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RESUMO

A ceftazidima é uma cefalosporina semi-sintética de terceira geragcdo com
amplo espectro de acdo antimicrobiana e muito utilizada no tratamento de
infeccbes bacterianas frequentes, incluindo espécies de Proteus e
Pseudomonas aeruginosa e é considerada farmaco de escolha para infeccdes
graves causadas por espécies de Klebsiella, Enterobacter, Proteus,
Providencia, Serratia e Haemophylus. Entre as infec¢bes causadas por estas
espécies se destacam: infec¢des biliares, 6sseas e nas articulagdes, fibrose
cistica (infeccbes do trato respiratério), endoftalmites, infeccdes em pacientes
imunodeprimidos  (neutropénicos), meningite,  peritonite,  pneumonia,
septicemia, infeccbes da pele (queimaduras e ulceracdes) e infec¢bes do trato
urinério. Apesar da ceftazidima ser bem estudada no que se refere a atividade
terapéutica e uso clinico, ndo ha um método oficial farmacopéico para
quantificacdo de impurezas. O desenvolvimento de métodos analiticos
adequados para determinar precisamente as concentracdes das impurezas de
um farmaco em preparac6es farmacéuticas € um pré-requisito essencial para
controlar a qualidade. Na maioria dos casos a técnica utilizada para este
controle € a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); no entanto, o
advento da cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) permitiu a analise
em tempos menores com consequente economia de solvente. Assim, a
transferéncia de métodos analiticos de CLAE para CLUE tem se tornado uma
tendéncia importante na indastria farmacéutica. O objetivo deste estudo foi
transferir e validar um meétodo analitico de CLAE para a determinacdo de
impurezas presentes em solucédo injetavel de ceftazidima para CLUE, com
base em um método interno de CLAE ja existente. A transferéncia incluiu uma
adaptacao do volume de injecao, do fluxo de fase e do gradiente de fase movel
utilizado. O novo método foi devidamente validado mostrando-se satisfatorio
em relacdo a linearidade, seletividade/especificidade, limites de deteccédo e
quantificacdo, precisdo do método, robustez, exatiddo e avaliacdo da
adequacao do sistema. Esse método podera ser empregado no laboratorio de

controle de qualidade, a fim de elucidar possiveis fontes de agravo a saude,



relacionada as impurezas presentes na solucdo injetavel de ceftazidima,
gerando resultados capazes de auxiliar tanto na prote¢cdo como na promogao

da saude da populacéo.



ABSTRACT

Ceftazidime is a third generation semi-synthetic cephalosporin with a broad-
spectrum of antimicrobiological activity, widely used in the treatment of common
bacterial infections, including Proteus species and Pseudomonas aeruginosa. It
is also considered the drug of choice for serious infections caused by species of
Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Providencia, Serratia and Haemophylus.
Among the infections caused by these microbiological agents are biliary
infections, bone and joints infections, cystic fibrosis (respiratory tract infections),
endophthalmitis infections in immunocompromised patients (neutropenics),
meningitis, peritonitis, pneumonia, septicemia, skin infections (ulcerations and
burns) and tract infections urinary. Despite the fact of ceftazidime been deeply
studied, regarding its therapeutic activity and clinical use, there is no
pharmacopeial official method for the determination of Ceftazidime impurities.
The development of suitable analytical methods to determine impurities in
pharmaceutical drug preparations is an essential prerequisite for their quality
control. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) is the most widely
used technique for such analysis, however the advent of Ultra High
Performance Liquid chromatography (UHPLC) allowed shorter analysis time
and mobile phase solvent economy. Therefore there is a significant trend in the
pharmaceutical industry to transfer HPLC analytical methods to UHPLC.The
objective of this study was to transfer and validate an already existing internal
HPLC analytical method for the determination of Ceftazidime impurities present
in injectable solutions of the drug to UHPLC. The transfer included an
adaptation of sample injection volume, mobile phase flow and gradient. This
method was validated and demonstrated to be satisfactory regarding linearity,
selectivity/specificity, limits of detection and quantification, precision of the
method, robustness, accuracy and system suitability evaluation. Thus this
method can be employed in laboratory quality control, in order to elucidate
possible sources of harm to health related to impurities present in ceftazidime
injectable solutions, generating results that can assist in both the protection and

the promotion of health.
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1. INTRODUCAO.
1.1.0 antibiotico ¢ eftazidima.

Ceftazidima pentaidratada é um antibidtico semi-sintético beta-lactamico
de amplo espectro (Figura 1). Apresenta-se como um po cristalino branco
ou quase branco, pouco sollivel em agua e metanol, praticamente insoltvel
em acetona e alcool. Dissolve-se em solu¢des acidas e alcalinas. A formula
molecular & C;H22Ng07S,-5H,0 e 0 peso molecular € 636,65 g/mol. Sua
nomenclatura quimica é (6R,7R)-7-[[(Z2)-2-(2-amino-4-tiazol)-2-[(1-carboxi-1-
metiletoxi)imino]acetillamino]-8-oxo-3-[(1-piridinio)metil]-5-tia-1
azabiciclo[4.2.0]2-octeno-2-carboxilato pentaidratado.

0.0
S o
0
\ +
LU | T i g TN
N N-- P 2
Ho s
Neg H H
H,C OH
H,C |
0

Figura 1. Estrutura quimica do antibiético ceftazidima pentaidratada.
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A ceftazidima é utilizada clinicamente na forma de solugdo injetavel,
administrada por via intravenosa ou intramuscular. Este farmaco ndo €
metabolizada no organismo, sendo excretada pela urina sob a forma ativa,
através da filtracdo glomerular. Ela atravessa a placenta rapidamente e é
excretada no leite materno. Na auséncia de inflamacéao a ceftazidima nao
atravessa com facilidade a barreira hematoencefélica. Todavia, na
presenca de inflamacédo das meninges, séao atingidos niveis terapéuticos de
4 a 20 mg/L ou mais, no liquido cefalorraquidiano (Kefadim).

A ceftazidima é bactericida, exercendo seu efeito através da inibicdo de
enzimas responsaveis pela sintese da parede celular, tendo atividade in
vitro contra uma ampla variedade de microrganismos gram-negativos

incluindo cepas resistentes a gentamicina e a outros aminoglicosideos. A
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ceftazidima demonstrou ainda atividades contra microrganismos gram-
positivos (Kefadim).

Esse farmaco é indicado no tratamento das seguintes infeccoes:
InfeccBes do trato respiratorio, da pele, do trato urinario, ginecoldgicas, do

sistema nervoso central e em casos de septicemia (Kefadim).

1.2. Cromatografia liquida.

A CLAE, abreviacdo de cromatografia liquida de alta eficiéncia, € uma
das mais importantes técnicas analiticas utilizadas atualmente. Ela tem se
firmado nas udltimas décadas como uma técnica altamente vantajosa na
quantificacdo de diversos compostos, em diferentes matrizes. Compostos
de alta ou baixa massa molecular, polimeros ou biopolimeros (proteinas)
podem ser analisados por CLAE, devido ao grande numero de combinacdes
possiveis entre a fase movel e a fase estacionaria. Esta técnica também é
de grande importancia no controle da qualidade na industria farmacéutica,
sendo utilizada principalmente na quantificacdo de farmacos e suas
impurezas em matérias-primas e formulacdes farmacéuticas (DONGRE, et
al., 2007; WREN, 2006).

Hoje, um dos maiores objetivos dos laboratérios analiticos de controle da
qualidade farmacéutica € o0 desenvolvimento de procedimentos mais
rapidos e eficientes para realizacdo de analises qualitativa e quantitativa.
Os tempos de andlises por CLAE convencional de matérias-primas e
medicamentos na maioria das vezes s&o maiores que 10 minutos por
injecdo. Como s&o necessarias varias injecdes por amostra preparada e
pelo menos duas amostragens de cada lote, o tempo total de analise
frequentemente € maior que uma hora. No entanto, varias andlises sao
realizadas além do teor. Por exemplo, o lote de um medicamento para ser
liberado deve ser submetido pelo menos aos seguintes ensaios
quantitativos: teor, uniformidade de contetdo e dissolugcéo. Esses ensaios
geram um total de aproximadamente 70 inje¢cbes no cromatdgrafo, ndo
contemplando re-analise. Considerando uma corrida de 10 minutos sao 12

horas de analise no equipamento, ndo contando o tempo de preparo de
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amostra. Portanto, o desenvolvimento de métodos rapidos ou ultra-rapidos
com tempos de andlises inferiores a 10 minutos por injecdo € de grande
relevancia (PEREIRA, 2008; NGUYEN, et al., 2006). Com a cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (CLUE) é possivel reduzir pelo menos a metade o
tempo necessario de analise o que, para uma industria, significa que o
produto vai chegar mais rapido ao mercado.

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia € uma nova técnica de
separacao baseada no principio da cromatografia liquida, cuja caracteristica
mais marcante € a reducao do tempo de retengcdo dos analitos mantendo a
resolucdo entre eles. A reducdo nos tempos de retencdo é atingida pela
utilizacdo de colunas curtas e fases estacionarias com particulas esféricas
que variam em torno de 1,7 um a 3,0 um de diametro, portanto menores
que as particulas utilizadas normalmente em CLAE (KRISHNAIAH, et al.,
2010).

Colunas preenchidas com particulas de diametro inferiores a 3 um
oferecem vantagens sobre as colunas tradicionais com particulas de 3 a 10
pum, como menor tempo de analise, maior resolugdo e maior capacidade de
picos. A equacdo van Deemter, descreve a relagcdo entre eficiéncia,
expressa pela altura de prato (H), velocidade linear da fase movel (u) e
tamanho da particula (dp):

BD, , Cdp?® u

H=A
dp + D,

Onde Dy = coeficiente de difuséo do analito e A, B e C s&o coeficientes.

O termo do coeficiente A refere-se ao alargamento dos picos devido aos
diferentes caminhos seguidos pelas moléculas do analito. Esse termo pode
ser minimizado usando-se colunas de tamanho reduzido, com diametros
internos menores, com enchimentos eficientes e particulas uniformes. O
termo do coeficiente B esta relacionado a difusdo longitudinal ou difusdo do
soluto na fase mével e este termo pode ser minimizado com o uso de altas
velocidades lineares da fase mével. O termo do coeficiente C descreve a
transferéncia de massa do analito entre a fase mével e a fase estacionaria
(MALDANER e JARDIM, 2009).
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O minimo da curva de Van Deemter representa a vazao Otima para se
obter a eficiéncia maxima da coluna. Isto € um compromisso entre 0s
termosBe C. Os termos Ae Csao influenciados pelo tamanho das
particulas. As particulas menores tendem a reduzir a altura do prato e,
dessa forma, sdo obtidas colunas com um numero de pratos maiores, ou
seja, mais eficientes. As particulas pequenas tendem a permitir trocas do
soluto na fase movel e nos poros das particulas mais rapidamente devido a
menor profundidade dos poros. Assim, o soluto gasta um tempo menor
entre a fase movel e a fase estacionaria, eluindo em picos estreitos
(MALDANER e JARDIM, 2009).

Uma coluna menor permite separacfes mais rapidas, uma vez que o
tempo de separacao € proporcional ao comprimento da coluna. Além disso,
uma coluna menor, comparada a uma maior, empregando-se a mesma
vazdo de fase mobvel, gasta uma menor quantidade de solvente
(MALDANER e JARDIM, 2009).

A proposta deste trabalho é desenvolver e validar um método analitico
por CLUE para quantificagdo de impurezas no antibiotico ceftazidima,

visando facilidade operacional e diminuicdo de custo e tempo de analise.
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2. REVISAO DA LITERATURA.
2.1. Metodologia analitica.

Os compéndios oficiais examinados para este trabalho se referem
apenas a métodos utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para andlise de substancias relacionadas da ceftazidima.
A farmacopéia americana USP (United State Pharmacopeia) 36 de 2013,
apresenta monografia para a ceftazidima matéria-prima e na forma
farmacéutica de injetavel e pd para injecdo. Entretanto, as metodologias
apresentadas ndo abordam a andlise de impurezas ou substancias
relacionadas. Também ndo foram encontradas metodologias existentes
para andlise de impurezas no antibiotico cefatzidima na literatura cientifica.
Isto € uma dificuldade para os produtores do medicamento ceftazidima, uma
vez que 0s mesmos tém, perante a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), a necessidade de apresentar tal metodologia. Sendo assim, foi
necessario desenvolver uma metodologia para quantificacdo de impurezas,
que € o objetivo deste trabalho.

Para transferir o método para a coluna de geometria menor, preenchida
com particulas inferiores a 3 um e garantir a equivaléncia cromatogréfica, é
necessario diminuir proporcionalmente o fluxo, o volume de injecdo e o
gradiente. Os passos para a transferéncia de métodos sédo a escolha da
coluna o ajuste do fluxo de fase movel, o ajuste do volume de injecdo e o
ajuste do gradiente da fase movel (PEREIRA, 2008).

2.2. Transferéncia do método analitico
2.2.1. Ajuste do fluxo.

Pereira (2008) sugeriu para a adaptacdao do novo fluxo da fase
moével do método CLUE a expressdo A (descrita na secdo 4.6) que
relaciona o novo fluxo ao fluxo original, didmetros internos da nova
coluna e coluna original e aos tamanhos de particula da nova coluna e

da coluna original.
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2.2.2. Ajuste do volume de injecao

Pereira (2008) sugeriu para a adaptacao do novo volume de injecéo
do método CLUE a expressédo B (descrita na secao 4.6.) que relaciona o
novo volume de injecdo ao volume de injecdo original, diametros
internos da nova coluna e coluna original e aos comprimentos da nova

coluna e da coluna original.

2.2.3. Ajuste do perfil do gradiente

Pereira (2008) sugeriu para a adaptacdo do novo perfil do gradiente
da fase mével do método CLUE a expressao C (descrita na secédo 4.6.)
gue relaciona o volume da fase mével a volumes das colunas original e

sub-3 um e duracéo de cada segmento do método CLUE.

2.3.Impurezas de processo e impurezas de  degradacéo.

HN, H g

O~ "OH

7-ACA

Existem dois tipos de impurezas presentes em farmacos: as impurezas
de processo e impurezas de degradacdo. As impurezas de processo
resultam da sintese do farmaco; portanto, o conhecimento deste processo
é fundamental para o controle das impurezas. Uma modificagdo neste
procedimento pode levar ao aparecimento de impurezas nao previstas,
portanto, qualquer modificacdo no processo de sintese deve ser feita com
cautela e acompanhada de perto pelo controle da qualidade. As impurezas
de processo do antibidtico ceftazidima sdo: acido 7-aminocefalosporanico
(7-ACA), acapy (7-PYCA), TAEM (2-Mercaptobenzothiazol) e butazidima,
portanto, 0 método analitico deve ser capaz de identifica-las e quantifica-

las.
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Figura 2. Estrutura quimica das impurezas de processo.
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J4 as impurezas de degradacdo sdo aquelas provenientes da
decomposicao quimica do farmaco, ou seja, sdo impurezas resultantes de
processos degradativos como aquecimento, hidrélise, fotdlise e oxidacgao.
No caso do antibidtico ceftazidima somente a piridina € conhecida;
portanto, o método analitico deve ser capaz de identifica-la e quantifica-la
(MORENO, 2007).

[
=

N
piridina

Figura 3. Estrutura quimica da impureza de degradacéo.

A possibilidade de ocorrer modificacbes ou decomposicbes em
medicamentos acabados e, consequentemente prejudicar a qualidade do
medicamento a ser dispensado, mesmo dentro de seu prazo de validade,
deve ser levada em consideracao e estudada pelos fabricantes.

Como citado acima as impurezas de degradacdo resultam da
decomposicdo do farmaco e a maioria dos farmacos esta sujeita a alguma
forma de decomposicao quimica, particularmente em formulacdes liquidas.
Uma das consequéncias da degradacdo € que preparacdes
medicamentosas envelhecidas ndo apresentam mais a atividade desejada
por apresentarem uma dose diminuida do farmaco. Manifestacdes fisicas
de decomposicdo também podem ocorrer como descoloracdo que
frequentemente segue a fotodegradagédo (MORENO, 2007).

O aumento da temperatura normalmente causa um aumento
significativo na velocidade de hidrélise de farmacos em solugdo. A
temperatura acelera todos os tipos de reacbes quimicas e no caso de
formulagbes liquidas, podem causar evaporacdo e, consequentemente,
concentracdo ou sedimentacdo do farmaco no medicamento. Oscilagbes
de temperatura podem ainda viabilizar mudancas de reticulo cristalino
decorrentes de polimorfismo. De modo geral, a velocidade da reacdo de

degradacdo de um farmaco duplica ou triplica para cada 10° C de aumento
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da temperatura (MORENO, 2007). Por estes motivos sdo fundamentais os
estudos de estabilidade acelerada nos quais se utilizam temperaturas
elevadas favorecendo o aparecimento de substancias de degradacao que
deverdo ser monitoradas (MORENO, 2007).

Existem varios mecanismos de degradacdo das moléculas dos
farmacos, todavia os processos de instabilidade mais comuns sdo por
hidrolise, oxidacdo, decomposicéo, pirolise, fotdlise, interacdes e efeitos de
substituintes, entre outros. Além disso, os processos degradativos também
podem ocorrer devido ao meio de reacéo, ou seja, as reacdes podem ser
em fase homogénea (fase gasosa, em solucdo ou estado solido) ou em
fase heterogénea (gas-liquido, liquidos imisciveis, gas-sélido, liquido-
sélido, mistura de solidos). Embora muitos desses processos possam ser
observados através de mudancas de coloracdo, formacao de precipitados e
evolucdo de gases, a maioria das incompatibilidades quimicas resultantes
de interacdes que promovem alteracdes ou rearranjos moleculares ndo sao
visivelmente observaveis (MORENO, 2007).

A hidrélise é um processo de solvilise no qual a molécula de uma
substancia interage com moléculas de agua, degradando-a; envolve o
ataque pela 4gua das ligac6es labeis de moléculas do farmaco dissolvidas,
resultando em mudancas moleculares. O processo hidrolitico é
provavelmente a causa mais importante e frequente de degradacao de
farmacos, devido ao grande numero de farmacos com grupamentos
funcionais susceptiveis, principalmente ésteres e amidas. Obviamente, o
volume de agua presente pode exercer um efeito profundo na taxa de uma
reacao de hidrolise, frequentemente catalisada por ions hidrogénio ou
hidroxila (MORENO, 2007).

A oxidagdo envolve a remogédo de um atomo eletropositivo, radical ou
elétron, ou a adicdo de um atomo eletronegativo ou radical. Muitas
oxidacOes farmacéuticas sdo reacdes em cadeia que procedem bem
lentamente sob a influéncia do oxigénio molecular, embora tragos de
metais pesados como 0s ions cuprico, crdmico, ferroso e férrico também

possam catalisar reacfes de oxidacdo. A oxidacdo pode ser inibida por
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antioxidantes, chamados catalisadores negativos; sdo muito eficazes na
estabilizacdo de produtos que sofrem uma reagcdo em cadeia mediada por
radicais livres (MORENO, 2007).

Essas substancias podem sofrer degradacéo preferencial ou agir como
inibidores de cadeias de radicais livres por apresentarem um potencial de
oxidacdo menor que o ingrediente ativo. Substancias fendlicas, aminas
aromaticas e esteroides estdo entre os farmacos mais susceptiveis de
sofrerem hidrélise (MORENO, 2007).

A fotodegradacéo € a catélise pela luz de reacdes de degradacéo tais
como a oxidacdo ou a hidrolise. A captacdo de luz por uma molécula
produz sua ativacao a partir da qual a molécula ativada pode emitir energia
de frequéncia diferente da recebida (fluorescéncia ou fosforescéncia) ou
ainda provocar a decomposicao das moléculas (fotolise) (MORENO, 2007).

As reacdes de fotodegradacdo dependem da intensidade e do
comprimento de onda da luz; quanto maior a intensidade e o comprimento
de onda, maiores serdo a velocidade e o grau de fotodegradacéao; portanto,
a luz ultravioleta é mais deletéria que a luz visivel (MORENO, 2007).

Os compostos mais sensiveis a fotodegradagdo sdo aqueles que
apresentam grupos cromoforos como nitro, nitroso, cetona, sulfona, dupla
ou tripla ligacdo. A sensibilidade sera tanto maior quanto maior for o
namero desses cromoéforos na molécula e, especialmente, se estiverem
conjugados, permitindo a interacdo com os elétrons livres. As reacgdes
catalisadas por radiagcdes envolvem rupturas de ligacbes, oxidagoes,
isomerizacdes, polimerizacdes, rearranjos e racemizacbes (MORENO,
2007).

2.4.Validacao analitica do método (BRASIL RE 899, 2003).

A validacdo de métodos analiticos, parte integrante das boas praticas
de laboratério surge como uma peca chave para assegurar a confiabilidade
dos resultados obtidos e assim garantir a qualidade dos produtos.

No Brasil s6 foi dado a validacdo a devida importancia a partir da

edicao, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, da resolucdo 391 de
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9 de agosto de 1999. Esta resolugdo normatiza, disciplina e regulamenta
critérios para registro de medicamentos genéricos no Ministério da Saude,
qualificando a validacdo analitica como um dos pré-requisitos para o
registro. Desde entdo foram emitidas e revogadas varias legislacbes
sempre com o0 intuito de complementar e aprofundar as legislacdes
anteriores. A legislagdo em vigor no Brasil é a resolugdo RE n° 899, de 29
de maio de 2003, segundo a qual a validacdo deve garantir, por meio de
estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacbes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (LOWEN, 2003).
De acordo com a tabela 1, diferentes métodos de analise requerem
diferentes esquemas de validacéo, e estédo divididos em quatro categorias.
No presente trabalho utilizaremos a categoria Il que se refere aos métodos
analiticos para determinacdo de impurezas da substancia ou composto de
degradacg&do em produtos farmacéuticos acabados.

Tabela 1. Caracteristicas requeridas para validacao pela RE n° 899.

_ Categoria Il _ _
R Categoria ~ Categoria Categoria
Parametro o Ensaio
I Quantitativo 1] A%
limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim N&o * Nao
Intervalo Sim Sim * * N&ao
. . Repetibilidade Sim Sim Né&o Sim Né&o
Precisao . . .
Intermediaria ** ** N&o o N&o
Limite de deteccédo N&o N&o Sim * Nao
Limite de quantificacao N&o Sim N&o * Nao
Exatidao Sim Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim N&o N&o

* Pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** Se houver comprovacdo da reprodutibilidade, ndo € necesséria a

comprovacédo da Precisdo Intermediéria.
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Categoria | — Testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matéria-prima.

Categoria Il — Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de
impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e matéria-
prima.

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

Categoria IV — Testes de identificagéo.

O objetivo de uma validagdo € demonstrar que o método é apropriado
para a finalidade pretendida. Portanto, para esse trabalho foram avaliados
0S seguintes parametros de acordo com a tabela 1: seletividade e
especificidade, linearidade, intervalo, preciséo, limite de deteccéao, limite de
quantificacdo, exatiddo e robustez. A seguir, a descricdo de cada

parametro avaliado.

= Seletividade e especificidade: E a capacidade que o método possui de
medir exatamente um composto em presenca de outros componentes
tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz.

= Linearidade: E a capacidade de uma metodologia analitica de responder
a concentracdo do analito na amostra de acordo com um modelo linear,
dentro de um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade
seja determinada pela analise de, no minimo, 5 concentracbes
diferentes. No caso do nivel de impurezas deve-se demonstrar até 120%
do limite maximo especificado.

= Intervalo: E a faixa entre os limites de quantificac&o superior e inferior de
um método analitico. E derivado do estudo de linearidade e depende da
aplicacdo pretendida do método. E estabelecido pela confirmacdo de
que o método apresenta exatiddo, precisdo e linearidade adequados
guando aplicados a amostras contendo quantidades de substancias
dentro do intervalo especificado.



= Precisdo: A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados
obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma
mesma amostra. Esta é considerada em 3 niveis.
= Repetibilidade (precisdo intra-corrida): Concordancia entre o0s
resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo
analista e mesma instrumentacdo. A repetibilidade do método é
verificada por, no minimo, 9 determinacdes, contemplando o
intervalo linear do método, ou seja, 3 concentragcdes, baixa, média e
alta, com 3 réplicas cada ou no minimo de 6 determinacfes a 100%
da concentragao do teste.
= Precisao Intermediaria (precisao intercorrida): Concordancia entre os
resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes,
com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Para
determinacdo da precisdo intermediaria recomenda-se um minimo
de 2 dias diferentes com analistas diferentes.
= Reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial): Concordancia entre os
resultados obtidos em laboratorios diferentes como estudos
colaborativos, geralmente aplicados a padronizacdao de metodologias
analiticas, por exemplo, para inclusdo de metodologias em
farmacopéias.
= Limite de deteccéo: E a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente
quantificado, sob as condi¢Ges experimentais estabelecidas. Pode ser
estabelecido por meio da analise de solucbes de concentracdes
conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel ou
pela avaliagdo do ruido da linha de base.
= Limite de quantificacdo: E a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisao e exatiddo aceitaveis
sob as condicbes experimentais estabelecidas. E estabelecido por meio
da analise de solugbes contendo concentracdes decrescentes do
farmaco até o menor nivel determinavel com precisdo e exatidao

aceitaveis. Geralmente é o limite inferior da curva de calibracéo.
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= Exatiddo: A exatiddo de um meétodo analitico € a proximidade dos
resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor
verdadeiro. A exatiddo do método deve ser determinada apdés o
estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da especificidade
do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo, 9 determinacdes
contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3
concentracfes, baixa, média e alta, com 3 réplicas cada. A exatidado é
expressa pela relagdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracéo tedrica correspondente.

= Robustez: A robustez de um método analitico € a sua capacidade de
resistir a pequenas variagbes dos parametros analiticos durante o uso
normal. A avaliacdo da robustez € realizada através pequenas
variacbes deliberadas dos parametros analiticos comparando o
resultado com analises realizadas de acordo com o método
estabelecido.
A tabela 2 relaciona os principais parametros que podem resultar em

variacdo na resposta do método.
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Tabela 2. Fatores que devem ser considerados na determinagéo da robustez

do método analitico (BRASIL RE 899, 2003).

Preparo das amostras

Estabilidade das solucdes
analiticas

Tempo de extracao

Espectrofotometria

Variacdo do pH da solucéo
Temperatura
Diferentes fabricantes de

solventes

Cromatografia liquida .

Variacao do pH da fase movel
Variacdo na composicao da
fase movel

Diferentes lotes ou fabricantes
de colunas

Temperaturas

Fluxo da fase mével

Cromatografia gasosa

Diferentes lotes ou fabricantes
de colunas
Temperaturas

Velocidade do gas de arraste
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3. OBJETIVO.

O objetivo desse trabalho foi desenvolver e validar uma metodologia
analitica por cromatografia liquida de ultra eficiéncia, aplicavel para
determinacao de impurezas no antibiotico Ceftazidima.

3.1. Objetivos especificos.

= Apresentar orientacdes praticas de como transferir um método

analitico de CLAE convencional para CLUE.

= Validar a metodologia analitica de CLUE visando a aplicagcdo em um

laboratorio de controle de qualidade.

= Comparar o impacto das diferentes técnicas analiticas, CLAE versus

CLUE.



38

4. METODOLOGIA.
4.1. Aquisi¢cao dos materiais de referéncia e amostr  as.

Os materiais de referéncia, excipiente e amostras foram doados pelo

fabricante Antibidticos do Brasil. Os materiais de referéncia foram

armazenados sob refrigeracdo e o excipiente e as amostras foram

armazenados em local seco e ao abrigo da luz.

4.2.Equipamento, materiais e reagentes.

4.2.1.

=

Equipamentos.

Balancas semi-analitica (modelo BP3100S), analitica (modelo
CP2245) e micro-analitica (modelo XP6), fabricantes Sartorius e
Mettler Toledo.

Potenciometro medidor de pH com resolucdo de 3 casas
decimais, fabricante Orion (modelo 3 Star).

Banho ultrassénico, fabricante Unique Clean.

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q, fabricante Millipore
(modelo Advantage A10).

Cromatdgrafo Liquido de Ultra Eficiéncia modelo 1260, fabricante
Agilent, equipado com bomba quaternaria com limite de pressao
de até 600 bar, injetor automatico refrigerado, compartimento
para coluna com sistema peltier e detector de arranjos de
fotodiodos.

Estufa com vacuo, fabricante Fischer Scientific (modelo 285).

Camara de fotoestabilidade, fabricante Nova Etica.

Materiais e reagentes.
Amostra: ceftazidima pentaidratada para injecao.
Materiais de referéncia certificado (Working standard):
= Ceftazidima pentahidratada, teor 85,8%, lote WS00010.
= Piridina, teor 97,8%, lote 001/12.
= 7-PYCA (Acapy), teor 65,6%, lote WS00012.
= 7-ACA teor 97,8%, lote WS00012.
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= TAEM, teor 97,9%, lote WS00012.
= Butazidima, teor 92,8%, lote WS00010.
= Excipiente: Carbonato de sédio (Na,CO3) (merck).
= Reagentes: Fosfato de potassio monobéasico (KH,PO,4) (merck),
octanosulfonato de sédio (panreac), acido fosforico (J.T.baker),
hidroxido de sédio (merck), metanol grau HPLC (merck).
= Vidrarias classe A calibradas.
= Coluna: Shim-pack® XR-ODS de 100 mm comprimento x 3,0 mm
de didmetro interno, 2,2 um de tamanho de particula (Shimadzu).
= Coluna Ascentis® Express ODS de 100 mm comprimento x 3,0
mm de diametro interno, 2,7 um de tamanho de particula

(superficialmente porosa) (Supelco).

4.3. Preparacao das fases moveis.

= Fase movel A: Pesou-se 6,5008 gramas de octanosulfonato de
sédio e 2,8002 gramas de fosfato de potassio monobasico e
transferiu-se para um béquer de 5 litros. Adicionou-se 2800 ml de
agua purificada e agitou-se até completa dissolugéo, ajustou-se o
pH da solucdo para 2,00 utilizando 3,7 ml de acido fosférico. Em
seguida adicionou-se 1200 ml de metanol e agitou-se a solucédo até
completa homogeneizacédo, filtrou-se a solucdo através de uma
membrana de PTFE de 0,22 um de porosidade.

= Fase movel B: Pesou-se 6,5000 gramas de octanosulfonato de
sédio e 2,7994 gramas de fosfato de potassio monobasico e
transferiu-se para um béquer de 5 litros. Adicionou-se 1600 ml de
agua purificada e agitou-se até completa dissolucdo, ajustou-se o
pH da solucédo para 2,00 utilizando 2,0 ml de acido fosférico. Em
seguida adicionou-se 2400 ml de metanol e agitou-se a solucédo até
completa homogeneizacao, filtrou-se a solugdo através de uma
membrana de PTFE de 0,22 um de porosidade.

= Diluente: Pesou-se 3,4975 gramas de fosfato de potassio

monobasico e transferiu-se para um béquer de 5 litros, ajustou-se o
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pH da solucdo para 6,55 utilizando 1,5 ml de hidréxido de sodio
30%. Filtrou-se a solucdo através de uma membrana de PTFE de
0,22 um de porosidade.

4.4. Condi¢des cromatograficas do método original

As condi¢cbes cromatograficas empregadas na metodologia original
desenvolvida pela empresa Antibidticos do Brasil. estdo apresentadas
abaixo na tabela 3.

Tabela 3. Metodologia interna desenvolvida pela Antibiéticos do Brasil.

Coluna Kromasil C18 4,6 mm x 150 mm 3,5 um

0 minutos — A 65 % —B 35 %
40 minutos—A25% -B 75 %

Gradiente
40 minutos —A 65 % - B 35 %
60 minutos — Estabilizagao
Fluxo 0,50 ml/minuto
Volume de Injecéo 10 pl
Temperatura da coluna 40°C
Deteccéo 235 nm

4.5.Preparacéo das solugoes.
4.5.1. Mistura das impurezas 7-ACA, piridina, 7-PYC A, TAEM e
butazidima com o ativo ceftazidima.
As solugbes estoque de cada substancia de referéncia foram
preparadas da seguinte maneira:

= Solucdo estoque 7-PYCA: Pesou-se 3,80 mg do material de
referéncia 7-PYCA, transferiu-se para um baldo volumétrico 50 ml
em seguida, dilui-se para o volume com uma solugcdo de

acetonitrila:agua (50:50).
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= Solucdo estoque 7-ACA: Pesou-se 2,70 mg do material de

referéncia 7-ACA, transferiu-se para um baldo volumétrico 50 ml
em seguida, dilui-se para o volume com diluente.

= Solucdo estoque TAEM: Pesou-se 2,80 mg do material de

referéncia TAEM, transferiu-se para um baldo volumétrico 50 ml
em seguida, dilui-se para o volume com acetonitrila.

= Solucdo estoque butazidima: Pesou-se 2,70 mg do material de

referéncia butazidima, transferiu-se para um baldo volumétrico 50
ml em seguida, dilui-se para o volume com uma solugcdo de
acetonitrila:agua (50:50).

= Solucdo estoque piridina: Pipetou-se 10 pl do material de

referéncia piridina, transferiu-se para um baldo volumétrico 200 ml
em seguida, dilui-se para o volume com agua purificada.

= Solucdo estoque ceftazidima: Pesou-se 2,90 mg do material de

referéncia ceftazidima, transferiu-se para um balédo volumétrico 50

ml em seguida, dilui-se para o volume com uma solucao diluente.
Pipetou-se 1 ml de cada solucédo estoque contendo os materiais de
referéncia, transferiu-se para um baléo volumétrico de 10 ml em seguida,
dilui-se para o volume com diluente. ApOs a preparagcdo a solucéo final

foi analisada.

4.5.2. Preparo da solugdo amostra contendo as impur  ezas.

= Solucdo estoque 7-PYCA: Pesou-se 3,81 mg do material de

referéncia 7-PYCA, transferiu-se para um baldo volumétrico 50 ml
em seguida, dilui-se para o volume com uma solucdo de
acetonitrila:agua (50:50).

= Solucdo estoque 7-ACA: Pesou-se 2,52 mg do material de

referéncia 7-ACA, transferiu-se para um baldo volumétrico 50 ml
em seguida, dilui-se para o volume com diluente.

= Solucdo estoque TAEM: Pesou-se 2,71 mg do material de

referéncia TAEM, transferiu-se para um baldo volumétrico 50 ml

em seguida, dilui-se para o volume com acetonitrila.
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= Solucdo estoque butazidima: Pesou-se 2,70 mg do material de

referéncia butazidima, transferiu-se para um baldo volumétrico 50
ml em seguida, dilui-se para o volume com uma solucdo de
acetonitrila:agua (50:50).

= Solucdo estoque piridina: Pipetou-se 10 ul do material de

referéncia piridina, transferiu-se para um balédo volumétrico 200 ml
em seguida, dilui-se para o volume com agua purificada.

= Solucdo amostra de ceftazidima: Pesou-se 50,21 mg de amostra

de ceftazidima e transferiu-se para um baldo volumétrico de 100
ml, em seguida, adicionou-se 10 ml de cada solucdo estoque das
impurezas. Em seguida, dilui-se para o volume com diluente.

ApOs a preparacao a solucéo final foi analisada.

4.6.Proposta para transferéncia e desenvolvimento do método.
4.6.1. Escolha da coluna.
O gréfico 1 demonstra o poder de resolver picos nas colunas
cromatograficas em funcdo do tamanho da particula e do comprimento
da coluna. Em uma transferéncia analitica é fundamental a equivaléncia

de colunas em relacéo ao poder de resolver picos.

|.7 pm

1.8 pm 3.0 pm
2.7 ym Fused-Core
2.2 ym
3.5 pm
5.0 pm

0 50 100 150 200 250
COLUMN LENGTH (mm)

RESOLVING POWER m»

Grafico 1. Poder de resolver picos em funcdo do tamanho da particula e do
comprimento da coluna (MAC MOD ANALYTICAL, 2012).
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4.6.2. Ajuste do fluxo (expresséao A).
Abaixo segue a equacao utilizada para calcular o novo fluxo da fase
movel do método (PEREIRA, 2008).

2? d
F2=F1x %c—iZX—pl

p2
F, = fluxo original (ml/min)

F2 = novo fluxo (ml/min)

dc1 = didmetro interno da coluna original (mm)
dc2 = didmetro interno da nova coluna (mm)
dp1 = tamanho da particula (um)

dp2 = tamanho da nova particula (pm)

4.6.3. Ajuste do volume de injecéo (expresséao B).
Abaixo segue a equacéo utilizada para calcular o novo volume de
injecdo do método (PEREIRA, 2008).
deo® X L2

Viz = Vi1 x %L

do1
Vi1 = volume original de injecao (pl)
Vi2 = novo volume de injecéo (ul)
dc1 = didmetro interno da coluna original (mm)
dc2 = didmetro da nova coluna (mm)
L1 = comprimento original da coluna (mm)

L, = comprimento da nova coluna (mm)

4.6.4. Ajuste do perfil do gradiente (expresséao C).
— Calculo do volume da fase movel, a partir do fluxo e da
duracéo de cada segmento.
Vem=F xD
VEem = volume de fase movel (ml)
F = fluxo (ml/min)

D = duracédo do segmento (min)



= Calculo do volume da coluna do método original.
Ve =0,68 xT xri? xL
V¢ = volume da coluna (ml)
L = comprimento da coluna (cm)
ri = raio da coluna (cm)
Valor 0,68 = fator que corrige o volume da coluna, levando em
conta seu volume morto.
m=3,14.
= Calculo da razdo (R) entre os volumes de fase mobvel e

volume da coluna do método original.
V,
R)= ™
R)=+c

Vem = Volume de fase movel

Vc = Volume da coluna do método original

= A partir da razéo (R) calculada e do volume da coluna sub-3
pm escolhida, o volume de fase mével em cada segmento
do método CLUE deve ser calculado.

Vem = (R) x Ve

Vewm = volume de fase movel

(R) = razdo entre volume de fase modvel e volume da coluna

original

Vc = volume da coluna sub-3 um

= Calculo da duracdo em cada segmento em unidade de

tempo.

FM

Duragéo em Minutos =

Vem = Volume de fase mével calculado em cada segmento
F = Fluxo em ml/minuto do método rapido calculado no item
4.6.2.
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Tabela 4. Proporgdes das fases méveis A e B do método rapido

(tedrico).
Tempo % de Fase Mdével A % de Fase Movel B
0,00 65 35
7,10 25 75
7,20 65 35
11,00 65 35

4.6.5. Colunas cromatograficas.
= Coluna Shim-pack® XR-ODS de 100 mm comprimento x 3 ,0
mm de diametro interno, 2,2 uym de tamanho de partic ula
(Shimadzu).

Definido as condi¢cdes analiticas e a coluna a ser utilizada,
preparou-se uma solugcdo mistura das impurezas de 7-ACA,
piridina, 7-PYCA, ceftazidima, TAEM e butazidima na
concentracédo 0,005 mg/ml em diluente conforme descrito no item
4.5. Realizou-se a injecao da solugdo mistura das impurezas no
equipamento a fim de assegurar que os parametros calculados
para o método rapido e a coluna escolhida eram ideais para a
separacao das impurezas.

= Coluna Ascentis® Express ODS de 100 mm comprimento X
3,0 mm de diametro interno, 2,7 um de tamanho de pa rticula
(superficialmente porosa) (Supelco).

Em outro dia se preparou uma outra solugdo mistura das
impurezas de 7-ACA, piridina, 7-PYCA, ceftazidima, TAEM e
butazidima na concentracdo 0,005 mg/ml em diluente conforme
descrito no item 4.5. Realizou-se a injecéo da solucédo mistura das
impurezas no equipamento a fim de avaliar a performance de uma

segunda coluna na separacéo das impurezas.
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4.7. Condi¢Bes cromatograficas do método ultra efi  ciente.
Na tabela 5 estdo descritas as condi¢bes cromatografica do método ultra
eficiente calculado conforme demonstrado no item “4.6. Proposta para

transferéncia e desenvolvimento do método”.

Tabela 5. Metodologia final CLUE utilizada para quantificar impurezas no

antibiotico ceftazidima.

Coluna Shim-pack® XR-ODS de 100 mm x 3,0 mm e 2,2 yum.

0,0 minutos — A 65 % — B 35 %
9,5 minutos-A25% -B 75 %
Gradiente 11,0 minutos—A25% -B 75 %
11,1 minutos — A 65 % —-B 35 %

15,0 minutos — Estabilizacéo

Fluxo 0,60 ml/minuto
Volume de Injecao 3ul
Temperatura da coluna 40° C
Deteccéo 235 nm

4.8. Validacao analitica do método CLUE.
4.8.1. Especificidade/seletividade.

Na especificidade/seletividade as amostras foram submetidas as
condicbes de degradacdo como: exposicdo a luz branca e ultravioleta,
exposicdo a alta temperatura, exposicdo a hidrélise acida, béasica e
oxidacdo. ApoOs as exposicOes as amostras foram analisadas a fim de
avaliar a capacidade do método em separar as impurezas conhecidas e
desconhecidas (impurezas de degradacdo) do produto e também avaliar
a pureza espectral e do pico de ceftazidima através da leitura na faixa de
200 a 400 nm.
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= Exposicao a luz.

Os frascos de amostras contendo 1000 mg de ceftazidima
foram expostas as condicbes de 1,2 milhdo lux. hora de luz
branca fria e 200 watt hora/m® de Iluz ultravioleta
simultaneamente.
= Exposi¢ao a temperatura.

Os frascos de amostras contendo 1000 mg de ceftazidima
foram expostas a uma temperatura de 80°C por 7 dias.
= Exposicéo a hidrdlise acida.

Na hidrolise &cida testou-se a amostra em duas
concentracfes de acido cloridrico 0,1 normal e 1 normal. Pesou-
se 500,1 mg de amostra de ceftazidima, transferiu-se para um
baldo volumétrico de 100 ml, adicionou-se 5 ml de &cido cloridrico
0,1 normal e manteve-se o baldo em repouso por 24 horas. Apés
as 24 horas neutralizou-se a reacao de hidrélise com adicdo de 5
ml de hidroxido de sédio 0,1 normal ao baldo contendo a amostra
em seguida dilui-se para o volume com diluente. Apds a
neutralizagéo a amostra foi analisada.

Novamente pesou-se 500,2 mg de amostra de ceftazidima,
transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml, adicionou-se 5
ml de acido cloridrico 1 normal e manteve-se o baldo em repouso
por 24 horas. ApGs as 24 horas neutralizou-se a reagdo de
hidrolise com adicdo de 5 ml de hidroxido de sédio 1 normal ao
baldo contendo a amostra em seguida dilui-se para o volume com
diluente. Apdés a neutralizagdo a amostra foi analisada.
= Exposicao a hidrdlise basica.

Na hidrélise basica testou-se a amostra em dois tempos de
exposicdo, 24 horas e 3 horas. Pesou-se 500,0 mg de amostra de
ceftazidima, transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml,
adicionou-se 5 ml de hidroxido de sodio 0,1 normal e manteve-se
0 baldo em repouso por 24 horas. Apos as 24 horas neutralizou-

se a reacao de hidrélise com adicdo de 5 ml de &cido cloridrico
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0,1 normal ao baldo contendo a amostra em seguida dilui-se para
o volume com diluente. Ap6és a neutralizacdo a amostra foi
analisada.

Novamente pesou-se 500,1 mg de amostra de ceftazidima,
transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml, adicionou-se 5
mL de hidroxido de sodio 0,1 normal e manteve-se o baldo em
repouso por 3 horas. Apés as 3 horas neutralizou-se a reacao de
hidrolise com adicdo de 5 ml de acido cloridrico 0,1 normal ao
baldo contendo a amostra em seguida dilui-se para o volume com
diluente. Apés a neutralizagdo a amostra foi analisada.

= Exposi¢ao a oxidagao.

Na oxidagdo testou-se a amostra em dois tempos de
exposicdo, 24 horas e 3 horas. Pesou-se 500,2 mg de amostra de
ceftazidima, transferiu-se para um baldo volumeétrico de 100 ml,
adicionou-se 5 ml de peroxido de hidrogénio 0,3% e manteve-se o
baldo em repouso por 24 horas em seguida dilui-se para o volume
com diluente. Apos a exposicdo, a amostra foi analisada.

Novamente pesou-se 500,1 mg de amostra de ceftazidima,
transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml, adicionou-se 5
ml de peroxido de hidrogénio 0,3% e manteve-se o baldo em
repouso por 3 horas em seguida dilui-se para o volume com
diluente. Apos a exposicdo a amostra foi analisada.

= Amostra controle.

Pesou-se 500,2 mg de amostra de ceftazidima, transferiu-se
para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida dilui-se para o
volume com diluente. Apds a preparacao a amostra foi analisada.
Utilizou-se a amostra controle para calcular a porcentagem de
degradacdo das amostras expostas ao estudo de luz,
aguecimento, hidrolise acida, hidrolise basica e oxidacao.
= Placebo (Excipiente).

Pesou-se 60,1 mg de amostra de carbonato de sodio,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 1000 ml em seguida
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dilui-se para o volume com diluente. ApGs a preparacdo a amostra

foi analisada.

= Mistura das impurezas 7-ACA, piridina, 7-PYCA, TAEM e
butazidima com o ativo ceftazidima.

Pesou-se 3,81 mg do material de referéncia 7-PYCA,
transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 ml em seguida
dilui-se para o volume com uma solucdo de acetonitrila:agua
(50:50), Pesou-se 2,70 mg da material de referéncia 7-ACA,
transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente, Pesou-se 2,80 mg do
material de referéncia TAEM, transferiu-se para um baldo
volumétrico de 50 ml em seguida dilui-se para o volume com
acetonitrila, Pesou-se 2,71 mg do material de referéncia
butazidima, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 ml em
seguida dilui-se para o volume com uma solucdo de
acetonitrila:agua (50:50), Pipetou-se 10 ul do material de
referéncia piridina, transferiu-se para um baldo volumétrico de 200
ml em seguida dilui-se para o volume com agua purificada,
Pesou-se 2,91 mg do material de referéncia ceftazidima, e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

Pipetou-se 1 ml de cada solucdo estoque contendo os
materiais de referéncia, transferiu-se para um baldo volumétrico
de 10 ml em seguida dilui-se para o volume com diluente. Apos a

preparacao a amostra foi analisada.

4.8.2. Limite de deteccéo e quantificacao.

Para verificagao dos limites de detecc¢éo e quantificagdo preparou-se
uma solucdo estoque do material de referéncia ceftazidima, na
concentracdo de 1,0 mg/ml e a partir desta preparou-se 5 niveis de

concentracdo. As concentracfes utilizadas no estudo foram 0,00015
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mg/ml, 0,00025 mg/ml, 0,00040 mg/ml, 0,00050 mg/ml e 0,00060 mg/ml.
A analise foi realizada injetando-se cada concentracdo em triplicata.
4.8.2.1. Confeccéo da curva analitica.

= Solucdo estoque de ceftazidima: Pesou-se 24,03 mg do

material de referéncia de ceftazidima, transferiu-se para um
baldo volumétrico de 20 ml em seguida dilui-se para o volume
com diluente.

= Solucdo 0,00015 mg/ml: Pipetou-se 15 ul da solucéo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

= Solucdo 0,00026 mg/ml: Pipetou-se 25 ul da solucéo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

= Solucdo 0,00041 mg/ml: Pipetou-se 40 ul da solucdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

= Solucdo 0,00052 mg/ml: Pipetou-se 50 ul da solucdo estoque,

transferiu-se para um baléo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

= Solucdo 0,00062 mg/ml: Pipetou-se 60 ul da solucdo estoque,

transferiu-se para um baléo volumétrico de 100 ml em seguida

dilui-se para o volume com diluente.

4.8.2.2. Avaliacao das curvas analiticas.
= Solucgao limite de deteccéo.

= Solucao estoque de ceftazidima: Pesou-se 7,70 mg do material

de referéncia de ceftazidima, transferiu-se para um balédo
volumétrico de 100 ml em seguida dilui-se para o volume com
diluente.

= Solucdo limite de deteccdo de ceftazidima: Pipetou-se 40 ul da

solucéo estoque de ceftazidima, transferiu-se para um baldo



51

volumétrico de 100 ml em seguida dilui-se para o volume com
diluente.

= Solucao limite de deteccado de ceftazidima n° 2: Pipetou-se 100

pl da solugcdo estoque de ceftazidima, transferiu-se para um
baldo volumétrico de 100 ml em seguida dilui-se para o volume
com diluente.

ApoOs a preparacdo a solucdo limite de deteccdo foi analisada 3

vezes.

= Solucgao limite de quantificacéo.

= Solucdo limite de quantificacdo de ceftazidima: Pipetou-se 100

pl da solucdo estoque de ceftazidima, transferiu-se para um
baldo volumétrico de 100 ml em seguida dilui-se para o volume
com diluente.

= Solucdo limite de quantificacdo de ceftazidima n° 2: Pipetou-se

200 pl da solucdo estoque de ceftazidima, transferiu-se para
um baldo volumétrico de 100 ml em seguida dilui-se para o
volume com diluente.

ApoOs a preparacao a solucéo limite de quantificacao foi analisada 6

vezes.

4.8.3. Linearidade.

Para verificacdo da linearidade preparou-se 3 solu¢des estoque do
material de referéncia ceftazidima, na concentracdo de 0,05 mg/ml e a
partir destas solugbes preparou-se 6 niveis de concentracdo. As
concentracgdes utilizadas no estudo foram 0,00013 mg/ml, 0,0015 mg/ml,
0,0025 mg/mL, 0,0040 mg/ml, 0,0050 mg/ml e 0,0060 mg/ml, o que
corresponde as concentracbes de 0,026%, 0,3%, 0,5%, 0,8%, 1,0% e
1,2% da concentracdo nominal da amostra. Apdés a preparacdo as

solugdes foram analisadas.
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4.8.3.1. Confeccao das curvas analiticas.
= Linearidade n° 1.

= Solucdo estoque de ceftazidima: Pesou-se 5,85 mg do material de

referéncia de ceftazidima, transferiu-se para um baldo volumétrico
de 100 ml em seguida dilui-se para o volume com diluente.

= Solucdo 0,00013 ma/ml: Pipetou-se 260 ul da solugao estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

= Solucdo 0,0015 mg/ml: Pipetou-se 3 ml da solugéo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

= Solucdo 0,0025 mg/ml: Pipetou-se 5 ml da solugdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

= Solucéo 0,0040 mag/ml: Pipetou-se 8 ml da solugdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

= Solucédo 0,0050 mg/ml: Pipetou-se 10 ml da solucdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

= Solucdo 0,0060 mg/ml: Pipetou-se 6 ml da solucdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.
= Linearidade n° 2.

= Solucao estoque de ceftazidima: Pesou-se 5,89 mg do material de

referéncia de ceftazidima, transferiu-se para um baldo volumétrico
de 100 ml em seguida dilui-se para o volume com diluente.

= Solucdo 0,00013 ma/ml: Pipetou-se 260 ul da solugao estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida

dilui-se para o volume com diluente.
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Solucdo 0,0015 mg/ml: Pipetou-se 3 ml da solucdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

Solucdo 0,0025 mg/ml: Pipetou-se 5 ml da solucdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

Solucdo 0,0040 mg/ml: Pipetou-se 8 ml da solucdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

Solucédo 0,0051 ma/ml: Pipetou-se 10 ml da solucdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

Solucéo 0,0061 mg/ml: Pipetou-se 6 ml da solugdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.
Linearidade n° 3.

Solucéo estoque de ceftazidima: Pesou-se 5,86 mg do material de

referéncia de ceftazidima, transferiu-se para um baldo volumétrico
de 100 ml em seguida dilui-se para o volume com diluente.

Solucédo 0,00013 mg/ml: Pipetou-se 260 pl da solucédo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

Solucdo 0,0015 mg/ml: Pipetou-se 3 ml da solucdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

Solucéo 0,0025 mg/ml: Pipetou-se 5 ml da solugdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

Solucéo 0,0040 mg/ml: Pipetou-se 8 ml da solugéo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida

dilui-se para o volume com diluente.



= Solucdo 0,0050 mg/ml: Pipetou-se 10 ml da solugcdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.

= Solucdo 0,0060 ma/ml: Pipetou-se 6 ml da solucdo estoque,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 ml em seguida
dilui-se para o volume com diluente.
= Avaliagdo das curvas analiticas.

Apls a aquisicdo dos dados experimentais (cromatogramas),
utilizou-se uma planilha do Excel®, onde foram imputados os dados
adquiridos (concetracdes do analito x areas) para obter os valores
do coeficiente de correlagéo (r), coeficiente de determinacédo (r?),
coeficiente linear (interseccdo com o eixo y), coeficiente angular,

soma residual dos quadrados e desvio padrao relativo da curva.

4.8.4. Intervalo.

Sera avaliado através do parametro de linearidade, exatiddo e

precisao.

4.8.5. Precisédo do método.
A precisdo do meétodo foi realizada através da repetibilidade e
precisao intermediaria.
4.8.5.1. Repetibilidade.
= Preparo da solucao padrao de ceftazidima.

Pesou-se 58,0 mg do material de referéncia ceftazidima,
transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida dilui-
se para o volume com diluente.
= Preparo da solugcdo amostra contendo as impurezas.

= Solucdo estoque 7-PYCA: Pesou-se 3,80 mg do material de

referéncia 7-PYCA, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50
ml em seguida dilui-se para o volume com uma solucdo de

acetonitrila:agua (50:50).
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= Solucdo estoque 7-ACA: Pesou-se 2,62 mg do material de

referéncia 7-ACA, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50
ml em seguida dilui-se para o volume com diluente.

= Solucdo estoque TAEM: Pesou-se 2,80 mg do material de

referéncia TAEM, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50
ml em seguida dilui-se para o volume com acetonitrila.

= Solucdo estoque butazidima: Pesou-se 2,73 mg do material de

referéncia butazidima, transferiu-se para um baldo volumétrico de
50 ml em seguida dilui-se para o volume com uma solucdo de
acetonitrila:agua (50:50).

= Solucdo estoque piridina: Pipetou-se 10 pl do material de

referéncia piridina, transferiu-se para um baldo volumétrico de 200
ml em seguida dilui-se para o volume com agua purificada.

= Solucdo amostra de ceftazidima: Pesou-se 49,2 mg de amostra

de ceftazidima (Preparagédo 1), pesou-se 50,8 mg de amostra de
ceftazidima (Preparacdo 2), pesou-se 50,0 mg de amostra de
ceftazidima (Preparacdo 3), pesou-se 50,0 mg de amostra de
ceftazidima (Preparacédo 4), pesou-se 50,2 mg de amostra de
ceftazidima (Preparacédo 5) e pesou-se 51,2 mg de amostra de
ceftazidima (Preparacdo 6) e transferiu-se para 6 balbes
volumétricos de 100 ml separadamente, em seguida adicionou-se
10 ml de cada solucao estoque das impurezas em cada baldo. Em
seguida dilui-se para o volume com diluente. Apds a preparagéo

as amostras foram analisadas.

Aimpureza Mpadréo 100 ml
X <~ X
A 100 ml P\

% daimpureza = x100%

padrao amostra

Onde:

A impureza = Area da impureza.
A pagrao = Area do padr&o.

M padrao = Massa do padrao.
M amostra = Massa da amostra.

P padrao = Poténcia do padrao.
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DPR = x100%

CMD

Onde:

DP = Desvio Padrao.

CMD = Concentracdo Média Determinada.

4.85.2. Precisao intermediaria.

=

Preparo da solucdo padréo de ceftazidima.

Pesou-se 58,0 mg do material de referéncia -ceftazidima,

transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 ml em seguida dilui-

se para o volume com diluente.

=

=

Preparo da solugcdo amostra contendo as impurezas.

Solucdo estoque 7-PYCA: Pesou-se 3,80 mg do material de

referéncia 7-PYCA, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50
ml em seguida dilui-se para o volume com uma solucdo de
acetonitrila:agua (50:50).

Solucédo estoque 7-ACA: Pesou-se 2,73 mg do material de

referéncia 7-ACA, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50
ml em seguida dilui-se para o volume com diluente.

Solucdo estoque TAEM: Pesou-se 2,77 mg do material de

referéncia TAEM, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50
ml em seguida dilui-se para o volume com acetonitrila.

Solucdo estoque butazidima: Pesou-se 2,72 mg do material de

referéncia butazidima, transferiu-se para um baldo volumétrico de
50 ml em seguida dilui-se para o volume com uma solugdo de
acetonitrila:agua (50:50).

Solucéo estoque piridina: Pipetou-se 10 pl do material de

referéncia piridina, transferiu-se para um baldo volumétrico de 200
ml em seguida dilui-se para o volume com agua purificada.

Solucdo amostra de ceftazidima: Pesou-se 51,7 mg de amostra

de ceftazidima (Preparagédo 1), pesou-se 50,1 mg de amostra de

ceftazidima (Preparacédo 2), pesou-se 49,7 mg de amostra de
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ceftazidima (Preparacdo 3), pesou-se 49,9 mg de amostra de
ceftazidima (Preparacédo 4), pesou-se 50,4 mg de amostra de
ceftazidima (Preparacédo 5) e pesou-se 50,0 mg de amostra de
ceftazidima (Preparacdo 6) e transferiu-se para 6 balGes
volumétricos de 100 ml separadamente, em seguida adicionou-se
10 ml de cada solucao estoque das impurezas em cada baldo. Em
seguida dilui-se para o volume com diluente. ApOs a preparacao
as amostras foram analisadas.

Aimpureza % Mpadréo % % 100 ml
A 100ml P M

% daimpureza = x100%

padréo amostra

Onde:

A impureza = Area da impureza.
A pagrao = Area do padr&o.

M padrao = Massa do padrao.
M amostra = Massa da amostra.

P padrao = Poténcia do padrao.

DPR =

0)
CMD x 100%

Onde:
DP = Desvio Padrao.

CMD = Concentracdo Média Determinada.

4.8.6. Robustez.

Para realizacdo da robustez, preparou-se uma solucdo do material
referéncia de ceftazidima a 100% da concentracdo do teste, contendo
guantidades conhecidas das impurezas: 7-ACA, piridina, 7-PYCA, TAEM
e butazidima na concentracdo de 1,0% da concentracdo nominal da
amostra, 0 que equivale a concentracdo maxima permitida pela
especificacdo do produto. Realizou-se injecdes dessa solucdo em

triplicata, nas condi¢des analiticas descritas na tabela 6.
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Preparo da solucdo de referéncia contendo as impur  ezas.

Solucdo estoque 7-PYCA: Pesou-se 3,82 mg do material de

referéncia 7-PYCA, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50
ml em seguida dilui-se para o volume com uma solucdo de
acetonitrila:agua (50:50).

Solucdo estoque 7-ACA: Pesou-se 2,61 mg do material de

referéncia 7-ACA, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50
ml em seguida dilui-se para o volume com diluente.

Solucdo estoque TAEM: Pesou-se 2,55 mg do material de

referéncia TAEM, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50
ml em seguida dilui-se para o volume com acetonitrila.

Solucdo estoque butazidima: Pesou-se 2,72 mg do material de

referéncia butazidima, transferiu-se para um baldo volumétrico de
50 ml em seguida dilui-se para o volume com uma solucdo de
acetonitrila:agua (50:50).

Solucéo estoque piridina: Pipetou-se 10 pl do material de

referéncia piridina, transferiu-se para um baldo volumétrico de 200
ml em seguida dilui-se para o volume com agua purificada.

Solucdo do material de referéncia de ceftazidima: Pesou-se 58,0

mg do material de referéncia de ceftazidima e transferiu-se para
um baldo volumétrico de 100 ml, em seguida adicionou-se 10 ml
de cada solucéo estoque das impurezas. Em seguida dilui-se para

o volume com diluente.



Tabela 6. Variacdes das condi¢cdes analiticas do estudo de robustez.
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PARAMETRO
Condicoes
¢ Fluxo Forno pH ,fase Coluna
movel

Original (E) 0,6 ml/min. 40°C 2,00 A
Condicao A 0,6 ml/min. 44°C 2,00 A
Condicao B 0,6 ml/min. 36°C 2,00 A
Condicdo C 0,66 ml/min. 40°C 2,00 A
Condicado D 0,54 ml/min. 40°C 2,00 A

A: Coluna Shim-pack® XR-ODS 3,0 x 100 mm 2,2 pm.

As alteracdes nas condi¢cdes analiticas estdo descritas em negrito.

= Equacéo utilizada para quantificacdo das impurezas na amostra.

Aimpureza % Mpadréo % % 100 ml
A 100ml P M

% daimpureza = x100%

padréo amostra

Onde:

A impureza = Area da impureza.
A pagrao = Area do padr&o.

M padrao = Massa do padrao.
M amostra = Massa da amostra.

P padrao = Poténcia do padrao.

4.8.7. Exatidao.

Para determinacao da exatiddo preparou-se 9 solucdes de amostras

de ceftazidima a 100% da concentracéo do teste contendo quantidades
conhecidas das impurezas: 7-ACA, piridina, 7-PYCA, TAEM e

butazidima na concentracdo de 0,8%, 1,0% e 1,2% da concentragao

nominal da amostra (concentracdo baixa, média e alta) o que equivale a

concentracdo de 80%, 100% e 120% da concentracdo nominal das

impurezas de 1%. Preparou-se também uma solugdo amostra controle

que foi analisada no equipamento. A amostra controle foi injetada

somente uma aliquota. As demais solucbes realizou-se injecbes em

triplicata.
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Preparo da solugcdo amostra contendo as impurezas.

Solucdo estoque 7-PYCA: Pesou-se 3,93 mg do material de

referéncia 7-PYCA, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50
ml em seguida dilui-se para o volume com uma solucdo de
acetonitrila:agua (50:50).

Solucdo estoque 7-ACA: Pesou-se 2,59 mg do material de

referéncia 7-ACA, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50
ml em seguida dilui-se para o volume com diluente.

Solucdo estoque TAEM: Pesou-se 2,54 mg do material de

referéncia TAEM, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50
ml em seguida dilui-se para o volume com acetonitrila.

Solucdo estoque butazidima: Pesou-se 2,72 mg do material de

referéncia butazidima, transferiu-se para um baldo volumétrico de
50 ml em seguida dilui-se para o volume com uma solucdo de
acetonitrila:agua (50:50).

Solucdo estoque piridina: Pesou-se 24,3 mg do material de

referéncia piridina, transferiu-se para um baldo volumétrico de 500
ml em seguida dilui-se para o volume com agua purificada.

Solucéo padrdo de trabalho: Pipetou-se 1 ml de cada solugdo

estoque das impurezas e transferiu-se para um baldo volumétrico
de 10 ml, em seguida dilui-se para o volume com diluente.

Solucdo amostra de ceftazidima 80%: Pesou-se 50,1 mg de

amostra de ceftazidima e transferiu-se para um baldo volumétrico
de 100 ml, em seguida adicionou-se 8 ml de cada solucdo
estoque das impurezas. Em seguida dilui-se para o volume com
diluente.

Solucdo amostra de ceftazidima 100%: Pesou-se 50,1 mg de

amostra de ceftazidima e transferiu-se para um baldo volumétrico
de 100 ml, em seguida adicionou-se 10 ml de cada solucdo
estoque das impurezas. Em seguida dilui-se para o volume com

diluente.
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= Solucdo amostra de ceftazidima 120%: Pesou-se 49,9 mg de

amostra de ceftazidima e transferiu-se para um baldo volumétrico
de 100 ml, em seguida adicionou-se 12 ml de cada solucao
estoque das impurezas. Em seguida dilui-se para o volume com
diluente.

= Solucdo amostra controle de ceftazidima: Pesou-se 60,1 mg de

amostra de ceftazidima e transferiu-se para um baldo volumétrico
de 100 ml, em seguida dilui-se para o volume com diluente.
Apds a aquisicdo dos dados (cromatogramas) avaliou-se a
recuperacdo de cada composto nas amostras utilizando a equacao
abaixo.

. Concentrac 8o exp erimental
Exatidao = ¢ ~ P — x 100%
Concentrac ao tedrica

4.8.8. Adequacao do sistema ( system suitability).

Realizou-se o teste de adequacéo do sistema injetando 5 vezes uma
solucao de referéncia de ceftazidima a 100% da concentrag&o do teste,
contendo quantidades conhecidas das impurezas: 7-ACA, piridina, 7-
PYCA, TAEM e butazidima na concentracédo de 1,0% da concentracao
nominal da amostra e avaliando o desvio padrdo analitico (DPR) para o
pico de ceftazidima e a resolugéo entre os picos de 7-ACA, piridina, 7-
PYCA, ceftazidima, TAEM e butazidima. A solugcdo de referéncia
analisada no teste de adequacao do sistema foi a mesma utilizada do

parametro da robustez.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO.
5.1. Transferéncia e desenvolvimento do meétodo anal itico ultra
eficiente.

Na transferéncia e desenvolvimento do método, objetivou-se encontrar
condi¢cdes analiticas que permitissem uma separacdo adequada em um
tempo inferior ao método original para uso em rotina. Como pode ser
observado no item 4.6., realizou-se a avaliacdo das colunas com tamanho
de particula inferior a 3 um a serem utilizadas e os calculos necessarios
para obter as novas condigBes analiticas do método, que encontram-se

listadas na tabela 7.

Tabela 7. Metodologia final CLUE utilizada para quantificar impurezas no

antibiético ceftazidima.

Coluna Shim-pack® XR-ODS de 100 mm x 3,0 mm e 2,2 um.

0,0 minutos — A 65 % —-B 35 %

7,1 minutos—A25%—-B 75 %

Gradiente
7,2 minutos — A 65 % - B 35 %
15,0 minutos — A 65 % - B 35 %
Fluxo 0,60 ml/minuto
Volume de Injecao 3ul
Temperatura da coluna 40° C
Deteccéo 235 nm

5.1.1. Verificagdo das condi¢des analiticas do méto  do.
5.1.1.1. Testes utilizando a coluna Shim-pack® XR-O DS.
Realizou-se injecdo da solucdo mistura das impurezas e no
equipamento contendo a coluna Shim-pack® XR-ODS de 100 mm
comprimento x 3,0 mm de diametro interno, 2,2 um de tamanho de
particula (Shimadzu), a fim de assegurar que os parametros calculados

para o0 método rapido e a coluna escolhida eram ideais para a
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separacdo das impurezas. Apos o término da andlise observou-se que
0 composto butazidima estava eluindo muito préximo ao final do
gradiente das fases mdveis, e que a separacao entre 0s compostos 7-
ACA e piridina ndo estava boa, conforme pode ser observado na figura
4.

mAU

+{235nm,4nm (1.00)
o PIRIDINA
] CEFTAZIDIMA
;] TACA / BUTAZIDIMA
6 7-PYCA
] / TAEM
47
3 /
2
1
o
A
Eluicdo do composto muito proximo ao
2] final do gradiente das fases moveis.
}7\\\\\\\\\\\\\\
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0  min
Figura 4. Cromatograma das impurezas com a coluna Shim-pack® XR-ODS de

100 mm comprimento x 3,0 mm de diametro interno, 2,2 um de tamanho de

particula.

5.1.1.2. Testes utilizando a coluna Ascentis® Expre ss ODS.
Preparou-se uma nova solu¢ao mistura das impurezas e instalou-
se uma nova coluna no equipamento, Ascentis® Express ODS de 100
mm comprimento x 3,0 mm de diametro interno, 2,7 um de tamanho de
particula (superficialmente porosa) (Supelco), e realizou-se a inje¢ao
da solucdo no equipamento. Apds o término da andlise observou-se
gue o problema da eluicdo da impureza butazidima foi solucionado,

porém, a separacdo entre 0os compostos 7-ACA e piridina piorou




conforme figura 5. Entdo suspeitou-se que o problema na resolucao
entre os compostos 7-ACA e piridina estaria relacionado ao volume
extra coluna causado pelo excesso de tubulacdo entre a saida da
coluna e a entrada do detector. O comprimento da tubulacéo localizada
entre a saida da coluna e entrada do detector era de aproximadamente
500 mm e didmetro interno de 0,3 mm. Realizando o calculo do volume
dessa tubulacéo utilizando como base os valores da tabela 8, chega-se
ao valor de aproximadamente 26 pl, Foi entdo realizada a substituicao
da tubulac&o por outra propria para uso em CLUE de comprimento de
180 mm e diametro interno de 0,13 mm; o volume dessa tubulacéo foi
calculado em 2,3 pl, ou seja, uma reducédo maior que 90% no volume.

ApOs os ajustes na tubulacdo uma nova injecéo foi realizada no
equipamento, agora utilizando uma preparagédo da amostra a 100% da
concentragdo do teste, contendo quantidades conhecidas das
impurezas: 7-ACA, piridina, 7-PYCA, TAEM e butazidima na
concentracdo de 1,0% da concentragcdo nominal da amostra, com o
objetivo de avaliar a separacdo dos compostos em meio contendo
amostra. Apds o término da analise observou-se que 0s compostos 7-
ACA e piridina ndo obtiveram separacao satisfatoria, e que o composto
TAEM estava co-eluindo com o pico de ceftazidima conforme figura 6,
entdo conclui-se que mesmo apds o0s ajustes na tubulacdo, a coluna
Ascentis® Express ODS nao demonstrou ser adequada para essa
analise com o gradiente programado.

Tabela 8. Volume de tubos capilares (MAC MOD ANALYTICAL, 2012).

D.l. (polegadas) D.I. (mm) pl/cm
0,005 0,127 0,13
0,007 0,178 0,25
0,009 0,229 0,41

0,010 0,254 0,51




65

mAU
7235nm,4nm (1.00)
150+

140
130 /

PIRIDINA

TAEM

12(%;

11(%2

100 l CEFTAZIDIMA
7-ACA

9(*2 BUTAZIDIMA

80 7-PYCA
704

1 Eluigdo do composto
6“5 Butazidima resolvido.

50

/

304

W
v

20

104

o
E Resultado do alto VEC na

10 amostra.

-20

B e A B S e e S T LA B S e e e T L S B e B e S R S LA e e B e
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 min

Figura 5. Cromatograma das impurezas com a coluna Ascentis® Express ODS.
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Figura 6. Cromatograma da amostra contendo as impurezas com a coluna
Ascentis® Express ODS.
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5.1.1.3. Ajuste no gradiente de proporcado das fases  mdveis.

Para o teste utilizando a coluna Shim-pack® XR-ODS, além da
substituicdo da tubulagéo, realizou-se também ajustes no gradiente de
proporcao das fases moveis. O gradiente foi ajustado de modo a evitar
gue o pico da impureza butazidima eluisse préximo ao final da corrida
cromatografica. Ap0s 0s ajustes realizou-se uma nova injecdo da
amostra a 100% da concentracdo do teste, contendo quantidades
conhecidas das impurezas: 7-ACA, piridina, 7-PYCA, TAEM e
butazidima na concentracdo de 1,0% da concentragdo nominal da
amostra, voltando a utilizar a coluna Shim-pack® XR-ODS de 100 mm
comprimento x 3,0 mm de diametro interno, 2,2 um de tamanho de
particula. Apds o término da analise observou-se que os compostos 7-
ACA e piridina obtiveram separagcdo completa, e que 0 composto
butazidima eluiu em tempo ideal como apresentado na figura 7.
Portanto, apés os ajustes na tubulacdo e no gradiente da fase movel a
coluna Shim-pack® XR-ODS demonstrou resultados mais promissores
para essa analise.

Na tabela 9, é descrito o método de CLUE final proposto para
quantificacdo de impurezas no antibiotico ceftazidima.
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Tabela 9. Método ultra eficiente apds ajustes.

Coluna Shim-pack® XR-ODS de 100 mm x 3,0 mm e 2,2 pum.

0,0 minutos — A 65 % — B 35 %
9,5 minutos—-A25% -B 75 %
Gradiente 11,0 minutos — A 25% - B 75 %
11,1 minutos — A 65 % - B 35 %

15,0 minutos — A 65% - B 35 %

Vazao 0,60 ml/minutos
Volume de Injecéo 3ul
Temperatura da coluna 40° C
Deteccéo 235 nm
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Figura 7. Cromatograma da amostra contendo as impurezas com a coluna
Shim-pack® XR-ODS.
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5.2. Validacdo do método analitico de CLUE.

Os parametros avaliados durante o processo de validagdo foram
agueles exigidos para testes quantitativos para a determinacdo de
impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e
matérias-primas. Mesmo que o limite de detec¢do ndo seja exigido, foi
avaliado como um parametro a mais. Foram avaliados os parametros
seletividade/especificidade, limites de deteccdo e quantificacéo,
linearidade, intervalo, precisdo do método, robustez, exatiddo e adequacao

do sistema (system suitability).

5.2.1. Especificidade/seletividade.

Analisou-se uma preparacdo da amostra de ceftazidima
armazenada em condigbes normais como amostra controle a fim de
utiliza-la para calcular a porcentagem de degradacdo das amostras
expostas as condicbes de degradacbes, e avaliar o seu perfil
cromatografico conforme figura 8. O espectrograma da ceftazidima é

ilustrado na figura 9.

CEFTAZIDIMA &

/

PIRIDINA

Mnutes

Figura 8. Cromatograma da amostra controle.
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Figura 9. Espectrograma do pico de ceftazidima da amostra controle.

= Exposicao a luz.

O pico de ceftazidima na amostra exposta a condi¢cdes de 1,2
milhdes lux. horas de luz branca fria e 200 watt horas/m? de luz
ultravioleta ndo sofre interferéncia das impurezas de degradacédo
como pode ser observado na figura 10, e o espectrograma do pico

mantém-se similar ao da amostra controle, figura 11.
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Figura 10. Cromatograma da amostra exposta a luz.

Figura 11. Espectrograma do pico de ceftazidima da amostra exposta a luz.

= Exposi¢ao a temperatura.
O pico de ceftazidima na amostra exposta a temperatura de

80°C por 7 dias nao sofre interferéncia das impurezas de




degradacdo como pode ser
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observado na figura 12, e o

espectrograma do pico mantém-se similar ao da amostra controle,

figura 13.

45

40

~

PIRIDINA

CEFTAZIDIMA

Minutes

T
1

Figura 12. Cromatograma da amostra exposta a temperatura de 80<C.

T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260 270 280

Figura 13. Espectrograma do pico de ceftazidima da amostra exposta a

temperatura de 80<C.
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= Exposicao a hidrdlise acida.

O pico de ceftazidima na amostra exposta a hidrolise acida HCI
1 normal ndo sofre interferéncia das impurezas de degradacéao
como pode ser observado na figura 14, e o espectrograma do pico

mantém-se similar ao da amostra controle, figura 15.

mAU

CEFTAZIDIMA

/
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PIRIDINA

Figura 14. Cromatograma da amostra exposta a hidrélise acida HCI 1 normal.
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Figura 15. Espectrograma do pico de ceftazidima da amostra exposta a

hidrolise acida HCI 1 normal.

= EXxposicao a hidrdlise basica.

Na figura 16, é demonstrado o cromatograma da amostra
exposta a hidrélise basica NaOH 0,1 normal. O espectrograma do
pico mantém-se similar ao da amostra controle, figura 17. Apesar
da separacao dos picos das impurezas de degradacéo e do pico de
ceftazidima estar prejudicada, o método € capaz de separar e
guantificar a impureza caso essa seja detectada na rotina do
controle de qualidade.
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Figura 16. Cromatograma da amostra exposta a hidrolise basica NaOH 0,1
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Figura 17. Espectrograma do pico de ceftazidima da amostra exposta a

hidrolise basica NaOH 0,1 normal.
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= EXxposicao a oxidacao.

O pico de ceftazidima na amostra exposta a oxidagao peroxido
de hidrogénio 0,3% nao sofre interferéncia das impurezas de
degradacdo como pode ser observado na figura 18, e o
espectrograma do pico mantém-se similar ao da amostra controle,

figura 19.

454

40

CEFTAZIDIMA

PIRIDINA

| Wb U :

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15
Minutes

Figura 18. Cromatograma da amostra exposta a oxidacao peroxido de
hidrogénio 0,3%.
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Figura 19. Espectrograma do pico de ceftazidima da amostra exposta a

oxidacao peroxido de hidrogénio 0,3%.

Observou-se durante o estudo de degradacao forcada do produto que, o pico
do ceftazidima manteve-se puro em todas as condicOes de estresse, ou seja,
acima de 0,950 ou 95,0% de pureza conforme tabela 10 e que os
espectrogramas do pico de ceftazidima mantiveram-se similares ao
espectrograma do pico de ceftazidima da amostra controle. Os resultados
obtidos durante a avaliacdo do parametro de seletividade/especificidade do
método analitico demonstraram que nenhum componente, como, impurezas
de degradacao ou excipiente eluem no mesmo tempo do ceftazidima. Isso
demonstra que o método analitico € seletivo/especifico e indicador de

estabilidade.
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Tabela 10. Resultados obtidos na especificidade.

Condicoes de  Porcentagem de Pureza do pico

estresse degradacéao de ceftazidima
Amostra controle  N&o aplicado 1,0000
Fotolitica 2,6% 1,0000
Temperatura 5,5% 1,0000
Hidrolise acida 3,3% 1,0000
Hidrolise basica 43,1% 1,0000
Oxidacgéo 42,9% 1,0000

= Placebo

Analisou-se uma preparacdo contendo carbonato de sédio
(excipiente) e uma preparacdo contendo as impurezas 7-ACA,
piridina, 7-PYCA, TAEM e butazidima e o ativo ceftazidima, a fim
de avaliar a seletividade do método analitico.

N&o foi observado nenhum pico proveniente da preparacao
contendo carbonato de sédio (excipiente), conforme figura 20 e os
picos das impurezas e do ativo eluiram em diferentes tempos,
conforme figura 21.

Portanto, o] método analitico demonstrou ser
seletivo/especifico na presenca de impurezas de degradacdo e
excipientes, ou seja, foi satisfatorio quanto ao parédmetro de
seletividade/especificidade.
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Figura 20. Cromatograma da solucdo contendo carbonato de sédio.
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Figura 21. Cromatograma da solucdo contendo as impurezas.
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5.2.2. Limites de detecc¢ao e quantificacao.

Apés a aquisicdo dos dados experimentais (cromatogramas),
utilizou-se uma planilha do Excel®, onde foram introduzidos os dados
adquiridos (concetracbes do analito x areas) para obter os valores do
desvio padrdo da média do intercepto com o eixo Y das 3 curvas
analiticas (DPa) e a média da inclinacdo das 3 curvas analiticas (IC).
De posse desses dados, utilizou-se as equacdes descritas abaixo para

obter a concentracéo estimada dos limites de deteccéo e quantificacao.

~ . DPax 3

Concentracao estimada LD = T

~ . _ 5583x3
Concentracao estimada LD = 924768104

Concentracdo estimada LD = 0,00002 mg/ml

DPax10

Concentracao estimada LQ = —c

~ . _ 5583x10
Concentracao estimada LQ = 974768104

Concentracdo estimada LQ = 0,00007 mg/ml

Apés a analise da solucdo limite de deteccdo e quantificacao,
observou-se que a relacdo sinal/ruido ficou abaixo de 3 e 10, entdo
preparou-se uma segunda solucao limite de deteccdo e quantificacao
mais concentrada. Verificou-se os limites de deteccédo e quantificacao
através de solugbes preparadas na concentracdo de 0,00007 mg/ml
(0,014%) para deteccéo e 0,00013 mg/ml (0,026%) para quantificagéo.
Em seguida calculou-se a relacédo sinal/ruido do pico de ceftazidima
utilizando a equacéao abaixo.

2xH
sinal/ruido = o

Onde:

Hp = E a altura do pico medido a partir do vértice do pico até a linha de
base extrapolada (USP 36, 2013).

hr = E a diferenca entre os valores de ruido maiores e menores
observados (USP 36, 2013).



80

Nas tabelas 11 e 12 estado descritos os resultados dos limites de
deteccdo e quantificacdo do método analitico. O limite de deteccao
encontrado para o método analitico é de 0,00007 mg/ml ou seja,
0,014% da concentracdo nominal da amostra; ja o limite de
quantificacdo para o método analitico é de 0,00013 mg/ml ou seja,
0,026% da concentragdo nominal da amostra.

Tabela 11. Resultado da relacéo sinal/ruido do pico de

ceftazidima na solucao limite de deteccao.

Aliquota Sinal/ruido (aceitabilidade = 3)
A 6
B 5
C 5

Tabela 12. Resultado da relacao sinal/ruido do pico de
ceftazidima na solucao limite de quantificagao.

Aliquota Sinal/ruido (aceitabilidade = 10)
A 13
B 11
C 12
D 13
E 13
F 12

DPR das areas
_ 2,3%
do pico

5.2.3. Linearidade.

Avaliou-se a linearidade do método a partir da elaboracdo de 3
curvas analiticas, onde y é a variavel dependente que corresponde a
resposta medida (area do pico de ceftazidima no cromatograma) e x é

a variavel independente que corresponde a concentracao do padréo de
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referéncia de ceftazidima utilizada na andlise. Na tabela 13 estédo
descritas as concentra¢des de cada nivel da linearidade.

Tabela 13. Concentragfes das solu¢bes de trabalho das curvas analiticas em mg/ml.

Ceftazidima Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5 Nivel 6
mg/ml 0,00013 0,0015 0,0025 0,0040 0,0050 0,0060

12 curva 0,00013 0,0015 0,0025 0,0040 0,0050 0,0061
22 curva 0,00013 0,0015 0,0025 0,0040 0,0051 0,0061
32 curva 0,00013 0,0015 0,0025 0,0040 0,0050 0,0060

ApOs a aquisicdo dos dados experimentais (cromatogramas),
realizou-se uma inspecao visual a partir da construgdo de um grafico
de concentracdo (eixo x) versus areas obtidas apds injecdo das
solucdes (eixo y). A linearidade dos dados experimentais foi avaliada
por regressao linear, pelo método dos minimos quadrados, utilizando
uma planilha do Excel®. Através da planilha realizou-se a estimativa do
coeficiente de correlacdo (r), coeficiente de determinacdo (r),
coeficiente linear (interseccdo com o eixo y), coeficiente angular, soma
residual dos quadrados minimos, soma residual total, residuos e desvio
padréo relativo da curva.

O coeficiente de correlagao linear (r) expressa a relacdo de x e y na
curva: quanto mais proximo de 1 maior é a probabilidade de existir uma
relacéo linear definida. O coeficiente de determinacédo € uma indicacéo

da adequacdo do modelo aos resultados.

5.2.3.1. Avaliacdo da 12 curva analitica para cefta zidima.

Confirmou-se a linearidade da 12 curva analitica a partir da
concentragéo versus area, conforme grafico 2. Os resultados da 12
curva analitica estdo descritos na tabela 14 e 15.
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Gréfico 2. Curva analitica n° 1 de ceftazidima.

Tabela 14. Resultados da 12 curva analitica.

Parametros Limites Resultados
Coeficiente de correlagao (r) =>0,99 0,9998
Coeficiente de determinacéo (r%) Informativo 0,9996
Coeficiente linear Informativo 164825
Coeficiente angular Informativo 1097404816
Soma dos quadrados dos residuos Informativo 11098691475
Soma dos quadrados totais Informativo 3,02326 x 10™
DPR da curva analitica Informativo 1,4%

Tabela 15. Resultados dos residuos da 12 curva analitica.

Nivel Area prevista (y) Residuos
1 307488 58586
2 1810933 -68808
3 2908337 -26750
4 4554445 6785
5 5651849 44372
6 6858995 -14185
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5.2.3.2. Avaliacdo da 22 curva analitica para cefta zidima.
Confirmou-se a linearidade da 22 curva analitica a partir da
concentracdo versus area, conforme grafico 3. Os resultados da 22

curva analitica estdo descritos na tabela 16 e 17.

Linearidade curva 2

8000000,0000

7000000,0000
6000000,0000 - /
5000000,0000

4000000,0000 -
3000000,0000 -

2000000,0000
1000000,0000 - /
0,0000 - ‘

0,0000 0,0010 0,0020 0,0030 0,0040 0,0050 0,0060 0,0070

Area

Concentration

Grafico 3. Curva analitica n° 2 de ceftazidima.

Tabela 16. Resultados da 22 curva analitica.

Parametros Limites Resultados
Coeficiente de correlagao (r) =>0,99 0,9998
Coeficiente de determinacéo (r%) Informativo 0,9996
Coeficiente linear Informativo 50417
Coeficiente angular Informativo 1140450463
Soma residual dos quadrados Informativo 14406990845
Soma dos quadrados totais Informativo 3,31311 x 10*=

DPR da curva analitica Informativo 1,6%




Tabela 17. Resultados dos residuos da 22 curva analitica.

Nivel Area prevista (y) Residuos
1 198676 -31315
2 1761093 -23458
3 2901544 58540
4 4612219 71226
5 5866715 -65459
6 7007165 -9533

5.2.3.3. Avaliacdo da 32 curva analitica para cefta zidima.
Confirmou-se a linearidade da 32 curva analitica a partir da
concentragdo versus areas, conforme grafico 4. Os resultados da

32 curva analitica estao descritos na tabela 18 e 19.

Area

Linearidade curva 3
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6000000,0000 - /
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0,0000 0,0010 0,0020 0,0030 0,0040 0,0050 0,0060 0,0070
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Gréfico 4. Curva analitica n° 3 de ceftazidima.



Tabela 18. Resultados da 32 curva analitica.
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Parametros Limites Resultados
Coeficiente de correlacéo (r) = 0,99 1,0000
Coeficiente de determinacéo (%) Informativo 1,0000
Coeficiente linear Informativo 5884
Coeficiente angular Informativo 1166267676
Soma residual dos quadrados Informativo 1298162394
Soma dos quadrados totais Informativo 3,33585 x 10"
DPR da curva analitica Informativo 0,5%
Tabela 19. Resultados dos residuos da 32 curva analitica.
Nivel Area prevista (y) Residuos
1 157499 1795
2 1755286 -12688
3 2921553 -2400
4 4670955 19471
5 5837222 16015
6 7003490 -22193

O coeficiente de correlacdo (r) obtido foi = 0,99 nas 3 curvas

analisadas, indicando que ha uma relacéo linear entre as variaveis.

Quanto maior o coeficiente, maior sera a linearidade das respostas.

O coeficiente de determinacdo também foi = 0,99 nas 3 curvas

analisadas, indicando que ha uma adequacao da regressdo aos

dados.

5.2.4. Intervalo.

O intervalo especificado € a faixa entre os limites de quantificacéo
superior e inferior de um método analitico (BRASIL RE899, 2003).

Estabeleceu-se o intervalo do método analitico através do item

linearidade. Na tabela 20 é apresentado o intervalo do método.
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Tabela 20. Resultado do intervalo do método analitico.

Composto Intervalo inferior Intervalo superior

Ceftazidima 0,00013 mg/ml ou 0,026% 0,0060 mg/ml ou 1,2%

5.2.5. Precisado do método.
Avaliou-se a precisdo do meétodo através da repetibilidade e

precisado intermediaria.

5.2.5.1. Repetibilidade.

Avaliou-se os resultados da repetibilidade através do desvio
padrao relativo (DPR) para os compostos 7-ACA, piridina, 7-PYCA,
TAEM e butazidima individualmente e também para o total de
impurezas, sendo considerado satisfatorio o desvio padrao relativo
< 5%. Segundo a literatura o valor maximo aceitavel deve ser
definido de acordo com a metodologia empregada, a concentracéo
da amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, nédo se
admitindo valores superiores a 5% (BRASIL RE899, 2003).

Tabela 21. Resultado da repetibilidade (analista 1).

Amostras

Compostos
7-ACA Piridina  7-PYCA TAEM Butazidima  Totais

mT m O O W >

DPR

0,6298% 0,4550% 0,7487% 2,4176% 0,8496%  5,1807%
0,6066% 0,4575% 0,7614% 2,3409% 0,8028%  5,1155%
0,6076% 0,4558% 0,7712% 2,3127/% 0,8556% 5,1568%
0,6092% 0,4552% 0,7729% 2,3217/% 0,8326% 5,1633%
0,6009% 0,4416% 0,7590% 2,3139% 0,8490%  5,0949%
0,5889% 0,4356% 0,7452% 2,2522% 0,8287%  4,9689%
2,2% 2,0% 1,5% 2,3% 2,3% 1,5%

Observando a tabela 21, verificou-se que os valores dos
desvios padrdes relativos encontrados sdo inferiores a 5%,
portanto os resultados da repetibilidade foram considerados

satisfatorios.
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5.2.5.2. Precisao intermediaria.

Avaliou-se os resultados da precisdo intermediaria realizada
por um segundo analista para os compostos 7-ACA, piridina, 7-
PYCA, TAEM e butazidima individualmente e também para o total

de impurezas.

Tabela 22. Resultado da precisdo intermediaria (analista 2).

Amostras Compostos
7-ACA Piridina  7-PYCA TAEM  Butazidima  Totais
A 0,5640% 0,4531% 0,7188% 2,3085% 0,8324% 5,0271%
B 0,5811% 0,4669% 0,7406% 2,3786% 0,8577% 5,1799%
C 0,5962% 0,4691% 0,7766% 2,4313% 0,8539% 5,3272%
D 0,5823% 0,4791% 0,7684% 2,3188% 0,8554% 5,1688%
E 0,5669% 0,4644% 0,7505% 2,3832% 0,8367% 5,1507%
F 0,5706 0,4674% 0,7553% 2,3987% 0,8421% 5,1840%
DPR 2,1% 1,8% 2,7% 2,0% 1,3% 1,9%
Tabela 23. Resultado da repetibilidade + preciséo intermediaria.
DPR dos Compostos
analistas  7-ACA Piridina  7-PYCA TAEM  Butazidima  Totais
1+2 3,4% 2,6% 2,2% 2,3% 1,9% 1,7%

A precisdao de um método analitico permite avaliar o grau de
dispersdo dos resultados obtidos, ou seja, como 0s resultados
estdo distribuidos em relagdo a média obtida, expresso como
desvio padrao relativo (DPR). Portanto quanto menor o DPR obtido
menor a variacao analitica. Nas tabelas 21, 22 e 23, constam 0s
valores dos DPR obtidos para cada andlise. Podemos observar que
todos os valores encontrados sao inferiores a 5%, portanto a

precisao analitica do método € satisfatoria.
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5.2.6. Robustez.

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade
em resistir a pequenas e deliberadas variacbes dos parametros
analiticos, indicando sua confianca durante o uso normal.

Realizou-se 3 inje¢bes do material de referéncia em 4 diferentes
condigbes analiticas conforme tabela 6 e avaliou-se a influéncia de cada
injecdo no resultado final. Comparou-se os resultados obtidos no item
5.2.5.1. repetibilidade com os resultados obtidos nesse parametro. As
tabelas 24, 25, 26, 27 e 28 e as figuras 22, 23, 24, 25 e 26 mostram 0s
resultados obtidos.

O primeiro grafico onde se localiza os losangos verdes ilustram a
ANOVA. Losangos que nao estdo no mesmo nivel horizontal séo
significativamente diferentes, a largura dos losangos € proporcional ao
numero de dados. Os resultados da analise de variancia (ANOVA) estao
descritos logo abaixo do gréfico.

O teste t € ilustrado pelos circulos. Quando os circulos se
sobrepdem nédo héa diferenca entre as condi¢gdes. Os resultados do teste
t estéo descritos abaixo dos resultados do ANOVA. Os resultados devem
ser realizados comparando a condicdo original indicada pela letra “E”
com as demais condi¢des indicadas pelas letras “A, B, C e D” conforme
a tabela 6.

O método original para quantificacdo de impurezas em ceftazidima,
afirma que a variagcdo maxima permitida para o pH nas fases moveis €
de * 0,05. Sendo assim, utlizou-se os dados obtidos no

desenvolvimento e validacdo analitica do método original.
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Tabela 24. Resultado do teor do composto 7-ACA na robustez.

Condicoes
Aliquota
A B C D
1 0,5753% 0,5747% 0,5172% 0,6390%
2 0,5757% 0,5728% 0,5210% 0,6422%
3 0,5728% 0,5738% 0,5207% 0,6337%

Condicdo Student's t
0.05

Anova Sum of

Source DF Squares Mean Square F Ratio Prob =F

Condig3o 4 0.02493575 0.006234 B5.9957 <.0001%

Error 13 0.00094239 0.000072
Teste t C. Total 17 0.02587814
Level - Level Difference Std Err Dif Lower CL Upper CL p-Value
d [ 0.1186667 0.0065518 0103648 0.1336851 =.0001%* -
e 3 0.0875333 0.0060204 0.074527 0.1005397 <=.0001#* T
d b 0.0845333 0.0085518 0.0459515 0.0795518 <. 0001#* r it
d a 0.0637000 0.0085518 0.048682 0.078718> <. 0001#* ; | /i
a c 0.0549667 0.0069518 0.039948 0.0699851 <. 00O01#* { f
b c 0.0541333 0.0069518 0.039115 0.0691518 < 000L¥ _f .
e b 0.0334000 0.0080204 0.020394 0.0464084 =.0001%* [ -
e a 0.0325667 0.0080204 0.019560 0.0455730 0.0001#* | |
d e 0.0311333 0.0000204 0.018127 0.0441387 0.0002% el
a b 0.0008333 0.0069518 -0.014185 0.0158518 0.3064

Q00

O

3 b [ c | d L o Each Pair

Figura 22. Resultado do composto 7-ACA na robustez.

Através da figura 22 podemos observar que em todas as
condi¢cBes avaliadas ha uma diferenca significativa quando comparadas
com a condicdo E (original). Essa diferenca é demonstrada pelo
desalinhamento horizontal entre os losangos das condi¢cdes avaliadas e
também pela ndo sobreposicdo dos circulos. Apesar do método néo
responder de maneira igual quando alteramos as suas condicdes
analiticas, o fluxo e a temperatura sdo calibrados na qualificacdo do
equipamento, sendo assim, a chance de ocorrer uma variagao dessa

magnitude em um equipamento qualificado é muito pequena.



Tabela 25. Resultado do teor do composto piridina na robustez.
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Condicoes
Aliguota
A B C D
1 0,4074% 0,4137% 0,3802% 0,4552%
2 0,4109% 0,4092% 0,3797% 0,4643%
3 0,4066% 0,4178% 0,3751% 0,4489%
0.47
7 T N il
0.45 g = = —— @
4 e
-
E 0.43 A
S 1 A
& 041 s NS> @
o T
0.30 -
- Ju._‘_’ 1 :;-._
.37 3 1 b L T L d L = Each Pair
Condicdo Student's t
0.05
ANOWA Sum of
Source DF Squares Mean Square F Ratio Prob = F
Condigdo 4  0.01443354 0.003608 F7.8020 <.0001%
Error 13 0.00060293 0.0000486
C. Total 17 0.01503647
Teste t
Level - Level Difference Std ErrDif Lower CL Upper CL  p-value
d C 0.0778000 0.0055605 0.065787 0.0838128 =<.0001% |
e C 0.0717833 0.0048156 0.061380 0.0821867 =<.0001% £ J-
d a 0.0478333 0.0055605 0.035821 0.0598461 =.0001%
d b 0.0425667 0.0055605 0.030554 0.0545794 <. 0001%
e a 0.0418167 0.00481586 0.031413 0.0522200 =.0001%
= b 0.0385500 0.0048158 0.026147 0.0469534 =.0001*
b C 0.0352333 0.0055605 0.023221 0.0472461 <«.0001%
a € 0.0299667 0.0055605 0.0175954 0.0415794 0.0001%
d e 0.0060167 0.0048156 -0.004387 0.0164200 0.2335
b a 0.0052667 0.0055605 -0.006746 0.0172794 0.3608

Figura 23. Resultado do composto piridina na robustez.

Avaliando a figura 23 do composto piridina, observamos que nas

condi¢cdes A, B e C h4d uma diferenca significativa quando comparado

7

com a condicdo E (original), essa diferenca & demonstrada pelo

desalinhamento horizontal entre os losangos das condi¢cdes avaliadas e

também pela

nao

sobreposicdo dos

circulos.

Como descrito

anteriormente essas diferencas de respostas sao suportadas pelas

calibragOes realizadas durante a qualificagdo do equipamento.
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Tabela 26. Resultado do teor do composto 7-PYCA na robustez.

] Condicdes
Aliquota
A B C D
1 0,6737% 0,7412% 0,6851% 0,7965%
0,6808% 0,7523% 0,7007% 0,7992%
3 0,6746% 0,7618% 0,6742% 0,7871%
0.8 ] . U
0.7754 ' s
0.75 < = @
=T b
(]
Z 07254
~
0.7 o
D.S?5—-‘:TITE" i
0.65 g T b T = T g ps Each Pair
condicéio Student's t
0.05
ANOWA Sum of
Source DF Squares Mean Square F Ratio Prob > F
Condic3o 4 0.03220160 0.008050 79.3383 <. 0001%
Errar 13 0.00131910 0.000101
Teste t C. Total 17 0.03352070
Level - Level Difference 5Std Err Dif Lower CL Upper CL p-value
d a 0.1179000 0.0082247 0100132 01356684 < 0001* [F5
d c 0.1076000 0.0082247 0089832 0.1253684 < 0001% i
e a 0.0833667 0.0071228 0.067979 0.0987546 < 0001* F
b a 0.0754000 0.0082247 0057632 00931684 < 0001#* T A
e c 0.0730667 00071228 0057679 00884546 < 0001 7
b c 0.0651000 0.0082247 0047332 00828684 < 0001 o,
d b 0.0425000 0.0082247 0.024732 0.0602684 0.0002% i
d e 0.0345333 0.0071228 0.019145 0.04599213 0.0003* '
c a 0.0103000 0.0082247 -0.007468 0.0280684 0.2325 o |
e b 0.0079667 0.0071228 -0.007421 0.0233546 0. 2836 i

Figura 24. Resultado do composto 7-PYCA na robustez.

Avaliando a figura 24 do composto 7-PYCA, observamos que na

condicdo A onde é alterada a temperatura da coluna de 40 para 44 ha

uma diferenca significativa quando comparado com a condicdo E

(original), essa diferenca € demonstrada pelo desalinhamento horizontal

entre os losangos das condicbes avaliadas e também pela né&o

sobreposicdo dos circulos. Ja para a condicdo B onde € alterada a

temperatura da coluna de 40 para 36C ndo h& difere n¢a significativa.

Observamos também que os losangos e os circulos estdo melhores

alinhados. No caso da condicédo C onde é alterado o fluxo da fase mével,
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comparado a condigdo E (original) observamos também que ha uma

diferenca significativa, como também acontece com a condi¢do D, porém

em menor intensidade.

Tabela 27. Resultado do teor do composto TAEM na robustez.

] Condicdes
Aliquota
A B C D
1 2,1503% 2,2253% 1,9600% 2,3945%
2,1863% 2,2309% 1,9670% 2,4076%
3 2,1808% 2,2296% 1,9658% 2,3985%
2.4'- 9
2.3
R : =)
s~ e
gl
2 L
ST a
3 T b T c T d T & Each Pair
Condicdo Student's t
0.05
ANOWVA Sum of
Source DF Squares Mean Square F Ratio Prob > F
Condigdo 4 0.38381396 0.090853 T7.3474 <. 0001#*
Error 13 0.01528681 0.001178
Teste t C. Total 17 0.37910077
Level - Level Difference Std Err Dif Lower CL Upper CL p-Vvalue
d C 0.4359333 0.0279989 0.375445 0.4964213 <. 0001% = |‘
e 3 0.3622333 0.0242478 0.309849 04146175 =.0001% =
b 4 0.2643333 0.0279989 0.203845 0.3248213 =.0001% el
d a 0.2277333 0.0279589 0.167245 0.2882213 =.0001% |
a C 0.2082000 0.0279989 0.147712 0.2686880 <.0001% _.-'
d b 0.1716000 0.0279989 0.111112 0.2320880 =.0001% [/
e a 0.1540333 0.0242478 0.101649 0.2084175 =.0001% A A
s b 0.0979000 0.0242478 0.045516 0.1502841 0.0014%
d e 0.0737000 0.0242478 0.021316 0.1260841 0.0095% i f
b a 0.05681333 0.0279989 -0.004355 0.1166213 0.0663 |

Figura 25. Resultado do composto TAEM na robustez.

Avaliando a figura 25 do composto TAEM, podemos dizer que nas

condicbes A e B onde é alterada a temperatura da coluna, ha uma

diferenca significativa quando comparado com a condi¢cao E (original),

essa diferenca é demonstrada pelo desalinhamento horizontal entre os

losangos das condicdes avaliadas e também pela n&o sobreposi¢cédo dos
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circulos. O mesmo pode ser afirmado para a condicdo C que varia o
fluxo da fase mével. Para a condicdo D onde é alterado o fluxo da fase
movel de 0,60 para 0,54 ml/min. a diferenca € bem menor como pode

ser observado nos gréaficos mas ainda assim é significativa.

Tabela 28. Resultado do teor do composto butazidima na robustez.

Condicoes
Aliquota
A B C D
0,8230% 0,8189% 0,7446% 0,9233%
0,8189% 0,8386% 0,7565% 0,9266%
0,8214% 0,8344% 0,7521% 0,9192%
0.95
<> O
0.9 S
m
£ 0.85 L}
= . -1 o -
™ P T — A=
m g8 .
0.75- S O
a b L c L d & Each Pair
Condicdo Student's t
0.05
AMNOWA Sum of
Source DF Squares Mean Square F Ratio Prob=>F
Condigdo 4 0.04496735 0.011242 655916 <.0001%
Error 13 0.00222809 0.000171
Teste t C. Total 17 0.04719544
Level - Level Difference Std Err Dif Lower CL Upper CL p-value
d 4 0.1719667 0.0106893 0.148874 0.1950595 =<.0001%* e R
d a 0.1019333 0.0106893 0.078841 0.1250261 =.0001% > =
d b 0.0924000 0.0106893 0.069307 0.1154928 =<=.0001%
d e 0.0886500 0.0092572 0.066651 0.1066490 <.0001%
e C 0.0853167 0.0092572 0.065318 0.1053156 =.0001%
b € 0.0795667 0.0106893 0.056474 0.1026595 =.0001%*
a 4 0.0700333 0.0106893 0.046941 0.0931261 =.0001%
e a 0.0152833 0.0092572 -0.004716 0.0352823 0.1227
b a 0.0095333 0.0106893 -0.01355% 0.0326261 0.38B87 (
e b 0.0057500 0.0092572 -0.014245 0.0257490 0.5452

Figura 26. Resultado do composto butazidima na robustez.

Avaliando a figura 26 do composto butazidima, observamos que
nas condicbes A e B onde é alterada a temperatura da coluna ndo ha
uma diferenca significativa quando comparado com a condicdo E
(original), isso € demonstrado pela auséncia do asterisco nos resultados
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e pelo alinhamento horizontal entre os losangos das condi¢Oes
avaliadas. O mesmo ndo acontece quando comparamos a condi¢céo C e
D onde é alterado o fluxo da fase movel com a condicdo E (original).
Neste caso observamos uma diferenca significativa entre os resultados.
Como pbdde ser observado a robustez varia conforme o
contaminante. Para alguns o fluxo altera completamente o resultado e
para outros ocorre 0 mesmo com a temperatura. Assim foram avaliadas
a resolucdo e a assimetria dos picos de cada contaminante nas
diferentes condigbes de robustez comparando a uma andlise nas
condi¢cBes originais de fluxo e temperatura obtidas no paréametro de
adequacao do sistema. Os resultados sdo apresentados na tabela 29.
Fica evidente que o pico mais afetado pelas modificacbes € o
correspondente ao TAEM. Assim para resguardar os resultados incluiu-
se, na analise de adequacédo do sistema que a assimetria de TAEM néo
deve ser superior a 1,3 e sua resolucado com relacdo a Ceftazidima deve

estar entre 3,9 e 4,1.

Tabela 29. Resultado de assimetria e resolucdo na robustez e adequacao do sistema.

Composto Parametro Condicdo A Condicdo B Condicdo C Condicdo D  Original E

7-ACA Resolugéo - - - - -

Assimetria 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3

Piridina Resolucao 2,0 1,7 1,9 19 2,2
Assimetria 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3

7-PYCA  Resolucao 2,3 3.1 2,7 2,7 3.1
Assimetria 1,2 1,2 1,4 1,4 1,3
Ceftazidima Resolucao 15,1 18,8 17,1 16,9 19,2
Assimetria 0,9 1,0 0,9 1,0 0,9

TAEM Resolucao 51 2,1 3,4 3,6 4,0
Assimetria 1,7 1,6 1,6 1,7 1,3

Butazidima Resolucéo 32,5 33,3 33,6 31,6 40,0

Assimetria 1,1 1,1 1,1 1,1 1,0
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5.2.7. Exatidao.

Antes das injecbes das amostras para avaliar o parametro da
exatidao, foi injetada uma amostra controle. Essa amostra é necessaria
para que no momento do calculo de recuperacdo dos compostos,
possamos subtrair qualquer quantidade residual desses compostos na
amostra. A andlise foi conduzida em triplicata de injecdo em cada nivel
de concentracdo e a avaliacdo estatistica foi executada através do
calculo do percentual recuperado, ou seja, a relacdo percentual entre a
concentragdo de cada impureza encontrada, em cada nivel de

concentragdo, e a concentracéo esperada.

Tabela 30. Recuperacgéo para cada nivel de concentracao.

Composto

Concentracao

7-ACA Piridina 7-PYCA TAEM  Butazidima

0,8%
(80%)

1,0%
(100%

1,2%
(120%

Teorica 0,8182% 0,7583% 0,8182% 0,7982% 0,7982%

Experimental 0,8146% 0,7827% 0,8356% 0,8026% 0,8140%
Recuperagcdo 99,6%  103,2% 102,1% 100,6% 102,0%
Teorica 1,0180% 0,9581% 1,0379% 0,9980% 0,9980%
Experimental 1,0147% 0,9781% 1,0390% 1,0048% 1,0111%

) Recuperagdo 99,7%  102,1% 100,1% 100,7% 101,3%
Tedrica 1,2215% 1,1414% 1,2415% 1,2014% 1,2215%

) Experimental 1,2072% 1,1336% 1,2167% 1,2137% 1,2168%

Recuperacédo 98,8% 99,3% 98,0% 101,0% 99,6%

Os valores de recuperacdo do método analitico devem ser iguais a
100% £ 5%, podendo variar de 95% a 105%. Na tabela 30 estéo
representadas as médias obtidas das impurezas para cada
concentragdo. A figura 27 demonstra um cromatograma da solucéo
amostra de ceftazidima contendo as impurezas a 1%. O maior valor de
recuperacdo encontrado foi de 103,2% e o menor de 98,0%. Sendo
assim, os valores de recuperacdo do método analitico foram

considerados satisfatorios.
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Figura 27. Cromatograma da solucédo amostra de ceftazidima contendo as

impurezas a 1%, utilizada na exatidao.

5.2.8. Adequacéo do sistema ( system suitability).

Este estudo foi realizado para assegurar o desempenho do sistema
cromatografico que sera utilizado durante a realizacdo das analises na
rotina do laboratério, provendo assim dados de qualidade aceitavel. O
parametro de adequacdo do sistema sera incluso na metodologia
analitica e devera ser realizado ao iniciar uma analise utilizando esta
metodologia. Como condicdes de aceitabilidade para o teste de
adequacao do sistema serdo utilizadas, além da assimetria e resolucéo
de TAEM como ja explicitado no item 5.2.7. robustez, resolugdo minima
entre os demais picos de 1,5 garantindo uma separa¢cao adequada e um
DPR para o pico de ceftazidima inferior a 2,0%, garantindo a precisao
dos resultados. Foi utiizado um DPR de 2,0% para o pico de
ceftazidima, baseado nos critérios da USP 36. Na tabela 31 estdo

descritos os resultados encontrados no parametro de adequacdo do
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sistema e na figura 28 um perfil cromatogréafico da solucdo de referéncia

utilizada na adequacéao do sistema.

Tabela 31. Resultados da adequacgé&o do sistema (system suitability).

i Parametros
Aliguota Composto ~ . . ‘
Resolucao Assimetria Area
Ceftazidima 19,9 0,9 548265371
7-ACA N&o aplicado 1,3 N&o aplicado
1 Piridina 2,0 1,3 Nao aplicado
7-PYCA 3,1 1,3 Nao aplicado
TAEM 4,1 1,3 Nao aplicado
Butazidima 40,1 1,0 Nao aplicado
Ceftazidima 19,1 0,9 544475914
7-ACA N&o aplicado 1,3 N&o aplicado
5 Piridina 2,2 1,3 N&o aplicado
7-PYCA 3,1 1,3 N&o aplicado
TAEM 4,0 1,3 Nao aplicado
Butazidima 40,0 1,0 Néao aplicado
Ceftazidima 19,0 0,9 549179798
7-ACA N&o aplicado 1,3 N&o aplicado
Piridina 2,2 1,3 N&o aplicado
3 7-PYCA 3,1 1,3 N&o aplicado
TAEM 4,0 1,3 N&o aplicado
Butazidima 40,0 1,0 N&o aplicado
Ceftazidima 18,9 0,9 545412631
7-ACA N&o aplicado 1,3 N&o aplicado
Piridina 2,2 1,3 Nao aplicado
4 7-PYCA 3,1 1,3 Nao aplicado
TAEM 4,0 1,3 Nao aplicado
Butazidima 39,9 1,0 N&o aplicado
Ceftazidima 18,9 0,9 549562361
7-ACA N&o aplicado 1,3 N&o aplicado
5 Piridina 2,2 1,3 N&o aplicado
7-PYCA 3,1 1,3 Nao aplicado
TAEM 4,0 1,3 Nao aplicado
Butazidima 39,9 1,0 Néao aplicado
Desvio padrao relativo das areas do pico de ceftazidima 0,4%
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O fator de assimetria abaixo de 1,3 para os picos dos compostos 7-

ACA, piridina, 7-PYCA, TAEM e butazidima, o fator de resolugdo maior

gue 1,5 entre os compostos 7-ACA, piridina e 7-PYCA, o fator de

resolucdo entre 3,9 e 4,1 entre os compostos ceftazidima e TAEM e o

fator de resolugdo maior que 30,0 entre os compostos TAEM e

butazidima demonstram que o0s picos estdo bem separados. O desvio

padrdo relativo das areas do pico de ceftazidima foi satisfatorio,

situando-se abaixo do valor preconizado de 2,0%.
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Figura 28. Cromatograma da solucéo referéncia de ceftazidima utilizada na

adequacao do sistema.
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6. CONCLUSAO.

= Transferiu-se, desenvolveu-se e validou-se um meétodo analitico para
determinacao de substancias relacionadas no antibiético Ceftazidima por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia com fase estacionaria C18.

= Obteve-se uma reducédo no tempo de analise de 45 minutos por corrida
cromatografica, utilizando o método analitico ultra eficiente. Pensando em
uma rotina de controle de qualidade, onde analisa-se aproximadamente 5
a 10 lotes do produto de uma unica vez, teremos aproximadamente 30
horas de analise utilizando o método convencional. Quando utilizamos o
método ultra eficiente esse valor é reduzido para 7,5 horas, tendo assim,
um ganho de 22,5 horas em tempo de analise. Além disso, o0 consumo de
solvente organico utilizando o método convencional €& de
aproximadamente 400 ml, quando utilizamos o método ultra eficiente esse
valor é reduzido para aproximadamente 120 ml, ou seja, uma reducgdo de
70% no consumo de solvente organico. Para a industria significa que o
produto chegara mais rapido ao mercado, com um menor custo e menor

geracado de residuos para o meio ambiente.
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