta forma, o método de
espectrofotometria na regido do infravermelho € capaz de quantificar ampicilina sédica em p6
liofilizado para preparagbes injetaveis, podendo ser usado como uma alternativa
ambientalmente favoravel em analises de rotina do controle de qualidade deste farmaco, ja
que se trata de uma técnica limpa, tanto para 0 meio ambiente como para 0s operadores,
rapida e de baixo custo de manutencdo ambiental.

Finalmente, este método validado foi publicado em periddico de circulacdo
internacional:

TOTOLI, E.G.; SALGADO, H.R.N. Development and validation of the quantitative analysis
of ampicillin sodium in powder for injection by Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-
IR). Physical Chemistry, v. 2, n. 6, p. 103-108, 2012.
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7.  ANALISE COMPARATIVA DOS METODOS PROPOSTOS

A comparacdo entre métodos analiticos é uma ferramenta necesséria para determinar
se 0s procedimentos sdo analiticamente equivalentes. Desta maneira, com a finalidade de
estabelecer uma comparacdo entre os métodos propostos neste trabalho para a quantificacdo
de ampicilina sodica em po liofilizado para solucédo injetavel, foi realizada anélise estatistica
dos teores médios de ampicilina sodica obtidos pelos diferentes métodos usando analise de
variancia (ANOVA), considerando nivel de significancia de 5%.

Os resultados obtidos na determinagdo quantitativa de ampicilina sodica pelos
métodos propostos encontram-se na Tabela 34. A analise estatistica destes valores
experimentais obtidos para o doseamento de ampicilina pelos diferentes métodos propostos

encontra-se na Tabela 35.

Tabela 34- Valores obtidos na determinacdo do teor de ampicilina sédica em pd liofilizado

para solucéo injetavel utilizando os métodos propostos

Método
Parametros . . .
CLAE MICRO IR
97,98 08,82 08,44
Teor (%) 96,88 97,07 96,01
95,62 98,26 96,75
Teor médio (%) 96,83 98,05 97,07

Y CLAE: método por cromatografia liquida de alta eficiéncia
2MICRO: ensaio microbiolégico pelo método turbidimétrico
®IR: método por espectrofotometria na regi&o do infravermelho

Tabela 35- Anéalise de variancia dos resultados obtidos para o doseamento de ampicilina

sodica em po liofilizado para solucgdo injetavel pelos métodos propostos

Fontes de Graus de Soma de Quadrado
) ) . F calculado F tabelado*
variacao liberdade guadrados medio
Entre grupos 2 2,52885 1,26443 1,01 5,14
Dentro dos
6 7,48245 1,24708
grupos
Total 8 10,01130

*Significativo para p < 5%
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Analisando-se o0s dados obtidos através da andlise de varidncia (ANOVA),
apresentados na Tabela 35, observa-se que os teores de ampicilina sddica determinados pelas
diferentes técnicas ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa para p < 0,05, ja
que o valor de F calculado (1,01) se apresentou inferior ao valor de F tabelado (5,14).

Embora a analise estatistica tenha demonstrado que as técnicas de CLAE, IR e ensaio
turbidimétrico apresentaram resultados estatisticamente semelhantes em relagdo ao
doseamento da ampicilina sdédica na forma farmacéutica em questdo, é necessario ressaltar
que existem diferencas entre estes métodos quando se considera as vantagens e desvantagens
de cada um.

O método por CLAE ¢€ seletivo, sendo adequado para a determinacdo de produtos de
degradacédo e impurezas na matriz analisada. No entanto, requer o uso de equipamento e
solventes de alto custo, além de utilizar grandes volumes de solventes como fase movel e
colunas estaciondrias, que tornam a manutencdo da técnica de elevado custo e fonte de
contaminacgdo ocupacional e ambiental.

O método por infravermelho, por sua vez, ndo necessita do uso de solventes organicos
e ainda gera quantidade minima de residuos. Além disso, o material necessario para a
confecgdo das pastilhas é de custo acessivel, o que torna o preco das andlises relativamente
baixo (quando ndo se considera o valor do equipamento). Outra vantagem desta técnica € a
rapidez de analise. No entanto, demanda maior rigor quanto ao controle de umidade e
temperatura do ambiente, além de requerer equipamento de elevado custo.

O método microbioldgico, realizado através do ensaio turbidimétrico, fornece
informacbes importantes quanto a poténcia do produto farmacéutico. Considerando que,
segundo a literatura, algumas vezes, o calculo do teor do farmaco através da poténcia fornece
resultados diferentes que quando este € calculado por métodos fisico-quimicos, a realizacdo
de métodos microbiol6gicos se torna necessaria para antimicrobianos (MORENO,
SALGADO, 2007). Além disso, € uma técnica que ndo utiliza solventes organicos, nao
causando preocupacdo com os residuos quimicos. No entanto, este método demanda maior
tempo de execucdo, embora este tempo seja inferior ao necessario para o ensaio por difusao
em agar, o qual é sugerido pelas farmacopeias brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010) e japonesa (JP, 2011).

As principais caracteristicas dos métodos propostos neste trabalho estdo descritas na
Tabela 36, as quais foram classificadas de zero a quatro, de acordo com o nivel minimo até

méaximo do parametro observado.
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Tabela 36- Principais caracteristicas dos métodos propostos

CLAE? MICRO? IR®
C_usto do 4 1 3
equipamento

Uso deAso_Iventes 4 0 0
organicos

Geragao Eje_ residuos 4 0 0
organicos

Tempo de execucao 1 2 1

Manuseio 2 3 2

TCLAE: método por cromatografia liquida de alta eficiéncia

2MICRO: ensaio microbiolégico pelo método turbidimétrico

*IR: método por espectrofotometria na regido do infravermelho

Obs: Para a escala de valores, foram atribuidos 0 para o nivel mais baixo e 4 para o0 mais alto.
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8. DISCUSSAO GERAL

O desenvolvimento de métodos analiticos eficazes para o controle de qualidade dos
medicamentos comercializados é de extrema importancia, uma vez que dados analiticos ndo
confiaveis podem causar grandes problemas, tanto para a salde da populagdo, quanto
financeiros para a industria farmacéutica que o produz. Desta forma, a etapa de validacdo é
indispensavel para a apresentacdo de um método analitico a comunidade cientifica, j& que
assegura a confiabilidade dos dados analiticos gerados (LA ROCA et al., 2007).

O desenvolvimento de métodos analiticos para a analise de antimicrobianos é uma das
atividades do grupo de pesquisa no qual este trabalho foi desenvolvido. Este grupo possui
varios artigos cientificos publicados a este respeito, entre eles: ALESSIO, SALGADO, 2012;
CORREA et al., 2012; FIORENTINO, SALGADO, 2012; MORENO, SALGADO, 20123;
MORENO, SALGADO, 2012b; PASSONI, SALGADO, 2012; SILVA, SALGADO, 2012,
TOTOLI, SALGADO, 2012; VIEIRA, RICARTE, SALGADO, 2012; VIEIRA, SALGADO,
2012,

Neste trabalho, a ampicilina sodica foi a substancia ativa escolhida para o estudo
devido ao fato de ser um antimicrobiano utilizado em muitos paises e recomendado pela
Organizacdo Mundial da Saude. Além disso, foi percebido que, embora haja muitos métodos
analiticos descritos na literatura para este farmaco, havia a necessidade do desenvolvimento
de metodologias otimizadas, considerando a minimizagdo do uso de solventes organicos ou a
utilizacdo de solventes menos toxicos para os operadores, além de métodos mais praticos e
rapidos.

Quanto a andlise qualitativa da ampicilina sddica, os métodos propostos, 0s quais
incluem a anélise das caracteristicas fisicas, teor de umidade, solubilidade, cromatografia em
camada delgada e espectrofotometria na regido do infravermelho, foram relativamente
simples e constituiram passos importantes para assegurar que o medicamento analisado
possuia as caracteristicas preconizadas pela literatura e pelo fabricante. Deve ser destacado o
desenvolvimento de método indicativo de estabilidade por cromatografia em camada delgada.
O método desenvolvido emprega fase mdvel muito simples, composta apenas por etanol e
agua, além de ser capaz de separar produtos de degradacdo, o que demonstra sua capacidade
indicativa de estabilidade.

Na andlise quantitativa foram desenvolvidos e validados trés métodos analiticos, com

caracteristicas e custos diferentes: CLAE, espectrofotometria na regido do infravermelho e



Discusséo geral 137

ensaio microbioldgico por turbidimetria. A validacdo foi realizada com base nos guias ICH
(2005) e RDC n° 899 (BRASIL, 2003), os quais indicam os principais parametros a serem
avaliados durante a validacdo de um método analitico.

Em se tratando da validacdo dos métodos quantitativos, foi possivel verificar que
todos eles apresentaram linearidade adequada, com coeficientes de correlagéo (r) superiores a
0,999, o que foi confirmado através da andlise de variancia dos dados obtidos para a
construcdo das curvas analiticas. Os valores encontrados para a precisdo dos trés metodos
foram considerados adequados, pois todos apresentaram DPR% inferiores a 5%. Com relacao
a exatiddo, os trés métodos apresentaram resultados satisfatérios, uma vez que todos 0s
valores obtidos ficaram bem préximos a 100%. Todos se mostraram também robustos para 0s
parametros testados (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

O método de CLAE ainda mostrou ser indicativo de estabilidade, pois amostras de p6
liofilizado para solucdo injetavel foram submetidas a condi¢des forcadas de degradacéo acida,
alcalina, fotolitica e neutra, e em todos os casos 0 método cromatografico foi capaz de
diferenciar a ampicilina sddica dos demais produtos de degradacéo.

Durante o desenvolvimento dos trés métodos analiticos, houve a preocupacdo de se
minimizar a utilizacdo de solventes organicos ou desenvolver técnicas que ndo os utilizem, ja
que esta € uma estratégia cada vez mais adotada pelos laboratorios quimicos e farmacéuticos
com objetivo de minimizar os impactos de suas atividades sobre 0 meio ambiente. Assim, a
procura por técnicas limpas e rapidas é um tema extremamente importante para a rotina destes
segmentos, ja que garantir e realizar o controle de qualidade de produtos e processos sem
prejudicar o meio ambiente vem ao encontro das necessidades globalizadas. Além disso, no
decorrer deste trabalho, também foram buscadas técnicas rapidas, simples e econémicas, com
a finalidade de contribuir com o controle de qualidade da ampicilina sédica em po liofilizado
para solucéo injetavel na industria farmacéutica.

Desta forma, nas condi¢fes do presente trabalho, pode-se afirmar que os métodos
cromatografico, espectrofotométrico e microbioldgico forneceram resultados satisfatorios
para todos os atributos da validacdo. Assim sendo, este trabalho permitiu o desenvolvimento e
a validacdo de trés métodos analiticos para a quantificacdo de ampicilina sédica em po

liofilizado para solucdo injetavel.
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9. CONCLUSOES

e No presente trabalho foi possivel desenvolver e validar novos métodos analiticos para a

determinacdo de ampicilina sddica em amostras de pé liofilizado para solugéo injetavel.

e As caracteristicas qualitativas da ampicilina sodica foram determinadas satisfatoriamente
através da analise de suas caracteristicas fisicas, umidade e solubilidade, além dos
métodos por espectrofotometria na regido do infravermelho e CCD, os quais se

mostraram adequados para a identificacdo do farmaco no produto farmacéutico.

e O método por CCD, além de ser adequado para a identificacdo do farmaco no produto
farmacéutico, ainda possibilitou a separacdo e deteccdo de produtos de degradacao,
mostrando sua capacidade indicativa de estabilidade. Do mesmo modo, o método
desenvolvido apresentou vantagens em relacdo aos métodos farmacopeicos,
principalmente por utilizar solventes com menor toxicidade e custo reduzido, trazendo

maior seguranca aos operadores e tornando o método menos dispendioso.

e As analises quantitativas permitiram desenvolver e validar alguns métodos analiticos para
determinacdo de ampicilina sodica em po liofilizado para solugdo injetavel, tais como
CLAE, ensaio microbioldgico pelo método turbidimétrico e espectrofotometria na regido
do infravermelho médio. Os métodos avaliados no presente trabalho mostraram-se

precisos, exatos, ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas entre eles.

e Quanto ao método cromatografico, a utilizacdo do etanol e a auséncia de solugcbes tampéo
na composicdo da fase movel se mostraram alternativas vantajosas para a realizagdo do
método. Além disso, apresentou a vantagem de permitir a separagdo de produtos de
degradacdo, embora gere maior quantidade de residuos de solventes orgéanicos quando

comparado aos outros métodos quantitativos validados.

e O ensaio microbioldgico realizado através do método turbidimétrico se mostrou
adequado para a determinacdo da poténcia da ampicilina sédica no produto farmacéutico
analisado. Além disso, possui a vantagem de ndo utilizar solventes organicos em suas
analises e exigir equipamento de custo reduzido em relacdo aos outros métodos

validados, embora demande maior tempo de execugéo.

e O meétodo espectrofotométrico na regido do infravermelho médio, embora ndo seja muito

utilizado para fins de quantificacdo, se mostrou adequado para o proposito, apresentando
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as vantagens de ser um método rapido e que ndo utiliza solventes organicos em suas
analises, podendo ser uma alternativa econémica e ambientalmente favorével para a
quantificacdo deste farmaco. Além disso, este fato € um incentivo para se aplicar a
espectrofotometria na regido do infravermelho médio para a quantificacdo de outros

farmacos, assim como foi feito com a ampicilina sédica.

e Os trés metodos quantitativos mostraram-se apropriados para a quantificacdo da
ampicilina sédica em amostras de po liofilizado para solucdo injetavel, podendo ser

usados como alternativas para analises do controle de qualidade deste farmaco.

e Este trabalho ressalta a importancia de uma rigorosa validacdo de métodos analiticos para
o controle de qualidade dos medicamentos comercializados, pois dados analiticos
confidveis sdo fundamentais para a eficicia terapéutica e seguranca destes produtos,

evitando que os pacientes consumam medicamentos com a qualidade comprometida.
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