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OBJECTIVOS*

O objectivo deste trabalho consiste, numa primeira fase, avaliar do risco de contaminac¢do no
material de laboratdério e assegurar que o procedimento de limpeza implementado é adequado,
para ambos os tipos de lavagem (manual e automatico), permitindo obter residuos de produto
dentro dos limites de aceitacdo estabelecidos e eliminar riscos de contaminacdo cruzada. Por

seguinte, definir um processo de limpeza para reutilizar os vials e obter baixos niveis de carbono.

*A tese de mestrado ndo foi escrita sob o novo acordo ortografico
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RESUMO

A 3agua purificada é a matéria-prima mais utilizada na industria farmacéutica. A sua producdo é tida
como uma operacao extremamente delicada, pois, trata-se de um componente principal na producao
de formas farmacéuticas sélidas e orais liquidas e na producao de solugbes e reagentes, bem como na
limpeza de material de laboratdrio e equipamentos envolvidos. Validar os sistemas de dgua purificada
da a confianga necessaria nos resultados das validagGes do grau de descontaminacdo.

O presente trabalho visa apresentar uma estratégia de validacdo de grau de descontaminacdo do
material de laboratério e dos vials. Descritas as metodologias a levar a cabo para a validacdo do grau de
descontaminacdo do material de laboratério nos Laboratdrios Basi, S.A, quer utilizando a lavagem
manual quer a automadtica, assegurou-se que o procedimento de limpeza implementado é adequado,
pois ndo se encontraram vestigios de detergente nem substancia activa. O produto escolhido segundo
uma série de critérios como o “pior caso” foi a Nimesulida e foram realizados testes visuais e testes
fisico-quimicos/microbioldgicos, assegurando-se os limites de aceitacdo estabelecidos, através das
técnicas de pH, condutividade, carbono organico total (TOC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).

Na validacdo do grau de descontaminacdo dos vials, a lavagem manual com o Extran MA 03 isento

de fosfatos mostrou ser a melhor detergente para a reutilizacdo do vials.
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ABSTRACT

Purified water is the raw material most used in the pharmaceutical industry. Its production is taken as
an extremely delicate operation, because it is a main component in the production of solid and oral
liquid pharmaceutical forms and in the production of solutions and reagents as well as in the cleaning of
laboratory material and equipment involved. Validating the purified water systems gives the confidence
necessary in the results of the validation of the degree of decontamination.

This paper presents a degree of decontamination validation strategy of laboratory equipment and
vials. Were described methodologies to undertake to validate the degree of decontamination of
laboratory equipment in laboratories Basi, S.A., either washing manually or using the washing
machine, it was sure that the cleaning procedure implemented is appropriate because no traces of
detergent or active substance were found. The product chosen according to a number of criteria
such as the "worst case" was Nimesulide so visual and physico-chemical/microbiological tests were
performed, ensuring the acceptance limits established by the techniques of pH, conductivity, total
organic carbon (TOC) and high performance liquid chromatography (HPLC).

In the validation of vials degree of decontamination, manual washing with Extran MA 03

phosphate free proved to be the best detergent for the reuse of vials.
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Capitulo 1 Introdugdo

1 INTRODUCAO

A crescente globalizagdo e uso de normas internacionais visando a garantia de qualidade, aliada ao
crescimento da concorréncia no sector farmacéutico, obrigam as empresas a caminhar no sentido da
exceléncia em processos e produtos. A tendéncia é construir padrdes globais de qualidade através de
novas normas. Esses novos padrdes fazem os estudos de validacao representar parte essencial das Boas
Praticas de Fabricacdo e Controlo que devem ser conduzidos de acordo com protocolos pré-definidos e
sofrer revalidagOes periddicas para que seja assegurado que os itens validados permanecam capazes de
atingir os resultados planeados. Desta forma, assegurar que o material usado na industria se
encontra dentro dos critérios de descontaminacdo cria total confianca nos resultados, tendo sido
este o projecto desenvolvido por mim nas instalagées dos Laboratdrios BASI de indUstria farmacéutica

em Mortagua.

1.1 Laboratorios Basi

Os Laboratérios Basi - industria farmacéutica, S.A., fundada em 1956 com mais de 50 anos de
histéria no exercicio da sua actividade sdo conhecidos pelo seu dinamismo e diferenciacdo na
capacidade de fornecer medicamentos e solucbes terapéuticas de alto nivel de qualidade,
inovacdo e seguranca. Empresa de capitais provados consolidada no mercado nacional e ao longo
das ultimas décadas, no mercado de exporta¢do. Sedeada em Coimbra, em 2010 ampliou as suas
instalagdes na zona Industrial de Mortdgua com a criagdo de novos laboratdrios de controlo da
qualidade. O novo espag¢o é composto por um laboratdério fisico-quimico, um laboratério de
microbiologia e uma drea destinada a produgdo de medicamentos.

O portfélio dos Basi conta com produtos éticos, medicamentos ndao sujeitos a receita médica,
dermocosméticos e suplementos alimentares dedicando-se a producdo de medicamentos sélidos, semi-
solidos e liquidos ndo estéreis, nomeadamente: supositérios; xaropes; pomadas; cremes; géis, e
suplementos alimentares.

Os Laboratdrios Basi estabeleceram diversas parcerias estratégicas com empresas afins,
nomeadamente: FHC — Farmacéutica; Phagecon - Consultoria e Servicos Farmacéuticos;

Pharmaportugal; Overpharma — Produtos médicos e farmacéuticos Lda. Possuem licenca de

Ana Rita Lopes Andrade 1



Capitulo 1 Introdugdo

funcionamento (Alvard n2 32 de 22 de Fevereiro de 1958) e a autorizacdo de fabrico/ importacdo
nimero F020/S1/H/AF/AI/054/2008 de 16-01-2008. Este ultimo inclui medicamentos de uso humano
nao estéreis, produtos liquidos para uso interno, semi-sélidos, supositérios. Dentro das operagées de
fabrico tém ainda autorizacdo de embalamento secundario e de Controlo de Qualidade quimico/ fisico e
microbioldgico. Relativamente a importacdo de medicamentos, os Basi possuem autorizacdo de
Controlo de Qualidade quimico/ fisico e microbioldgico e, adicionalmente, a certificacdo de lotes destes
produtos importados ndo estéreis.

A missdao dos Laboratérios BASI é a de fornecer as pessoas solugdes terapéuticas ajustadas as suas
necessidades, ao melhor pre¢o possivel, com a garantia de exceléncia de décadas de actividade.
Para tal, tém implementado um sistema de gestdo de qualidade conforme as normas UNI EN ISO 9001
que permite uma continua melhoria de processos, garantia de bons servigos e resposta as exigéncias da
populagdo. Este sistema de gestdo de qualidade é diariamente acompanhado pelo Responsavel de

Gestdo da Qualidade do Departamento de Garantia da Qualidade.

Figura 1.1 — Laboratério fisico-quimico dos Laboratérios BASI.
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Capitulo 2 Fundamentacgdo tedrica

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Nesta seccdo é abordada uma breve descricdo dos equipamentos de depuracdo de agua dos
laboratdrios BASI e alguns conceitos relativos a validacao do grau de descontaminacao. Encontra-
se também uma descricdo dos métodos analiticos utilizados no desenvolvimento deste trabalho. A
exposicdo destes conceitos no inicio da dissertacdo tem o objectivo de auxiliar na compreensao

das metodologias e resultados ao longo da tese.

2.1 Sistema de agua purificada

A 3agua purificada é a substancia mais amplamente usada como matéria-prima, excipiente, ou
ingrediente nas operacles, processos e formulacdes farmacéuticas.[1] Além disso, também é
empregue nos testes laboratoriais e procedimentos de limpeza de equipamentos e material.
Assim, o seu estudo prévio a validacdo do grau de descontaminagdo, assume relevada importancia.
A dgua purificada é obtida a partir da agua potdvel tratada num sistema que assegure a obtencao
da dgua com especificagdes farmacopeicas para agua purificada. Assim, torna-se necessario a sua
purificagdo, porque a composicdo da mesma é varidvel de acordo com a concentragdo de
impurezas presentes na sua fonte de obten¢do e o tratamento dispensado pelos servicos de
tratamento e abastecimento publico. Deste modo, quando purificamos a dgua a ideia é remover os
ides e outros componentes quimicos, como compostos organicos e inorganicos.

A dgua produzida deve atender as especificagdes da farmacopeia e a sua qualidade fisico-quimica e
microbiologia deve ser avaliada periodicamente.

O ensaio microbioldgico visa avaliar a qualidade microbioldgica da agua purificada, para isso sdo
determinadas a carga de bactérias, fungos e leveduras. A presenca de bactérias pode ser um
indicio de formacao de biofilme ou limpeza ineficiente no sistema de purificacdo.

Os procedimentos de monitoracdo da qualidade da 4gua produzida sdo adoptados para indicar
possiveis anomalias no processo de tratamento aprovado. Os resultados obtidos podem ser
utilizados para uma avaliacao do sistema de tratamento, indicando a necessidade de manutencao,

substituicdo de componentes ou limpeza do sistema como um todo.[2]
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Capitulo 2 Fundamentacgdo tedrica

A qualidade da 4dgua depende de uma série de factores, como o tipo de sistema de tratamento
utilizado, a frequéncia de manutencdo e lavagem do mesmo, bem como os procedimentos de
armazenamento e distribuicdo da dgua produzida. Qualquer anomalia no sistema de purificacdo de
agua pode afectar as suas caracteristicas e comprometer toda qualidade dos produtos
manipulados.

As tecnologias de tratamento de agua podem ser obtidas por diversos métodos que podem estar
associados a processos de pré-tratamento. O armazenamento deve ser adequado, para evitar
contaminacdo interna e externa que provém principalmente da fonte da dgua, do processo de
purificacdo, da manutencdo adequada e do sistema de distribuicdo da dgua.[3]

A 4gua deve satisfazer requisitos de qualidade definidos pelas farmacopeias, dos quais se inclui a

analise de Carbono Organico Total (em inglés TOC).

2.1.1 Sistema ELIX

Agua altamente purificada é a dgua purificada que passou por tratamento adicional para retirar os
possiveis contaminantes e atender aos requisitos de pureza estabelecidos na monografia. O
sistema Elix Advantage é o sistema usado no laboratdrio fisico-quimico e microbioldgico dos BASI.

Este é mostrado na figura 2.1.

h 3

—————

Figura 2.1 - Fotografia do sistema de agua purificada Elix Advantage (a direita) e o respectivo dispensador (a
esquerda).
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Capitulo 2 Fundamentacgdo tedrica

O sistema Elix Advantage patenteado combina tecnologia de eletrodeionizacdo com as melhores
tecnologias de purificacdo de catibes (pré-tratamento Progard, a osmose inversa avancada e
ldmpada UV 254 nm) para fornecer a solugdo ideal para cada laboratdrio usando agua purificada -
a partir de alguns litros para varias centenas de litros por dia.

O pré-tratamento Progard é o primeiro passo da purificacdo e contém prata impregnada no carvao
activado, que impede a proliferacdo de bactérias presentes na agua da torneira e um pré-filtro
para proteger a membrana de osmose inversa contra a escala de oxidacdo e entupimentos. Este
tratamento remove eficientemente as particulas, cloro livre e os coléides presentes na agua da
torneira potdvel. Além disso, dd uma melhor proteccdo para o sistema de membrana da osmose
inversa e ajudar a prolongar a vida do equipamento.

A osmose inversa (OR), segundo passo de purificacdo, remove 95-99% de ides e de 99% de todos
0s materiais organicos dissolvidos, microrganismos e particulas. Neste processo a dgua é purificada
por passagem através de membrana semipermeavel, ou seja, a membrana de OR permitird apenas
a passagem de solvente (agua pura), retendo os solutos (sais dissolvidos e contaminantes), contra
um gradiente de concentragdo por accdo da pressdao mecanica exercida por uma bomba (pressao
de OR). O processo remove bactérias, microrganismos, material orgdnico dissolvido, material
inorganico dissolvido e material insolivel, mas ndo remove gases ionizdveis dissolvidos. Apds este
processo o sistema de d4gua purificada da acesso controlado a parametros importantes,
mencionados no capitulo experimental.

Apds o passo de osmose inversa, a tecnologia Elix da Merck Millipore utiliza um moddulo de
electrodeionizacdo para remover os restantes iGes. Ndo necessita qualquer substituicdo da resina
ou processo de descalcificagdo para a produzir uma consistente e superior qualidade de agua
purificada. O mddulo Elix da Merck Millipore, apresentado na figura 2.2, consiste na separag¢ao de
um anodo e um catodo por uma alternancia de membranas permedveis - anides e catides. Os
compartimentos utilizados para a remog¢do de ides sdao preenchidos com resina de permuta idnica
gue estd permanentemente e suavemente regenerada por uma fraca corrente eléctrica,
eliminando a necessidade de regeneragdo quimica no local, bem como a troca de cartuchos de
resina DI. As esferas de carbono activado enchem o compartimento do catodo para assegurar a
dispersdo dos ides hidroxilo gerados ao longo de um grande volume e impedindo o pH elevado que
levaria a precipitacdo do CaCO3. Esta tecnologia patenteada elimina a necessidade de proteger

modulo Elix com um descalcificador.
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Figura 2.2 - Médulo Elix da Merck Millipore.

Apds as etapas de purificagdo criticas (passo de purificacdo dos catides), o sistema de agua
purificada da acesso controlado a parametros importantes.

O ultimo passo de purificagao, antes de a agua ser armazenada no reservatério, consiste na agua
pura passar por uma lampada UV 185/254 nm, que assegura a oxidacdo de moléculas orgéanicas e
destruicdo de bactérias.

Em intervalos regulares, a d4gua purificada armazenada esta sempre em circulagdo, nunca estagna
no reservatorio e é higienizada por uma lampada de UV de forma a minimizar o crescimento
bacteriano no reservatério de armazenamento.

A dgua é fornecida através dos PODs independentes (unidades ponto de entrega, do inglés Point-
Of-Delivery units) localizados em um circuito de recirculagdo.

Em cada POD, a dgua recircula através de um loop de 80 centimetros até a tomada de dispensador
de dgua. Antes da entrega, a dgua pura do sistema Elix passa novamente por uma lampada de UV
e, em seguida, é filtrada através de um filtro de 0,22 mm no final do ponto de distribui¢do. Isto
reduz o nimero de bactérias a menos de 0,1 ufc/ml para proporcionar uma déptima qualidade de

agua.
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O sistema Milli-Q Integral é o Unico sistema compacto que combina a producao de agua Tipo Il
(purificada) e dgua de Tipo | (altamente purificada) numa unica unidade - eliminando a
necessidade de uma etapa de pré-tratamento do sistema de dgua altamente purificada. Esta
unidade do sistema de producdo utiliza d4gua da torneira normal como alimentacdo, com agua
purificada ou altamente purificada entregue por PODs independentes, respectivamente, E-POD e
Q-POD. Para a agua altamente purificada existe um cartucho de polimento Quantum no
dispensador Q-POD que remove contaminantes organicos e iénicos abaixo dos niveis de rastreio
para coincidir com a qualidade da dgua necessaria para a sua aplicacao.

Este acessério contém mais trés parametros, respectivos a agua altamente purificada (Milli-Q), que
podem ser verificados para qualificacdo do sistema, nomeadamente, resistividade Milli-Q,
temperatura Milli-Q e TOC. A medicdo dos niveis de TOC permite ao utilizador verificar que o
processo de remocdo do sistema de contaminantes organicos estd a funcionar dentro das

especificacoes.[4, 5]

2.1.2 Sistema ORION

O novo sistema de dgua purificada dos Laboratdrios Basi encontra-se subdividido nas seguintes
etapas: producdo, armazenamento e distribuicao.

Na etapa de producdo, a dgua de rede sofre diversos tratamentos (Filtracdo, Descalcificacdo,
Osmose Inversa, Electrodesionizacdo e radiagdao UV) até alcancar a qualidade final necessaria.
Inicialmente a dgua passa por um pré-tratamento, onde surge um sistema de filtracdo multicapa
por silex/antracita para a retencdo de sdlidos em suspensdo e sé depois passa para o tratamento
propriamente dito composto por: um pré-Filtro em profundidade para reteng¢ao de particulas
superiores a 1y e incrementar a filtragdao antes da Osmose; um descalcificador para remoc¢do da
dureza da dgua; um sistema duplo com funcionamento alterno e com resinas de permuta iénica
para a retencdo de calcio e evitar a carbonatagdo das membranas de osmose Inversa (regeneragdo
dos filtros é feita com cloreto de sédio); um depdsito com uma Solugdo de Bissulfito e uma valvula
automatica que permite a remocdo do cloro; um depdsito de Rotura de 200L para permitir o
aquecimento da agua durante a sanitizacdo; osmose Inversa com 2 membranas de poliamida 8"
para realizacido de osmose inversa; electrodesionizacdo (CDI) com uma membrana de
electrodialise, resina de permuta idnica e eléctrodos em funcionamento em continuo; radiacdo UV

gue consiste num sistema de radiacdo ultravioleta para eliminacdo de possiveis microorganismos

Ana Rita Lopes Andrade 7



Capitulo 2 Fundamentacgdo tedrica

na 4dagua. Por dultimo um sistema de controlo e instrumentacdo constituido por trés
conductivimetros digitais (entrada RO, permeado RO e saida CDI), cinco sondas de temperatura
(controlo do processo de sanitizacdo), uma sonda redox (proteccdo a entrada do sistema),
caudalimetros digitais (recirculacdo bomba RO, permeado RO, diluido CDI, concentrado CDI e
rejeicdo RO) e um permutador para permitir a sanitizacdo do sistema (osmose, CDI e anel de

distribuicdo) com agua quente entre 75-802C.

Figura 2.3 - Producgdo de agua purificada do sistema ORION.

O armazenamento de agua purificada é realizado através de um depésito de acumulagdo de agua
com a capacidade de 6.000L, em ago inoxidavel 316L. A entrada de dgua para o seu interior é feita
pela parte superior do tanque, e a existéncia de sprayballs na sua entrada permite que esta deslise
por toda a superficie interna do tanque, evitando a criagdo de pontos mortos ou estaticos dentro
deste. A dgua é armazenada a temperatura de 18-20°C.[6, 7]

Ja na componente de distribuicdo a dgua é distribuida através de um anel com constru¢ao em acgo
inoxidavel AISI 316L e soldaduras orbitais, de diametro 2’’, num total de 18 pontos de consumo: 16
pontos com valvulas manuais, 3 pontos com valvulas automaticas ligadas directamente aos
reactores de processo e 1 ponto com valvula automatica ligado directamente ao gerador de vapor
puro. Num total de 18 pontos de amostragem, o consumo maximo em simultdneo nos pontos de

uso é de 6.000 L/h.
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2.2 Validagao do grau de descontaminacao

Os produtos farmacéuticos podem ser contaminados por outros produtos farmacéuticos ou
substancias activas, agentes de limpeza, microrganismos ou outros materiais — lubrificantes,
particulas presentes no ar, pd, matérias-primas, etc. Os contaminantes podem, portanto, ser de
origem quimica, fisica ou microbiolégica.

As operacdes de limpeza contribuem para reduzir riscos de contaminacdao entre lotes do mesmo
produto ou entre lotes de produtos diferentes durante o fabrico e/ou analises, por isso, no final do
processo de limpeza, temos de garantir que ndo exista residuo dos produtos utilizados para a
limpeza bem, como residuo do produto que esta a ser limpo. Trata-se de uma sistematica, definida
como valida¢cdo do grau de descontaminacdo ou traduzindo do Inglés (Cleaning validation), para
validagcdo da limpeza (termo mais comumente chamado na industria farmacéutica) que assegura
gue os procedimentos de limpeza do material de laboratério, removam efectivamente os residuos
existentes até um nivel de aceitacdo pré-determinado.[8]

Este processo é parte integrante do conjunto de normas que compdem as boas praticas de fabrico
de medicamentos e os resultados fidedignos do controlo de qualidade dos mesmos, pois quando
um dado ndo é validado, é apenas um numero e ndo um resultado. Validagdo significa provar e
documentar resultados que indiquem que o método é seguro dentro dos limites estabelecidos e
gue com a sua aplicagdo se conseguem resultados desejados e garantem confiabilidade as medidas
obtidas.

N3o existem requisitos regulamentares estabelecidos em termos de critério de aceitagdo. Os
limites de aceitagdo ou critérios de aceitagdo para a validagdo de limpeza sdo as especificagbes e a
definicdo de estratégias com as quais o procedimento de limpeza deve ser confrontado para
demonstrar a eficicia de remocdo de substancias activas, excipientes ou detergentes do
equipamento ou material, garantindo ainda que a presencga de microrganismos se encontre abaixo
dos limites pré-fixados.

O primeiro ponto para se ter em consideracdo é o exame visual, pois sem ele, qualquer outro
método perde o valor. No entanto, uma inspec¢do visual ao equipamento/material é muito
subjectiva para ser aceite como um critério de aceita¢do decisivo. No caso de uma inspec¢do visual
bem sucedida, outros métodos de avaliacdao devem ser implementados.

E necessario também validar esse método de analise a ser utilizado, porque temos que demonstrar

além de sua funcionalidade analitica, a sua sensibilidade em conseguir valores quantitativos. Para
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maior confiabilidade analitica, o nimero de ensaios nas mesmas condicdes deve ser fixado antes
da validacdo ser iniciada.

Como estratégia é importante controlar a concentracdo residual do principio activo presente no
material, em funcdo de um critério de aceitagcdo previamente justificado. Este, ainda que bastante
confidvel do ponto de vista de garantia da ndo contaminagdo, possui a desvantagem de utilizar
métodos analiticos especificos que captam, quase sempre a presenca do principio activo, quando
se sabe que, em muitos processos de limpeza, sdo utilizados varios produtos quimicos como
detergentes, agentes tensioactivos, desinfectantes, etc, além de excipientes e microorganismos.
Dessa forma, é necessario a utilizacdo de um método ndo especificos como é o do TOC, capaz de
captar a presenca de toda a matéria organica remanescente no material, além daquela presente na
agua purificada ja utilizada neste processo e devidamente validada.[9]

Relativamente ao uso desta metodologia é geralmente utilizada para detectar residuos de
detergentes, altamente solUveis em agua, e ndo para detectar a substancia activa, pois compostos
sollveis em agua sdo raros em validacdo da limpeza (pois os critério de escolha para o “pior caso”
é a insolubilidade em 3agua). O pH e condutividade sdo as outras duas técnicas utilizadas para
pesquisa de detergente, que devem obedecer aos critérios de especificacdo.

Quanto aos testes executados e a amostragem, que comumente sdo feitos até que o resultado seja
satisfatdrio, devem ser tomados uma série de cuidados. Uma grande dificuldade é determinar a
precisdo de avaliacdo do método de amostragem a ser empregue. Existem opc¢Bes mais aceites
como o0 enxaguamento, mas nem sempre representa a verdade da limpeza, portanto o ideal sera
usar dois tipos de amostragem como o enxaguamento e o esfregago. Em ambos os tipos de
amostragem deve-se realizar a amostragem nos locais de limpeza mais dificeis.

Para o sucesso de todo processo de validagdo é necessdrio o conhecimento total do produto
seleccionado como o “pior caso” (explicagdo no ponto 2.2.1) dos equipamentos, tipos de
amostragem e caracterizar os processos de lavagem.

Cada empresa é livre de estabelecer e justificar o critério de aceita¢dao apropriado a sua actividade,
desde que a justificacdo seja ldgica, baseada nos materiais envolvidos, na solubilidade e

toxicidade, considerando sempre o pior caso.
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2.2.1 Selecg¢ao do produto critico

Os procedimentos de limpeza para produtos e processos muito semelhantes, ndo necessitam ser
individualmente validados.

Devido ao volume de trabalho que representa validar individualmente os processos de limpeza,
recorre-se normalmente a simplificacdo da validacdo dos processos de limpeza.

Nesse sentido, recorre-se a escolha de um produto que apresente elevada dificuldade de lavagem, ja
gue contamina gravemente a linha de producdo, todos os restantes materiais ou no caso do LCQ os
materiais utilizados nas analises.

Este produto critico representa o “pior caso”, traduzido do inglés “worst case”, e caso a validacao
do procedimento de limpeza para este produto tenha sucesso, estende-se aos demais produtos e
processos semelhantes.

A contaminacdo quimica pode ter origem em substancias activas, excipientes, agentes de limpeza,
agentes de neutralizacdo ou produtos de degradacdo. Uma vez que a pesquisa de todos os
contaminantes ndo é alcancavel (devido a custos, tempo, planos de producdo, etc.), os
contaminantes podem ser agrupados de acordo com vdrios critérios: solubilidade, farmacoldgico,
toxicoldgico, facilidade de limpeza, facilidade de ensaio/andlise. Assim, o melhor candidato a
contaminante, isto é, o produto “pior caso” é aquele que apresenta a melhor combina¢dao das
seguintes propriedades: menor solubilidade no solvente utilizado no procedimento de limpeza;
maior dificuldade de remocdo segundo a experiéncia dos operadores, maior toxicidade e menor
dose terapéutica.[10] Contudo, das caracteristicas fisico-quimicas do produto consideradas na
avaliacdo da sua limpeza, a solubilidade da substancia activa em agua é a caracteristica mais
importante.

Produtos sollveis sdo removidos facilmente durante a limpeza pela sua dissolugdo, tantos activos
como excipientes, entdo estes podem ser facilmente enxaguados. No entanto, materiais insoluveis
ndo se dissolverdao, e deverdo ser removidos por meios fisicos ou pela adicdo de agentes de
limpeza, aumentando a “molhabilidade”, emulsificagdo ou solvatagdo dos materiais.

Os factores considerados importantes para a escolha do “pior caso” sdo a solubilidade da
substancia activa em agua expressa em ppm, (fS), a toxicidade do farmaco representado pela DLs,
(fT) e o factor representado pelo grau de limpeza do equipamento (fD).

O fS e fT estdo relacionados com a validag¢ao da limpeza, uma vez que quanto menos sollivel em
agua for uma determinada substancia activa, maior sera a sua contribui¢cdo no indice que definird o

“pior caso” e vice-versa.[11]
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Tabela 2.1 - Classificacdo de materiais atendendo ao factor de solubilidade.

fS - Factor de Solubilidade

Solubilidade Solubilidade (S) em agua Escala de Classificagdo
Solubilidade - fS

Muito solivel em agua 1,000,000 1 Alta
Facilmente soluvel em 4gua 100,000<5<1,000,000 2 Solubilidade
Soluvel em dgua 33,000<5<100,000 3

Moderadamente sollvel em agua 10,00<S<33,000 4 Moderada
Ligeiramente soltivel em dgua 1,000<5<10,00 5 Solubilidade
Muito pouco soluvel em agua 100<S<1,000 6 Baixa
Praticamente insolivel em dgua ou S<100 7 Solubilidade
insoluvel

Da mesma forma, quanto mais toxico (menor dose letal a 50% (DLsy)) for uma determinada

substancia activa, maior sera a sua contribuicdo neste indice.

Tabela 2.2 - Classificagdo do grau de perigosidade (factor de toxicidade) em fung¢do da DLs,.

fT - Factor de Toxicidade em fungdo da DLg,

DLs, - mg/Kg Classificagdo Pontos - fT
DLsp<200 Alta Toxicidade 3
200<DLs,<2,000 Moderada Toxicidade 2
DLsp>2,000 Baixa Toxicidade 1

fD refere-se a experiencia acumulada pelos operadores com cada produto quando da execugdo dos
procedimentos de limpeza. Deste modo, a pontuagdao atribuida pelos préprios colaboradores
relaciona-se com a dificuldade de limpar os equipamentos, isto é, quanto maior a pontuagao
atribuida a determinado produto, maior dificuldade de se executar os procedimentos de limpeza

do mesmo.

Tabela 2.3 - Classificagdo atribuida pelos operadores de acordo com o factor de dificuldade de limpar os
equipamentos.

fD - Factor de Dificuldade

Dificuldade de Limpar Pontos fD
Muito dificil de limpar 4
Dificil de limpar 3
Dificuldade média de limpar 2
Facil de limpar 1
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Tendo definido os factores, o indice que define o “pior caso” pode ser calculado de acordo com a

seguinte equacgao:

INDICE = fS x Fd x fT (2.1)

Contudo, isto é aplicavel para validacdo de limpeza de equipamentos de produgdo, em termos de
material de laboratdrio a aplicacdo deste factor na férmula ndo se considera tdo relevante,

aplicando assim a seguinte equacao:

INDICE = fS x fD (2.2)

Pelo levantamento de todas as matérias-primas e produto acabado analisados no Controlo de
Qualidade indicado na Ficha de Registo “Levantamento de Produtos — Matérias-Primas (Modelo
A)” e “Levantamento de Produtos — Produto Acabado (Modelo B)”, foi feita a classificacdo dos
mesmos. Nesse conjunto de farmacos utilizados pelo laboratério BASI, a Nimesulida foi
considerada o produto “pior caso”, devido a ter: fS- 7, fT-2, fD-4, e assim o maior indice=28.

Na tabela seguinte apresenta-se uma pesquisa sobre a substancia activa Nimesulida nas seguintes

formas farmacéuticas: matéria-prima, comprimidos e pomada.

Tabela 2.4 - Listagem da Substancia seleccionada como “worst case”, Nimesuda como substancia activa, comprimidos
e em forma de gel.

Tipo de produto Produto Justificagao para pior caso

Substancia activa insolGvel em agua, com maior dificuldade de limpeza

o . e consequentemente com maior indice geral.
Substancia Activa . . e - .. . . . -
(matéri ima) Nimesulida | Dificil deteccdo de deficiente lavagem por inspeccdo visual. Deficiente
matéria-prima ] . .
P lavagem detectdvel visualmente com passagem do material com

acetona e consequente aparecimento de coloragdao amarela.

FF Sélida / Produto com maior nimero de componentes insoliveis em agua e
FF Liquida Jabazulide | consequentemente com maior indice geral. Substancia activa insoluvel
(comprimidos) em agua.

EF Semi-sélid Produto com maior nimero de componentes insoltiveis em 4dgua e
€mi-solida . L A Lo ,
P da) Reumolide | consequentemente com maior indice geral. Substancia activa insoluvel
omada

em agua.
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2.3 Métodos analiticos

Um método analitico é um conjunto de procedimentos que envolvem técnicas laboratoriais,
criteriosamente desenvolvidos, planeados e sistematizados, visando quantificar com rigor um
determinado analito numa determinada matriz a um certo nivel de concentragdo. Para cumprir tal
objectivo, o método tem que apresentar certos requisitos como ser fidvel, acessivel e adequado ao
analito na matriz ao nivel de concentragao pretendida. Nos subcapitulos seguintes destacam-se quatro
métodos: determinacdo potenciométrica de pH, condutividade, carbono organico total e por fim

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2.3.1 Determinag¢ao potenciométrica do pH

O pH é o nimero que representa convencionalmente a concentracao de iGes de hidrogénio numa
solucdo aquosa. O pH de uma solucdo é expresso em relacdo ao de uma solucdo de referéncia

(pH;) segundo a equacdo:

E—Eq

pH = pH — (2.3)
Em que E é a tensdo, em volts, da célula contendo a solugao problema, Es a tensdo, em volts, da célula
contendo a solugdo de referéncia de pH conhecido (pHs) e k a variagdo da tensdo por variagdo de uma
unidade de pH e calculada pela equacdo de Nernst.

A determinagdo potenciométrica do pH é efectuada medindo a diferenca do potencial entre dois
eléctrodos mergulhados na amostra. Um deles é sensivel aos ides hidrogénio (eléctrodo de vidro) e o
outro é um eléctrodo de referéncia.[12]

O eléctrodo de pH combinado utilizado neste estudo, designado por eléctrodo de pH InLab® 413 SG, da
MettLer Toledo contém um sensor de temperatura integrado e cabeca fixa com conector BNC/RCA
(Cinch), e o eléctrodo de referéncia nestes sensores estd em contacto directo com o meio medido,
através de duas jun¢des abertas, consequentemente, ndo ha nenhuma jungao para bloquear. O sistema
modular utilizado nos Laboratdrios Basi para medir o pH foi o SevenMulti S70-K, da Metller Toledo,

apresentado na figura 2.4.
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Figura 2.4 Medidor de pH SevenMulti EC-Kit-Version S70-K, da Metller Toledo.

Antes de realizar as medicGes de pH das amostras, o eléctrodo de pH deve ser calibrado com a solugdo
tampdo pH. O ajuste é feito com duas solucGes tampdo (pH 4 e 10). Todas as medi¢Ges foram realizadas
a mesma temperatura de 2092C. Calibra-se o aparelho com o eléctrodo mergulhado numa solucdo
tampado de ftalato de potassio 0.05 M (padrdo primario) pH=4.00 (a 202C), de seguida com uma solugdo
tampado de pH=10.06 (a 202C) de carbonato de sddio 0.025 M e bicarbonato de sédio 0.025M. No fim da
calibragdo faz-se a verificagdo com o uma solugao de pH=7. O eléctrodo mergulhado numa solugdes e é

efectuado a leitura nas mesma condi¢des da solugdo padrao.

2.3.2 Condutividade

Os sais dissolvidos e ionizados presentes na agua transformam-se em electrélitos capazes de conduzir
corrente eléctrica. Como ha uma relacdo de proporcionalidade entre o teor de sais dissolvidos e a
condutividade eléctrica, pode-se estimar o teor de sais pela medida da condutividade.[13]

Condutividade eléctrica é uma medida da habilidade de uma solu¢do aquosa de conduzir uma corrente
eléctrica devido a presenca de iGes. Essa propriedade varia com a concentragdo total de substancias
ionizadas dissolvidas na dgua, com a temperatura, com a mobilidade dos ides, com a valéncia dos ides e

com as concentracgdes real e relativa de cada ido.
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A corrente de intensidade | (em amperes) que atravessa um condutor é directamente proporcional a
forca electromotriz E (em volt) aplicada e inversamente proporcional a resisténcia (em ohm) do

condutor:
E
] = - (2.4)

A condutividade K de uma solucdo ou, mais correctamente, a condutividade especifica, é por definicao
inversa da resisténcia p. Esta é definida como o coeficiente do campo eléctrico pela densidade da
corrente. A resisténcia R (em Q) de um condutor de sec¢do S (em cm?) e de comprimento L (em cm) é

dada pela expressao:

~
Il
©
>
wir

(2.5)

L R .
Onde 3 corresponde a constante da célula.

A condutividade elétrica pode ser expressa por diferentes unidades e, principalmente, por seus
multiplos. No Sistema Internacional de Unidades (S.l.), é reportada como Siemens por metro (S/m).
Entretanto, em medi¢Ges realizadas em amostras de agua, utiliza-se preferencialmente microSiemens
(uS/cm) ou miliSiemens por centimetro (mS/cm).[14]

A célula de condutividade InLab 731 (figura 2.5) com quatro pdlos de carbono, sonda de
temperatura integrada e cabo foi desenvolvida para ser usado com os medidores de bancada
Mettler Toledo SevenMulti (igual ao modulo utilizado para medir o pH) e medir condutividade em
meios aquosos. Este eléctrodo utilizado neste estudo tem uma gama operacional entre 0.001

uS/cm - 1000 uS/cm.

Figura 2.5 Eléctrodo de condutividade, modelo InLab 731 da Mettler Toledo
A condutividade eléctrica € uma propriedade que depende expressivamente da temperatura.

Devido a isso, os dados de condutividade eléctrica devem ser acompanhados da temperatura na

qgual foi medida. Para propdsitos comparativos de dados de condutividade eléctrica, defina-se uma
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das temperaturas de referéncia (20°C). Este equipamento é capaz de fornecer a condutividade

eléctrica ja convertida para a temperatura de referéncia.

2.3.3 Carbono Total Organico

A andlise da concentracdo de Carbono Organico Total da amostra tem o objectivo de avaliar a
contaminagdo da dgua com impurezas organicas.

As aplicacdes da metodologia de carbono organico total na indUstria sdo reservadas, principalmente, ao
monitoramento dos sistemas de producado de agua para fins farmacéuticos. A analise de TOC também é
aplicavel em validacdo de limpeza, usada em conjunto com outros métodos, para testar residuos de
produtos fabricados anteriormente, residuos em material de laboratério, detergentes quimicos,
solventes dos produtos e contaminantes microbioldgicos.

O analisador de laboratdrio modelo Sievers 900 da GE Analytical Instruments (figura 2.6) é o
analisador utilizado para andlise de carbono organico total e controle da qualidade da dgua na

area farmacéutica.

,
-
1

Figura 2.6 - Analisador de laboratério modelo Sievers 900 da GE Analytical Instruments para realizagao da analise de

TOC.

Todos os analisadores de TOC realizam duas fung¢des: a oxidacdo do carbono orgdnico em agua
para CO, e a medicdo do CO, produzido, o que torna o analisador TOC diferente é o método que o
mesmo utiliza para oxidar os componentes organicos na amostra de agua e os métodos usados

para detectar o CO, resultante.

Ana Rita Lopes Andrade 17



Capitulo 2 Fundamentacgdo tedrica

Este analisador baseia-se na oxidacdo de compostos organicos para formar didxido de carbono
(CO,), utilizando a radiacdo UV e um agente quimico oxidante (persulfato de amodnio). No método
condutométrico baseado numa membrana selectiva, a membrana é uma barreira protetora contra
a interferéncia dos ifes, possibilitando apenas a analise de CO,. Para cada medicdo TOC, a
concentracdo de carbono inorganico (CO,, HCO;s, e CO;?) é determinada e, apos a oxidacao dos
compostos organico, o carbono total (TC) da amostra é medido. A concentracdo dos compostos
organicos é entdo calculada a partir da diferenca entre as concentra¢gées de TC e carbono

inorganico (IC) (equacgdo 2.6).

TC-IC=TOC (2.6)

O analisador pode ser utilizado para monitorizar as amostras de dgua que variam a partir de agua
de elevada pureza contendo <0,3 partes por bilhdo (ppb) de TOC para amostras de agua contendo
até 50 partes por milhdo (ppm) de TOC.

Este equipamento da Sievers é calibrado na fdbrica, e calibracdio permanece estavel por
aproximadamente um ano. A recalibracdo e validacdo sao realizadas no laboratério por um técnico
da marca que analisa uma solucdo padrdo a intervalos regulares, determinados em funcdo da
frequéncia de medi¢Oes. Esta solugcdo é preparada com uma substancia facilmente oxidavel (a
sacarose), numa concentracdo tal que a resposta instrumental obtida corresponda ao limite do
teor fixado de TOC. A conformidade do sistema é verificada através de uma solugdo preparada com
uma substancia previsivelmente de dificil oxidacdo (1,4-benzoquinona).

A figura 2.7 mostra o esquema que vai auxiliar a compreensdo da descricdo do processo desde o

GE autosampler até obter o resultado de TOC.
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Figura 2.7 - Esquema do processo usado no equipamento TOC da Sievers 900.

As amostras de agua sdo sempre recolhidas para vials de 40 mL. Estes vials sdo introduzidos no GE
Autosampler, com capacidade de até 120 frascos e uma agulha de ago inoxidavel é usada para
transferir as amostras para o analisador.

Através dessa agulha é injectado acido fosforico 6M (H;PO,) (referido como acido no interface do
utilizador) na amostra para reduzir o pH da amostra a 2, permitindo a medigdo precisa de TOC e IC.
A amostra acidificada é entdo combinada com persulfato de amdnio 15% ((NH,),S,0g) (referido
como o oxidante na interface de utilizador) para promover a oxidagdo dos compostos organicos.

O divisor de fluxo divide o fluxo de amostra em dois fluxos iguais, onde um fluxo é processado para

a medi¢do do IC e o outro é processado para a medicdo da TC.
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O fluxo de TC passa para um reactor de oxidacdo em que a amostra é exposta a luz UV. A
combinacdo da luz UV e do persulfato, oxida os compostos organicos da amostra, convertendo o
carbono em CO,. O reactor é um tubo em espiral de quartzo envolto em torno da lampada UV, que
emite luz a 185 e 254 nm, resultando na formac¢do de produto quimico poderoso, agentes

oxidantes, sob a forma de radicais hidroxilo produzidos pela fotélise da agua (eq. 2.7) e persulfato

(eq. 2.8, 2.9):
H,O + hv (185 nm) = OH "+ H* (2.7)
5,05 2+ hv (254 nm) > 250, ~ (2.8)
SO, + H,0 2 HSO, + OH ~ (2.9)

Os radicais hidroxilo (OH e) irdo completamente oxidar os compostos organicos, convertendo os

atomos de carbono do composto organico em CO2

Compostos orgénicos + OH” 2 CO, + H,0 (2.10)

O fluxo de IC passa através de uma bobina de atraso (‘delaiy coil’), que torna o tempo de transito
total do fluxo de IC através do analisador ao mesmo que o tempo de transito da corrente de TC
através do analisador. Depois do TC e IC sairem, cada fluxo passa para o seu respectivo mddulo de
transferéncia de CO,. O mdédulo de transferéncia de CO, é um projecto patenteado que permite a
transferéncia de CO, através de uma membrana permeavel ao gas.

A membrana separa o lado da amostra do analisador do lado da agua desionizada. O lado DI do
analisador é um circuito fechado e consiste em duas células de condutividade - uma para o fluxo
de TC e outra para o fluxo de IC - uma bomba de dgua DI, DI reservatério de dgua e resina de troca
idnica (leito de resina).

O CO, passa através da membrana para a agua DI, enquanto os compostos interferentes e
subprodutos de oxida¢do sdo bloqueados pela membrana.

O CO, forma acido carbdnico apds reaccdo com agua e o acido carbdnico dissocia-se em iGes

hidrogénio e iGes bicarbonato:

CO, + H,0 ¢> H,CO; ¢> H' + HCOy (2.11)
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Agua DI é continuamente bombeada através do lado DI do analisador, recolhendo os ides H* e
HCO;. As moléculas de CO, e H,CO; provenientes do mddulo de transferéncia de CO, vao ser
medidas através da célula de condutividade. Em seguida, a resina de permuta iénica remove os
ides de HCO; e outros e a agua é bombeada de volta para o mddulo de transferéncia de CO, para
repetir a operagao.

O CO, da TC e fluxos de amostra IC sdo medidos pelas células de condutividade respectivas e as
leituras de condutividade sdo utilizados para calcular a concentracdo de TC e IC, que
posteriormente nos indicam o valor de TOC, pela diferenca desses valores.[16]

Os resultados sdo exibidos e armazenados no computador através do software DataPro 900.

2.3.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia é uma poderosa ferramenta analitica para o controlo de qualidade de activos e
formas farmacéuticas. Apresenta elevada exactiddo nos resultados, permitindo a identificacao
e/ou a quantificacdo dos compostos presentes com alto grau de confianca.[18]

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high performance/pressure
chromatography) é um método fisico-quimico e fundamenta-se na migracdo diferencial dos
componentes de uma mistura, o que ocorre devido a diferentes interacdes entre duas fases
imisciveis, sendo uma fase fixa chamada fase estacionaria contida na coluna, e a uma fase movel
liquida que atravessa, por percolagdo, a fase estacionaria.[17]

O equipamento consiste num sistema de bombagem, um injectror, uma coluna cromatografica, um

detector e um sistema de obtencdo de dados. A figura 2.8 mostra um diagrama tipico de HPLC.

RESERVATORIO

EASE MOVEL INJETOR [—+ COLUNA —+ DETECTOR

BOMBA

v

QUISICAD
)E DADOS$

—

Figura 2.8 - Esquema de HPLC que mostra o percurso da fase movel desde o seu reservatoério.

o>
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Numa analise deste tipo é essencial delinear uma estratégia de desenvolvimento (figura 2.9) onde
alguns parametros devem ser tipos em particular atencdo, de forma a obter melhores e mais

eficientes resultados, assim como uma diminui¢cdo dos numeros de experiéncias realizadas.

Preparagdo da Escolha da fase Escolha da fase Volume de
amostra estacionaria movel injeccdo

Optimizagdo do
cromatograma

Aquisi¢do e
tratamento de
dados

Calibragdo e

fel e quantificagdo

Detecgdo

Figura 2.9 — Esquema com a estratégia de desenvolvimento para proceder a anilise de HPLC.

A amostra é introduzida num sistema de injec¢do concebido para funcionar a alta pressao.

Para que um solvente possa ser utilizado como fase mével na HPLC deve apresentar alto grau de
pureza ou ser de facil purificacdo; deve dissolver a fase mdvel sem decompor seus componentes,
para que estes sejam transportados pela coluna sem que haja modificacdo; ndo deve dissolver a
fase estacionaria; deve ser compativel com o detector; ndo ser tdxico e deve ter baixa viscosidade,
pois isso ird interferir directamente na eficiéncia da separac¢do.[19]

Uma fase mével adequada é indispensavel para a HPLC, por isso é necessario examinar factores
gue determinam sua escolha, como a polaridade desta, que determina seu poder de eluicdo
juntamente com a polaridade da fase estacionaria e com a natureza dos componentes da amostra.
Se a separagdo for com fase normal, o poder de eluigdo aumenta com o aumento da polaridade, se
a separacgao for em fase reversa, o poder de elui¢cdo diminui com o aumento da polaridade. Outros
factores que também devem ser considerados sdo o ponto de ebuligio, a viscosidade, a
compatibilidade com o detector e a toxicidade.[20]

Os componentes da fase mével sdo geralmente filtrados para eliminar as particulas de tamanho
superior a 0.45 um e por filtracdo em mddulos membrana/vacuo de modo a evitar a formacdo de
bolhas de gas na célula de deteccdo. Quando se utilizam solugcdes tampdo, convém lavar
cuidadosamente o sistema com uma mistura de agua e solvente organico da fase moével, uma vez a
cromatografia terminada para evitar a cristalizagdo de sais.

Utilizam-se inUmeros tipos de fases estacionarias, nomeadamente de silica. A silica que consiste

principalmente em diéxido de silicio (SiO;) com o datomo de silicio no centro de um tetraedro,
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sendo a valéncia remanescente na superficie ocupada por um grupo hidroxilo (-OH) (figura 2.10) é

o material mais utilizado no empacotamento de colunas.

Grupos silanol vizinhos, associados por ligagdes de hidrogénio

HO Ligagdes

/ / siloxano
Grupos o

silanol
isolados\

\

HO

OH

Grupos
silanol
geminais

OH OH

Figura 2.10 — Esquema da estrutura da silica. Em destaque os grupos silanol vizinhos, germinais e isolados.

A superficie do suporte (por exemplo dos grupos silanol da silica) é posta em presenca de
diferentes reagentes da familia dos silanos, com os quais reage formando, por ligacdo covalente,
derivados sililados que ocupam um ndmero varidvel dos locais reactivos da superficie de suporte.
A natureza da parte ligada é um parametro determinante para as propriedades da superficie do
suporte. A fase estaciondria de octadecil (Ci5) é a mais utilizada na cromatografia liquida de alta
eficiéncia, sendo representada por ODS (octadecilsilano).[21]

O detector é um dispositivo que examina continuamente o material eluido e gera um sinal aquando
a passagem de substancias. Idealmente cada substancia deve gerar um pico no cromatograma.

O detector ideal é aquele que apresenta alta sensibilidade e estabilidade, é linear e produz uma
leitura continua e uma resposta universal. Em HPLC os detectores mais utilizados sao
espectrofotométricos (UV ou fluorescéncia).

A identificagdo dos componentes de uma amostra é feita através da comparagdo dos
cromatogramas obtidos com padrdes. Nestes padroes o componente em questdo é eluido nas
mesmas condicOes da amostra a ser analisada, tendo a formacdo de um pico num determinado
tempo, chamado de tempo de retencdo, sendo assim os componentes sdo identificados pelo

tempo de retencao.
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3 EXPERIMENTAL

No controlo de qualidade de uma industria farmacéutica é imperativo validar os resultados do sistema
de dgua purificada e desenvolver a tematica de validacdo de limpeza. Neste capitulo serdo
apresentadas as formas de tratamento laboratorial desses temas, comecando por abordar os
procedimentos de validacdo do sistema Elix e sistema ORION e de seguida apresentando o
protocolo seguido para a execuc¢do das validagGes de limpeza. Para melhor clareza, cada caso de
estudo serad abordado individualmente, posteriormente procurar-se-a relaciona-los entre si de uma
forma genérica, realcando a importancia da sua abordagem como um conjunto e ndo em termos

individuais.

3.1 Sistema de agua purificada

O sistema Elix e ORION revelam a mesma finalidade ao serem sistemas de depuragdo de agua. No
entanto, no presente estudo serd apresentada a compilacdo de todos os resultados de modo a
validar o desempenho do sistema Elix desde 2010 até 2012. Por sua vez, o sistema ORION é o novo
sistema de dgua purificada que necessita de reunir todos os critérios para ser implementado como

0 novo sistema de agua purificada na industria farmacéutica Basi.

3.1.1 Sistema ELIX

O objectivo principal foi apresentar e analisar os dados conducentes a validacdo do sistema de
agua purificada, existente no CQM dos Laboratdrios Basi. Para a concretizacdo deste objectivo
analisam-se e discutem-se os resultados obtidos, nos diferentes ensaios fisico-quimicos e
microbioldgicos realizados, desde Dezembro de 2010 até Janeiro de 2012.

Assim, pretendeu-se desta forma validar todo o sistema de agua purificada e a matéria-prima
“agua purificada” produzida, confirmar se a manuteng¢do executada e prevista é adequada.

O presente estudo decorreu no periodo de Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012.
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A amostragem foi sempre realizada, semanalmente, por um operador qualificado do laboratério de
controlo de qualidade que colecta as amostras directamente da saida do sistema de tratamento —
os dispensadores e depdsitos. A tabela seguinte mostra os cinco depdsitos de dgua e
dispensadores onde foi efectuada a amostragem, sendo o E-POD o dispensador de dgua purificada

e 0 Q-POD dispensador de dgua altamente purificada.

Tabela 3.1 - Sistema de depuragdo da agua purificada e a sua localizagdo nas instalagGes fabris dos Basi.

Nome Acessorios Laboratdrio
Integral 3 -CQEQ0203200 Depésito, E-POD, Q-POD F.Q

Elix 3 -CQEQ0202800 Depésito, E-POD F.Q

Elix 5 -CQEQ0203000 Deposito F.Q

Elix 3 -CQEQ0202900 Depésito, E-POD Microbiologia
Elix 5 -CQEQ0203100 Depésito Microbiologia

No sentido de verificar o grau de qualidade da agua depurada por estes sistemas, seguiu-se a seguinte
metodologia: deve-se recolher o volume de amostra necessdrio para proceder a analise,
normalmente para frasco de 500 mL com tampa e a recolha e manuseio dos frascos deverdo ser
feitos com cuidado, mantendo-os sempre limpos e descontaminados, para evitar contaminacao
qguimica e/ou microbioldgica da amostra e posteriormente proceder as analises fisico-quimicas.
Para anadlise microbioldgica, os frascos deverdao ser previamente esterilizados e o ponto de
amostragem deve ser limpo com etanol a 70°.

Em ambas as amostragens para as duas andlises deve-se abrir a torneira, no ponto de amostragem,
e deixar escoar a agua por alguns minutos antes da recolha e abrir os frascos somente no
momento de efectuar a colecta da amostra e pelo tempo necessdrio para seu preenchimento,
devendo ser fechados imediatamente apds o procedimento de amostragem

Apds amostragem, procede-se a verificacdo do sistema de dgua purificada lida directamente em
cada equipamento e regista-se os resultados indicados dos parametros relativos a qualidade da

agua purificada.

Tabela 3.2 - Parametros das verificacdes do sistema de agua purificada com as respectivas unidades e limites de
controlo.

Parametro Unidades Limite de controlo
Condutividade da 4gua de alimentacdo uS/cm <2000
Condutividade da dgua de OR uS/cm 2 —3500
Temperatura da dgua de OR oC <35
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Parametro Unidades Limite de controlo
Pressdo da agua de OR bar 0-15.0
Condutividade do permeado uS/cm <100
Rejeicdo da OR % > 50
Resistividade da dgua do Elix MQ.cm >5
Temperatura da agua do Elix oC <35
Resistividade (Milli-Q) MQ.cm 16.4 - 20.0
Temperatura (Milli-Q) eC <35

TOC (Milli-Q) ppb <5

As analises realizadas semanalmente contemplam andlises fisico-quimicas e microbioldgicas para
cada depdsito e dispensador (E-POD e Q-POD), de acordo com a monografia da Farmacopeia
Europeia, no entanto de todos os parametros analisados os mais relevantes foram a condutividade
efectuada no equipamento Seven multi S-70K da Mettler Toledo, a analise de carbono organico
total efectuada no equipamento 900 LAB da Sievers e a analise microbioldgica. A tabela 3.3
apresenta os parametros estudados, bem como os respectivos limites de alerta e de acgdo.

No caso do TOC, realiza-se o ensaio apenas para a agua purificada do E-POD do Integral 3 e para a

agua altamente purificada do Q-POD do Integral 3.

Tabela 3.3 - Parametros relevantes ao estudo e respectivas unidades, limites de alerta e de ac¢do

Parametro Unidades Limite de Alerta Limite de Acgao
Condutividade (Depésito, E-POD) uS/cm >2 >3.5
Condutividade (Q-POD) uS/cm >0.75 >1.1

TOC ppb > 100 > 250
Contagem Bacteriana (Depdsito, E-POD) ufc/ml >20 >75

Contagem Bacteriana (Q-POD) ufc/ml >0.05 >0.075

A agua purificada deve apresentar um minimo de contaminacdo microbioldgica possivel, tendo
sido estabelecidas especificacdes de limite de alerta de 20 ufc/ml e limite de ac¢do 75 ufc/ml e no
caso da dgua altamente purificada especificages ainda mais rigorosas.

Os resultados obtidos “<1ufc/ml” até ao lote AP-280312 foram informaticamente tratados como 0

ufc/ml.
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3.1.2 Sistema ORION

Para o iniciar da nova area de Producdo na industria farmacéutica BASI de Mortdgua houve Para o
iniciar da nova area de Produgdo na industria farmacéutica Basi em Mortdgua houve necessidade
de implementar um novo sistema de agua purificada, denominado por ORION, que abrangesse
desde a area de Producgdo até a area do Controlo de Qualidade.

Este sistema tem ainda um impacto maior devido a sua responsabilidade directa na qualidade final
do produto/analises, sendo desta forma considerado como um sistema critico e por isso sujeito a
um rigoroso método para a validacdao deste novo sistema de agua purificada.

O objectivo é avaliar o desempenho do sistema em fornecer agua purificada com as caracteristicas,
gualidades e especificacbes exigidas na farmacopeia europeia — esta etapa é denominada por
qualificacdo de desempenho, ou, através de uma tradugcdo mais literal do Inglés (Performance
qualification) para qualificacdo de performance.[7]

Em caso de eventuais discordancias dos critérios de aceitacdo deve-se abrir um desvio de
gualidade que instituird as investigacdes e a necessidade de eventuais ac¢des correctivas.

O conhecimento exacto de todo o processo é essencial para o estabelecimento de uma correcta e
racional estratégia de amostragem durante a qualificacdo de performance.

A realizacdo da qualificacdo de performance deste sistema ira consistir numa primeira fase, com
uma duracdo de 2 semanas, na caracterizacdo da realizacdo de amostragens e anadlises a todos os
pontos de consumo do sistema. Durante este periodo o sistema deve funcionar continuamente,
sem erros ou desvios na sua performance. Periodo durante o qual sdo igualmente elaborados
procedimentos internos para a realizagdo da manutenc¢do, operagdo, limpeza e sanitizagdo do
sistema.

Os ensaios a realizar contemplaram as analises fisico-quimicas e microbiolégicas descritas nas
monografias de referéncia e padrdes internacionais (Farmacopeia Europeia para a Agua
Purificada).

Inicialmente, recolheu-se amostras do ponto da dgua de rede e do ponto apds a adigdo de sulfitos
para a remocdo de cloro na dgua, de modo a verificar se o tratamento com sulfitos é adequado na
remocdo de cloro e auséncia da dureza total da dgua. A recolha de amostras de agua purificada
para analise fisico-quimica e microbiolégica, é realizada em cada fase de producdo de agua
purificada e nos diferentes pontos de uso, localizados nas areas destinadas a Produc¢do e Controlo
de Qualidade. Os diversos pontos para a recolha de 4gua e respectiva localizacdo encontram-se

listados nas tabelas A1.1 e A1.2 no anexo Al.
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Para proceder a amostragem para andlise microbioldgica dos pontos na sala de dguas o analista
deve utilizar uma técnica asséptica e ferramentas de amostragem adequadas (luvas, bata,
equipamento limpo e estéril), utilizar etanol a 70°, cumprir o tempo de purga necessario antes de
proceder a amostragem do ponto de agua e recolher para material estéril, o volume de amostra
necessario para proceder a analise.

Na amostragem para a analise fisico-quimica basta recolher as amostras directamente para frascos
de vidro com rosca devidamente limpos e descontaminados, devendo depois ser bem fechado. E
necessario especial cuidado em ndo utilizar alcool que altera a analise de TOC, e por essa razdo,
proceder sempre a amostragem antes da recolha microbiolégica.

Apds aprovacdo da primeira fase, da-se inicio a segunda fase, sendo que a frequéncia de analises
para esses pontos continuard elevada. Analises diarias e completas a todos os pontos, com
duracdo de 2 semanas. Nesta fase, e uma vez aprovada a fase anterior, pode-se iniciar a sua
utilizacdo em producao.

A Ultima etapa corresponde ao restante periodo de testes da qualificacdo de performance,
necessario para ter dados anuais de testes (de forma a verificar possiveis variacdes sazonais na
qualidade da dgua produzida e garantir que o sistema permanece com a performance requerida

para este). A duracdo serd até completar um ano.

3.1.3 Especificagcbes do sistema de agua purificada

De seguida é apresentada uma tabela com as especificagbes da agua purificada, segundo a
farmacopeia europeia, com os valores de referéncia que devemos ter em considera¢do para cada
um dos ensaios realizados.

Estas especificagdes (tabela 3.4) sdo indicativas para ambos os sistemas de dgua purificada e estes
resultados obtidos devem ser posteriormente registados por cada colaborador envolvido nas

analises.

Tabela 3.4 - Especificagées dos ensaios da agua purificada dos dois sistemas.[22]

Ensaio EspecificacGes
1 - Aparéncia Limpida
2 -Cor Incolor
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Ensaio EspecificacOes
3 - Odor Inodoro
4 - Sabor Insipido

5 — Acidez ou alcalinidade

6 — Substancias oxidaveis

7 — Condutividade

8 — Amoénia

9 — Cloretos

10 - Sulfatos

11 - Calcio e magnésio

12 - Residuo por evaporagdo
13 - Nitratos

14 — Metais Pesados

15 — Microorganismos
aerdbios viaveis totais
16 — Carbono Organico Total

a) A solugdo ndo cora de vermelho
b) A solugdo ndo cora de azul

A solugdo fica levemente corada de
réseo

<4,3 uS/cm

<0,2ppm

Auséncia

Auséncia

Apresenta coloragdo azul
< 1mg (0,001%)

<0,2ppm

<0,1ppm

<10 ufc/mL

<0,5mg/L

Para a agua altamente purificada, todas as especificacdes mostradas na tabela anterior sdo iguais,
excepto a condutividade e os microorganismos aerodbios vidveis totais (respectivamente < 1,3

uS/cm e £ 0.15 ufc/mL).[23]

3.2 Validagao do grau de descontaminacao do material de

laboratorio

Neste item descrevem-se os processos de limpeza, métodos de amostragem e por fim a
metodologia adoptada para pesquisa de detergente e substancia activa. Esta validagdo é de
elevada importancia numa induastria farmacéutica para provar que os processos de limpeza sdo
adequados e eficazes e o material ndo contém qualquer vestigio de residuos que influenciem nos

ensaios do LCQ.

Ana Rita Lopes Andrade 29



Capitulo 3 Experimental

3.2.1 Material

O material seleccionado para validagdo de limpeza é o material de laboratdrio utilizado na analise
do produto seleccionado como o “pior caso”, neste caso, a Nimesulida.

E muito importante saber o tipo de material a utilizar e respectivas caracteristicas, uma vez que se
se tratar de um artigo simples (ex. copo de precipitacdo ou erlenmeyer), com nenhuma ou poucas
areas onde a contaminacdo se pode acumular e de facil limpeza, o risco de contaminagdo é
substancialmente inferior quando comparado, por exemplo, com um baldo de 5mL ou um filtro
poroso, onde ha um excesso de dreas de possivel contaminacdo, podendo tornar a limpeza e
eliminacdo de residuos dificil. Assim, materiais com cantos ou recantos, e tubos de didmetro
estreito (inclui p. ex. balGes e pipetas volumétricas de baixo volume), sdo considerados como “pior
caso” e devem ser contemplados neste estudo.

A tabela mostra a listagem de material de laboratério utilizado para a analise de Nimesulida
(matéria-prima, comprimidos e pomada), de vidro e inox, e qual o tipo de lavagem que o material

foi sujeito.

Tabela 3.5 - Listagem de material de laboratério usados na analise da Nimesulida (matéria-prima, comprimidos e
pomada).

Material Tipo de Material Lavagem Amostra (Nimesulida)
Pipeta graduada escoamento parcial cl-A, 1 mL Material de Vidro  Automatica Matéria-prima,

comprimidos e pomada
Pipeta Graduada escoamento parcial classe A5 mL  Material de Vidro Automatica Matéria-prima,

Baldo volumétrico com rolha classe A 100 mL
Baldao volumétrico com rolha classe A 20 mL
Baldo volumétrico com rolha plastico, 10mL.

Baldo volumétrico com rolha plastico, 5mL

Material de Vidro

Material de Vidro

Material de Vidro

Material de Vidro

Manual e automatica

Manual e automatica

Manual e automatica

Manual e automatica

comprimidos e pomada
Matéria-prima,
comprimidos e pomada
Matéria-prima,
comprimidos e pomada
Matéria-prima,
comprimidos e pomada
Matéria-prima,
comprimidos e pomada

Copo de Dissolugdao, 1000 mL Material de vidro  Manual Comprimidos

Almofariz Material de Vidro  Manual Comprimidos

Copo forma baixa, 100 mL Material de Vidro  Manual Matéria-prima,
comprimidos e pomada

Filtro de inox Inox Manual Pomada

Holder para seringa Inox Manual Pomada

Espatula Inox 150mm Dupla ponta curva plana Inox Manual Matéria-prima,

comprimidos e pomada
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Também é importante validar o material utilizado na amostragem da matéria-prima, antes de
chegar ao laboratério de controlo de qualidade para serem realizadas as analises. A matéria-prima

nimesulida vinda da producdo é retirada com uma sonda e essa amostra vai ser passada para

frasco que irdo para o controlo de qualidade.

Figura 3.1 - Amostragem da nimesulida (matéria-prima) com o auxilio de uma sonda.

O tabuleiro de amostragem de inox mostrado na figura 3.2 também tem que ser validado, porque

a nimesulida entra em contacto com ele ao ser retirada da sonda para o tabuleiro e depois esta é

passada para os frascos.

Figura 3.2 - Tabuleiro de amostragem da matéria-prima.
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3.2.2 Reagentes

Neste ponto sdo descritos e enumerados as matérias-primas utilizados durante o projecto assim como

os reagentes para a andlise da formulacao.

3.2.2.1 Agua purificada

Todas as solucBGes aquosas foram preparadas com agua purificada obtida por osmose inversa (sistema
Elix). Dai a importancia de validar o sistema de agua purificada para a posteriori realizar a validacdo de

limpeza. A sua descricdo ja foi mencionada no capitulo 2.1.

3.2.2.2 Agentes de limpeza

A qualificacdo de um agente de limpeza demonstra que este é apropriado as condi¢cdes de limpeza,
gue as superficies limpas ndo sdao afectadas e ndo sdao gerados nem transferidos agentes
contaminantes.

Para a limpeza do material de laboratério no LCQ BASI utilizam-se diferentes agentes de limpeza
de acordo com o tipo de lavagem.

Na lavagem manual o detergente utilizado é Extran MA 03 isento de fosfatos (Merck),
caracterizado por ser uma solu¢dao aquosa alcalina contendo: agentes tensioactivos anidnicos e
ndo idnicos, agente complexante e hidréoxido de sédio. Apresenta-se como um liquido alcalino,
isento de fosfatos e cloretos, isento de odores e corantes. A concentracdo da solucdo a usar é de
2% v/v em agua purificada, isto é, 20 mL/litro; O valor de pH de uma solugdo a 2% v/v é de pH =
11,6.

Para a lavagem automadtica é utilizado o detergente Extran AP 15 liquido, alcalino e Detergente
Extran AP 22 liquido, acidificado com acido citrico.

O detergente Extran AP 15 liquido, alcalino (Merck) é composto por uma solucdo de hidrdoxido de
sédio e agente complexante. Caracteriza-se por ser um agente de lavagem universal, adequado
para o ciclo principal de lavagem automdtica, limpa e remove materiais muito contaminados /
sujos. Em virtude de n3o conter agentes tensioactivos / surfactantes e agentes emulsionantes,

caracteriza-se por ndo criar espuma, mesmo durante agitacdo forte da solugdo na mdquina de
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lavar. A concentracdo da solucdo a usar depende do nivel de dureza da agua de rede e do nivel de
contaminacgdo / sujidade dos materiais a limpar. A concentracdo de uso é de 0,3 a 0,5%, i.e. 30 — 50
mL de Extran AP 15 para aproximadamente 10L de dgua purificada. O valor de pH de uma solugdo a
0,3% é de pH =12.2.

O detergente Extran AP 22 liquido, acidificado com acido citrico (Merck), contém acido citrico,
surfactantes ndo idnicos, baixos niveis de excipientes e é isenta de fosfatos. O Extran AP 22 liquido
caracteriza-se por ser um agente acidico de pré-lavagem e agente neutralizante, a base de acido
citrico. Esta solucdo de limpeza acidica pode ser utilizada quer como agente de pré-lavagem quer
como agente de lavagem com um efeito neutralizante. Quando usado como agente de pré-
lavagem, dissolve principalmente carbonatos e hidréxidos dos residuos presentes. Substancias
proteicas e bases organicas, tais como aminas, sdo normalmente removidas melhor numa pré-
lavagem acidica do que num ciclo de lavagem principal alcalino. Como agente de limpeza, i.e. apds
um ciclo de lavagem principal alcalino, é especialmente adequado para remover vestigios
remanescentes de alcalis no material limpo ou, em caso de solucdo carry-over, para neutralizacdo.
Este agente de limpeza acidico é também adequado para a remocdo de depdsitos calcdrios nas
mdquinas de lavar. O produto é recomendado para casos em que condi¢Ges suaves devem ser
mantidas por razdes particulares. E adequado de forma particular para remocdo suave de
depdsitos calcdrios, i.e. nas torneiras ou metal e superficies de vidro. Adicionado automaticamente
por intermédio de um doseador ou de modo manual. Em condi¢cbes normais, a concentracdo de
uso é de 0,1 a 0,3%, i.e. 10 — 30 mL de Extran AP 22 para aproximadamente 10L de dgua purificada.

O valor de pH de uma solugdo pronta a usar é de pH = 3,0.[24]

3.2.2.3 Nimesulida

A nimesulida é um derivado da sulfonanilida cuja formula estrutural estd mostrada na figura 3.3. O

seu nome quimico é N-(4-nitro-2-fenoxifenil) metanosulfonamida, com férmula molecular
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Figura 3.3 - Estrutura quimica da Nimesulida.[26]

Esse farmaco apresenta-se sob a forma de cristais, levemente amarelados, com ponto de fusdo
cerca de 149 °C e é praticamente insoltvel em agua (10 pg/mL). Esta propriedade, associada a sua
baixa solubilidade, aumenta as dificuldades na formulacdo farmacéutica de solucbes orais,
suspensdes, granulados e injectaveis. Porém, é soluvel em solventes organicos como metanol,
etanol, acetona e dimetilformamida (DMF).

A nimesulida é um farmaco anti-inflamatério n3do-esterdide (AINE) que apresenta efeitos anti-
inflamatdrios, analgésico e antipirético.[28]

A nimesulida é quimicamente diferente dos demais farmacos da sua classe devido ao grupo
sulfonanilida. Assim como os AINEs, a nimesulida age inibindo a sintese de prostaglandinas via
inibicdo da enzima ciclo-oxigenase. A ciclo-oxigenase produz as prostaglandinas, estando algumas
delas implicadas no desenvolvimento e manutencdo da inflamacgdo. Este farmaco inibe a producgao
de radicais livres de oxigénio, que contribuem para a inflamacdo e dor.[28, 29]

A nimesulida tem sido amplamente utilizada no tratamento de processos inflamatdrios,
osteoartrite, febre, dor aguda, disminorréia e em infec¢des do aparelho locomotor.

Neste projecto a nimesulida vai ser estudada na validacdo da limpeza nas trés formas distintas sdo:
matéria-prima, Jabasulide e Reumolide.

Nimesulida Jabasulide é um comprimido amarelo, circular, biconvexo, insipido e inodoro. Cada
comprimido de Nimesulida contém 100 mg de substancia activa e Reumolide é em forma de gel

(30 mg/g).
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3.2.2.4 Fase movel

A fase moével utilizada no método de substancias aparentadas da nimesulida em HPLC consiste numa
mistura de 35 mL de ACN e 65 mL de uma solugdo de hidrogenofosfato de aménio R a 1.15 g/L,
ajustada a pH 7.0 com amdnia R.. A fase mdvel obtida é filtrada através de filtro membrana GHP de 47
mm de didmetro e 0.45 um de porosidade e desgaseificada sob vacuo.

O acetonitrilo (ACN) em grau gradiente para HPLC é um liquido incolor e solivel em agua, formula
guimica CH3;CN, massa molar de 41.05 g/mol e densidade de 0.786 g.cm-3.

O dihidrogenofosfato de amédnio é um sal anidro cristalino ou em forma de pd, incolor ou branco,
féormula quimica (NH,),HPO,, massa molar 132.05 g/mol, densidade 1.619 g/cm® e pH entre 7.6 -

8.2. E a amodnia a 25% utilizada é fortemente alcalina de modo ajustar o pH da fase moével.
3.2.2.5 Solugdo teste
Para um baldo de 20 mL dissolveu-se 20 mg de nimesulida padrdo, juntou-se 8 mL de ACN e levou-

se 10 minutos ao ultrassons. Depois de agitar novamente perfez-se o volume com agua purificada do

sistema Elix (C= 1 pg/mL). De acordo com a solugdo teste da farmacopeia europeia, nimesulida.

3.2.2.6 Solugdo teste diluida

Diluiu-se 0.5 mL de solugdo teste para um baldo de 100 mL e completou-se o volume com fase

movel.

3.2.2.7 Solugao padrao a 100%

Para um baldo de 10 mL, retirou-se 1 mL da solucdo teste diluida e completou-se o volume com

fase moével.
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3.2.3 Processo de limpeza

Os processos de limpeza devem seguir métodos de execucdo cuidadosamente elaborados,
estabelecidos e validados para que os niveis de contaminagdo estejam dentro de limites aceitdveis
pré-estabelecidos.

Para limpeza do material de laboratdrio sdo utilizados dois tipos de processos de limpeza, lavagem
manual e lavagem automatica.

No presente estudo vao ser comparados os métodos de lavagem manual versus automatico, para o
produto seleccionado, a Nimesulida, de modo a poder confirmar que ambos os processos sao
adequados, eficazes e permitem obter o fim proposto: demonstrar que os residuos de produto
seleccionado estdao dentro dos limites de aceitacdo.[30, 31] Todo o material deve ser lavado a
parte do restante material de laboratério para ndo haver contaminacao, incluindo na utilizacao de

uma esponja nova.

3.2.3.1 Lavagem manual

A limpeza do material de laboratério é executada de acordo com uma instrucdo de trabalho
“Limpeza de Material de Laboratério”.

Esta lavagem requer a limpeza directa do material, por um operador treinado, com recurso a
meios manuais e o agente de limpeza Extran MA 03 isento de fosfatos, a 2% v/v em agua
purificada, isto é, 20 mL/litro. Depois da lavagem com o detergente, o material é passado com
agua de rede corrente e seguido de trés passagens com agua purificada. Por fim, o material é seco
a 60°C na estufa.

O controlo da limpeza é garantido pelo treino do operador e consiste num exame visual.

3.2.3.2 Lavagem automatica

Em termos operativos, encontra-se descrito na instru¢dao de trabalho “Limpeza de material de
laboratorio” o procedimento operativo e modo de utilizacdo da maquina de lavar de material de

laboratdrio existente no Laboratdrios FQ Basi S.A.
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Para este tipo de lavagem nado envolve a intervencdo directa dos operadores no processo de
limpeza. A intervencdao do operador apenas é necessaria para iniciar, parar e acompanhar as
diversas fases do processo. Este faz a seleccdo do material adequado que pode ir a maquina de
lavar e no fim da lavagem retira o material da maquina e coloca-o na estufa a 602C. A maquina de
lavar o material de laboratério foi a MIELABOR, modelo G7883 CD.

Em termos de lavagem automatica, a seleccdo do programa de lavagem é feito consoante as
caracteristicas do produto e material a lavar (i.e. tipo de material e grau de sujidade); O programa

seleccionado foi o programa A, com as seguintes caracteristicas abaixo indicadas na tabela 3.6.

Tabela 3.6 — Procedimento de lavagem de material volumétrico designado por Programa 1 (A).

Programa 1 (A) — Lavagem de Material Volumétrico

Pré-lavagem: Agua de rede; fria; 1 minuto.

Lavagem Principal: Solucdo a 0,35% de Extran® AP 15 liquido, alcalino (Merck); agua quente; 602C;
5 minutos.
Neutralizagdo: Solugdo a 0,10% de Extran® AP 22 liquido, neutralizante acido (Merck); agua quente

Lavagem 1: Agua de rede; dgua quente.
Lavagem 2: Agua purificada.

Lavagem Final: Agua purificada; 602C; 3 minutos.
Secagem Inicial: 602C; 30 minutos.

Secagem final: 602C; 35 minutos.

3.2.4 Método de amostragem

Com o objectivo de avaliar o método de limpeza, é necessario fazer uma amostragem da
substancia activa e estabelecer o nivel de residuos presentes. A escolha dos métodos de
amostragem e andlise depende do tipo de material.[7]

Geralmente ha dois tipos de amostragem que sdo aceites, o método de amostragem directo na

superficie do material, e outro método por enxaguamento.

3.2.4.1 Enxaguamento

Apds lavagem, o enxaguamento refere-se a adicdo de um solvente adequado para solubilizagdo do

principio activo, neste caso, serd o ACN, no material. Em inglés é comummente referida como post
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final rinse, ou seja, solvente seguinte a dgua utilizada na ultima lavagem Deve-se utilizar o menor

volume de enxaguamento possivel.

3.2.4.2 Esfregaco

O método de esfregaco, traduzido do inglés swab, é uma técnica de amostragem amplamente
utilizada, [32] e aplica-se quando se pretende amostrar uma determinada area especifica. Este
método de amostragem deverd ser feito por esfrega com a ponta de algoddo da zaragatoa,
completamente embebido (sem derramar/pingar) no solvente mais adequado para solubilizar a
substancia (neste caso, o ACN), numa area amostrada delimitada [33] do material definido para o
efeito. A esfrega também deve ser realizada de forma padronizada sempre com os mesmos

movimentos (figura 3.4), a mesma velocidade e durante o mesmo periodo de tempo (1 minuto).

g

Figura 3.4 - Esquema representativo do procedimento de amostragem (esfregaco) para verificagdo de limpeza da
substancia activa no material que se pretende avaliar.

No presente estudo devem ser pesquisadas substancias activas, eventuais impurezas associadas,
bem como a presenca de detergente.

Com base nos dados existentes, avaliados nos pontos anteriores concluiu-se que as substancias as
quais poderd estar associado um maior risco e que devem ser contempladas na validagdo da
limpeza sdo: matéria-prima, comprimidos (Jabasulide) e pomada (Reumolide), como mostra o

organograma seguinte.
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3.2.5 Ensaios a realizar

No presente estudo devem ser pesquisadas substancias activas eventuais impurezas associadas,
bem como a presenca de detergente.

Com base nos dados existentes, avaliados nos pontos anteriores concluiu-se que as substancias as
guais poderd estar associado um maior risco e que devem ser contempladas na validacdo da
limpeza sdo: matéria-prima, comprimidos (Jabasulide) e pomada (Reumolide), como mostra o

organograma seguinte.

Nimesulida (Matéria- Jabulide Reumolide
prima) (comprimidos) (pomada)

Pesquisa de Pesquisa de

substancia activa

Pesquisa de
substancia activa

substancia activa

Figura 3.5 - Organograma dos diferentes tipos de nimesulida para analise da substancia activa.

3.2.5.1 Pesquisa de detergente

Para confirmar se o material estd convenientemente lavado e sem residuos de detergente, deve-se
medir o pH, a condutividade e a quantidade de carbono organico total (através da analise TOC) da
agua purificada da ultima lavagem de todo material.

A pesquisa de residuos de detergente é realizada ao material de laboratdrio apés limpeza manual e
automatica (3.2.2.1 e 3.2.2.2) e depois de seco na estufa a 60°C. A tabela 3.7 apresenta o
procedimento de amostragem em cada tipo de material seleccionado da nimesulida matéria-

prima.
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Tabela 3.7 - Procedimento de amostragem para pesquisa de detergente da Nimesulida (matéria-prima).

Material de Amostragem | Método de | Procedimento de amostragem

amostragem

Pipeta graduada Enxaguamento Recolher 25 mL da agua de lavagem para analise de pH,

escoamento parcial cl-A, condutividade. Para andlise de TOC serdo recolhidos 25 mL em

1mL frasco ambar.

Pipeta graduada Enxaguamento Recolher 25 mL da agua de lavagem para analise de pH,

escoamento parcial cl- A, condutividade. Para andlise de TOC serdo recolhidos 25 mL em

5mL frasco ambar.

Baldo volumétrico com Enxaguamento Recolher 50 mL da dgua de lavagem para analise de pH,

rolha classe A, 100 mL condutividade. Para andlise de TOC serdo recolhidos 50 mL em
frasco ambar.

Baldo volumétrico com Enxaguamento Recolher 25 mL da agua de lavagem para analise de pH,

rolha plastico, 5mL condutividade. Para analise de TOC serdo recolhidos 25 mL em
frasco ambar.

Tabuleiro Enxaguamento Recolher 25 mL da agua de lavagem para analise de pH,
condutividade. Para andlise de TOC serdo recolhidos 25 mL em
frasco ambar.

Holder + filtro Enxaguamento Recolher 25 mL da dgua de lavagem para analise de pH,
condutividade. Para andlise de TOC serdo recolhidos 25 mL em
frasco ambar.

Sonda Enxaguamento Recolher 25 mL da agua de lavagem para analise de pH,
condutividade. Para analise de TOC serdo recolhidos 25 mL em
frasco ambar.

Todas estas solucdes serdo submetidas a realizando de trés determina¢des para cada tipo de
material em cada ensaio, e a um branco contendo 250 mL de agua purificada.

Para a lavagem automatica deve-se realizar os mesmos ensaios de pH, condutividade e TOC para a
pesquisa de detergente dos balGes com volume minimo que possam ser lavados na maquina de
lavar.

Como critério de aceitacdo, o pH da ultima agua purificada de enxaguamento deve estar
compreendido entre 5 e 7, a condutividade da ultima 4gua purificada de enxaguamento devera ser

inferior a 4,3 uS/cm (a 202C) e o TOC devera ser superior a 500ppb.

3.2.5.2 Pesquisa de microorganismos

Para quantificar, identificar bactérias e endotoxinas associadas ao material de laboratdrio procede-
se a contagem microbioldgica.

O material de laboratério é submetido ao procedimento de lavagem manual ou automatica e
amostragem de agua para avaliacdo microbioldgica sera com agua estéril a seguir a ultima agua de

lavagem (enxaguamento). Cerca de 25 mL dessa agua é filtrada para o meio de cultura Agar

Ana Rita Lopes Andrade 40




Capitulo 3 Experimental

Reasoner's 2A (R,A) e para o meio Agar caseina de soja (TSA) e/ou é realizada outro tipo de
amostragem, com uma zaragatoa e de seguida inocular nos mesmos meios. A contagem
microbioldgica foi realizada pelos analistas do laboratério de microbiologia BASI.

Sdo seguidas as especificagcdes da Ultima edi¢do da Farmacopeia Portuguesa para a agua purificada
a granel. Em condi¢Bes normais é considerado como limiar de intervencdo apropriado um nimero

de germes aerdbios viaveis totais de 100 ufc/ml.

3.2.5.3 Curva de calibragao

A substancia activa é quantificada por uma metodologia analitica em cromatografia liquida (HPLC)
gue deve ser devidamente validada, com maior sensibilidade disponivel (e consequentemente
menor limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)).

Devera ter-se em especial atencdo a validacdo dos limites de deteccdo e de quantificacdo, até
porque o limite de deteccdo do método deve ser o critério de aceitacdo a estabelecer para a
pesquisa de residuos de substancia activa. A validacdo de limpeza normalmente estd associada a
baixos limites de aceitacdo, dificultando por vezes o desempenhando do método. Deste modo o
limite de aceitacdo adoptado para o contaminante deve estar dentro do limite de quantificacdo da
metodologia adoptada.

Utilizam-se, inicialmente, padrdes de concentragao conhecida testando a resposta do equipamento que
fard a quantificagdo. As curvas de calibragdo sdo preparadas a partir das solugdes padrao, utilizando
diluigGes sucessivas para cada concentragdo.

Os padrdes da curva de calibragdo devem ser preparados com o maximo rigor analitico possivel para
que, desta forma, a sua fonte de erro associada seja desprezavel quando comparada com o erro da
variavel dependente. Um coeficiente de correlacdo maior que 0,999 é considerado um ajuste ideal
dos dados na regressao linear.

O limite de deteccdo (XLD) corresponde @ menor quantidade de analito que é possivel detectar com
uma certa confianga estatistica, mas ndo necessariamente quantificar. Em termos qualitativos, o
conceito de limite de detec¢do corresponde a concentracdo minima que é possivel distinguir do branco.
Através da estimativa com base no desvio padrdo residual (6fit) do ajuste da curva de calibragdo através
de minimos quadrados e m o declive da curva de calibragdo, o limite de detec¢do é determinado pela

equacgao 3.1:
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Xip-3.3 x 2 (3.1)
m

O limite de quantificagdo (X,q) corresponde a menor concentragdo de analito que é possivel quantificar
com precisdo e exactiddao definidas e nas condi¢cdes de operacao especificadas. Através da estimativa
com base no desvio padrdo residual (&fit) do ajuste da curva de calibragdo através de minimos
guadrados e m o declive da curva de calibracao, o limite de quantificacdo é determinado pela equacao

3.2:

Xio=10 x 2 (3.2)
m

Prepararam-se seis padrées com concentracdes diferentes como mostra a tabela 3.8, e a partir das
condicbes das solucdes teste 3.2.2.5, mencionadas na monografia da nimesulida da Farmacopeia

europeia.

Tabela 3.8 - Concentragoes dos padroes para curva de calibragao.

Concentragdo (ug/mL)

P1 1

P2 0.75
P3 0.6
P4 0.5
P5 0.4
P6 0.25

3.2.5.4 Pesquisa de substancia activa

De seguida passaremos aos respectivos ensaios para pesquisa de substancia activa para cada tipo
de Nimesulida.

Para se compreender melhor todo o procedimento realizado para a pesquisa de substancia activa,
o organograma da figura 3.6 mostra em esquema os passos executados tendo em conta a escolha

do processo de lavagem (manual ou automatica), com e sem passagem de acetona.
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Pezquiza de

substancia activa

Procedimento

Lavagem
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Figura 3.6 - Organograma do procedimento com e sem passagem de acetona na pesquisa de substancia activa.

Em ambos os processos de lavagem desenvolveram-se duas estratégias distintas designados de sem
acetona e com passagem de acetona. Como a acetona é o solvente que a nimesulida é soluvel, o
objectivo foi provar se esse solvente ajuda na remocao total dos vestigios de nimesulida ou se, por sua
vez, a sua passagem no material € meramente visual devido ao aparecimento da cor amarela indicativo

da presenca da nimesulida.

Ana Rita Lopes Andrade 43



Capitulo 3

Experimental

SEM ACETONA

Seleccionou-se o material que é usado nas substancias aparentadas da Nimesulida, este “sujo”

com uma solugdo de maior concentragdo, a solucdo teste (concentragdo a 1 pg/mL). Esse material

é lavado manualmente usado conforme descrito no processo de limpeza (ponto 3.2.3) e seco em

estufa a 60°C, sem passagem com acetona ou etanol.

Como cada material tem um método de amostragem, enxaguamento e/ou esfregaco, a tabela

seguinte mostra o procedimento de amostragem para pesquisa de substancia activa da nimesulida.

Tabela 3.9 - Procedimento de amostragem para pesquisa da substancia activa da Nimesulida (matéria-prima) — apds

lavagem manual.

Material de | Processo de | Método de | Procedimento de amostragem

Amostragem lavagem amostragem

Baldo volumétrico com | Manual e |Enxaguamento |Passar 4 mL de ACN no material, recolher para um baldo

rolha cl-A, 20 mL ... de 10 mL e completar com agua

automdtica

Baldo volumétrico com | Automdtica | Enxaguamento | Passar 4 mL de ACN no material, recolher para um baldo

rolha cl-A, 10 mL de 10 mL e completar com agua

Baldo volumétrico com | Manual Enxaguamento | Passar 4 mL de ACN no material, recolher para um baldo

rolha cl-A, 5 mL de 10 mL e completar com agua

Espatula inox Manual Esfregaco Realizar o esfregaco como indicado em 5.5.2 e diluir em
10 mL de fase movel.

Tabuleiro Manual Esfregago Realizar o esfregago como indicado em 5.5.2 e diluir em
10 mL de fase movel.

Tabuleiro Manual Enxaguamento | Passar 8 mL de ACN no material, recolher para um baldo
de 20 mL e completar com agua

Sonda Manual Esfregaco Realizar o esfregaco como indicado em 5.5.2 e diluir em
10 mL de fase movél.

Sonda Manual Enxaguamento | Passar 4 mL de ACN no material, recolher para um baldo
de 10 mL e completar com agua

Pipeta graduada Automatica | Enxaguamento | Passar 2 mL de ACN no material, recolher para um baldo

escoamento parcial cl-A, de 5 mL e completar com agua

1mL

Pipeta Graduada Automatica | Enxaguamento | Passar 4 mL de ACN no material, recolher para um balao

escoamento parcial cl-A,
5mL

de 10 mL e completar com agua

Como as areas de amostragem por esfregaco tém que ser delimitadas, estas sdo indicadas na

tabela 3.10.
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Tabela 3.10 - Areas de amostragem

Material de Amostragem | Area total (cm®) |Area de amostragem (cm’)
Tabuleiro 5200 25
Espatula 3 2
Sonda 857.5 16

Todas as amostras recolhidas, serdo doseadas por HPLC, de modo a pesquisar a presenca de algum
residuo de composto. Como modo de comparacgao preparou-se adicionalmente a solugdo padrdo a
100% (3.2.2.7).

O método utilizado é o das substancias aparentadas, da monografia da nimesulida da farmacopeia
europeia.

Por fim, esse material contaminado é recolhido para proceder ao teste visual, que consiste na
passagem com acetona no material depois de utilizado. Assim, verifica-se a auséncia de coloracgao
amarela (acetona caracteriza-se por ser um liquido limpido e incolor), permitindo assim confirmar

visualmente a auséncia de residuos de substancia activa no material utilizado.

COM PASSAGEM DE ACETONA

Na estratégia com passagem de acetona, apdés lavar o material manualmente usado nos ensaios da
Nimesulida, o teste visual é logo realizado para verificacdo da auséncia de coloragdo amarela e
permitindo assim confirmar visualmente a auséncia de residuos de substancia activa nesse
material. S6 depois o material é seco na estufa a 602C e procede-se a amostragem e analise em
HPLC. Através do organograma da figura 3.5 é mais simples perceber a sequéncia dos passos nas
duas estratégias.

Para os comprimidos Jabasulide o procedimento com a lavagem manual, sem e com passagem de
acetona é exactamente igual a matéria-prima apresentado no ponto anterior. No entanto, o que
difere é o tipo de material de amostragem, devido a sua selec¢ao ser de acordo com o material
usado nos ensaios respectivos de Jabasulide. A tabela seguinte mostra o tipo de material que tem
um método de amostragem, enxaguamento e/ou esfregaco e o respectivo procedimento de

amostragem, e processo de lavagem.
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Tabela 3.11 - Procedimento de amostragem para pesquisa da substancia activa da Nimesulida (comprimidos).

Material de Amostragem Processo de | Método de | Procedimento de amostragem
lavagem amostragem

Baldo volumétrico com rolha | Manual e | Enxaguamento | Passar 4 mL de ACN no material, recolher para um

cl-A, 20 mL automdtica baldo de 10 mL e completar com adgua

Baldo volumétrico com rolha | Manual Enxaguamento | Passar 4 mL de ACN no material, recolher para um

cl-A, 5 mL baldo de 10 mL e completar com adgua

Almofariz Manual Enxaguamento | Passar 10 mL de ACN no material, recolher para
um baldo de 25 mL e completar com agua

Espatula inox Manual Esfregaco Realizar o esfregaco como indicado em 5.5.2 e
diluir em 10 mL de fase movel.

Copos de dissolugdo Manual Enxaguamento | Passar 10 mL de ACN no material, recolher para
um baldo de 25 mL e completar com agua

Pipeta graduada escoamento | Automdtica | Enxaguamento | Passar 2 mL de ACN no material, recolher para um

parcial cl-A, 1 mL baldo de 5 mL e completar com agua

Pipeta Graduada escoamento | Automdtica | Enxaguamento | Passar 4 mL de ACN no material, recolher para um

parcial cl-A, 5 mL

baldo de 10 mL e completar com agua

A area de amostragem da espatula ao utilizar o método de amostragem esfregaco foi de 2 cm?

correspondente a parte plana da espatula que entra em contacto com a nimesulida.

Para a pomada Reumolide o procedimento é exactamente igual a matéria-prima, sem e com

passagem de acetona. No entanto, o que difere é o tipo de material de amostragem, devido a sua

seleccdo ser de acordo com o material usado nos ensaios respectivos do Reumolide. A tabela

seguintes mostram o tipo de material seleccionado para o Reumolide, o método de amostragem

utilizado, enxaguamento e/ou esfregaco, e o respectivo procedimento de amostragem.

Tabela 3.12 - Procedimento de amostragem para pesquisa da substancia activa da Nimesulida (pomada).

Material de Amostragem Processo de | Método de | Procedimento de amostragem
lavagem amostragem

Baldo volumétrico com rolha | Manual e | Enxaguamento | Passar 4 mL de ACN no material, recolher para

cl-A, 50 mL automdtica um baldo de 10 mL e completar com agua

Baldo volumétrico com rolha | Manual Enxaguamento | Passar 2 mL de ACN no material, recolher para

cl-A, 5 mL um baldo de 5 mL e completar com agua

Espatula inox Manual Esfregago Realizar o esfregaco como indicado em 5.5.2 e
diluir em 10 mL de fase moével.

Filtro inox Manual Enxaguamento | Passar 4 mL de ACN no material, recolher para
um baldo de 10 mL e completar com agua

Holder para seringa Manual Enxaguamento | Passar 4 mL de ACN no material, recolher para
um baldo de 10 mL e completar com agua

Pipeta graduada escoamento | Automadtica Enxaguamento | Passar 2 mL de ACN no material, recolher para

parcial cl-A, 1 mL um baldo de 5 mL e completar com adgua

Pipeta graduada escoamento | Automadtica Enxaguamento | Passar 4 mL de ACN no material, recolher para

parcial cl-A, 5 mL um baldo de 10 mL e completar com agua
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3.2.6 Determinag¢ao da Taxa de Recuperacgao

O factor de recuperagdo é um parametro utilizado para se avaliar a eficiéncia do processo de
amostragem, a fim de demonstrar que os contaminantes podem ser recuperados da superficie dos
materiais utilizados. O método analitico deve demonstrar o nivel de recuperagdo do residuo
(percentagem do residuo que pode ser recuperada do meio em que se encontra), e a sua
consisténcia (dispersdo dos valores encontrados para amostragens repetidas, feitas sob a mesma
condicdo).

O produto devera ser recuperado com as mesmas técnicas de amostragem para o caso real, sendo
o material “sujo” com o mesmo produto nas condigdes mais préoximas e possiveis das reais. Como
ndo é vidvel a utilizacdo do material ou suas partes para a avaliagao da recuperacdo foi utilizada
uma peca de material semelhante com dimensdes estabelecidas 5x5 cm” (drea total e de

amostragem 25 cmz), como mostra a figura 3.7.

Figura 3.7 - Tabuleiro para calcular a taxa de recuperagdo.

Colocou-se o menor volume possivel da solugdo teste no tabuleiro igual ao da figura acima
indicado e deixa-se evaporar todo o solvente de modo a finar no tabuleiro apenas o residuo de
nimesulida. Para ajudar a evaporar colocou-se o tabuleiro na estufa a 602C, sendo essa a
temperatura maxima para nao degradar a Nimesulida. Com a zaragatoa retira-se a nimesulida do
tabuleiro e coloca-se a zaragatoa num baldo contendo ACN. De seguida as amostras sao feitas de
igual modo como no indicado no método de amostragem esfregaco (3.2.4.2) para andlise de HPLC.
Esses resultados sdo depois comparados com a solugdo padrdo com uma concentragdo igual a

minha amostra.
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Esta determinacdo é feita em triplicado, devendo a taxa de recuperacdo ser superior a 60% da
guantidade tedrica para que se considere a técnica como adequada.

A recuperacao é calculada utilizando a seguinte expressdo, em que o WP corresponde a quantidade de
composto na amostra no esfregaco, o A é a area total da superficie do equipamento e o AP a drea da

superficie do esfregaco.

WP*A
AP

Recuperacdo (%) = (3.3)

3.3 Validagao do grau de descontaminagao dos vials

O objectivo é descrever as metodologias a levar a cabo para a validacdo da limpeza dos Vials
utilizados para andlise TOC nos Laboratdrios Basi, de forma a demonstrar que estes podem ser
reutilizados em analises posteriores apds lavagem, caso sejam tratados de acordo com a instrugdo
de trabalho “Limpeza de material de laboratério” ou com o reagente acido crémico.

Neste sentido, serdo feitas andlises de TOC, depois de executado alguns métodos de lavagem, de

forma a assegurar os limites baixos de carbono comparando com resultados dos vials novos.

3.3.1 Materiais e equipamentos

Esta validagao é realizada para a limpeza do seguinte material: vials para TOC, parafilm e um copo
500 mL e o analista convém usar luvas, sem pé e 6culos de proteccdo. Os vials sdo frascos de vidro
de 40 mL da VMR, com tampa e septos de teflon revestidos de polipropileno de acordo com as
normas internacionais.

A agua altamente purificada obtida no equipamento Integral 3 do sistema Elix foi a matéria-prima
utilizada na validacdo que contém menos de 100 ppb de Carbono total ou inorganico.

Para realizacdo das andlises utilizou-se o equipamento TOC, Sievers 900 Instruments, Inc.
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3.3.2 Cuidados e precaugoes

Ao analisar amostras nos vials para o carbono total, pode ocorrer contaminacdo de base de varias
fontes diferentes. Uma das maiores contribui¢cdes pode vir directamente da fonte de agua.[35] Por
isso deve-se: esperar até passar vdrios volumes e limpar a linha de agua do Q-POD antes de
recolher uma amostra. A agua utilizada no preparo das solugdes foi classificada como ultrapura
(TOC<100 ppb) e obtida pelo sistema da Milli-Q da Millipure.

A segunda maior fonte de contaminacdo pode ser proveniente da limpeza de vials. Para determinar o
grau inicial de TOC, deve-se usar um procedimento de limpeza agressivo. Um método que é
amplamente utilizado na industria farmacéutica para limpar material de vidro de laboratério é uma
solucdo de acido crémico.

O terceiro passo na reducdo da contaminacdo por carbono é observar estritamente a técnica de
preparacdo da amostra e ambiente. Evitar recolher as amostras num ambiente em que alguns
solventes, como o etanol, tenham sido utilizados, pois influéncia nos resultados.

Manipulacdo do equipamento que entram em contacto com as amostras é um desafio especial,
porque a contaminac¢do de carbono organico é, essencialmente, em todos os lugares.

A quantidade de contaminac¢do de carbono pode ser um reflexo do grau de contacto com as maos
sujas ou superficies durante a preparagdo da amostra. Por isso deve-se colocar luvas novas de
modo a evitar contaminacgdo, evitar o contacto da ponta do vial no equipamento Q-POD, tapar o
vial sempre o mais rapido possivel, evitar manipulacdo de pipetas, outros materiais, e
equipamentos que entram em contacto directo com a amostra. Assim, deve-se fazer a amostragem

e leitura directamente no vial.

3.3.3 Selecg¢ao do agente de limpeza

Em termos de detergente, a seleccdo feita tem como base o tipo de lavagem. Neste caso, vai-se
tentar validar para a lavagem manual com o detergente Extran MA 03 isento de fosfatos e a

lavagem com o acido crémico.

Ana Rita Lopes Andrade 49



Capitulo 3 Experimental

3.3.3.1 Lavagem com detergente isento de fosfatos

O detergente Extran MA 03 isento de fosfatos que serd agora utilizado na lavagem manual dos
vials do TOC é o mesmo detergente que é referido no 3.2.2.2 para a lavagem manual do material
de laboratdrio. A limpeza dos vials vai ser executada da mesma forma que o processo de limpeza
manual, referido no ponto 3.2.3.1, no entanto é necessario alguns cuidados especificos para este
procedimento, tais como: utilizar luvas lavadas, isolar os vials do TOC do resto de material de
laboratdrio e proceder a sua lavagem manual separadamente do resto de material de laboratério,
de modo a evitar qualquer tipo de contaminacdo. Ao enxaguar com agua deve-se evitar tocar com
a extremidade dos vials em qualquer superficie ou utilizar esponja ou escovilhdo e no fim da passar
com agua altamente purificada antes da secagem a 60°C na estufa. Apds estarem completamente
secos e arrefecidos, os vials devem ser tapados imediatamente. E muito importante considerar

todos os cuidados e precaucdes referidos (3.3.2).

3.3.3.2 Acido crémico

O agente de limpeza utilizado neste estudo é o 4cido crémico-sulfurico da Prolabo, composto por
>85% de acido sulfurico e 1-2,5 % de tridoxido de crémico.

E preciso ter extremo cuidado ao manusear este reagente, pois ele é téxico, corrosivo e nocivo e
pode provocar efeitos graves para a saude em caso de exposicdo prolongada por inalagdo e em
contacto com a pele. Por isso deve ser manuseado na hotte, usar luvas e 6culos de proteccdo.

O 4cido crémico-sulfurico ndo deve ser diluido com agua, devido a grande quantidade de calor
gerado na mistura do acido com a 4gua que pode originar salpicos sdo fortemente corrosivos.
Outro cuidado a ter em consideracdo serd guardar a solugdo num armario especifico de
armazenamento de produtos quimicos, protegido da luz solar directa e os desperdicios devem ser
despejados para um local apropriado para o mesmo, visto que o ido dicromato interfere com os
procedimentos de tratamento de dgua municipal.[35]

De seguida apresenta-se a descri¢gdo do processo de limpeza dos vials com acido crémico:
Colocou-se seis vials usados dentro do copo de 500 mL, dispondo a abertura do vial voltada para
cima e encheu-se o vial com alguns mililitros da solugdo de limpeza de acido créomico. Esta solugdo
deve ser agitada lentamente, para permitir que a solu¢cdo entre em contacto com todas as

superficies internas e cobrir a parte superior do copo com o lado limpo de parafilme (lado do
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parafilme protegido pelo papel) com o canto de parafilme na ponta do copo dobrado para permitir
a solucdo de limpeza drene para fora.[37]

Encher completamente cada vial no copo com agua de baixo TOC (altamente purificada) e inverter
0 copo para permitir que a dgua escorra para fora de ambos, copo e cada vial, usando o parafilme
para evitar que os vials caiam. (Permite apenas que o parafilme entrar em contacto com a ponta
dos vials, pois qualquer outro contacto pode causar contaminagdo) e repetir o passo anterior cerca
de 20 vezes. Para o escoamento completo, inverter o copo pelo menos 10 minutos e abrir um
canto do parafilme para escoamento de toda a 4gua adicional dos vials e do copo. Repetir os
passos anteriores até que toda a agua seja escorrida de ambos o copo e os vials.[36]

Os vials devem ir a estufa a 602C e devem ser usados dentro de 24 horas de limpeza, de

preferéncia fazer a analise do TOC apds secagem.

3.3.4 Analise de TOC

Apds a lavagem dos vials deve-se colocar luvas novas de modo a evitar contaminacdo, deixar
correr agua do Q-Pod e depois encher cada vial com a 4gua altamente purificada de baixo IC e TC.
Colocar cada vial no analisador de TOC com a seguinte ordem de leitura dos vials (Figura 3.8).
Deste modo pode-se comparar os valores da dgua altamente purificada num vial novo (branco)

antes e apds cada enchimento dos seis vials com cada método.
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6 vials lavados apds 6 vialslavados apos

lavagem manual lavagemacido
cromico

Figura 3.8 - Esquema da analise de TOC dos vials com o branco e as amostras apds a lavagem manual e com acido
cromico.

Todo o processo é repetido 3 vezes em 3 dias consecutivos (lavagem e analise). O analisador de
TOC expressa os resultados em ppb e apds os resultados deve-se comparar com os vials novos. Os
frascos de TOC 40 mL sdo certificados pela marca Sievers para serem inferiores a 10 ppb, dando-

Ihe confianga na qualidade das suas medi¢Ges TOC.

3.4 Tratamento estatistico de dados

Os testes estatisticos servem para auxiliar na tomada de decisdes e interpreta¢do dos resultados tendo
em conta alguns critérios. Qualquer teste estatistico depende do nivel de confian¢a ao qual se pretende
tirar conclusdes e do nimero de graus liberdade em cada caso especifico.[38]

Em quase todos os estudos, sdo feitas analises estatisticas para uma melhor interpretagdo dos dados

obtidos.

Ana Rita Lopes Andrade 52



Capitulo 3 Experimental

3.4.1 Diagndstico de valores discrepantes

Tal como com o comportamento nao aleatdrio, uma Unica referéncia que se afaste substancialmente da
série de dados, um outlier, assim designado, pode afectar os resultados obtidos. S3o valores
discrepantes que nado pertencem a uma determinada distribuicdo. Assim, para evitar este efeito de ma
estimativa, é essencial que, inicialmente, qualquer conjunto de dados seja testado antes de se proceder
a uma estimativa. Diversos testes estatisticos podem ser efectuados sendo os mais significativos os que
comparam a posi¢do do valor duvidoso em relagdo a estimativa central.[39]

De entre os testes mais utilizados conta-se o teste de Grubbs, recomendado pelas normas ISO. O teste
de Grubbs é um teste estatistico, utilizado essencialmente para analisar a dispersao de valores dentro
de uma dada medicdo. De uma forma geral, pretende verificar a existéncia de valores discrepantes nas
extremidades do conjunto, ou seja, ou valores suspeitos corresponderdao a maximos ou a minimos da
medicao.

Ao se realizar uma primeira analise e for detectado um dos dois valores discrepantes, ele sera
automaticamente excluido do conjunto; de seguida novo teste sera efectuado até que nao se verifique a
existéncia de mais nenhum outlier.

Durante esta analise, os valores dos extremos serdo comparados com o valor médio (k) dividido pelo

respectivo desvio padrdo (s), de acordo com a seguinte equacado (3.4) a seguir representada:

_ |xx

G =22 (3.4)

De seguida compara-se este valor (G) com um valor critico (G.;;) tabelado da norma ISO 5725, (tabela
A2.2 em anexo) para um intervalo de confianga de 95%. Caso o G seja superior ao valor critico, entdo
estamos na presenca de um outlier e é necessdrio eliminar esse valor, de modo a que este ndo

influencie incorrectamente os resultados e tratamentos estatisticos.[38, 41, 42]

3.4.2 Comparagao de métodos

Num estudo emparelhado, temos duas amostras mas cada observagdo da primeira amostra é

emparelhada com uma observagdo da segunda amostra. O teste apropriado para a diferenca entre
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medidas de amostras emparelhadas consiste em determinar, primeiro, a diferenca entre cada par

de valores e entdo testar se a medidas das diferencas é igual a zero, onde:

(3.5e3.6)

Considerando que as medidas tenham distribuicdo o normal, a diferenca entre elas também terd
distribuicdao normal, portanto as distribuicdes t sdo apropriadas para testar a hipétese nula de que
a média das diferencas é igual a zero. Os graus de liberdade sdo o nimero de unidades amostrais
menos 1 e a estatistica utilizada para testar a hipétese de que ndo existe diferenca entre as

condi¢Ges antes e depois é: Este teste é referido como teste t-student emparelhado (equagdo 3.7).

_ ld-o| _ ldlvN
Sd/\/ﬁ Sd

TV (3.7)

Para tal podemos realizar um teste de significancia em que testamos a verdade de uma hipdtese,
nomeada de hipdtese nula. Assim, se a hipdtese nula for confirmada, significa que a diferenca entre um
valor medio e o valor critico, ndo é significativa. Apesar de o critério de aceitacdo da hipdtese nula
diferir de acordo com a situagdo e significancia pretendida, geralmente aceita-se a hipdtese nula ao

nivel de confian¢a de 95%.

3.4.3 Analise da variancia

A andlise de variancia (ANOVA) é uma ferramenta estatistica importante para distinguir as diversas
contribui¢des sobre a variancia total observada.

A ANOVA permite distinguir dentro da variabilidade total de diversos conjuntos de valores
experimentais as contribuicGes puramente aleatdria e a contribuicdo sistematica entre amostras. Deste
modo, permite verificar se as amostras (ou factores) exercem um efeito significativo fazendo com que
estes se sobreponham a componente aleatéria contribuindo para diferencas significativas entre si.

A ANOVA permite comparar em simultaneo varias médias (niveis diferentes do factor) e estimar as
diversas contribuicGes de variabilidade: a puramente aleatdria (estimada dentro de cada amostra), a

variabilidade entre amostras, entre outros.
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Como pressupostos assume-se que as distribuicdes em causa sdo normais e independentes e que existe
homogeneidade de variancia (variabilidade interna).

A ANOVA é algo insensivel a falta de homogeneidade da variabilidade interna, contudo, por motivos de
melhor racionalizagdo dos valores em andlise deve ser sempre efectuado previamente um teste de
homogeneidade.

A andlise de variancia apresenta inUmeras aplicacbes, nomeadamente, na amostragem, limite de
repetibilidade e de reprodutibilidade, planeamento experimental e andlise de factores, estudo de
interferentes, robustez e coeréncia e na validacdo do modelo de calibragao.

Existem trés abordagens diferentes desta andlise: ANOVA de uma via ou de factor unico, ANOVA de

duas vias ou de dois factores sem réplicas e com réplicas.

3.4.3.1 Factor unico

A ANOVA de factor Unico estuda o efeito de um factor (aqui designado A) sobre a variabilidade do
sistema em anadlise. Segundo esta abordagem estatistica, a soma de quadrados total (SS;) pode ser

decomposta nas componentes puramente aleatéria (SS,.) € na componente devida ao factor (SS,),

SSr = SSpe +55, (3.8)

Dividindo os termos desta equacgdo pelos respectivos graus de liberdade, (N.M-1), (N(M-1)) e (N-1),

obtém-se as variancias totais, puramente aleatéria e devida ao factor

87 = 8pe + 64 (3.9)

O teste ANOVA pretende verificar se o factor em causa (A) é responsavel por introdugdo de variabilidade
nos dados além da contribuicdo puramente aleatdria.

No caso de o factor ndo possuir efeito, a contribuicdo do factor em causa aproxima-se da componente
puramente aleatdria; caso contrério o factor manifestasse através da sua contribuicdo especifica (57),
sendo esta superior a contribuicdo aleatoria.

A hipdtese nula (HO) vai no sentido de que o factor ndo apresenta qualquer efeito sobre a variabilidade
observada, enquanto a hipdtese alternativa (H1) sugere que o factor apresenta efeito sobre a

variabilidade observada nos dados.
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O valor de prova (a = p[HO]) traduz a probabilidade de aceitacdo da hipotese nula e fornece uma
importante indicagao sobre o efeito do factor. Valores de prova superiores a 0.05 indicam franca
aceitacdo de HO enquanto valores inferiores a 0.01 sugerem a sua rejei¢do. Valores intermédios revelam
qgue a aceitacdo de HO é dubia podendo ser utilizado o valor de referéncia de 0.03 como termo de

desempate - superior a 0.03 aceitacdo dubia, inferior a 0.03 rejei¢do dubia.

3.4.3.2 Factor duplo sem réplicas

Esta abordagem destina-se a verificar o efeito simultaneo de dois factores. Neste caso em concreto, a
ANOVA permite a decomposicdo da variabilidade total (T) em trés componentes: a puramente aleatoria

( pe ), a devida ao factor linha (factor A) e a devida ao factor coluna (factor B) de acordo com a equacao,

SS; =SS, +5S, +5Sg (3.10)

dividindo os termos desta equacdo pelos respectivos graus de liberdade (N.M-1), N(M-1), (N-1) e (M-1)

obtém-se a equacdo,

87 = 8p + 65 + 65 (3.12)

permitindo a individualizagdo de cada uma das contribuicGes da variabilidade. Deste modo, podem ser
testados individualmente os efeitos dos factores A e B, designados de “F”, através das hipdteses:

A hipdtese nula (HO) vai no sentido de que o factor F ndo apresenta qualquer efeito sobre a
variabilidade observada, enquanto a hipdtese alternativa (H1) sugere que o factor apresenta efeito
sobre a variabilidade observada nos dados. O valor de prova (a= p[HO]) traduz a probabilidade de

aceita¢do da hipdtese nula e fornece uma importante indicagao sobre o efeito do factor [46].

3.4.3.3 Factor duplo com réplicas

Neste caso a matriz de dados contém o factor A nas linhas e o factor B nas colunas sendo que cada
conjunto de Q linhas reflecte o nimero de réplicas. Neste caso a ANOVA permite a decomposicao da
variabilidade total (T) em quatro componentes: a puramente aleatéria (pe), a devida ao factor linha

(factor A), a devida ao factor coluna (factor B) e ao termo de interacgdo entre factores (AB),
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SST = Sspe +SSA +SSB+SSAB (312)

dividindo os termos desta equacdo pelos respectivos graus de liberdade (N.M.Q-1), N.M.(Q-1), (N-1),
(M-1) e (N-1)(M-1) obtém-se a equacdo da variabilidade total (6%) em fungdo das contribui¢cdes dos

factores e respectiva interaccao

87 = 8p + 65 + 65 + 635 (3.13)

Variabilidade que contabiliza a interac¢do dos dois factores em estudo, permitindo a individualizagdo de
cada uma das contribuicdes da variabilidade.

De igual modo podem ser testados individualmente os efeitos dos factores A e B e respectiva interacgao
AB através das hipdteses: a hipdtese nula (HO) vai no sentido de que o factor F ndo apresenta qualquer
efeito sobre a variabilidade observada; a hipdtese alternativa (H1) sugere que o factor apresenta efeito
sobre a variabilidade observada nos dados; e o valor de prova (a = p[HO]) traduz a probabilidade de

aceitacdo da hipdtese nula e fornece uma importante indicacdo sobre o efeito do factor [46].
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados mais relevantes obtidos pela mesma ordem
tematica e o tratamento estatistico utilizado como ferramenta na interpretacado desses resultados,

como forma de validar todos estes sistemas.

4.1 Sistema de agua purificada

Devido a extensa compilacdo de dados dos equipamentos do sistema de depuracdo de agua,
apresentarei os resultados mais pormenorizados para um equipamento Integral 3 e esse sera

comparado com os resultados da qualificacdo de performance do sistema ORION.

4.1.1 Integral 3 -CQEQ0203200

Apds semanalmente terem sido realizados diversos ensaios fisico-quimicos nas amostras
recolhidas, apresentam-se os resultados dos parametros analisados mais relevantes. Os resultados
de condutividade, TOC, analise microbiolégica e verificacdo sdo expostos através de cartas de
controlo para o depésito e dispensadores do equipamento Integral 3 —CQEQ0203200 no periodo
de Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012, no entanto para tratamento estatistico fez-se num
periodo representativo entre os meses de Novembro, Dezembro de 2011 e Janeiro de 2012. O
anexo A3 apresenta a tabela com os resultados dos parametros mais relevantes (condutividade,
TOC e analise microbioldgica) de todos os lotes das amostras recolhidas no E-POD, Q-POD e

depdsito do equipamento Integral 3.
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4.1.1.1 Condutividade

De seguida sdo apresentados as respectivas cartas de controlo com os resultados compilados

desde Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012 do relevante parametro condutividade.
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Figura 4.1 - Medidas de condutividade da amostra de agua purificada recolhida no depédsito (Integral 3 -
CQEQ0203200).
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Figura 4.2 - Medidas de condutividade da amostra de agua purificada recolhida do E-POD (Integral 3 —-CQEQ0203200).

A partir desta carta de controlo, pode-se assumir que os valores de condutividade obtidos para as
amostras recolhidas do equipamento Integral 3, no decorrer do estudo, encontram-se dentro das
especificacdes estabelecidas, logo em conformidade. No entanto, houve dois valores nos lotes AP-
241011 e AP-071111, respeitantes ao depdsito e E-POD que estiveram acima do limite de alerta
(valor 2.0 uS/cm). Estes valores pontuais e dentro de especificagdo ndo se repetiram em leituras

posteriores, pelo que n3o foi desencadeada nenhuma acgdo correctiva/preventiva.
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A figura 4.3 mostra os valores de condutividade nos lotes de dgua purificada do

3.

Q-POD no Intregral
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Figura 4.3 - Medidas de condutividade da amostra de agua purificada recolhida no
CQEQ0203200), de Dezembro de 2010 a Julho de 2011.

Apesar da condutividade da agua altamente purificada (Q-POD) ser mais

Q-POD (Integral 3 -

baixa que a agua

purificada representante no depdsito e E-POD, alguns lotes deram valores superiores aos limites

de alerta.
No processo de validagdo em estudos colaborativos usa-se a andlise de varia

determina a existéncia de diferengas significativas entre os valores obtidos.

ncia (ANOVA), que

Assim, através da

ANOVA de factor Gnico comparou-se a variabilidade entre a dgua recolhida no dispensador E-POD,

Q-POD e o depésito.

O valor do teste obtido (TV = 0.78) é inferior ao valor critico previsto pela distribuicdo de Fisher

unilateral referente a 2 e 36 graus de liberdade no numerador e denominador ao nivel de confianga de

95% (Fo0s5(2,36) = 3.26) o que indica que a hipdtese nula é vélida — estatisticamente a produgao de

agua nos trés acessorios sdao semelhantes. A mesma conclusdo e ainda reforcada pela respectiva

estimativa da probabilidade de ocorréncia da hipdétese nula (valor de prova de 0.468 o que corresponde

a uma probabilidade relativa de 47%).

Tabela 4.1 - ANOVA factor tnico do E-POD, Q-POD e depésito.

Soma dos Graus de Meédia quadrdtica Valor
Fonte de variagéo quadrados (SQ) liberdade (gl) (MQ) F prova F critico
Entre grupos 0.45 2 0.22 0.78 0.47 3.26
Dentro de grupos 10.35 36 0.29
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4.1.1.2 TOC

Semanalmente, a leitura do TOC é apenas realizada neste equipamento (Integral 3) para verificar o
TOC da 4gua purificada (E-POD) e altamente purificada (Q-POD). As figuras 4.4 e 4.5 mostram os
valores de TOC desses dos dispensadores.

500 -

400
< 300 -

=4==TOC (ppb) Limite de alerta == Llimite de ac¢do

Figura 4.4 - Valores de Carbono Organico Total (TOC, em ppb) da agua purificada do E-POD do equipamento Integral
3), referentes aos meses entre Janeiro e Julho de 2012.

Todos os valores obtidos de TOC da 4gua purificada recolhida do E-POD encontraram-se dentro das
especificagGes estabelecidas no processo de validagdo (TOC<500 ppb). Como o parametro TOC é
influenciado por diversos factores, nomeadamente contamina¢des no acto de amostragem, nos
vials de TOC e ambiente, sendo que a contaminagdo de carbono organico é, essencialmente, em
todos os lugares, pode justificar valores pontuais acima do limite de alerta como é o caso do lote

de AP-020112 no E-POD.

ppb

Lote
=4==TOC (ppb) Limite de alerta == |imite de ac¢do

Figura 4.5 - Valores de Carbono Organico Total (TOC) da agua altamente purificada do Q-POD (integral 3), de Janeiro
aJulho de 2011.
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Pela andlise da figura 4.5, encontra-se um valor de TOC do lote AP-261211 no Q-POD
completamente dispar dos restantes lotes e acima do limite de ac¢do, no entanto este resultados
encontra-se dentro de especificagdo (TOC<500 ppb).

Em ambos os dispensadores E-POD e Q-POD recolha da agua do lote AP-300112 foi acima do limite
de alerta.

Apds analisar cada caso, verificou-se na folha de registo da recolha da dgua que a microbiologia
recolheu nestes dias antes da recolha da fisico-quimica. Como a microbiologia antes de recolher a
agua borrifa com etanol a superficie do equipamento, tais valores podem ter sido influenciados
pela presen¢a de etanol ainda na atmosfera, apds recolha das analises para microbiologia. Este
facto foi provado ao recolher uma amostra mesmo antes recolha na microbiologia (TOC=66 ppb) e
outra depois (TOC=129 ppb), este resultado foi bem significativo.

Foi realizado o estudo estatistico do TOC para saber a influéncia do factor semana / més, através
da ANOVA factor duplo sem repeticio para o dispensador E-POD (tabela 4.2). Cada semana

corresponde a um lote.

Tabela 4.2 - Resultado da ANOVA factor duplo sem repeticao do E-POD do equipamento Integral 3, respeitantes aos
meses Novembro, Dezembro e Janeiro.

Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P F critico
39407.69 3 13135.90 0.77 0.55 4.76
Semana
o 39975.18 2 19987.59 1.17 0.37 5.14
Més
102349.71 6.00 17058.29
Erro

Os valores do teste obtidos de 0.77 e 1.17 sdo inferiores aos valores critico previstos pela distribuicao de
Fisher unilateral referente a 3 e 2 graus de liberdade na semana e més ao nivel de confianga de 95%
(FO.05=4.76 e 5.14) o que indica que a hipdtese nula e valida — os factores testados (tempo, meses de
Novembro a Janeiro e semana, lotes) ndo afectam significativamente os valores de TOC do E-POD
medidos . A mesma conclusdo e ainda reforcada pela respectiva estimativa da probabilidade de
ocorréncia da hipdtese nula (valor de prova de 0.55 e 0.37 o que corresponde a uma probabilidade
relativa de 55 e 37%). Foi feito a mesma ANOVA para o Q-POD e comprovou-se o mesmo que o E-
POD - os valores do teste foram inferiores aos valores criticos, aceita-se a hipdtese nula, entdo

ndo ha influéncia destes dois factores.
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4.1.1.3 Analise microbioldgica

Os dois graficos seguintes ndo indicam o limite de alerta (20 ucf/mL) e de ac¢do (75 ucf/mL), pois
todos os resultados obtidos foram 0 ucf/mL ou bastante préoximos desse valor. Assim podemos

perceber a pequena diferenga que existe entre cada tipo de equipamento (depdsito e E-POD).

ufc/mL

=== Contagem de microorganismos (ufc/mL)

Figura 4.6 - Analise microbiolégica realizada na amostra de agua purificada recolhida no depésito — CQEQ0203200, de
Dezembro de 2010 a Julho de 2011.
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Figura 4.7 - Andlise microbiolégica realizada na amostra de agua purificada recolhida no E-POD - CQEQ0203200, de
Dezembro de 2010 a Julho de 2011.

Considerando todos os valores experimentais, através da ANOVA de um factor mostrou diferencgas
entre o E-POD e o depdsito.
No sentido de testar se ha mudancgas significativas no valor entre o dispensador e depdsito para o

parametro de microbiologia foi implementado o teste t-student. Considerando todos os valores
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experimentais, TV=3.93, (pH0=0.2%) mostrou diferenca significativa na analise microbioldgica
entre o E-POD e o depdsito. Desprezando os outliers mantém-se a diferenca, como mostra os

resultados obtidos sistematizados na tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Resultados da diferenga entre o E-POD e o depésito.

Diferenga entre
E-POD e depdésito

media (Xmed) -0.04
desvio padrao (sx) 0.03
n 12
TV 3.513
T (0.05) 2.201
pHO 0.005

Este resultado faz sentido, visto que o E-POD deve ter uma contagem microbiolégica menor devido
a ter um sistema de filtracdo da dgua produzida nesse depdsito. As figuras mostram que se obtém
ligeiramente valores mais baixos de contaminacgao.

Para o grafico do Q-POD ja ndo foi necessario a mudanca de escala do eixo de YY com os limites de
alerta e ac¢do mais baixos, respectivamente 0.075 ufc/mL e 0.1 ucf/mL, pois trata-se da analise a
agua altamente purificada.

Os valores obtidos do Q-POD foram mais baixos que os do E-POD e do depdsito, sendo este o
previsto devido a tratar-se de ser agua altamente purificada, o que indica que tem menos

contaminacdo microbioldgica.
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Figura 4.8 - Analise microbioldgica realizada na amostra de agua purificada recolhida no Q-POD - CQEQ0203200, de
Dezembro de 2010 a Julho de 2011.
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Todos os valores obtidos para todo o equipamento Integral 3 encontram-se dentro dos parametros
estabelecidos, ou seja, em conformidade, o que permite demonstrar que o sistema de agua purificada e

agua altamente purificada funcionou correctamente durante o periodo de estudo.

4.1.1.4 Verificagdo do sistema de agua purificada

As figuras seguintes sao respeitantes aos dados obtidos pelo préprio equipamento do sistema Elix,
neste caso o Integral 3 dos diferentes parametros mencionados na tabela 3.2. O operador regista
semanalmente estes valores de modo a verificar se estes parametros se encontram dentro de dos

limites estabelecidos.

=g Condutividade da dgua de alimentagdo (uS/cm) e | imite de ac¢do

Figura 4.9 - Valores de condutividade da agua de alimentagao obtida no sistema de agua Integral 3 CQEQ0203200,
referentes aos meses entre Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012.
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Figura 4.10 - Valores de condutividade da dgua de OR obtida no sistema de agua Integral 3 CQEQ0203200, referentes
aos meses entre Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012.
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Figura 4.11 - Valores da temperatura da dgua de OR obtida no sistema de agua Integral 3 CQEQ0203200, referentes

aos meses entre Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012.
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Figura 4.12 - Valores da pressdo da agua de OR obtida no sistema de agua Integral 3 CQEQ0203200, referentes aos

meses entre Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012.
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Figura 4.13 - Valores de condutividade do permeado obtida no sistema de agua Integral 3 CQEQ0203200, referentes

aos meses entre Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012.
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Figura 4.14 - Valores da rejeicdo da OR obtida no sistema de agua Integral 3 CQEQ0203200, referentes aos meses
entre Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012.
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Figura 4.15 - Valores de resistividade da agua do Elix obtida no sistema de agua Integral 3 CQEQ0203200, referentes
aos meses entre Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012.
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Figura 4.16 - Valores de temperatura da dgua do Elix obtida no sistema de agua Integral 3 CQEQ0203200, referentes
aos meses entre Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012.
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Figura 4.17 - Valores de resistividade obtida no sistema de agua Integral 3 CQEQ0203200, referentes aos meses entre
Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012.
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Figura 4.18 - Valores de TOC (Milli-Q) obtida no sistema de agua Integral 3 CQEQ0203200, referentes aos meses entre
Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012.

Todos os valores obtidos encontraram-se dentro das especificacdes estabelecidas (tabela 3).

4.1.1.5 Manutengao

No que respeita as manutenc¢bes no equipamento Integral 3 — CQEQ0203200 Milli-Q, estas foram
realizadas de acordo com a instrucdo de trabalho referente a manutencdo do sistema Elix
Advantage, e incluem manutengdes internas e manutencdes externas, realizadas pelos técnicos da

Interface e abrangidas pelo contrato de manutencdo anual. Apresenta-se no anexo 4 as
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manutencdes preventivas efectuadas desde a instalacdo do equipamento até ao fim da data do

presente estudo.

4.1.2 Restantes equipamentos ELIX

Realiza-se o mesmo estudo do Integral 3 para validar os restantes equipamentos ELIX. Como para
tratamento estatistico fez-se a recolha dos dados num periodo representativo entre os meses de
Novembro, Dezembro de 2011 e Janeiro de 2012, de seguida apresenta-se uma tabela com esses

resultados que irdo ser tratados posteriormente.

Tabela 4.4 — Medidas de condutividade, microbiologia para os restantes equipamentos Elix, durante os meses
Novembro, Dezembro de 2011 e Janeiro de 2012.
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5| & ¢ | 3 3 8 % 8 8 8 8 8 § § § ¢
‘G‘) E = (] (] L] L] (o] (o] (o] o~ - - - - -l
£ H ° -t -t - I B I I — =] =} o =] =}
£ & @ | 8§ § § &8 2 § 3 § 8 &8 § § 8§
< 3 ] a a a a a a a a a a a a a
a & < < < & & & & & & & & & & <&
Elix 3- E-POD 28 11 12 13 11 1FU FU FU FU FU FU FU
’g CQEQ020800
g DEPGSITO | 2.9 1 11 11 1 11 05 06 06 07 05 05 06
= | Elix 5-
$ | cQeQ0203000 | Depésito 3 11 11 11 10 08 05 05 04 05 05 08 05
o
Z | Elix3- E-POD 3 1 11 11 11 11 FU FU FU FU FU FU FU
2 | caeQo20900
S Q-POD 2.9 1 1 11 11 1 07 07 07 07 06 06 05
Elix 5-
CQEQ0203100 | Depésito 3 11 11 12 08 09 05 06 06 05 06 06 05
_ 0.04 0O 0 0 0 004FU FU FU FU FU FU FU
Elix 3- E-POD
2 | CQEQo20800 » 0.2 016 0.3 0.14 0.14 01 002 01 0 0.04 003 006 0.1
= Depésito
Q .
2 | Elixs- . 0.12 0.1 0.06 0 0.1 0.1 0.04 0.12 0 0.1 012 0.12 0.2
.3) CQEQ0203000 | Depésito
s | 0 0 0 O 0 0 FU FU FU FU FU FU FU
3 Elix 3 - E-POD
2 CQEQ020300 0.04 0.02 002 004 0 0.1 0.02 0O 0 0 0 002 004
Q-POD
Elix 5- i 024 012 01 0.1 0.2 0 02 0 0 0.08 0.04 0.06 0
CQEQ0203100 | Depésito

Saliento que a partir do dia 23.12.11 do Elix 3 — CQEQ0202800 e CQEQ0202900 nao foram realizados
mais ensaios ao E-POD devido a este se encontrar fora de uso.
Os valores de condutividade obtidos para as amostras recolhidas dos equipamentos ELIX, no

decorrer do estudo, encontram-se dentro das especificacdes estabelecidas, logo em conformidade.
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Assim permite-nos demonstrar que o sistema de dagua purificada e agua altamente purificada
funcionou correctamente durante o periodo de estudo. No entanto, o lote AP-071111 esta acima
do limite de alerta (2 uS/cm) em todos os equipamentos e correspondentes acessorios.

Tal facto pode estar relacionado com o material para o qual foi recolhida a amostra (frascos de 500
mL) estarem mal lavados, pois como a condutividade eléctrica de uma solugdo é uma medida da
guantidade de carga transportada pelos ides, quando a fonte de ides provém de impurezas a
condutividade transforma-se numa medi¢do de pureza. Quando maior a condutividade, menos
pura é a solucdo. Outra razdo que pode indicar que seria do material é o facto dos resultados da
microbiologia ter dado muito bem e a recolha da agua para andlise microbioldgica ser feita para
frascos esterilizados. Também pela verificacdo do equipamento indica valores muito baixos
respeitantes a condutividade.

Através da ANOVA de factor unico vamos comparar a variabilidade entre os E-POD do sistema ELIX
3 com o E-POD do Integral 3 em relagcdo ao parametro condutividade. O valor do teste obtido (TV =
0.03) é inferior ao valor critico previsto pela distribuicdo de Fisher unilateral referente a 1 e 24 graus de
liberdade no numerador e denominador ao nivel de confianca de 95% (F0s5(1,24) = 4.26) o que indica
que a hipdtese nula é valida — estatisticamente a producdo de agua nos trés acessérios sao
semelhantes. A mesma conclusdo e ainda refor¢cada pela elevada estimativa da probabilidade de
ocorréncia da hipdtese nula, tende um valor de prova de 0.88, o que corresponde a uma probabilidade

relativa de 88%. Assim, estatisticamente os dois sistemas na produc¢do de dgua sdao semelhantes.

Tabela 4.5 - Resultados da comparagao entre os E-PODs do Elix 3 e Integral 3, pela ANOVA de factor unico.

Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Entre grupos 0.01 1 0.01 0.03 0.88 4.26
Dentro de grupos 9.37 24 0.39

No uso estatistico geral, e segundo a ferramenta de correlacdo do Excel referente a medida da
relagdo entre duas variaveis (Elix 3 e Integral 3) resultou em 98% .

Comparou-se estatisticamente a condutividade dos depdsitos de todos os diferentes
equipamentos, chegando a conclusdo que s3o todos semelhantes. A probabilidade de
concordancia dos resultados é de 99.6%, uma vez que o valor de teste obtido (TV=0.05) é inferior
ao valor critico respectivo (Fcritico= 2.53), previsto pela distribuicdo unilateral de Fisher, aceita-se a

hipdtese nula.
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Tabela 4.6 - Resultados da comparagdo entre os depdsitos de todos os equipamentos, pela ANOVA de factor unico.

Fonte de variagdo sQ gl mQ F valor P F critico
Entre grupos 0.08 4 0.02 0.05 0.996 2.53
Dentro de grupos 25.60 60 0.43

Através do estudo ANOVA factor duplo sem repeticdo, verificou-se a influéncia da semana/més dos
resultados de microbiologia em todos os depdsitos. Os resultados sdo apresentados na tabela 4.7. Cada

semana corresponde a um lote.

Tabela 4.7 - Influéncia semana/més no resultado estatistico de microbiologia nos depésitos de todos os
equipamentos, pela ANOVA factor duplo sem repeticdo, durante Novembro, Dezembro e Janeiro.

Equipamento Fonte de variacao F valor P Fcritico
Integral 3 -CQEQ0203200 Semana 0.54 0.67 4.76
Més 0.49 0.63 5.14
Elix 3 -CQEQ0202800 Semana 1.27 0.37 4.76
Més 12.44 0.007 5.14
Elix 5 -CQEQ0203000 Semana 0.14 0.93 4.76
Més 0.13 0.88 5.14
Elix 3 -CQEQ0202900 Semana 0.47 0.71 4.76
Més 0.82 0.48 5.14
Elix 5 -CQEQ0203100 Semana 0.82 0.53 4.76
Més 1.35 0.33 5.14

Uma vez que o valor teste (TV) é inferior ao valor critico previsto pela distribui¢cdo de Fisher unilateral
(Fcrit), aceita-se a hipdtese nula, que diz que os factores semana/més ndo interfere nos resultados
obtidos pela andlise de microbiologia. Este foi o resultado para todos os equipamentos, excepto no
depdsito do Elix 3 — CQE0202800. Neste equipamento mostra que o factor més do ensaio
microbioldgico influi, pois o valor teste (TV=12.44) é superior ao valor critico (Fcrit=5.14) e assim a
hipdtese nula é rejeitada. Sendo ainda mais afirmada esta rejeicdo da hipdtese nula pelo resultado
do valor de prova inferior a 0.01 (Valor P = 0.007).

Foi realizado o mesmo estudo, no entanto para o parametro condutividade de todos os depdsitos.
Sendo que o resultado foi semelhante ao anterior. Os factores semana/més ndo tém influéncia nos
resultados, sendo que todos os valores teste foram inferiores aos valores criticos, excepto para um dos
depdsitos, o do integral 3, em que o factor més teve influéncia nos resultados.

Este tratamento de dados foi realizado também para o depdsito do integral 3 (tabela 4.8), através da

ANOVA factor duplo sem repeticdo.
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Tabela 4.8 - ANOVA factor duplo sem repeticao da condutividade do depdsito do Integral 3, respeitantes
aos meses Novembro, Dezembro e Janeiro.

Fonte de variagdo F valor P F critico
2.57 0.15 4.76
Semana
R 6.04 0.037 5.14
Més

Segundo o estudo ANOVA factor duplo sem repeticdo, ha essa influéncia entre os meses considerados
para este tratamento estatistico no depésito do integral 3, visto que o valor teste (TV =6.04) é superior
ao valor critico previsto pela distribuicdo de Fisher unilateral (Tcrit=5.14) e a hipdtese nula é rejeitada.
No entanto, O valor de prova encontra-se posicionado numa faixa de estatistica dubia. Assumindo como
valor de desempate os 3%, o valor obtido 3.7 % é favoravel assumir eventual igualdade ao nivel de
meses. Contrariamente, os resultados microbioldgicos entre semanas sao estatisticamente semelhantes.
Pela anadlise dos resultados obtidos e discutidos no presente relatério podemos verificar que o
sistema de producdo de dagua purificada existente nos Laboratdrios Basi S.A. se considera
devidamente qualificado e validado, pois a d4gua purificada produzida cumpre com as
especificacdes estabelecidas para cada parametro testado. Assim, pode-se concluir que a agua
purificada produzida nos LB pode ser utilizada para os fins propostos como as analises de controlo
de qualidade e lavagens.

Os resultados apresentados permitiram também concluir que todos os equipamentos e
dispensadores se encontram devidamente validados e qualificados, fornecendo agua purificada de
acordo com os requisitos fisico-quimicos e microbiolégicos estabelecidos pela Farmacopeia
Europeia.

Tendo em conta os resultados do TOC obtidos ao longo do periodo de estudo, deve-se ter em
conta uma amostragem mais cuidadosa, sem presenga de etanol, portanto, antes da recolha para a

microbiologia.

4.1.3 Comparag¢ao com o sistema ORION

O seguinte tabela mostra os resultados de TOC efectuados em quinze dias na qualificacdo de

performance do sistema de agua purificada ORION.
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Tabela 4.9 - ANOVA factor duplo sem repeticao da condutividade do depdsito do Integral 3, respeitantes
aos meses Novembro, Dezembro e Janeiro.

Pontos de uso 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

V45-01 61 485 438 66.5 423 534 539 956 401 33.1 402 328 472 496 404
V70-01 684 603 36,5 495 358 355 429 093 369 255 35 292 57 333 359
Vv80-01 565 33 329 339 282 432 423 843 26,6 257 227 217 38 263 2656
SSP1601 165 359 249 609 71 458 502 29.7 249 285 481 464 39.7 569 303
SSP1602 117 401 253 285 281 413 365 294 272 305 276 457 401 447 257
SSP1603 144 448 322 214 276 435 321 328 277 225 235 353 428 332 274
SSP1604 136 427 257 325 499 435 439 312 406 241 261 397 391 33.7 229
HV1701 576 575 269 229 271 356 347 373 28 512 265 47 47 36.5 449
HV1702 235 411 35 263 405 292 294 334 273 283 23 43 398 46.2 264
HV1703 118 35 40.7 317 30.7 47.4 417 419 551 296 622 484 746 369 353
HV1704 62.3 452 495 629 524 379 318 448 44 317 575 639 832 45 40
HV1705 825 414 39.7 328 29.2 317 372 47.7 315 359 324 446 436 332 541
HV1706 619 323 26,5 349 335 312 324 452 307 256 245 616 44 356 64.6
HV1707 713 394 312 291 346 391 36.7 389 326 30.7 339 413 498 473 418
HV1708 87.7 585 508 315 37 126 65 91 395 158 125 615 829 132 805
HV1709 141 475 67.8 423 41 116 66.1 66.7 48.2 624 49.7 53 913 522 704
HV1710 216 180 167 618 625 457 291 76.7 517 43 381 56 53.7 558 552
HV1711 585 107 131 482 473 354 735 36.1 469 348 399 524 438 54 685
HV1712 428 354 132 505 564 344 36.1 432 377 323 359 679 486 399 625
HV1713 163 49.1 485 509 329 365 822 359 288 268 309 582 53 571 444
HV1714 77.1 429 36.7 294 411 313 522 381 538 399 274 472 441 384 56
Xv1i701 55,6 47 825 528 382 594 312 546 287 304 299 111 57.2 346 274
XV1702 142 101 141 502 124 499 46.8 594 281 27.1 259 626 496 318 31
XV1703 782 57.7 854 689 132 110 464 836 47.7 251 294 682 702 357 339

XV1704 202 549 383 242 611 796 551 646 326 228 323 631 515 53.6 399

Comparando com os resultados semanais do TOC do sistema de agua purificada ELIX. Todos os

resultados deram abaixo do limite de alerta (100 pbb) e bastante semelhantes.
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Figura 4.19 - TOC do sistema de agua purificada ORION e ELIX.

No entanto se for a comparar resultados do TOC de pontos diferentes do sistema de 4gua

purificada ORION, obtive TOC acima do limite de alerta.
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Figura 4.20 - TOC do sistema de agua purificada ORION do ponto HV1714 e HV1709.

O ponto HV1709 é localizado na sala de lavagens do laboratério de fisico-quimica, onde havia é
muito susceptivel a estar etanol ou detergentes na atmosfera, enquanto o outro ponto é localizado
numa sala que ainda ndao tem qualquer movimenta¢dao. Mais uma vez prova que é muito facil haver
contaminacdo nas amostras de TOC e é preciso ter o maximo de cuidado na amostragem da agua
para analise, tendo em conta o ambiente envolvido.

A posteriori foi finalizada com sucesso a qualificacdo de performance do sistema de dagua

purificada ORION de todos os pontos de amostragem.
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4.2 Validacdo do grau de descontaminagdao do material de

laboratoério

De seguida faz-se a apresentacao dos resultados e conclusdes da Validacdo de Limpeza do material
de laboratério, quer utilizando a lavagem manual quer a automatica, de forma a demonstrar que
ndo hda presenca de residuos de detergente e nimesulida. Neste sentido, foram realizados testes
visuais e testes fisico-quimicos/microbiolégicos, depois de executado o procedimento de limpeza,

de forma a assegurar os limites de aceitacdao estabelecidos.

4.2.1 Pesquisa de residuos detergente

O método de amostragem por enxaguamento foi utilizado para pesquisa de detergente no
material, apds lavagem manual e lavagem automatica.[36] Foram realizadas trés repeticdes dos

ensaios de pH, condutividade e TOC para cada tipo de material.
4.2.1.1 Lavagem manual
No que diz respeito aos ensaios realizados para detectar a presenca de residuos de detergente

apds a lavagem manual, todos os pontos de amostragem apresentam resultados semelhantes aos

obtidos para a agua purificada (branco), dentro dos critérios de aceita¢do.

Tabela 4.10 - Resultados obtidos para a pesquisa de detergente, com lavagem manual.

Ensaio Ultima Agua Purificada de pH Condutividade TOC
lavagem do material Manual (5-7) (< 4,3 uS/cm, 202C) (< 0.5mg/L)
1 Baldo volumétrico, 100 mL 5.95 0.736 0.200
2 Baldo volumétrico, 100 mL 5.84 0.722 0.224
3 Baldo volumétrico, 100 mL 5.89 0.724 0.350
1 Baldo volumétrico, 5mL 6.86 1.263 0.291
2 Baldo volumétrico, 5mL 6.91 1.122 0.473
3 Baldo volumétrico, 5mL 6.87 1.301 0.410
1 Holder + filtro 6.01 0.807 0.089
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Ensaio Ultima Agua Purificada de pH Condutividade ToC
lavagem do material Manual (5-7) (< 4,3 uS/cm, 202C) (< 0.5mg/L)

2 Holder + filtro 5.98 0.837 0.057
3 Holder + filtro 6.09 1.230 0.124
1 Copo de dissolugdo 5.72 0.816 0.048
2 Copo de dissolugao 5.77 0.840 0.114
3 Copo de dissolugdo 5.72 0.807 0.141
1 Sonda 5.89 0.848 0.075
2 Sonda 5.77 1.140 0.054
3 Sonda 5.75 0.920 0.045
1 Tabuleiro 5.64 1.040 0.078
2 Tabuleiro 5.73 1.061 0.106
3 Tabuleiro 5.82 1.007 0.237
Branco 5.93 0.314 0.045

Realizou-se o teste de Grubbs que permite detectar a presenca ou ndo de outliers para todo o tipo
de material apresentado na tabela da lavagem automatica. Apds a realizacdo deste diagndstico de
valores discrepantes verifiquei que ndo existem outliers em nenhuma das técnicas utilizadas (pH,
condutividade e TOC) e em nenhum material, pois os valores de Gmax e Gmin experimentais
deram inferiores ao valor de Gcritico para as trés repeticdes (n=3).

Como exemplo, a tabela 4.11 mostra o tratamento estatistico dos dados obtidos para o baldo

volumétrico 100 mL, com lavagem manual.

Tabela 4.11 - Resultados do tratamento de dados obtidos para o balao volumétrico 100 mL, apds lavagem manual.

pH Condutividade TOC

Minimo 5.84 0.72 0.20
Maximo 5.95 0.74 0.35
Média 5.89 0.73 0.26
Desvio Padrao 0.06 0.01 0.08
Gmin 0.97 0.70 0.72
Gmax 1.03 1.14 1.14
Gcrit (n=3) 1.15 1.15 1.15
TV 169.61 52.00 5.20
Tcrit(0.01) 6.96 6.96 6.96
pHO 0.00 0.00 0.02
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Pelo teste de Grubbs ndo ha outliers (Gmin e Gmax menor que o Gcrit), no entanto através do teste t-
student o valor do teste TV é superior ao valor critico para qualquer um dos ensaios (pH, condutividade
e TOC), logo a hipdtese nula é rejeitada. Esta conclusdo é consolidada com o valor da probabilidade da
hipétese nula ser inferior a 5%. Deste modo verifica-se que os resultados das trés determinagdes para
cada ensaio ndao sdo estatisticamente iguais, isto é, apresentam um erro sistematico. Os erros
sistematicos podem ter diversas causas, tais como instrumentais (calibracdo do equipamento, danos),
do método (reac¢des incompletas, degradacdo da amostra), e pessoais (estimativa de leituras, ponto de
viragem, erros de paralaxe, uso de pipetas.

Como os critérios de aceitacdo sdao as especificacdes dos parametros, considera-se o método de
limpeza validado no que respeita a capacidade de remocdo do detergente com a lavagem manual.

O mesmo acontece com o material de amostragem — Sonda e tabuleiro.

4.2.1.2 Lavagem automatica

Apds a lavagem automatica, todos os pontos de amostragem das pipetas apresentam resultados
semelhantes aos obtidos para a agua purificada (branco) e dentro dos critérios de aceitacdo. Para
os baldes volumétricos tentou-se saber o minimo de volume dos baldes que podem ser sujeitos a
este tipo de lavagem. A tabela 4.12 mostra os resultados de pH, condutividade e TOC obtidos para

a pesquisa de detergente.

Tabela 4.12 - Resultados de pH, condutividade e TOC obtidos para a pesquisa de detergente, com lavagem
automatica.

Ensaio Ultima Agua Purificada de pH Condutividade TOC
lavagem do material
Automatica (5-7) (< 4,3 uS/cm , 20°C) (< 0.5mg/L)
1 Pipeta graduada, 1 mL 6.19 1.018 0.376
2 Pipeta graduada, 1 mL 6.00 0.778 0.399
3 Pipeta graduada, 1 mL 6.02 0.738 0.396
1 Pipeta Graduada, 5 mL 5.89 0.815 0.350
2 Pipeta Graduada, 5 mL 5.93 1.385 0.304
3 Pipeta Graduada, 5 mL 5.73 1.067 0.404
1 Baldo volumétrico, 100 mL 5.88 0.934 0.068
2 Baldo volumétrico, 100 mL 5.89 0.793 0.057
3 Baldo volumétrico, 100 mL 5.86 0.722 0.053
1 Baldo volumétrico, 50 mL 6.07 0.878 0.061
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Ensaio Ultima Agua Purificada de pH Condutividade TOC
lavagem do material
Automatica (5-7) (< 4,3 uS/cm, 20°C) (< 0.5mg/L)

2 Baldo volumétrico, 50 mL 5.96 0.865 0.058
3 Baldo volumétrico, 50 mL 6.00 0.880 0.050
1 Baldo volumétrico, 25 mL 5.91 0.828 0.058
2 Baldo volumétrico, 25 mL 5.78 1.060 0.060
3 Baldo volumétrico, 25 mL 5.85 1.103 0.056
1 Baldo volumétrico, 20 mL 5.88 0.845 0.119
2 Baldo volumétrico, 20 mL 5.83 0.856 0.100
3 Baldo volumétrico, 20 mL 5.90 0.815 0.075
1 Baldo volumétrico, 10 mL 5.84 0.498 0.069
2 Baldo volumétrico, 10 mL 5.75 0.664 0.062
3 Baldo volumétrico, 10 mL 5.85 0.763 0.074
1 Baldo volumétrico, 5 mL 6.30 1.018 0.850
2 Baldo volumétrico, 5 mL 6.38 0.941 0.905
3 Baldo volumétrico, 5 mL 6.27 1.318 0.806
Branco 5.94 0.472 0.023

Os resultados dos baldes até 10 mL estdo dentro dos critérios de aceitacdo, excepto o TOC dos
baldes volumétricos de 5 mL. Assinalado a vermelho na tabela 4.12 mostra que se obteve o TOC
fora de especificacdo, nas trés repeticdes. Deste modo, considera-se o método de limpeza validado
para as pipetas e baldes no minimo de 10 mL no que respeita a capacidade de remoc¢do do
detergente com a lavagem automatica, sendo que para balées de 5 mL ndo podem ser sujeitos a
lavagem automatica.

Para o material seleccionado para a lavagem automatica também foi realizado o teste de Grubbs.
Apds a realizagdo deste diagndstico de valores discrepantes verifiquei que nao existem qualquer
outliers em nenhuma das técnica utilizadas (pH, condutividade e TOC), pois os valores de Gmax e

Gmin experimentais sdo inferiores ao valor de Gcritico, para n=3.

4.2.2 Pesquisa de microorganismos

BalGes de 100 mL “sujos” com nimulida (matéria-prima, comprimidos e pomada) e material de

amostragem da nimesulida (tabuleiro) foram lavados apds lavagem manual.
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Para a validacdo de limpeza, preencheu-se com 100ml| de agua estéril os baldes de 100 mL
seleccionados. Em seguida filtrou-se 25ml tanto para meio R,A como meio TSA. O esfregaco foi realizado
como outro método de amostragem e inoculado em meio R,A.

A tabela 4.13 indica os resultados obtidos na analise microbiolégica pelo método de filtracdo.

Tabela 4.13 - Resultados obtidos para analise microbiolégica da ultima agua de lavagem, pelo método de filtragao,
com meios TSA e R2A.

FILTRAGAO ufc/mL ( < 100 ufc/mL)

TSA R,A

Lavagem Rep. 1 Rep. 2 Média Rep. 1 Rep. 2 Média
Pomada Sem acetona 0 0 0 0 0 0
Pomada Com acetona 0 0 0 0 0 0
Comprimidos Sem acetona 0 0 0 10 3 0
Comprimidos Com acetona 0,12 0,08 0,1 0,08 0,16 0,12
Tabuleiro Sem acetona NR NR NR 1,16 0,44 0,8
Tabuleiro Com acetona NR NR NR 0,04 0 0,02
Matéria-prima Sem acetona 0 N.R -- 0.04 N.R --
Matéria-prima Com acetona 0.04 N.R - 0 N.R --

Por sua vez, a tabela 4.14 mostra os resultados obtidos na andlise microbioldgica pelo método do

esfregaco, com o meio R,A

Tabela 4.14 - Resultados obtidos para analise microbiolégica da ultima agua de lavagem, o método de zaragatoa.

ZARAGATOA
ufc/mL ( < 100 ufc/mL)
R,A
Lavagem Rep. 1 Rep. 2 Média
Pomada Sem acetona 0 0 0
Pomada Com acetona 0 0 0
Comprimidos Sem acetona 0 0 0
Comprimidos Com acetona 0 0 0
Matéria-prima Sem acetona 0 0 0

sem e com passagem de acetona os resultados obtidos estdo dentro dos critérios de aceitagdo.

Na pesquisa de microorganismos, para qualquer tipo de nimesulida, material de amostragem, e
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4.2.3 Curva de calibragao

Foram obtidos os seguintes tempos de retencdo e respectivas dreas da andlise por HPLC dos

padrdes de nimesulida, sistematizados na tabela 4.15.

Tabela 4.15 - Tempos de retengdo e areas obtidas para os padroes de nimesulida obtidas por HPLC*.

Concentragéo (ug/mL) Tempo de retencédo Area
P1 1.03 6.867 139936
P2 0.77 7.02 104810
P3 0.62 7.147 82568
P4 0.51 7.113 70748
P5 0.41 7.12 54961
P6 0.26 7.06 35139

* Condigbes cromatograficas foram: HPLC LaChrom Elite (desgaseificador e forno integrados e autoinjector) com
detector U.V./visivel, pré-coluna LiChroCart 4 — 4 LiChospher 100 RP — 18e 5 um, coluna LiChroCART 250 — 4 LiChospher
100 RP — 18 (5um), detecgdo Ultravioleta a 230 nm, fluxo 1,3 ml/min, temperatura do forno a temperatura ambiente

229, volume de injecgdo: 20ul, auto-injector a temperatura ambiente, tempo de corrida: 15 ou 30 minutos.

Na figura 4.21 encontram-se representados os valores obtidos na calibracdo bem como o segmento de
recta do modelo polinomial de primeiro grau que melhor ajusta estes valores por minimos quadrados
ndo ponderados. A curva de calibragcdo demonstra que os resultados da metodologia analitica sdo
directamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, correlacionando a area dos

picos do cromatograma.

160000 -

140000 - y = 136584x - 305.7
120000 - R?=0.9995

100000 -
80000

Area do pico

60000 -
40000
20000 -

0 T T T T T ]
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentragdo ( ug/mL)

Figura 4.21 - Curva de calibragao Nimesulida.
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O coeficiente de correlagdo (r) da curva de calibracédo obtido foi de 0,9995.
Os resultados do limite de deteccdo e quantificacdo, calculados através das eqs.(2.14) e (2.15),
respectivamente, conduziram aos valores de 0.02 e 0.07. Estes limites sdo muito mais baixos que os

limites estabelecidos na monografia da Nimesulida, sendo eles respectivamente 0.5 e 1.6

4.2.4 Pesquisa de residuos de substancia activa

Para pesquisar residuos de nimesulida seguiu-se o esquema mostrado no organograma da figura
3.6.
Apds proceder ao processo de limpeza escolhido, o material seleccionado foi enxaguado com a
menor quantidade possivel de ACN para solubilizacdo de substancia activa a pesquisar. As
amostras foram preparadas nas mesmas condicdes da solucdo teste referida na parte experimental
da Nimesulida e diluidas de 1/10 (v/v) com fase moével. A solucdo teste tem o maximo de
concentracgdo de Nimesulida utilizados nos ensaios (1 pg/mL).
Essas amostras foram analisadas por HPLC LaChrom Elite (desgaseificador e forno integrados e
auto injector) com detector U.V./visivel, nas condi¢Bes cromatograficas de trabalho:

e Pré-coluna: LiChroCART 4 — 4 LiChospher 100 RP — 18e 5 um

¢ Coluna: LiChroCART 250 — 4 LiChospher 100 RP — 18 (5um);

e Deteccdo: Ultravioleta a 230 nm;

e Fluxo: 1,3 ml/min;

e Temperatura do forno: temperatura ambiente (222C);

¢ Volume de injecgdo: 20ul.

e Auto-injector: Temperatura ambiente

e Tempo de corrida: 15 ou 30 minutos

* Fase movel: Solugdo tampdo pH 7.0: Acetonitrilo (65:35,v/v)

Este ensaio foi repetido nas mesmas condi¢Ges duas vezes. A tabela seguinte indica os resultados
obtidos para a Nimesulida matéria-prima, com e sem passagem da acetona apds lavagem manual,

usando o método de amostragem enxaguamento.
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Tabela 4.16 - Resultados obtidos para a pesquisa de substancia activa da Nimesulida (matéria-prima), usando
enxaguamento como método de amostragem.

Material Concentragao Resultados Resultados LD LQ
(enxaguamento) Maxima de HPLC (ng/mL) HPLC (ng/mL)
Nimesulida
(ng/mL) Sem acetona Acetona
Baldo volumétrico cl-A, 20 mL 1 0.02 N.D
Baldo volumétrico cl-A, 20 mL 1 N.D N.D
Baldo volumétrico cl-A, 5 mL 1 N.D N.D
Baldo volumétrico cl-A, 5 mL 1 N.D N.D 0.02 0.07
Tabuleiro 1 0.01 N.D
Tabuleiro 1 N.D N.D
Sonda 1 N.D N.D
Sonda 1 N.D N.D

Foram também feitas amostragens por esfregaco nas espdtulas, nos tabuleiros e sondas de
amostragem da Nimesulida matéria-prima. A zaragatoa foi colocada num baldo com ACN e foi
levada ao ultrassons durante 10 min, e fez-se a solugcdo com agua nas mesmas condi¢cdes das
outras amostras. Esta solucdo sofreu uma diluicdo de 1/10 (v/v) com fase mével antes da injeccdo

no HPLC. Apresentam-se os resultados na tabela seguinte.

Tabela 4.17 - Resultados obtidos para a pesquisa de substancia activa da Nimesulida (matéria-prima) usando o
esfregaco como método de amostragem.

Material Area de Concentragao Resultados HPLC  Resultados LD LQ
(esfregaco) amostragem Maxima de (ng/mL) HPLC (ng/mL)
(cmz) Nimesulida

(ng/mL) Sem acetona Acetona
Espatula inox 2 1 N.D N.D
Espatula inox 2 1 N.D N.D
Tabuleiro 25 1 N.D N.D
Tabuleiro 25 1 N.D N.D 0.02 0.07
Sonda 16 1 N.D N.D
Sonda 20 1 N.D N.D

Apds a passagem com acetona no material verificou-se a auséncia de coloracdo amarela (acetona
caracteriza-se por ser um liquido limpido e incolor), que permitiu assim confirmar visualmente a

auséncia de residuos de substancia activa no material utilizado.

Tabela 4.18 - Resultados obtidos para a pesquisa de substdncia activa (teste adicional avaliacio do aspecto da
solugdo - solvente de pesquisa)- Lavagem manual.

Amostra Resultado Critério de Aceitagdo
Baldo volumétrico com rolha cl-A, 20 mL Incolor

Baldo volumétrico com rolha cl-A, 5 mL Incolor Incolor
Espatula Incolor
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Amostra Resultado Critério de Aceitagao
Tabuleiro Incolor
Sonda Incolor
Branco Solvente (acetona) Incolor

A amostragem apds a lavagem automatica foi realizada do mesmo modo que a referida para a
lavagem manual, tal como foi realizado o teste visual. A tabela 4.19 mostra que nao foi detectado
gualquer vestigio da substancia activa nimesulida (matéria-prima), apds o material ter sido sujeito

a lavagem automatica.

Tabela 4.19 - Resultados obtidos para a pesquisa de substadncia activa da Nimesulida (matéria-prima) — lavagem
automatica.

Material Concentragdo Resultado HPLC Resultado LD LQ
Maxima de (ng/mL) HPLC (ng/mL)
Nimesulida
(ng/mL) Sem acetona Acetona
Baldo volumétrico cl-A, 20 mL 1 N.D N.D
Baldo volumétrico cl-A, 20 mL 1 N.D N.D
Pipeta graduada, 1 mL 1 N.D N.D
Pipeta graduada, 1 mL 1 N.D N.D 0.02 0.07
Pipeta graduada, 5 mL 1 N.D N.D
Pipeta graduada, 5 mL 1 N.D 0.01

Apds passagem com a acetona no material (teste visual) confirmou os resultados por HPLC devido

a auséncia de cor (tabela 4.20).

Tabela 4.20 - Resultados obtidos para a pesquisa de substdncia activa (teste adicional avaliacio do aspecto da
solugdo - solvente de pesquisa)- Lavagem automatica.

Amostra Resultado Critério de Aceitagao
Baldo volumétrico com rolha cl-A, 20 mL Incolor

Pipeta graduada escoamento parcial cl-A, 1 mL Incolor

Pipeta graduada escoamento parcial cl-A, 5 mL Incolor Incolor
Branco Solvente (acetona) Incolor

No que diz respeito aos ensaios realizados apds lavagem manual e automatica para detectar a
presenca de residuos de substdncia activa no diverso material seleccionado, todas as analises
efectuadas apresentaram resultados abaixo dos limites maximos estabelecidos ou até mesmo que
ndo foi detectado qualquer pico de nimesulida como mostra o cromatograma obtido da amostra

apos analise em HPLC.
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Figura 4.22 - Cromatograma com padrao de nimesulida (verde) e a amostra do material de laboratério (azul).

Todo o procedimento por HPLC anteriormente descrito para pesquisa da substancia activa
nimesulida matéria-prima foi o mesmo realizado para os comprimidos Jabasulide e a pomada
Reumolide. Obteve-se resultados semelhantes, todos abaixo dos limites maximos estabelecidos.
No teste visual a auséncia de coloracdo amarela foi predominante em todo o material
contaminado com Jabasulide e Reumolide, excepto no holder e filtro. Ao passar com acetona no
holder e filtro mostrou uma coloracao ligeiramente amarela, no entanto, como nao foi detectada
presenga de nimesulida, permite também concluir que no final da lavagem a sua presenga ndo tem
significancia.

Ao comparar a lavagem com e sem passagem de acetona, pode-se constatar que, apesar do valor
ser muito baixo de Nimesulida, hd uma maior tendéncia a encontrar algum vestigio de Nimesulida
na lavagem manual, contudo ambas as lavagens, manual e automatica, mostraram ser bastante
eficazes na lavagem de todo o material.

Devera ser feita uma revalidacdo de todo o protocolo e processo de validacdo da limpeza sempre
gue se verificarem alteragcGes nos processos de limpeza ou andlise, nomeadamente alteracdo de
detergentes de limpeza, ciclos de lavagem, pré-lavagem, imersdo das pipetas, etc. na medida em
gue a alteracdo de algum destes pontos ira afectar de forma significativa a eficacia da limpeza.

N3o havendo alteragdes de maior ao processo de limpeza ou de andlise, a revalidacdo da limpeza

realizar-se-a bi-anualmente.
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4.2.5 Taxa de recuperacgao

Segundo a equacdo 3.3, foi obtida uma taxa de recuperagdao em trés determinacdes de 88%, 77% e
70%. Sendo a taxa de recuperacdo a média das trés: 78%. O cromatograma seguinte mostra que o

padrdo coincide com amostra de nimesulida.
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Figura 4.23 - Cromatograma do padrdo (verde) e da amostra (azul) para calculo da taxa de recuperagao.

4.3 Validacao do grau de descontaminacgao dos vials

De seguida faz-se a apresenta¢ao dos resultados e conclusdes da validagdo de limpeza dos vials
para anadlise de TOC de forma a demonstrar que estes podem ser reutilizados em analises
posteriores apds lavagem, caso este seja limpo de acordo com o método de “Limpeza de material
de laboratdrio” ou com o reagente acido crémico. Neste sentido, foram realizados trés ensaios
para analise de TOC, depois de executado alguns métodos de lavagem, de forma a assegurar os

limites baixos de carbono comparando com resultados de vials novos.
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4.3.1 Lavagem manual - Extran MA 03 isento de fosfatos

Apds proceder a lavagem de 6 vials de acordo com as instrugdes mencionadas em 3.3.3.1, iniciou-
se a recolhas para a analise de TOC. Primeiro recolheu-se agua altamente purificada para um vial
novo (branco 1), de seguida para os 6 vials diferentes de TOC lavados e por fim, novamente um
branco 2 num vial novo. A analise de TOC foi realizada nessa mesma ordem, e em trés dias
diferentes (ensaio 1, 2 e 3). Os resultados das amostras e dos brancos sdao apresentados nas

tabelas seguintes, respectivamente 4.21 e 4.22.

Tabela 4.21 - Resultados obtidos do TOC apds a lavagem manual dos vials, nos trés dias consecutivos.

Amostra Método Ensaio 1 (ppb) Ensaio 2 (ppb) Ensaio 3 (ppb)
1 Lavagem manual 31.4 21.3 29.2
2 Lavagem manual 45.4 22.2 18.8
3 Lavagem manual 51.0 24.5 27.3
4 Lavagem manual 44.3 20.2 20.8
5 Lavagem manual 49.3 25.0 29.4
6 Lavagem manual 42.2 20.8 23.8

Tabela 4.22 - Resultados obtidos do TOC dos brancos 1 e 2, em trés dias consecutivos.

Branco Ensaio 1 (ppb) Ensaio 2 (ppb) Ensaio 3 (ppb)

1 45.3 25.8 27.8
2 N.R 16.5 16.8
Média 45.3 21.2 22.3

A GE Analytical Instruments confirma a andlise de um numero representativo de unidades em
conformidade com o estabelecido pela Quality Operanting Instructions (QCl), de <10 ppb nos vials
de TOC novos. Ao comparar os resultados do TOC dos brancos com os das seis amostras,
verificamos que a diferenca entre ambos é muito pouco significativa. Nem mesmo o valor mais
baixo de TOC do branco difere em 10 pbb dos resultados dos vials lavados.

N3o temos um valor de referéncia para comparar estatisticamente, mas se fizermos as diferencas
entre as amostras da lavagem manual e a média do branco 1 e 2 dos diferentes ensaios (tabela
4.23) vamos poder comparar com o zero. Assim fazemos as diferengas e depois calculamos a média

para poder comparar com o zero, através da equagao 3.7.
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Tabela 4.23 - Diferenga entre as amostras e a média do branco com os respectivos resultados da lavagem manual.

Amostra Ensaiol.1 Ensaiol.2 Ensaiol.3
1 -13.9 0.1 6.9
2 0.1 1 -3.5
3 5.7 33 5
4 -1 -1 -1.5
5 4 3.8 7.1
6 -3.1 -0.4 1.5

Pode-se contactar que o valor experimenta (TV=0.68) é menor que o valor critico (Tcrit=2.11) a um
nivel de confianca de 95%, logo a hipdtese nula é aceite, ou seja, ndo ha diferenca entre as
amostras dos vials novos (brancos) e os vials lavados (lavagem manual). A probabilidade de
aceitacdo da hipdtese nula é superior a 5% o que indica que esta é valida: a lavagem manual e os

brancos conduzem ao mesmo resultado.

Tabela 4.24 - Resultados da diferenga entre as amostras dos trés ensaios (1.1, 1.2 e 1.3) e a média do branco

n 18

média 0.78
desviopadrao 4.90
TV 0.68
Terit(0.05) 2.11
pHO 0.50

Assim, podemos concluir que se obteve valores de TOC semelhantes nos trés dias consecutivos.

4.3.2 Lavagem com acido cromico

Apds a recolha do branco 2 mencionado no ponto anterior, recolheu-se dgua altamente purificada
para 6 vials diferentes de TOC lavados com acido cromico e por fim, novamente um branco 3 num

vial novo. A andlise de TOC foi realizada nesta mesma ordem, e em 3 dias diferentes.

Tabela 4.25 - Resultados obtidos do TOC apds a lavagem com acido cromico dos vials, nos trés dias consecutivos

Amostra Método Ensaio 1 (ppb) Ensaio 2 (ppb) Ensaio 3 (ppb)
1 Acido crémico 42.6 21.7 19.1
2 Acido crémico 37.7 20.5 19.6
3 Acido crémico 39.8 21.6 15.7
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Amostra Método Ensaio 1 (ppb) Ensaio 2 (ppb) Ensaio 3 (ppb)
4 Acido crémico 41.8 19.3 16.9
5 Acido crémico 42.5 19.2 17.2
6 Acido crémico 35.9 18.6 16.1

Tabela 4.26 - Resultados TOC dos brancos 2 e 3, apds ensaios em trés dias consecutivos.

Branco

Ensaio 1 (ppb)

Ensaio 2 (ppb)

Ensaio 3 (ppb)

2
3
Média

45.3
N.R
45.3

16.5
14.5
15.5

16.8
16.2
16.5

Ao comparar os resultados do TOC dos brancos com os das seis amostras apds lavagem com 4cido

crémico, verificamos que a diferenga entre ambos é muito pouco significativa.

A diferenca do valor dos brancos, em qualquer um dos ensaios, ja é menos significativa entre eles

e as amostras. Qualquer um dos resultados das seis amostras de TOC de vials lavados difere em

<10 pbb dos resultados dos brancos com vials novos.

A semelhanca do tratamento de dados para a lavagem manual dos vials, fez a diferenca entre as

amostras da lavagem com acido crémico e a média do branco 2 e 3 (tabela 4.27).

Tabela 4.27 - Diferenca entre as amostras e a média do branco com os respectivos resultados da lavagem com acido

créomico.
Amostra Ensaio2.1 Ensaio2.2 Ensaio2.3
1 -2.7 6.2 2.6
2 -7.6 5 3.1
3 -5.5 6.1 -0.8
4 -3.5 3.8 0.4
5 -2.8 3.7 0.7
6 -9.4 3.1 -0.4

Segundo os resultados da tabela 4.28, a hipdtese nula é aceite, através da equagdo 3.7 o valor

teste (TV=0.120) é menor que o valor critico (Tcrit=2.11) e com probabilidade para a ocorréncia

dessa hipdtese bastante alta, de 92%.

Tabela 4.28 - Resultados da diferenga entre as amostras dos trés ensaios (2.1, 2.2 e 2.3) e a média do branco.

n 18
média 0.11
desviopad 4.60
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v 0.10
Terit(0.05) 2.11
pHO 0.920

4.3.3 Comparacao dos métodos de lavagem

Ambos os resultados da lavagem dos vials do TOC foram obtidos dentro de especificacdo e com
valores até abaixo do limite de alerta (100 ppb), mostrando que esses métodos podem ser
utilizados para a reutilizacdao dos vials de TOC.

Foram comparados os dois métodos de lavagem de modo a mostrar se havia diferencas
significativas entre eles, através da andlise de variancia factor duplo sem repeticdo.

A tabela 4.29 contém os resultados do ensaio 1.2 e 2.2 que levaram a realizagdo de ANOVA (tabela

4.30).

Tabela 4.29 - Resultados do ensaio 1.2 e 2.2.

Amostra Lavagem manual Acido crémico
1 6.9 2.6
2 -3.5 3.1
3 5 -0.8
4 -1.5 0.4
5 7.1 0.7
6 1.5 -04

Tabela 4.30 - ANOVA factor duplo sem repeti¢cdo para os ensaios 1.2 e 2.2.

Fonte de variagdo sQ gl mMQ F valor P F critico
Amostras 48.55 5 9.71 0.76 0.61 5.05
Lavagens 8.17 1 8.17 0.64 0.46 6.61
Erro 63.77 5 12.75

A lavagem com o dacido crdmico mostrou ter um valor de prova superior a lavagem manual e
resultados de TOC mais baixos. No entanto, os resultados entre ambas as lavagens, lavagem
manual e com acido crémico, foram bastantes semelhantes como mostra ANOVA factor duplo sem
repeticdo. O valor do teste obtido para as lavagens (TV = 0.64) é inferior ao valor critico previsto pela
distribuicdo de Fisher unilateral (Tcrit= 6.61) o que indica que a hipétese nula e valida — o tipo de

lavagem da resultados semelhantes. A mesma conclusao e ainda reforgada pela respectiva estimativa da
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probabilidade de ocorréncia da hipdtese nula (valor de prova de 0.46 o que corresponde a uma
probabilidade relativa de 46%).

Tendo comprovado resultados semelhantes na lavagem dos vials, o produto de limpeza alcalino
EXTRAN MAC 03, isento de fosfatos é menos corrosivo e menos agressivo que o acido créomico.
Assim, como alternativa ao agente de limpeza bastante corrosivo e nefasto para o meio ambiente
sugere-se a utilizacdo do método de lavagem manual para a reutilizagdo dos vials para andlise de
TOC.

O objectivo foi cumprido, mas como o manuseio de reagentes e equipamentos que tenham
contacto com a amostra é desafiador porque o Carbono Organico estd em toda parte e a hipdtese
de contaminacdo é diversa, é muito importante ndo esquecer de todos os cuidados mencionados

anterior na lavagem dos vials e na amostragem.
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5 CONCLUSOES

A validagdo do sistema de agua purificada dos Laboratdrios Basi foi realizada com sucesso através
da compilacdo dos resultados analisados desde Dezembro de 2010 a Janeiro de 2012.

Na validacdao de limpeza do material de laboratério, todas as analises efectuadas para detectar a
presenca de residuos de substancia activa no diverso material seleccionado, apresentaram
resultados abaixo dos limites maximos estabelecidos. Assim, apds lavagem manual e automatica,
nao foi detectada a presenca de detergente nem de residuos de substancia activa no diverso
material seleccionado, validando assim a limpeza do material de laboratério.

No entanto, houve uma excep¢dao em que ndo foi validado a lavagem automatica para os baldes
volumétricos de 5mL devido a presenca de detergente nos mesmos. Estes sé podem ser lavados
através da lavagem manual.

Ao comparar a lavagem com e sem passagem de acetona, pode-se constatar que, apesar do valor
ser muito baixo de Nimesulida, hd uma maior tendéncia a encontrar algum vestigio de Nimesulida
na lavagem manual. Especificamente para a lavagem do material usado na analise da Nimesulida,
deve-se proceder a passagem de acetona realizando o teste visual de forma a assegurar a auséncia
de coloragdo amarela.

Devera ser feita uma revalidagdo de todo o protocolo e processo de validagdo da limpeza sempre
qgue se verificarem alteragdes nos processos de limpeza ou andlise, nomeadamente alteragdo de
detergentes de limpeza, ciclos de lavagem, pré-lavagem, imersdo das pipetas, etc. na medida em
gue a alteragdo de algum destes pontos ird afectar de forma significativa a eficacia da limpeza.

Os resultados obtidos da lavagem dos vials para analise de TOC foram bastantes semelhantes e
dentro dos critérios de aceitagdo em ambas as lavagens, lavagem manual e com 4acido crémico.
Tendo comprovado resultados semelhantes na lavagem dos vials, o produto de limpeza alcalino
EXTRAN MA 03, isento de fosfatos € menos corrosivo e menos agressivo que o acido cromico.
Assim, como alternativa ao agente de limpeza bastante corrosivo e nefasto para o meio ambiente
sugere-se a utilizacdo do método de lavagem manual para a reutilizacdo dos vials para andlise de
TOC.

O manuseio de reagentes e equipamentos que tenham contacto com a amostra é desafiador
porque o carbono organico estd em toda parte e a hipdtese de contaminagao é diversa. Foi notéria

a diferenga do TOC até na primeira recolha da agua altamente purificada para a recolha da agua
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Capitulo 5 Conclusdes

seguinte. Assim, é muito importante proceder devidamente a lavagem dos vials e a amostragem
para a realizacdo da analise do TOC, tendo em conta todos os precaucdes e notas referidas na tese.
Com a realizacdo deste trabalho podemos concluir que a amostragem para andlise de TOC deve ser
realizada antes da recolha para analise da microbiologia que é usa etanol, pois este influencia os
resultados de TOC da amostra.

Em suma, podemos concluir que todos os casos de estudo estdo relacionados entre si. Sendo a
agua purificada o reagente mais utilizado em todas as andlises, ao validar os sistemas de agua

purificada deu-nos a confianca necessaria nos resultados das valida¢Ges de limpeza.
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ANEXOS

A1l — Codificacdo da localizacdo dos diferentes pontos de uso e de controlo da agua dos sistemas de

depuracdo de agua ORION.

Tabela Al.1. Codificagao da localizagdo dos diferentes pontos de uso da agua do sistema de depuragdo de agua ORION.

Pontos de Uso Tipo Localizagdo
HV1701 Manual Produgdo — Sala P.030 — Sala de Lavagens
HV1702 Manual Produgdo — Sala P.030 — Sala de Lavagens
HV1703 Manual Produgdo — Sala P.025 — Sala de Preparagdo de Liquidos
HV1704 Manual Produgdo — Sala P.025 — Sala de Preparacgdo de Liquidos
HV1705 Manual Produgdo — Sala P.025 — Sala de Preparac¢do de Liquidos
HV1706 Manual Produgdo — Sala P.020 — Sala de Preparagdo de Pastosos
HV1707 Manual Produgdo — Sala P.020 — Sala de Preparagdo de Pastosos
HV1708 Manual CQ — Sala M023 - Sala de Lavagens
HV1709 Manual CQ —Sala M010 — Laboratério FQ
HV1710 Manual CQ - Sala M046 — Sala de Lavagens/Descontaminagdo
HV1711 Manual CQ — Sala M054 — Sala de Preparagao de Meios
HV1712 Manual CQ - Sala M065 — Sala de Galénicos
HV1713 Manual Produgdo — Sala P.017 — Sala de Lavagens de Fabrica
HV1714 Manual Produgdo — Sala P.017 — Sala de Lavagens de Fabrica
XV1701 Automatico Producdo — Sala P.025 — Sala de Preparacdo de Liquidos
XV1702 Automatico Produgdo — Sala P.025 — Sala de Preparacgdo de Liquidos
XV1703 Automatico Produgdo — Sala P.020 — Sala de Preparagao de Pastosos
XV1704 Automatico Producdo — Sala P.018 — Sala das Aguas
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Tabela Al.2. Codificagdo da localizagdo dos diferentes pontos de controlo da agua dos sistemas de depuragdo de agua
ORION.

Pontos de Controlo Tipo Localizagdo
V10-02 Manual Agua de rede
V10-11 Manual Agua apés tratamento do cloro
V45-01 Manual Apds Osmose Inversa
V70-01 Manual Apds CDI
V80-01 Manual Saida do ORION Il
SSP1601 Manual Saida do Tanque de Armazenamento (antes de UV)
SSP1602 Manual Saida do Tanque de Armazenamento (apds UV)
SSP1603 Manual Entrada do Tanque de Armazenamento (antes de UV)
SSP1604 Manual Entrada do Tanque de Armazenamento (apds UV)
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A2 - Tabela estatistica.

Tabela A2.1 Valores criticos para o teste de Grubbs (a=0.05).

n 3 4 5 6 7 8 9 10 11
G 1.15 1.48 171 1.89 2.02 2.13 2.21 2.29 2.34
n 12 13 14 15 16 17 18 19 20
G 241 2.46 2.51 2.55 2.54 2.62 2.65 2.68 271
n 21 22 23 24 25 30 35 40 50
G 2.73 2.76 2.78 2.80 2.82 291 2.98 3.04 3.13
n 60 70 80 90 100 110 120 130 140
G 3.20 3.26 3:31 3.35 3.38 3.42 3.44 3.47 3.49
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A3 - Resultados do equipamento Integral 3.

Tabela A3.1 - Resultados do pardmetros condutividade (uS/cm), contagem microbiana (ufc/mL) e TOC (ppb), nos diferentes
dispensadores e depdsito do Integral 3.

Q-POD E-POD DEPOSITO
Lotes Condutividade Contagem TOC Condutividade Contagem TOC Condutividade Contagem
(uS/cm) microbiana (ppb) (uS/cm) microbiana (ppb) (1S/cm) microbiana
(ufe/mL) (ufe/mL) (pufe/mL)
AP-131210 0.4 0 N.R 1.5 0 N.R N.R N.R
AP-201210 0.7 0 N.R 0.4 0 N.R 0.8 0
AP-271210 1 0 N.R 0.8 0 N.R 0.9 0
AP-030111 0.8 0 N.R 0.9 0 N.R 1 0
AP-100111 0.7 0 N.R 0.7 0 N.R 0.7 0
AP-170111 0.7 0 N.R 0.8 0 N.R 0.7 0
AP-240111 0.4 0 23.2 0.7 0 57.5 0.4 0
AP-310111 0.6 0 25.1 0.9 0 37.6 0.7 0
AP-070211 0.4 0 354 0.7 0 46.8 0.8 0
AP-140211 0.4 0 343 1.6 0 79.4 0.9 0
AP-210211 0.4 0 15.4 1.1 0 23.4 1.1 0
AP-280211 0.4 0 N.R 0.8 0 N.R 0.4 0
AP-070311 0.8 0 N.R 0.4 0 N.R 0.9 0
AP-140311 0.3 0 N.R 0.8 0 N.R 0.8 0
AP-210311 0.3 0 N.R 0.8 0 N.R 0.7 0
AP-280311 0.3 0 N.R 1.2 0 N.R 0.7 0
AP-040411 0.3 0 N.R 0.7 0 N.R 0.4 0
AP-110411 0.3 0 N.R 0.8 0 N.R 0.7 0
AP-180411 0.3 0 73.4 0.8 0 82.4 0.8 0
AP-250411 0.4 0 61.4 0.9 0 63.1 0.8 0
AP-020511 0.3 0 36.7 0.8 0 48.4 13 0
AP-090511 0.3 0 40.1 0.8 0 56.8 0.9 0
AP-160511 0.3 0 30.6 0.9 0 43.8 0.9 0
AP-230511 0.3 0 35.8 0.4 0 54.8 0.8 0
AP-060611 0.3 0 30.8 0.9 0 51.9 1 0
AP-130611 0.3 0 40.8 0.8 0 104 0.9 0
AP-270611 0.4 0 45.2 0.8 0 60.4 0.9 0
AP-040711 0.3 0 48.9 0.8 0 25.6 0.8 0.02
AP-110711 0.3 0 47.9 0.4 0 65.5 0.7 0.04
AP-180711 0.3 0 30.8 0.9 0 53.4 0.9 0.08
AP-250711 0.3 0 N.R 0.8 0 N.R 0.8 N.R
AP-150811 0.4 N.R N.R 0.4 N.R N.R 0.4 N.R
AP-220811 0.3 0 19.8 0.4 0 38.4 0.8 0
AP-290811 0.3 0 38.1 0.8 0 48.4 0.4 0
AP-050911 0.3 0 27.4 0.8 0 40.7 0.8 0
AP-120911 1 0 20 0.3 0 29.7 1 0
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AP-190911
AP-260911
AP-031011
AP-101011
AP-171011
AP-241011
AP-311011
AP-071111
AP-141111
AP-211111
AP-281111
AP-051211
AP-121211
AP-191211
AP-261211
AP-020112
AP-090112
AP-160112
AP-230112
AP-300112

0.3
0.4
0.4
0.6
N.R
N.R
N.R
N.R
0.9

11
0.9
0.9
0.6
0.5
0.6
0.5
0.5
0.4
0.4

=

28.2
53.1
21.6
N.R
N.R
N.R
6.23
27.7
22.5
65.4
25.4
29
41.8
97.8
477
104
23.6
15.4
29.2
121

0.3
0.7
0.8
0.7
N.R
2.8
2.4
2.8
13

11
11
11
0.7
0.6
0.6
0.7
0.7
0.6
0.4

0.18
0.14
0.24
0.2
0.14
0.1
0.06
0.14

O O O O O O o o o o o

36.9
95.4
33
N.R
N.R
N.R
N.R
41.2
28.7
38.3
29.4
34.4
19.9
21.8
71.8
242
37.2
16.2
46.1
177

0.7
0.8
0.7
0.7
N.R
2.8
N.R
2.8
11

11
1.2
0.7
0.5
0.5
0.5
0.5
0.5
0.4
0.4

0.18

0.2
0.41
0.27
0.19
0.22
0.02
0.07

0.06
0.08

0.05
0.08
0.06
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