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Resumo

O aumento da qualidade antes, durante e ap06s a producdo de antibioticos ou produtos
farmacéuticos € cada vez mais valorizada. Para produzir e reproduzir dados fiaveis um
laboratério deverd obedecer as GLPs. Foi ao encontro dessa necessidade que surgiu a
qualificacdo de equipamentos como medidores de pH e a organizagdo do armazenamento e base
de dados de reagentes, posteriormente aplicou-se essas normas no estudo de uma impureza de
um API.

O estdgio na empresa farmacéutica ATRALCIPAN originou este estudo, que teve por
objetivo primario o desenvolvimento de métodos e técnicas de investigacdo em contexto
laboratorial. Num primeiro momento procedeu-se a qualificacdo de equipamentos,
especificamente medidores de pH do qual resultaram varios documentos, como relatério de
operacionalidade, checklist de manutencéo, instrucdes técnicas e protocolos de qualificagdo.
Em seguida realizou-se a organizacdo do armazém de reagentes e da base de dados
correspondente, onde foi efetuada a triagem de reagentes de forma a minimizar o risco e
melhorar o armazenamento de reagentes. Esta tarefa possibilitou uma maior utilidade da base
de dados, até a0 momento pouco usada. Por fim, foi desenvolvido um trabalho com o objetivo
de isolar e identificar impurezas desconhecidas de um API do portfélio da CIPAN - a
limeciclina - através do HPLC e posteriormente usando um sistema LC-MS. Este foi efetuado
através da pareceria que a CIPAN tem com o EDQM e podera resultar na atualizacdo da
monografia da limeciclina na Farmacopeia Europeia.

Deste modo, melhoraram-se os pilares da qualidade e da qualificagdo, podendo assim
haver uma certificacdo GLP para o laboratorio de investigacdo e desenvolvimento da CIPAN a
partir de uma entidade externa credenciada para o efeito. Foram alargados conhecimentos e
exploradas novas ferramentas de armazenamento, que permitiram uma melhoria da gestéo de
reagentes em laboratdrio, através do estudo do API foi possivel observar o comportamento de

impurezas em diferentes métodos cromatograficos.

Palavras chave: Qualidade; Qualificagdo de equipamentos; armazenamento de

reagentes; Farmacopeia Europeia; limeciclina; impurezas.
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Abstract

Nowadays, the quality in the production of antibiotics or pharmaceutical products is
highly valued and the laboratories developing reliable data are subject to a set of rules. That is
why the need to qualify equipment like pH meters, or the organization, storage and creation of

reagent inventories was developed.

My internship at ATRALCIPAN is the base of this study, with its main objective being
the development of research methods and techniques in laboratories. The first step was to
qualify equipment, such as pH meters, from which several documents were produced:
operational reports, maintenance checklists, technical instructions, and qualification protocols.
Next, | focused on the organization, storage, and creation of a reagent inventory, to minimize
the risk and improve the stock storage. This task contributed to a better use of the database.
Lastly, a HPLC study was conducted to isolate and identify the unknown lymecycline
impurities by using MS to determine its structure. This study was carried out in cooperation
between CIPAN and EDQM, and its aim was to update the lymecycline monograph in European
Pharmacopoeia. Several tests were conducted so as to choose a lot, assemble and analyze

samples, and finally, to analyze fractions.

The work developed contributed to the improvement of the basic structure of quality
and qualification in order to develop a GLP certification for CIPAN’s laboratory from an
external entity accredited for this purpose. This experience represented the possibility of
acquiring new knowledge and working with new storage tools that allow for an improvement
of the management of reagents in the laboratory. Through the study of the API it was possible

to observe the behavior of impurities in different chromatographic methods.

Keywords: Quality, Equipment qualification, Reagent storage, European Pharmacopoeia,
Lymecycline.
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Estrutura da dissertacao

A dissertacdo esta dividida em trés capitulos. Todos os capitulos iniciam-se com a

introducdo ao assunto abordado, seguindo-se os métodos e discussdo de resultados.

No primeiro capitulo abordou-se a qualificacdo de equipamentos, em particular dos

medidores de pH. Este trabalho de preparacdo de qualificagcdo gerou documentos importantes

para a realizacdo da qualificacdo propriamente dita. O segundo capitulo é composto pela

reorganizacdo do armazem de reagentes e base de dados, um trabalho realizado em paralelo

com os restantes e a partir do qual se desenvolveram métodos e ferramentas de organizacdo de

armazenamento de reagentes em laboratério. O terceiro capitulo contém o estudo de impurezas

desconhecidas do antibidtico limeciclina para, através da técnica de HPLC, determinar a

localizagdo em cromatograma das impurezas desconhecidas de forma a poder determina-las

estruturalmente.
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CIPAN

A CIPAN ¢é uma companhia farmacéutica dedicada & pesquisa, desenvolvimento e
producdo de principios ativos para a industria farmacéutica, principalmente com acdo anti-
infeciosa. Fundada em 1963 pelo comendador Sebastido Alves, esta empresa familiar situa-se
na Castanheira do Ribatejo, freguesia do concelho de Vila Franca de Xira.

A principal area de atuacdo ao nivel de producéo e desenvolvimento da CIPAN séo 0s
antibioticos da familia das tetraciclinas, como a limeciclina e oxitetraciclina calcica
(tetraciclinas de 12 geracdo), cloridrato de minociclina (tetraciclina de 22 geracdo), entre outros
com processo ja estabelecido, e outros ainda, em fase de desenvolvimento.

A CIPAN exporta praticamente a totalidade da sua producéo para mercados altamente
regulados, e em particular para o mercado Norte-Americano, onde é obrigada a cumprir
requisitos rigorosos e alvo de inspecdes periodicas da FDA.

Como reconhecimento do vasto conhecimento técnico e cientifico da CIPAN na area
dos agentes anti-infeciosos, a empresa é muitas vezes chamada a colaborar com entidades
nacionais e internacionais. Destaca-se a este respeito a presenca de um membro da CIPAN
como perito representante da autoridade nacional do medicamento (INFARMED), no seio do
organismo que regulamenta o mercado europeu, mais concretamente no European Directorate
for the Quality of Medicines (EDQM), no qual se discutem as monografias que fazem parte da

Farmacopeia Europeia (FE).
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Capitulo 1 - Qualificacéo de
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1.1 Introducéo

A qualificacdo de equipamentos, uma subarea da validagdo, baseia-se nas boas
praticas laboratoriais (GLP) e de fabrico (GMP). Avalia-se de forma sistematica o
equipamento, demonstrando que o0 mesmo esta preparado para ser usado para o fim a que
se destina, e que os resultados obtidos com o0 mesmo séo fiaveis. Faz parte das obrigacdes
da empresa no sentido de garantir as boas praticas. A qualificacdo de equipamentos, no
laboratério de 1&D ou num outro qualquer sector da empresa, surge numa Otica de
minimizacdo de riscos tendo em conta a qualidade dos resultados obtidos pela sua
utilizacdo e, em ultima andlise, a qualidade dos produtos analisados/produzidos. A
certificacdo de boas praticas, sejam elas de fabrico ou laboratoriais, apenas é possivel
quando o sector/organismo utiliza equipamentos previamente qualificados nos processos

de producéo/controlo de qualidade.

1.1.1 Fundamentos e perspetiva historica das GLP

O conceito de boas préticas laboratoriais (GLP) foi introduzido na década de 70,
destinando-se a proporcionar uma base regulamentar de modo a garantir que os relatérios
e estudos existentes refletem de forma fiel o trabalho experimental realizado.

De acordo com a OCDE, as boas préticas laboratoriais definem-se como: “...um
sistema de qualidade relacionada com o processo de organizagéo e as condic¢des a que 0s
estudos de saude nédo clinicos e ambientais sdo planeados, executados, acompanhados,
registados, arquivados e apresentados.”

Estes principios podem ser considerados como a base para a qualidade,
confiabilidade e integridade dos estudos, de conclusdes comprovadas e rastreabilidade de
dados.

No ano de 1970, nos E.U.A., comecou a surgir uma preocupacao relativamente a
veracidade de determinados relatorios e estudos submetidos a Food and Drug
Administration (FDA). Como resultado foi implementada uma regulamentacdo de GLP’s
por parte da FDA. Posteriormente a Environmental Protection Agency (EPA) encontrou
problemas semelhantes e decidiu implementar as suas proprias regulamentacdes GLP. Na
Europa a OCDE seguiu 0s mesmos passos com o intuito de evitar a repeti¢do de estudos.

Estavam entédo lancados os pilares para validade de dados. Os principios de GLP

constituiram-se como um pré-requisito a aceitacdo de dados cientificos provenientes de

17



estudos laboratoriais. Hoje em dia ja sdo usados universalmente, uma vez que estdo
estabelecidos no ensino e, por consequéncia, cada vez mais os laboratdrios produzem
dados e estudos validos. A nivel industrial sdo essenciais sempre que as atividades
desenvolvidas no laboratério possam ser utilizadas em processos que requeiram a
certificacdo cGLP (processos envolvendo novos produtos a introduzir no mercado, ou
alteracGes de dossiers relativos a produtos ja produzidos na empresa)?=.

Em Portugal, a autoridade que regula a conformidade com os Principios OCDE
das Good Laboratory Practices (GLP), no dominio dos produtos cosméticos e
farmacéuticos, é o INFARMED, conforme disposto no artigo 6.° do Decreto-Lei n°
99/2000, de 30 de maio.

1.1.2 Pontos fundamentais das GLP

As boas praticas laboratoriais remetem para 0s seguintes pontos fundamentais:

1) recursos — a organizacao, pessoal, instalacfes e equipamentos;

2) regras — protocolos, procedimentos operacionais padrdo e conceito de diretor de
estudo como ponto central de controlo do estudo;

3) caracterizacao — itens de teste e sistemas de teste;

4) documentacdo — dados obtidos, relatério final e arquivo de dados;

5) garantia da qualidade — independéncia da conducgéo do estudo.

De acordo com a regulamentacdo das boas praticas de laboratorio os organismos de
pesquisa e o0s seus trabalhadores, que devem ser em numero suficiente, deverdo ter
responsabilidades definidas, bem como educacdo e formacdo ajustada a tarefa que
realizam. As instalaces e 0s equipamentos que a compdem tém de ser adequados aos
estudos a realizar. O espacgo tem de ser amplo, sem contaminages e possuir Servigos
necessarios (&gua, eletricidade, etc.). Os equipamentos devem estar validados,
qualificados, calibrados e ter programa de manutencéo.

Todos os estudos realizados em conformidade com as GLP devem ter um
planeamento adequado e surgir descritos em protocolos de estudo. Procedimentos
adequados devem ser preparados e todas as alteracfes aos mesmos devem ser registadas.
Os detalhes técnicos do estudo estdo descritos nos procedimentos operacionais padrao
(do inglés Standard Operational Procedures ou SOP’s), assim como todos os materiais
usados e as suas caracteristicas. Apds a realizacdo do estudo os dados obtidos séo

interpretados pelo investigador responsavel pela sua execucdo e compilados sob a forma
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de um relatorio. E responsabilidade do diretor do estudo a verificacio do relatério e o seu
arquivamento em local seguro, para poder ser facilmente acedido em caso de necessidade.

Todos estes documentos devem ao longo dos anos ser revistos a luz do estado de
arte, quando solicitado, ou na data previamente estabelecida para a sua revisdo. Embora
o diretor de estudo seja responsavel por este estar em conformidade com as GLP, quem

verifica a correta aplicagdo das GLP é uma equipa externa/independente?*,

1.1.3 Seguranca em laboratério

O bem-estar do individuo assim como o de quem o rodeia ird depender de uma
utilizacdo consciente e responsavel dos meios a sua disposi¢do, e ndo apenas do
cumprimento de regras institucionalizadas. E, no entanto, necessario que um responsavel
observe as vulnerabilidades do laboratdrio e de acordo com elas implementar regras de
seguranca e a0 mesmo tempo promover as GLPs. O departamento de higiene e seguranca
no trabalho, quando existente, deve também incentivar e promover a formacdo de

operadores e as boas praticas de higiene e seguranca laboratoriais®.

1.1.4 Reagentes, solugdes e padroes

Todos os reagentes e solucdes nas areas laboratoriais devem ser rotulados de
forma a facilitar a sua identificacdo, titulo ou concentracdo, requisitos de armazenamento
e prazo de validade. Reagentes deteriorados ou com prazos de validade ultrapassados néo

devem ser usados®.

1.1.5 Documentacdo/ Instrucbes técnicas (SOP — Standard Operation

Procedure)

Deve ser estabelecido um protocolo escrito que especifique a forma como a
qualificacdo e a validacdo serdo realizadas. O protocolo deve ser revisto e aprovado,
especificando as etapas criticas e os critérios de aceitacdo. Deve ser elaborado um
relatério com referéncias cruzadas ao protocolo de qualificacdo e/ou validacdo, que

resuma os resultados obtidos, comente eventuais desvios observados, e do qual se retirem
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as devidas conclusdes, incluindo a recomendacéo de alteracdes requeridas para corrigir
anomalias. Quaisquer alteracfes ao plano definido no protocolo devem ser documentadas
com justificacdo apropriada. Apds conclusdo de uma qualificacdo satisfatéria deve ser
efetuada uma aprovacao formal para a etapa seguinte de qualificacdo e validacdo sob a
forma de uma autorizagao por escrito.’ 8

Para garantir a qualidade e integridade dos dados gerados pela instalagdo do ensaio
devem ser escritos e aprovados procedimentos operacionais padrdo pelo responsavel de
laboratdrio. Cada area deve ter disponiveis procedimentos habituais e relevantes para o
funcionamento das atividades nela realizada, devendo 0os mesmos incluir como anexos:
livros de texto publicados, métodos analiticos, artigos cientificos e manuais. Os desvios
aos procedimentos habituais de funcionamento relacionados com o estudo devem ser
documentados e reconhecidos pelo diretor de estudo e investigador principal, conforme
aplicavel.

Devem estar disponiveis procedimentos operacionais padrdo para as seguintes
categorias:

1) — testes e itens de referéncia: rececdo, identificacdo, rotulagem, recolha de
amostras e armazenamento;

2) — equipamentos, materiais e reagentes: aparelho de utilizacdo, manutencéo,
limpeza e calibracdo, validacdo de sistemas computorizados, operag¢do, manutencao,
seguranca e controlo das alteracdes e cOpias de seguranca, preparacdo e rotulagem de
materiais, reagentes e solugoes;

3) — conservacdo de registos, relatério, armazenamento e recuperacdo: codificacdo
dos estudos, recolha de dados, preparacdo de relatorios, sistemas de indexacdo e
tratamento dos dados, incluido o uso de sistemas informatizados;

4) — sistema de ensaio: preparacdo das salas e condi¢bes ambientais, rececao,
transferéncia, acomodacdo adequada, caracterizacdo, identificacdo e cuidados com o
sistema de teste, preparacé@o do sistema de teste, observacdo e exame antes, durante e na
conclusdo do estudo, gestdo dos sistemas de ensaio moribundos ou mortos ao longo do
estudo, recolha, identificagdo, manuseamento de espécimes, incluido autopsia e exame
histopatoldgico e colocagdo do sistema de ensaio na unidade de ensaio;

5) — procedimento de garantia de qualidade: operacdo do pessoal de garantia de
qualidade no planeamento, programacdo, execucdo e inspecdo de documentos e

relatorios®, 2.
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1.1.6 Qualificacdo de instrumentos analiticos

Em laboratorio sdo usados todos os dias uma grande variedade de instrumentos,
da utilizacdo dos quais esperamos obter dados confiaveis e validos. Para garantir que 0s
instrumentos mantém a sua capacidade de gerar dados confidveis sdo efetuadas diferentes
acOes como a calibracdo e a validagdo de procedimentos. De seguida descreve-se a
abordagem a seguida®.

A qualificacdo € uma base de dados de qualidade, € um conjunto de atividades
documentadas que verifica e evidencia, de forma documentada, 0 modo como o sistema
ou equipamento foi concebido, esta instalado, opera em conformidade com especificacdes
pré-definidas, e transmite resultados corretos®. Aplica-se a todas as entidades sujeitas ao
cumprimento dos regulamentos GLP e legislacéo aplicavel.

No processo de qualificagcdo os instrumentos sdo previamente separados em
categorias, para que a sua qualificacdo seja a mais adequada ao fim a que se destinam.
Distinguem-se trés categorias:

v" Grupo A — Nao tem capacidade de medicédo, ndo necessita calibracao.
v Grupo B — Equipamento que tem capacidade de medicdo/calibracéo.

v Grupo C — Instrumentacdo e sistema computorizado.

1.1.6.1 Qualificagcdo do Design (QD)

O primeiro elemento da validacao de novas instalagdes, sistemas ou equipamentos
deve ser a qualificacdo do design’. E necessaria a verificacdo documentada de que a
concecdo, proposta das instalacGes, sistemas e equipamento é adequada para o objetivo
pretendido’.

Podera ser feita pelo fabricante ou pelo operador®. Também se deve ter em conta
a capacidade de suporte na instalacdo, servigo e treino por parte do fabricante. A
qualificacdo de design devera compreender alguns dos seguintes passos®®:

1) — descricdo da analise do problema;

2) — descricao da intencéo de uso do equipamento;

3) — descricao do ambiente pretendido;

4) — selegéo preliminar das especificactes funcionais e de performance; escolha
preliminar do fornecedor;

5) — selecao final do fornecedor e equipamento;
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6) — desenvolvimento e documentacdo das especificagdes funcionais e

operacionais finais.

1.1.6.2 Qualificacéo da Instalacéo (Ql)

A qualificagdo da instalacdo estabelece que o instrumento é entregue como foi
concebido e com as especificidades de acordo com o ambiente em que vai ser inserido.
Esta atividade aplica-se a instalacdes de instrumentos novos, alterados ou que nunca
foram qualificados®’. A qualificacio de instalagdo deverd compreender os seguintes
passos®’:

1) —descrigéo do instrumento e dos seus componentes; - na entrega do instrumento
verificar se o software, manuais, acessorios vém com o instrumento e se nada se encontra
danificado;

2) — verificar que a instalacdo satisfaz os requisitos especificos do fabricante;

3) — para a aceitacdo do instrumento é feita a montagem, instalacdo e um teste
diagnostico preliminar;

4) - Se necessario também o armazenamento e rede devem ser testados;

5) — realizacdo de um diagnostico inicial e teste ap6s a instalacéo.

1.1.6.3 Qualificacédo de Operacéo (QO)

E a demonstracdo de que o instrumento ird funcionar de acordo com
especificacOes operacionais. Implica um teste preliminar.

A qualificacio de operacio devera compreender alguns dos seguintes passos®’:

1) — testar os parametros fixos do instrumento (entradas de tensdo, pressao
aceitavel, peso, etc.);

2) — quando aplicavel testar armazenamento de dados, cOpia de seguranca e
arquivo;

3) — usar alguns testes, normalmente concebidos pelo fabricante, para testar
parametros especificos (desenvolvidos a partir do conhecimento de processos, sistemas e
equipamento; incluam uma condi¢do ou um conjunto de condic¢des abrangendo limites
operacionais maximos ¢ minimos, por vezes referidos como “as piores” condigdes).

A conclusdo de uma qualificacdo operacional bem-sucedida deve permitir a

finalizacdo dos procedimentos de calibracdo, operacionais e de limpeza, a formagéo do
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operador e requisitos de manutengédo preventiva. Devera permitir a “aprovagdo” formal

de instalagOes, sistemas e equipamento.

1.1.6.4 Qualificacéo de Desempenho (QD)

Verificacdo de que as instalagOes, os sistemas e 0 equipamento, conforme ligados
entre si, se comportam de forma eficaz e reprodutivel, com base no método de processo
aprovado e nas especificages do produto’.

A qualificacdo de desempenho devera compreender alguns dos seguintes passos®’:

1) — testes, utilizando materiais de producdo, substitutos qualificados ou produtos
simulados que tenham sido desenvolvidos a partir do conhecimento do processo e das
instalac@es, sistema ou equipamento;

2) — testes que incluam uma condicao ou conjunto de condic¢des que abranjam limites
operacionais maximos e minimos;

3) — manutenc¢do preventiva e reparacdo, para tal estabelecer praticas de operacao
(formacédo do operador), calibracdo e limpeza.

Os testes realizados deverdo ser realizados de forma periddica no sentido de avaliar
se as condicBes a data do teste reproduzem aquelas a data da QD®. Embora a QD seja
descrita como uma atividade separada, em alguns casos, pode ser adequado realiza-la em

conjunto com a QO’.

1.1.7 Calibragdes e manutencoes

Os equipamentos devem ser inspecionados, limpos e conservados. Quando usados
com o proposito de gerar, medir e analisar dados devem ser adequadamente testados,
calibrados e padronizados. Os procedimentos operacionais padrdo devem detalhar o
método, materiais e tempos necessarios numa inspec¢éo de rotina, limpeza, manutencéo,
testes, calibracdo e padronizacdo do equipamento. Caso seja necessario deverdo ser
indicadas medidas corretivas a adotar em caso de falha ou mau funcionamento do
equipamento. Os procedimentos escritos designam responsaveis por cada operagdo. Deve
ser mantido um registo escrito de inspec¢des, manutencao, testes, calibracdo e operacoes

de normalizagdo. Estes devem conter a data de operacéo, se a manutencdo € rotineira e se
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ja foram seguidos os procedimentos operacionais padrdo. E necesséaria também a
existéncia de registos de manutencdo e reparagdo ndo rotineiros aos equipamentos
resultantes de falhas ou mau funcionamento dos mesmos. A natureza do defeito deve ser
identificada, bem como 0 momento da sua dete¢do, qual o defeito e as medidas de acao

corretiva tomadas para corrigir o problema®.

1.1.8 Medidor pH

De uma forma generalizada a medic¢do de pH é usada para especificar o nivel de
basicidade e acidez de uma determinada solucdo aquosa. Inicialmente o pH foi definido
como o logaritmo negativo da concentracdo de ides de hidrogénio®*.

[1] pH = —log[H"]

As técnicas de medicdo de pH medem na realidade a atividade do ido hidrogénio

aH+ 11_
[2] pH = —logay+ = —logy[H"]
Na pratica o pH é determinado através de uma solucéo referéncia (pHs), onde o

valor de pH representa a concentracao de ides de hidrogénio em solugio aquosa’?.

[3] pH = pH; —

Onde E e Es representam a medida do potencial da solucdo problema e solugéo

(E-Ey)

referéncia respetivamente, pHs corresponde ao valor de pH de uma solucdo de pH
conhecido e k representa a varia¢do do potencial por variacdo de uma unidade de pH em
volts, calculada pela equacéo de nernst2,

A determinacdo potenciométrica do pH é feita através da diferenca de potencial
entre duas células criteriosamente escolhidas e mergulhadas na solucdo, um elétrodo

sensivel a ides hidrogénio e outro de referéncia®?.

1.1.8.1 Aparelho de medicao de pH

O potenciémetro usado para obter um valor de pH é um voltimetro graduado a
unidade de pH. Possui uma resisténcia 100 vezes superior & dos elétrodos e sensibilidade
minima de 0,05 unidades de pH, ou seja 0,003 volts'?,

O pH medido é definido como o valor fornecido por um potenciometro adequado,
devidamente normalizado, capaz de reproduzir valores de pH até 0,02 unidades de pH,
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segundo a USP (Farmacopeia Americana) e de 0,05 de acordo com a FE (Farmacopeia
Europeia), ao longo da leitura na temperatura e declive. As medi¢fes devem-se efetuar a
25+2°C de acordo com a monografia da USP ou entre 20-25°C na FE.*3,

O voltimetro traduz a atividade quimica do ido hidrogénio em sinal elétrico,
partindo de uma diferenca no potencial elétrico. A membrana de vidro do elétrodo
indicador desenvolve um potencial dependente de pH, que resulta da troca idnica entre
ides de hidrogénio em solucéo e catiGes univalentes na membrana de vidro. Como a
sensibilidade é pequena usa-se um elétrodo de referéncia para uma maior precisdo no

valor obtido.

1.1.8.2 Método

Devido a natureza e modo de operacdo dos medidores de pH disponiveis nao é
possivel dar indicacBes precisas e universais de aplicabilidade do aparelho®®. Antes de
usar um medidor de pH deve observar-se o estado da ponte salinal®.

Para a calibracdo do medidor de pH deve-se escolher duas solu¢des padronizadas
com ndo mais de quatro unidades de pH de diferencal®. A temperatura de medicao devera
ser idealmente feita dentro de um intervalo de 20-25°C, pois o0 pH da solugdo tampé&o
varia com a temperatura'?,

A calibracdo devera ser feita com um primeiro tampao, o padrdo primario, mais
acido (pH~4), seguindo-se 0 2° tamp&o*3. Na leitura opcional de um 3° tamp?&o deve obter-
se uma variagao ndo superior a 0,05 unidades pH*2. E necessario inserir a temperatura da
solucéo e ajustar o pH para que seja idéntico ao do padréo tabelado, lavar e imergir no
segundo padrdo. Este deve estar a +0,07 unidades de pH do valor padrio tabelado?3. Se
ocorrer algum problema deve repetir-se a operacdo e no segundo padrao ajustar o valor
do declive e da temperatura. Depois basta repetir até os valores obtidos estarem a 0,02
unidades de pH do valor padrio tabelado®®.
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1.2 Materiais e métodos

1.2.1 Materiais, reagentes e equipamentos

Os equipamentos utilizados foram o medidor de pH Ref 290PH001 (301 Hanna
Instruments) com elétrodo de pH de combinac&o com corpo de vidro (Hanna Instruments) e sonda
de temperatura (HI 7669/2W, Hanna Instruments), o medidor de pH Ref 290PH002 (744,
Metrohm) com elétrodo de vidro combinado, corpo de pléstico LL primatrode NTC com Pt 1000
(Metrohm), o medidor de pH Ref 290PH003 (620, Metrohm) com elétrodo de vidro combinado LL
Ecotrode (Metrohm) e o medidor de pH Ref 290PH004 (826pH, Metrohm) com elétrodo de vidro
combinado, corpo de plastico LL primatrode NTC com Pt 1000 (Metrohm). Foram utilizados os
seguintes reagentes: i) agua desmineralizada, ii) etanol a 96%, iii) solucdo de eletrélito 3,5 KCI
(HI7071), iv) solugdo de armazenamento (HI 70300), v) solugdo de limpeza geral (HI7061), vi)
solucdo de limpeza de substancias gordurosas (HI7077), vii) solucdo de limpeza de compostos
inorganicos (H17074), viii) solucdo interna de eletrolito (c(KCI)=3M, Metrohm), ix) solucdo externa
de armazenamento (Metrohm), x) solugéo limpeza de sulfetos — 7% tiureia em HCI 0,01M, xi)
solucdo de limpeza para gordurosos — éter e etanol 70%, xii) solucdes tampdo pH=10 (Fisher
Scientific), pH=9,21 (Mettler toledo), pH=8 (Fisher Scientific), pH=7 (Mettler Toledo), pH=5
(Fisher Scientific), pH=4,01(Mettler Toledo) rastreaveis pelo NIST, solucdo tampdo padrdo
pH=6,865+0,010 (Metrohm) e xiii) solucio amostra de cloridrato de minociclina.
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1.3 Resultados e Discussao

Antes de se iniciar a qualificacdo de equipamentos é necessario proceder a
planificacdo das atividades envolvidas. Previamente deve também ser criado um
protocolo escrito, é igualmente necesséario verificar a atualidade de toda a documentacéo
existente, procedendo a sua atualizacdo/revisao se necessario.

O primeiro grupo de equipamentos a ser alvo de qualificacdo no laboratério de
investigacdo e desenvolvimento da CIPAN foram os medidores de pH.

Entre estes encontram-se os medidores de pH Hanna Instruments 301, Metrohm
744, Metrohm 620 e Metrohm 826.

A fase inicial do trabalho incluiu a analise dos manuais de instrucdo e brochuras
fornecidos pela marca no intuito de redigir a instrucéo de funcionamento e calibracdo do
aparelho (ver anexo V), tendo por base as linhas de orientacdo das Farmacopeias Europeia
e Americana. No intuito de permitir uma utilizacdo mais facil e intuitiva da parte do
operador dos equipamentos, foram colocados guias rapidos de instruc@es (ver anexo 1)
junto a estagdo de servico de medidores de pH bem como um kit de limpeza e manutencédo
do medidor de pH e respetivo elétrodo (ver anexo Il). Na estacdo de servigo criada o
operador passou a poder encontrar o aparelho medidor de pH assim como todos 0s
elementos necessario a sua calibracdo e uso diario (tampdo, panos, dgua destilada,
solucdes de armazenamento etc.).

A par do trabalho anterior, criou-se uma checklist de manutencéo e limpeza de
medidores de pH e elétrodos (ver anexo I11). Os medidores de pH e elétrodo tém de estar
corretamente identificados para se proceder a analise de manutencdo que averigua 0s
dados da ultima calibragdo, armazenamento do elétrodo e eletrdlito assim como a limpeza
averigua o material existente e o escurecimento do elétrodo, que determina o tempo de
vida do elétrodo. Todas as acdes efetuadas de manutencédo e limpeza sdo registadas e o
impresso arquivados pelo responsavel de 1&D.

Antes de se iniciar a qualificacdo, foram feitos testes de operacionalidade,
resultando no relatorio de operacionalidade de medidores de pH no laboratorio de 1&D.
A intencdo era determinar se os medidores operam de acordo com as Farmacopeias
Europeia e Americana e se produzem dados que estejam dentro dos critérios de aceitacéo,
definidos pelos programas de calibracéo. Observou-se que todos os medidores de pH se
enquadram nos critérios de qualificacdo, notou-se, no entanto, provavelmente devido a

ser mais antigo, que o equipamento 290PH003 (620, Metrohm) necessita recorrentemente
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de acertos. Por fim decidiu-se que apenas o equipamento 290PHO001 (301, Hanna
Instruments) sera utilizado para trabalhos analiticos e os restantes para trabalhos de
sintese quimica. O relatério de operacionalidade gerado pode ser observado no Anexo
V.

A documentacdo interna da CIPAN sobre os medidores de pH do laboratorio de
investigacdo e desenvolvimento esta desatualizada e em alguns casos € inexistente. Entre
as documentagdes originais dos medidores de pH encontram-se 0s manuais de instrugdes,
folhetos dos elétrodos e documentos sobre a técnica potenciométrica de medicéo de pH,
que serviram de base a redacdo de uma instrucédo técnica de calibracao, funcionamento e
manutencdo do medidor (Anexo V), assim como dos respetivos protocolos de
qualificacéo de instalagédo (V1), protocolo de qualificagdo de operacdo (VI1I) e protocolo
de qualificacdo de desempenho (VI1II).

Para a realizacdo da qualificacdo dos medidores de pH foi necesséria a criacdo de
instrucBes técnicas, baseadas nos manuais dos equipamentos e nas normas das
Farmacopeias Europeia (FE) e Americana (USP).

Surgiu assim a instrugdo técnica: “Calibracdo, funcionamento e manutengao do
medidor de pH” (Anexo V - exemplo de instrucédo técnica do medidor pH 290PHO001, 301
Hanna Instruments) que tem como objetivo definir regras da correta execugédo do medidor
de pH, descrevendo passo-a-passo 0 método de calibracdo e os respetivos critérios de
aceitacdo. A instrucdo técnica indica no seu procedimento, reagentes, materiais e
equipamento, cuidado na manutencao do medidor de pH e o seu elétrodo e um guia rapido
e detalhado para calibrar o medidor onde estdo definidos os critérios de aceitacdo para a
satisfacdo da calibracdo. Os critérios de aceitacdo consistem: a) num intervalo definido
de valores de pH (ex: 6,40<pH<8,00), b) sensibilidade (ex: 57,8mV/pH (97%)<sens.
<60,8mVpH (105%)) e c) na diferenca entre o valor de pH tabelado e pH obtido inferior
a 0,05 (pHtabelado-PHobtido<0,05).

Apl6s a preparacdo e aprovacdo dos documentos com as instrucdes de
manuseamento dos medidores de pH, seguiu-se a preparacdo dos protocolos de
qualificacdo. Todos os medidores de pH foram classificados como equipamentos de
categoria B — com capacidade de medicéo e calibragéo.

O primeiro protocolo desenvolvido foi o de instalacdo (ver anexo VI) que
documenta a evidéncia de que o medidor de pH foi instalado de acordo com as

recomendacdes do fabricante.
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N&o se procedeu a qualificagdo de design uma vez que 0 equipamento ndo é novo,
e este passo de qualificacdo faz-se com o fornecedor a chegada do equipamento fazendo-
se acompanhar da declaragéo de qualificagéo de design.

O protocolo contém a descricdo do equipamento, documentos que suportam a fase
de qualificacdo, requisitos para a realizacdo da qualificacdo, testes que avaliam a
instalacdo, programa de manutencdo de equipamentos e nos anexos do protocolo
encontram-se as folhas de registos do equipamento. Estas folhas teréo de ser preenchidas
pelo operador durante a qualificacdo, servindo posteriormente de base a execucao do
relatorio da qualificacdo de instalacéo.

Segue-se o0 protocolo de qualificacdo de operacdo (ver anexo VII) que representa
evidéncia de que o medidor permite em rotina obter resultados analiticos consistentes. O
protocolo contém a descricdo de operacGes, onde se verificam todas as funcGes basicas
do equipamento, o procedimento onde € descrito o equipamento, material e reagentes, o
plano de calibragdo usado e os testes efetuados. Na qualificacdo de operagdo comeca-se
por calibrar o aparelho usando solucdes tampéo rastredveis ao NIST e, numa segunda
calibracdo, usa-se como amostra padrdo uma solucdo tampéo certificada pela IUPAC.

Por ltimo, o protocolo de desempenho (ver anexo VII1) representa a evidéncia de
que o medidor instalado e operacional permite a obtencdo em rotina de resultados
analiticos consistentes. O protocolo contém o procedimento que pretende a verificacdo
geral do equipamento, escolha da amostra, descricdo dos testes de desempenho a efetuar
e os testes de desempenho relativamente a repetibilidade e exatiddo. Os testes de
desempenho a realizar séo:

1) uma calibracdo com padr@es rastreaveis ao NIST;

2) medicdo de pH em amostra de cloridrato de minociclina.

Posteriormente fazem-se repeticdes da medicdo em dez amostras de modo a obter
a repetibilidade e exatiddo da medicdo do aparelho.

Se existir algum desvio tera de se proceder a acdo corretiva e voltar a repetir o

ponto de desvio em causa e emitir nova folha de registo.
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1.4 Conclusoes e perspetivas futuras

Da concretizagdo do trabalho aqui documentado, conseguiu-se desenvolver a
documentacéo técnica necessaria para a concretizacdo das atividades de qualificacdo de qualquer
equipamento do laboratorio de 1&D da CIPAN. Abre-se assim o caminho para a melhoria de
qualidade do laboratdrio e para uma futura certificagdo de GLP.

No futuro, os procedimentos aqui descritos para medidores de pH atividades poderéo ser
aplicados aos demais equipamentos, como p. ex. balancas, micropipetas, HPLC,
espectrofotdmetros. Este trabalho teve enquadramento nas necessidades de melhoria continua no
que a qualidade e fiabilidade dos resultados e consequentes conclusoes a retirar dos mesmos, dizem
respeito.
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Capitulo 2 - Armazém de reagentes
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2.1 Introducao

Um bom sistema de gestao de uso de reagentes num laboratério apresenta como
principais vantagens a reducio dos riscos de seguranca e ambientais e reducio de custos®.
Ao longo dos altimos anos tem sido possivel observar um aumento na preocupacao com
as caracteristicas e perigos que se colocam pela utilizagdo de determinados reagentes
existindo presentemente uma tentativa de promover a redu¢do ou eliminag&o, tanto a nivel
industrial como laboratorial, da utilizacdo de reagentes perigosos, a boleia da filosofia da
designada quimica verde®.

A realizacdo de um inventario de todos os reagentes permite a sua ordenacéo,
armazenamento, manuseamento e remocao. Noutra perspetiva, a realizacdo do inventéario
de reagentes é também importante para o desenvolvimento de planos de emergéncia.®.

Uma das fontes consultadas para a concretizacdo do trabalho presente, foi o
regulamento REACH, que estabelece a politica de enquadramento das substancias
quimicas na Unido Europeia e tem como objetivo assegurar a protecdo da satde humana

e do ambiente de forma a atingir um desenvolvimento sustentavel.

2.1.1 Aquisicao de quimicos

Todos os potenciais utilizadores de uma dada substancia quimica devem ter
informacao prévia relativamente a forma de manuseamento, armazenamento e eliminacao
do mesmo®™. Na compra de uma substincia quimica é necessario saber de forma
antecipada: a) a quantidade necessaria, b) se existem todos os equipamentos de protecao
individual (EPIs) necessario no manuseamento da substancia, ¢) quais as precaucdes a ter
em conta, d) onde armazenar o mesmo, e) se as condi¢cdes de ventilacdo da hotte onde
sera manuseado sdo adequadas, f) as indicacGes em caso de derrame, fogo ou inundacgéo

e g) consideracdes a ter em caso de eliminagdo impacto ao nivel de custos adicionais.
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2.1.2 Armazenamento de quimicos

Para minimizar o risco aquando do armazenamento, o pessoal qualificado devera
separa-los de acordo com a categoria de perigo e tabela de incompatibilidades, para que,
em caso de derrame, seja evitado algum acidente!®. As substincias quimicas devem
possuir como informacéo, aléem do nome da substancia, aviso de perigosidade, fabricante,

utilizador e a data de transferéncia para o recipiente (se for o caso).

2.1.3 Manuseamento quimico

Este tipo de informag&o pode ser encontrado nas fichas de seguranca (MSDS) que
acompanham o produto. Sempre que se usa um novo produto quimico esta folha deve ser
analisada, por forma a que o operador possa selecionar 0s equipamentos de protecdo

laboratoriais e individuais adequados®®.

2.1.4 Inventéario de quimicos

As substancias quimicas armazenadas devem ser analisadas periodicamente, no
sentido de se avaliar se cumprem com as especifica¢fes originais, isto €, se mantém aptas
a serem usadas sem efeitos adversos nos processos produtivos a que se destinam. De
forma periddica devem ser realizados inventarios que permitam remover itens nao
necessarios, fora de prazo ou fora de especificacéo, para poder repd-los se necessario®®.

Periodicamente € necessério verificar:

v’ Se 0s quimicos estdo armazenados de acordo com a tabela de compatibilidades;

v Eliminar os quimicos desnecessarios e fora de validade;

v Verificar se determinadas substancias estdo em locais convenientes em caso de
emergéncia;

v" Atualizar os sinais de perigo no laboratorio;

v Promover um uso mais eficiente do espaco do laboratério, guardando reagentes
que ndo se encontram em utilizagdo esporddica nos locais apropriados no

armazém;
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v
v

Verificacdo da data de expiracdo de substancias ativas potenciais geradores de
peroxidos (e.g., éteres);

Verificar a integridade fisica dos armarios e prateleiras de armazenamento;
Encorajar o supervisor do laboratdrio a tomar decisdes executivas (ex: deitar fora
recipientes de quimicos ja empoeirados);

Substituir etiquetas;

Assegurar que estéo a ser cumpridas todas as normas, regulamentos e registos;

Este trabalho permite a prazo uma reducdo de custos na medida em que se promove

uma reducdo de riscos simplesmente fruto de um novo paradigma de organizagdo. A

tabela 1 resume o material necessario e o que o inventario deve ter.

Tabela 1 - O que é necessario para realizar o inventario (Esg.) e o que deve

conter(Dir.).

Usar protecgéo individual e ter um par de luvas extra Nome quimico e sinbnimos
Usar um carrinho com protecdes laterais Numero CAS
Usar uma escada ou banco para chegar as prateleiras )
) Fabricante
superiores
Estar familiarizado com equipamento de seguranca -
ala

interno

Respeitar periodos de descanso e de exposicao a o
o o Localizacéo da sala
substancias quimicas

2.1.5 Transporte, transferéncia e remessa de quimicos

Para o transporte, transferéncia e envio de quimicos € necessario utilizar

embalagens de contencdo em material adequado face as substancias a transportar (ex:

esferovite, cartdo, metal...). Devem evitar-se zonas de elevado trafego, ndo permitir a

deslocacdo conjunta de pessoas e carga em elevadores. Estas atividades devem em todas

as situacOes ser realizadas por pessoal autorizado e devidamente qualificado para o

efeito’®.

2.1.6 Destruicdo/ remocao de produtos quimicos

Todos os residuos a eliminar devem ser devidamente etiquetados e todas as

operacOes desde o0 acondicionamento até a saida das instalacdes deem cumprir as
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normas e regulamentos nacionais/internacionais. No acondicionamento dos materiais a
destruir deve ter-se em conta a possibilidade de libertagdo de gases, razéo pela qual ndo

se deve encher o recipiente até ao seu limite de carga®.

2.1.7 Lean thinking

O lean thinking ou “pensamento magro” € um conceito de lideranca e gestdo
empresarial. A filosofia lean thinking ficou reconhecida atraves do sistema de producgéo
da Toyota, criado por Taiichi Ono a partir da década de 40. E uma filosofia que tem como
objetivo eliminar o desperdicio e criar valor. Baseia-se hum conjunto de ferramentas e
métodos operacionais, resumidos em sete principios, como podemos observar na
ilustracdo 1: 1) conhecer quem servimos, ndo sé o consumidor final, como todas as partes
envolvidas na criagdo de valor; 2) definir valores, ndo considerar s6 o valor final, como
acrescentar atividades que outrora foram consideradas desperdicio e podem acrescentar
valor; 3) definir as cadeias de valor de forma a satisfazer todas as partes interessadas; 4)
otimizar o fluxo de todos os envolvidos na criacdo de valor; 5) implementar o sistema
pull, isto é, as partes interessadas é que induzem aos pedidos; 6) a procura pela perfeicdo
continua, incentivando uma melhoria em todos os niveis da organizacdo e 7) inovar

constantemente para criar novos valores (servicos ou produtos)*®.

CONHECER OS
STAKEHOLDERS quem servimos?

o objectivo de todos

campo de intervengao
0s meios a aplicar
o sistema a usar

— a insatisfacao

INOVAR SEMPRE a atitude certa

llustracéo 1 - Os sete principios da filosofia lean thinking®®.
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A filosofia lean thinking possui a pratica dos seis S (5+ 1), no qual 0s varios passos

da intervencdo da reorganizacao dos reagentes se irdo basear, a ilustracdo 2 apresenta de

forma consecutiva as diferentes fases.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Seiri ou organizacéo — separagdo do util e do inutil assim como a identificacdo
de coisas desnecessarias no posto de trabalho;

Seiton ou arrumacdo — definir um local para cada coisa, verificar que esta no
seu local, colocar a mdo as coisas de uso mais frequente e colocar etiquetas de
identificacéo;

Seiso ou limpeza — dividir o posto de trabalho e atribuir uma zona a cada
elemento do grupo, proceder a sua limpeza e definir uma norma de limpeza;
Seiketsu ou normalizacdo — Definir uma norma geral de organizacdo e
limpeza, identificar as ajudas visuais, procedimentos, normas de organizagédo
de forma a que resultem e funcionem, normalizar em toda a fabrica os
equipamentos/ postos de trabalho do mesmo tipo;

Shitsuke ou autodisciplina — praticar os principios de organizacao,
sistematizacdo e limpeza, fazer bem a primeira, verificar se esta tudo no lugar,
0 estado de limpeza e se as acOes e inspecOes estdo a ser realizadas
corretamente e desenvolver um sistema checklist e de ajudas visuais.
Seguranca — inserida em cada um dos passos anteriores e adequado a atividade

a realizar.

A

SEUTEIGE | Organizar

Il.'\.
T Sy
. / N

Manter | - T
il

Fa

S ELMINARC | Amumar |

‘i DESPERDICIO -
SSQUTanTa

\'-\.

SEQUFANGA

——

| N _——
¥ | - SEQUIANGA

. Hommalizar | o '\'
A ; F.
\-.____ o .T-""""'l Limnpir _I
\u._ _.-'/
saguranga ——

llustracéo 2 - A pratica 6S (5+1) e a eliminagéo de desperdicio®®.
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2.2 Materiais e Métodos

No laboratério de investigacdo e desenvolvimento da CIPAN, os reagentes
encontram-se armazenados de acordo com as condigdes de armazenamento/ estabilidade
quimica requeridas: a) no armazém de reagentes sem controlo de temperatura ambiente
(prat. 1-48), na camara frigorifica (prat. 49-56) a + 5°C, e nos armarios A (&rea analitica),
B (sélidos no g-lab), C (liquidos g-lab) e D (pequenos reagentes, todos estes armarios a
temperatura de trabalho das salas nos quais se localizam o laboratério). Os reagentes
presentes nos armarios distribuidos pelas diferentes salas que comp&em o laboratério de
investigacdo e desenvolvimento sdo sobretudo reagentes de utilizacdo regular.

A par da organizacdo do armazém de reagentes, em funcdo da normas e
regulamentos internacionais, o trabalho realizado no ambito da presente tese passou
também pela atualizacdo da base de dados de matérias-primas no sentido de melhorar a

gestdo dos reagentes existentes.

2.2.1 Inventario de Reagentes

O trabalho realizou-se em varias fases. Primeiro procedeu-se ao levantamento de
todos os reagentes existentes no laboratério, depois inseriram-se os dados na base de
dados procedendo as alteragBes necessarias na ficha de produto assim como listas e
tabelas que servem de base ao funcionamento da ficha de produto, e por fim fez-se o
inventario dos reagentes da camara frigorifica e colocaram-se todos reagentes nos devidos
lugares.

Na primeira fase, procedeu-se a analise dos prazos de validade dos reagentes e da
utilidade presente os mesmos, trabalho do qual resultou a separacdo de reagentes para
destruir.

Posteriormente, o inventario realizado permitiu uma primeira separacdo dos
reagentes por: a) estado quimico (sélido ou quimico), b) por tipo de composto (organico
ou inorgénico) e c) subdividindo as classes anteriores por familias, agrupando de acordo
com os grupos funcionais principais 0s compostos organicos (ex: acidos, ésteres,
éteres...) € os compostos inorganicos de acordo com os catifes (ex: sais de potassio, sais

de sodio...).
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2.2.2 Base de dados de Reagentes

Numa segunda fase, procedeu-se a atualizacdo dos campos da base de dados, com
insercdo de informac&o que facilita a identificacdo dos reagentes (formula quimica, peso
molecular, estrutura quimica), o seu armazenamento (classificacdo, incompatibilidade
quimica com outros reagentes, localizacao especifica), e a gestdo dos mesmos (prazo de

validade, data de reanalise).

2.2.3 Reagentes na Camara Frigorifica

A terceira e Ultima fase compreendeu o inventério dos reagentes na camara
frigorifica e a confirmacdo da necessidade de refrigeracdo no seu armazenamento, com
realocacdo de reagentes mal classificados. Finalmente, procedeu-se & limpeza geral assim

como a colocacao dos reagentes nos devidos locais.

2.3 Resultados e Discussao

A reorganizacdo do armazém de reagentes e da base de dados que a suporta no
laboratério de investigacéo e desenvolvimento da CIPAN deveu-se a ter atingido um grau
de desatualizacdo que desmotivava a sua utilizacdo no dia-a-dia e vice-versa. Um
armazem de reagentes sempre atualizado € uma mais valia para a seguranca de quem o
utiliza, assim como torna o trabalho do dia-a-dia mais rapido e eficiente. Em todos os
momentos deve estar presente a seguranca (sexto passo da pratica 6S), e cada passo da
reorganizacdo do armazém e outros locais onde se encontravam armazenados 0S

reagentes devem ser manuseados usando 0s equipamentos de protecdo seguintes:

Equipamento de protecéo Equipamento de protecéo
coletivo individual
v Hotte Quimica v" Oculos de seguranca
v Chuveiro de emergéncia v' Aparelho de protecdo
v' Lava-olhos respiratoria com filtro adequado

v' Luvas de vinilo
v'  Bata de laboratério
v Calgado com biqueira
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Apbs a chegada de qualquer reagente é adicionada a etiqueta CIPAN como podemos

observar na ilustracdo 3, que inclui campos de nome da substéncia, data de rececdo e data de

abertura, que tem como finalidade informar cada utilizador do reagente e auxiliar o responsavel

de laboratorio aquando do inventario de reagentes.

::‘ Cipan

Equipamento

1&D M2 Equipamento

llustracdo 3 - Etiqueta Cipan.

Adiciona-se o reagente & base de dados preenchendo corretamente todos os campos da

ficha de produto. Para aceder abre-se o ficheiro 1&D Material e Reagentes, coloca-se a palavra-

chave MATERIAL, seleciona-se a op¢ao “Introduzir produtos” e preenche-se corretamente

todos os campos, certificando que existe a ficha de seguranca do reagente. Este passo é de

grande importancia para a manutencao de um inventario atualizado e todos os utilizadores desta

base de dados devem contribuir para a sua constante atualiza¢do, como tal € necessaria uma

acdo de formacdo informativa acerca do seu funcionamento.

[A]] I= Microsoft Access |
Base Criar Dados Externos Ferramentas da Base de Dados ] @
] o T g T 5 - ==
=] ==
E | f = =Bouardar W ﬁ = j
Vista = Actualizar Localizar Ajustar Tamanha Mudar de
- Tudo~ /A W T | aoFormuldrio Janela~™
Vistas | Area de Tra... Ordenar e Filtrar Registos Localizar Janela
» n
Investigacdo e Desenvolvimento
Gestdo de Material, Reagentes
e Equipamentos
Stocks Requisicdes
Introduzir Produtos | Nova Requisicdo ‘
Censultar Produtos ‘ Consultar Requisicées ‘
!% Listagem Stock | Consultar Néo Satisfeitas |
=z =
£ Stock em Falta | Relatério Néio Safisfeitas | s
m
E Consumos Anuais | Requisigdo em Branco |
_% Consumo por Lab | Imprimir Requisicdo |
o
Consumos Anuais Nulos | Exportar Requisigéo |
Fora Praze de Validade | Requisiges Infernas
Areas Especificas | Introduzir |
Introduzir/Consultar Dados | Consultar ‘
Produtos em Branco | Relatério Semanal |

Vista de formularia

llustracédo 4 - Painel de navegacéo de base de dados.

Hum Lock | [ B @ & <
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lll il |= Microsoft &ccess = | HH
m Ease Crar Diadas Extemns Ferramentas da Base de Dados L= e
1 % | Descencents il = Houandar - = [
1 Filtra Artusitzar Locaazar Apustar Tamanho Mudar ge " R
o Tudia = 1 L a0 Formulans  Janela - —_— -
sk rea de Tra Ordenar e Fitrar Hegnin Localizs lanels Formatagao de Testo
S
=8] Ficha Reagente = =

FICHA PRODUTO

Infroduzir Movo

Painel de Navegacho

-

Registo: 4 4 2del Ll Wf Filtrsdo Frocursr 1 F

'\'I!I.; o tomulano Hum Lock | |FR|FT 4B @ 73 &

llustracéo 5 - Ficha de produto

De seguida armazena-se em local prdprio seguindo instru¢bes da arvore de deciséo
apresentada na ilustracdo 5. Esta arvore de decisdo foi construida tendo em conta a utilidade
pratica do armazém de reagentes no laboratdrio de investigacdo e desenvolvimento CIPAN
seguindo algumas linhas base de organizacéo e separacao de reagentes.

De modo a organizar todos os reagentes no laboratério de 1&D criou-se um documento
com todos os dados de interesse aos operadores de laboratorio (ver anexo X1X). Este inventario
surgiu com a necessidade de englobar diversas informacgdes que sdo necessarias no momento
de armazenar os reagentes.

Na base de dados j& existente do laboratorio de investigacdo e desenvolvimento
procedeu-se & reorganizagdo da ficha de produto. A base de dados é de material, reagentes e
equipamento. Os dados acrescentados a ficha de produto encontram-se na Tabela 2. A decisédo
de acrescentar dados ao sistema foi avaliada tendo em conta a utilidade para os operadores

assim como a informagéo essencial ao correto manuseamento do reagente.
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Frio

Armazenar

A

| Tamb.

Céamara Frigorifica Armazém
\'
Sim E Tem incompatibilidades? E Nio
i\ (Ver ficha de produto) !
v

Colocar junto ao

grupo a que
- pertence
Afastar de (Ver ficha de
mcompativeis produto)
——— ———=
R -
.----------‘-"-’M-/- """"" 1
| '
__S:_tgl___g E perigoso? i Nio
3 (Ver ficha de produto) E
e s e ) '
Colocar junto ao
grupo a que
pertence
Afastar dos (Ver ficha de
restantes produto)

Reagente de uso

imediato?

> Laboratorio
Tamb. Frio
Sim
[T SRR RS ! ]
| . .
E E Perigoso ! Frigorifico
] 1
' : |
& Sim
x Hotte
Analitico .
analitica
Nao Nio
-
Sintese

Hotte Sintese

llustracao 6 - Esquema passo-a-passo de armazenamento de reagentes novos.
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Tabela 2 - Dados da ficha de produto adicionados.

Ja existiam

Adicionados

Caodigo de produto
Produto EN

Produto PT
Categoria
Laboratorio
Localizacéo

Projeto

Caddigo JBA
Quantidade minima
Preco

Observacoes
Movimentos de Stock
Movimento de requisicoes

Gestdo de equipamento

CAS

Férmula quimica
Peso molecular
Estrutura quimica
Composto
Validade
Utilizacao

Perigo
Classificacao
Frases R/S

Incompatibilidades quimicas

Os reagentes foram separados em grupos tendo em conta a sua categoria (solido e

liquido), a composicdo quimica (Tabela 3), a utilizacdo (analitica ou de sintese), o perigo

(Tabela 4) e incompatibilidades quimicas (Tabela 5).

Tabela 3 - Separacdo de reagentes através do grupo funcional.

Composto orgéanico

Composto inorganico

Hidrocarbonetos

Carbohidratos e acidos nucleicos
Aromaticos — benzeno
Aminoécidos, péptidos e proteinas
Lipidos

Polimeros sintéticos

Alcoois e fendis

Metais alcalinos

Metais alcalino-terrosos
Metais de transi¢ao
Metais representativos

Nao metais/outros
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Ester| epoxidos| oxanos e dioxanos

Cetonas e aldeidos
Aminas e piridinas
Acidos carboxilicos
Halogeneto de acido
Anidridos

tioéstér
Amida
Nitrilo

Tabela 4 - Separacdo dos reagentes tendo em conta o seu perigo.

Descricdo

&

Substéancias quimica explosivas, auto-reactivas, peroxidos organicos que

podem provocar explosdes sob acédo do calor.

Substancias quimicas gasosas, aerossois, liquidas e sélidas inflaméaveis,
substancias e misturas suscetiveis de auto-aquecimento, incendeiam-se
em contacto com o ar, em contacto com a dgua emitem gases inflamaveis
e provocam incéndios sob acdo do calor.

Gases, solidos e liquidos comburentes que provocam incéndios e

explosoes.

Gas sob pressao, risco de explosdo sob acdo do calor, gas refrigerado,

pode provocar queimaduras ou les@es criogénicas, gases dissolvidos.

Substancia quimica corrosiva, provoca queimaduras graves na pele e

danos nos olhos.

Altamente toxico.

Substéncia quimica cancerigena, afeta a fertilidade e o nascituro, provoca
mutacdes, provoca alergias, asma ou dificuldade respiratéria quando
inalada. E toxica para 6rgdos especificos, pode ser fatal ou nociva por

ingestao e penetracdo nas vias respiratorias.
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Substancia quimica extremamente toxica (nociva), provoca sensibilizacdo
cuténea e ocular, irritante para as vias respiratorias, narcoticos, provoca
sonoléncia ou tonturas é perigoso para a cama de 0zono.

Substancia quimica perigosa para 0 meio ambiente, provoca toxicidade

aquatica.

Tabela 5 - Separacdo de acordo com a incompatibilidade quimica, baseada na classificagdo de
cada reagente.

Classificacdo de reagentes

Inflamavel
Oxidante
Toxico

Acido
Alcalino

N&o perigoso
Reativo a 4gua
Piroforico

Ao longo da reorganizacdo dos reagentes observou-se que 0 espaco, ventilagéo,
temperatura e limpeza onde o0s reagentes eram armazenados se adequava. Apds a recolocacéo
de todos os reagentes no local devido os utilizadores foram informados do seu funcionamento,

de uma forma simples e pratica.
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2.4 Conclusao e perspetivas futuras

Este trabalho introduziu regras especificas sobre 0 armazenamento de todos os reagentes
no laboratério de investigacdo e desenvolvimento da CIPAN. Com a implementacdo das
mesmas pretende-se reduzir o risco para os trabalhadores, meio ambiente e melhor controlo e

gestdo de stocks.

E atualmente mais fécil de obter através da ferramenta de base de dados a informagéo
relativa a existéncia de uma qualquer substancia, podendo desta forma os operadores tomar
decisdes rapidas quanto as necessidades de renovacdo de stocks decorrentes da utilizacdo dos

mesmaos.

Futuramente € necessario implementar medidas que permitam dar continuidade ao
trabalho agora desenvolvido, mantendo a organizacdo e funcionamento de entrada e saida de
reagentes, em articulagcdo com o funcionamento do programa de gestdo de reagentes. Para uma
melhoria continua o controlo visual € um processo que apoia 0 aumento de eficiéncia e eficacia
tornando-as logica, intuitivas e praticas no local onde se trabalha por exemplo ao aplicar um
sistema de cartdes (cartdes kanban) que identificam o stock minimo de cada produto ou
equipamento com o objetivo de reduzir stock e minimizar custos. Em paralelo também se
podem fazer acdes de curta duracdo envolvendo varias pessoas de forma a demonstra o poder
de intervencOes rapidas, entre estas acdes encontra-se a formacdo de utilizadores da base de
dados e armazém de reagentes assim como a verificagdo do inventario que pode ser realizado

em trabalho conjunto pelo laboratdrio de investigacao e desenvolvimento.

Por fim, com o0 método de armazenamento operacional, poder-se-a estender este método

e técnicas associadas a todos os armazéns da fabrica.
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Capitulo 3 - Estudo de impurezas

desconhecidas da Limeciclina
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3.1 Introducéo

O método de HPLC da monografia da Farmacopeia Europeia (FE) para a limeciclina
revela a existéncia de duas impurezas, designadas por E e F, cuja estruturas ndo sdo conhecidas..
Infelizmente este método ndo é compativel com o acoplamento a sistemas de Espectrometria
de Massa (MS) que, ao permitirem resolver a estrutura dos varios componentes dum
cromatograma, facilmente permitiriam identificar as impurezas. Os sistemas MS requerem que
0s componentes da fase mdvel sejam volateis (requisito que a fase movel da monografia da
limeciclina ndo cumpre) de modo a permitir determinar as estruturas das impurezas
desconhecidas.

Em estudo pelo European Directorate for the Quality of Medicines (EDQM) estad um
método de analise por HPLC para oxitetraciclina dihidratada e cloridrato de oxitetraciclina,
onde a fase movel é volatil e permite a aplicacdo em sistemas LC-MS.

O estudo desenvolvido nesta tese tem a intencdo de avaliar a utilizacdo do método em
estudo pelo EDQM na identificagdo das impurezas desconhecidas E e F de limeciclina, assim
como prova de conceito noutros casos. Apos identificacao prévia por HPLC das impurezas no
método do EDQM, estas poderdo seguir para um MS, permitindo esclarecer-se a sua estrutura.
A metodologia seguida neste estudo esta representada na ilustracdo 7. O estudo dividiu-se em
trés ensaios, e em cada ensaio foram usados dois métodos distintos, método A (FE) e método
B (EDQM). No primeiro ensaio preparou-se uma solucédo resolucédo contendo uma amostra de
impurezas padrdo de limeciclina e uma amostra de limeciclina da CIPAN, com o objetivo de
identificar na solucdo resolucdo as impurezas de limeciclina e na amostra de limeciclina CIPAN
identificar todas as impurezas incluindo as impurezas desconhecidas E e F. Neste ensaio define-
se 0s tempos de retencdo que serdo Uteis nos ensaios posteriores. Seguiu-se 0 segundo ensaio
onde se recolheram as fracdes, em viais, da amostra de limeciclina CIPAN analisada pelo
método A (FE) no ensaio anterior, e analisaram-se as fracdes em ambos os métodos (A e B) de
forma a identificar todas as impurezas nos dois métodos (A e B) para se a obter os tempos de
retencédo. Por fim no terceiro ensaio, em semelhanca ao segundo ensaio, recolheram-se fragdes
da amostra da limeciclina CIPAN, analisada no ensaio 1, através do método B (EDQM).
Analisaram-se as fracdes recolhidas no método A (FE) e método B (EDQM) de modo a
comparar as fragdes minuto-a-minuto para serem identificadas principalmente as impurezas
desconhecidas E e F através dos tempos de retencdo definidos no ensaio 1 e das impurezas ja

identificadas no ensaio 2.
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Ensaio 1 — Amostra de limeciclina no método A e B

-

Anilise x Padrbes de clornidrato de tetracichna e suas impurezas (Solugio resolugio)

't Solucbes de hmeciclina

deenﬁﬂtﬂl' Identificar
impurezas

impurezas E e
padrio F
conhecidas

Ensaio 2 — Recolha de fracoes de limeciclina no
metodo A e analise no metodo A e B

\9 x Recolha de fragbes em viais

K Anilise de fragdes HPLC \‘

Ensaio 3 — Recolha de fracoes no
metodo B e analise no metodo A e B

i Recolha de fragdes em viais

Identificacio do tempo a gue surgem
as impurezas

x Analise de fragSes HPLC Melhorar a identificaciio do tempo a que

surgem as impurezas Ee F

llustracao 7 - Esquema do estudo de impurezas de limeciclina.
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3.1.1 Farmacopeia Europeia e European Directorate for the
Quality of Medicines (EDQM)

O Conselho da Europa é uma organizacdo intergovernamental que tem entre varios
objetivos o de protecéo de salide, tendo nesse &mbito surgido a FE em 1964 7. As reunides da
FE realizam-se em Estrasburgo, no EDQM, organizacdo governamental do conselho da Europa
qgue monitoriza a qualidade dos medicamentos participando de uma forma interventiva na
elaboracdo da FE.

A estrutura legal da FE é constituida por dois 6rgdos executivos: a comissao, que inclui
37 delegagdes (estados membro e Unido Europeia) em que cada uma tem 3 elementos, e 0
secretariado permanente, constituido por 17 grupos de peritos e 31 grupos de trabalhos8.. Cada
grupo tem também um perito que pertence ao European Directorate for the Quality of Medicines
(EDQM) and Healthcare, onde s&o realizadas as reunides dos grupos.

A FE tem como missdo a elaboracdo das especificacOes reconhecidas que estéo
destinadas a ser utilizadas por profissionais a quem diz respeito a qualidade do medicamento.
Estas especificacdes devem ser de qualidade apropriada pois constituem uma das garantias
fundamentais, para o doente e o consumidor, no que diz respeito a seguranca do emprego dos
medicamentos. A sua existéncia constitui uma garantia de qualidade para os medicamentos. As
monografias e outros textos da FE sdo elaborados de modo a responderem as necessidades das
autoridades que regulamentam os medicamentos, dos servi¢cos encarregados dos controlos de
qualidade e dos fabricantes de matérias-primas e de medicamentos®®.

A FE edita por monografias cujo objetivo é o de assegurar a qualidade do produto
acabado e dos reagentes utilizados no processo, que sera administrado ao doente. As
monografias contém as especificacdes - procedimentos analiticos que definem caracteristicas

qualitativas e quantitativas - de cada substancia ou preparagdo em questio®®.

3.1.2 Tetraciclinas

As tetraciclinas séo produzidas por bactérias gram-positivas Streptomyces e Nocardia,
e foram descobertas no final dos anos 40 do séc. XX pelo Dr. Benjamin Dugger. As tetraciclinas
sdo uma familia de antibidticos que actuam como bacteriostaticos, penetrando na célula
bacteriana por difusdo passiva, atuando na inibi¢éo da sintese proteica, enfraquecendo a ligagdo

entre o aminoacil-tRNA e o local aceitador do ribossoma/subunidade ribossomal 30S. Também
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podem actuar como bactericidas através de interacdo com a membrana plasmaética, causando
lise celular?®?1?223_ Tém trés grupos funcionais que influenciam a habilidade de permear a
membrana e por isso distribuir o farmaco nas células bacterianas?2°252".28  As tetraciclinas s3o
ainda fortes agentes quelantes, relevante pois a quelacdo de um ido metal bivalente é importante

para a atividade do antibidtico. O local primario de quelacéo é o sistema 11,12-B-dicetona®.

Como agentes terapéuticos tém um espectro de acdo contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas tais como a chlamydiae, mycoplasmas, rickettsiae e parasitas protozoan, a sua

baixa toxicidade torna-as muitos seguras de aplicar e tém um baixo custo de producdo?.

3.1.3 Limeciclina

Apesar do sucesso das tetraciclinas, houve a necessidade de procurar analogos com o
objetivo de melhorar as suas propriedades (vd. infra). A abordagem de Carreri e Manfredi em
1962 permitiu formular a limeciclina, um prd-farmaco obtido pela combinacao de tetraciclina
base com L-lisina na presenca de formaldeido que a pH neutro a acido hidrolisa. Caracteriza-
se pela aparéncia amarela, por ser um pé higroscépico, solivel em agua, ligeiramente soltvel
em etanol e insolGvel em cloreto de metileno®. A limeciclina possui algumas vantagens
relativamente a tetraciclina, como melhor farmacocinética, menores efeitos colaterais, maior
solubilidade particularmente em &gua, assim como uma absor¢do mais completa pelo trato

gastro intestinal®!.

A limeciclina (Fig.7) (2S)-6-[({[(4S,4aS,5As,6S,12as)-4(dimetilamino)-3,6,10,10,12 a-
pentahidroxi-6-metil-1,11-dioxo-1,4,4a,5,5a,6,11,12a,  octahidrotetracen-2-il]-formamido}-
metil)amino]-2-acido hexandico é um antibiético®?, um aminoacido-tetraciclina de 22 gerac&o,
semissintético, que impede a proliferacdo de bactérias propionibacterium acnes, que causam
acne e tem efeito anti-inflamatdrio®. A limeciclina atua tanto em bactérias gram-positivas como
gram-negativas. Entra nas bactérias gram-negativas por duas formas, difusdo passiva através
de canais hidrofilicos, formados por proteinas porinas da membrana celular, e por transporte
ativo por meio de um sistema dependente de energia que bombeia tetraciclinas ao longo da

membrana citoplasmatica®.

A farmacopeia europeia considera oito substancias relacionadas detetaveis no seu metodo,

seis de estrutura conhecida (Ilustragio 8)e duas de estrutura ndo determinada®.
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Estrutura quimica da anidrotetraciclina, R1 -
H3CNCH3,R2 - H

Il T ™
OH

c/HO CHy H N—CH
HsC
Estrutura quimica de clorotetraciclina.

Estrutura quimica 2-acetil-2-
decarbamoiltetraciclina

SOOCee
OH

HO CH; R3 R2

Estrutura quimica de 4-
epitetraciclina, R1 - NH2, R2 -
H3CNCH3, R3 - H

OH OH O O NHz

Estrutura quimica de 4-
epianidrotetraciclina

OH O OH_ ©O o

OH
St
. ; OH
HO CH;  H N-—CHy
HaC

Estrutura quimica de tetraciclina.

llustracédo 8 - Impurezas de limeciclina
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3.1.4 Método analitico de HPLC

A cromatografia € um processo que permite separar misturas nos seus componentes
baseando-se na migragdo diferencial de compostos entre duas fases distintas®*3®. Em
cromatografia liquida, uma amostra é separada nos seus constituintes (analitos) que eluem a
diferentes velocidades ao longo da coluna cromatogréafica, devido a forma especifica como
interagem com uma mistura liquida, a fase mdvel, e uma fase estacionéria, que consiste em
material empacotado que pode ter diferentes caracteristicas fisico-quimicas dentro de uma
coluna com elevada area superficial®®.

No presente trabalho a técnica cromatografica utilizada foi a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), uma técnica analitica versatil, eficiente e amplamente utilizada na analise
de produtos farmacéuticos, alimentares, petroquimico, biomoléculas, polimeros, compostos
organicos e i6nicos®®. Em cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo utilizadas colunas
contendo particulas de menores dimensdes como material de enchimento, que podem ser
modificadas quimicamente a superficie, de forma a interagir com os analitos, o que aumenta a
eficiéncia da técnica.

O modo de separacdo aplicado é o de fase reversa, baseada em forgas hidrofébicas, onde a
fase movel é polar e a fase estacionéria é apolar®. Regra geral os constituintes das amostras
mais polares sao menos retidos e eluem primeiro e os mais apolares mais retidos e saem depois.

Em HPLC h& dois modos diferentes de eluicdo. O método de eluicdo mais simples
designa-se eluicdo isocrética, onde a composicdo da fase movel é constante ao longo de toda a
corrida. J& no modo de eluicdo por gradiente, a composicdo da fase mével varia ao longo do
tempo. Regra geral, no modo de elui¢do por gradiente é introduzida uma maior percentagem do
modificador orgéanico, tornando a fase mével menos polar, diminuindo por isso o tempo de
retencdo dos analitos, o que diminui o tempo de analise.

Apos a separacdo cromatografica, os aparelhos de HPLC estdo munidos de um detetor
com capacidade de detetar uma propriedade fisico-quimica dos componentes e assim tragar 0
registo cromatografico da separacdo (cromatograma), um gréafico onde a propriedade fisico-
quimica detetada é representada em funcéo do tempo de corrida.

Os picos formados no cromatograma permitem a identificacdo dos componentes da
amostra através do tempo de retencdo caracteristico do analito, determinado com o auxilio de

padres do composto. Também permitem a quantificacdo do composto uma vez que a area do
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pico é proporcional & sua concentracdo. A comparacao desta &rea com uma calibracéo obtida
com padrdes permite determinar a concentragcdo da amostra.

Outros parametros precisam de ser controlados de forma a obter resultados fiaveis, como
por exemplo a temperatura da coluna, velocidade de fluxo do eluente e do volume de injecédo
da amostra.

Para caracterizar a separacdo cromatogréfica, aplicam-se os seguintes conceitos: fator de
retencdo (k), seletividade (), eficiéncia (N) e resolucdo (Rs).

Em relacdo ao fator de retencédo, k € a medida de retencdo de determinado composto no
sistema cromatografico em condicGes definidas. Baseia-se nos tempos de retencdo dos
compostos (tr) e de um composto néo retido pela fase estacionéaria ou pela frente de solvente
(to):

[4] k==

to
e a razdo entre os tempos de retencdo ko/ki de dois solutos designa-se por seletividade®*:

[5] ==y

ki tri—to

A medida que cada soluto migra ao longo da coluna verifica-se alguma dispersdo,
representado no cromatograma por um alargamento do pico, que se deseja minimizar. Essa
dispersdo é caracterizada pela eficiéncia na separacdo (N), relacionada com a razdo entre a

largura da base do pico (w) e o tempo de retencéo (tr)**:

[6] N =16 (t—R)2
- w
A eficiéncia aumenta a medida que o comprimento da coluna aumenta ou o tamanho da
particula diminui. De uma forma prética a eficiéncia diminui ao aumentar o fluxo da fase

maovel3,

A resolucdo é uma medida que representa a separacdo de dois componentes que inclui a
dispersdo do pico e a seletividade, onde ¢, e tg, sdo 0s tempos de retencdo e wy € w, as

larguras da base dos picos do cromatograma dos componentes 1 e 2, respectivamente®+°,

[7] Rs — Z(tRz—tRl) _ \/_N (a’_—l) ( ko )

(Wl—Wz) - 4 a 1+k,

O sistema tipico de HPLC é constituido pelos seguintes componentes (Fig 14): A)

reservatorio de eluentes — onde é armazenada uma quantidade suficiente de eluentes de HPLC
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que compde a fase mével; B) conjunto de bombas — que proporcionam o fluxo continuo e
constante da fase movel através do sistema; C) coluna — onde esté localizada a fase estacionaria
e sdo separados os componentes da mistura; D) injetor — permite a introducdo (injecdo) da
mistura de componentes no sistema de separacdo; E) detetor — é o dispositivo que regista de
forma continua as propriedades fisicas especificas do efluente da coluna, sendo 0 mais comum
0 de ultravioleta (UV), que permite um registo continuo da absorvancia a um ou mais
comprimentos de onda selecionados; G) sistema de controlo e aquisicdo de dados (CDS) —é o
sistema que controla todos os parametros de instrumento HPLC (composicdo do eluente,
temperatura, sequéncia de injecdo etc.) e adquire dados a partir do detetor e monitoriza a

performance do sistema (composicao da fase movel, temperatura, presséo etc.)*’.

llustracéo 9 - Representacdo esquematica com componentes de um HPLC. A — Reservatorio
de eluentes; B- conjunto de bombas; C — coluna; D — injetor e amostras; E — detetor; F-
Desperdicio; G — Sistema de controlo e aquisi¢ao de dados.
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3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Materiais, reagentes e equipamento

Usou-se material volumétrico corrente (balGes, provetas e micropipetas) e viais. O
sistema cromatogréafico HPLC usado foi 0 WATERS® Alliance System 2695, constituido por
detetor de diodos 2996, forno da coluna SMH, amostrador automatico SHC e software
Empower® B1154.

Os reagentes usados para a preparacdo da fase modvel foram o hidrogenofosfato
dipotassico (Panreac, reagente pro-analise), EDTA disodico (Panreac, reagente pré-andlise),
bissulfato de tetrabutilamdnio (Panreac, 98%), butanol terciario (Cientific Fisher, reagente pro-
analise), hidréxido de sodio 1N (Panreac, reagente pré-analise), acido fosférico (VWR BDH
Prolabo, reagente pré-analise), acetonitrilo (VWR BDH Prolabo, reagente Super Gradient),
metanol (Chem-Lab, reagente para HPLC, tetrahidrofurano (Panreac, 99,8% para HPLC), &cido
trifluoracético (ACROS, 99%), metabissulfito de sddio (Panreac, reagente pré-analise), acido
cloridrico 1N (VWR Prolabo, 1N) e 4gua ultrapura (Milli-Q). Todas as amostras, padrdes e fase
movel foram dissolvidas e desgaseificadas no banho de ultra-sons (Bandolin Sonorex) antes de
usadas. Para fazer o acerto do pH das soluc¢des que compde a fase moével usou-se o medidor de
pH (301 Hanna Instruments), que foi preparado para qualificar como descrito no capitulo 1
desta tese. Para a pesagem de padrBes e amostras usou-se a balanca analitica (AG285, Mettler
Toledo). Antes da utilizacdo de todos os reagentes consultou-se a ficha de produto CIPAN e a
folha MSDS, de acordo com o procedimento a adoptar apds a reorganizacdo do armazém de
reagentes descrita no capitulo 2.

3.2.2 Condicdes dos métodos

Na tabela 6 estdo descritos 0s parametros usados de acordo com o método da limeciclina na

Farmacopeia Europeia 8.0, designado por método A.

Tabela 6 — Pardmetros do método cromatografico A (FE)

Técnica Cromatografia liquida (HPLC-UV)

Equipamento Waters Alliance

Coluna Thermo Scientific™ HyperREZ™
C8 (8um)
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Comprimento: 250mm
Diametro: 4,6mm

Enchimento: copolimero estireno-divinilbenzeno

Modo de eluicdo Isocrético

Fluxo ImL/min

Detector UV () 254 nm

Temperatura da coluna  60°C

Volume de injecéo Ensaio 1 e 2: 20pL
Ensaio 3: 100 puL

Fase movel Tert-butanol - Bissulfato de tetrabutilamoénio (10g/L) -
Hidrogenofosfato de dipotassio (35g/L) - EDTA dissddico
(40g/L)

20:20:10:1, viviv
Solvente para Metanol
dissolucéo de amostras

Tempo de corrida 60min

Na tabela 7 estdo descritos os parametros usados de acordo com o método em estudo
para a oxitetraciclina para atualizacdo da monografia da oxitetraciclina em novas edi¢cdes da

Farmacopeia Europeia 8.0, designado por método B.

Tabela 7 — Pardmetros do método cromatografico B (EDQM)

Técnica Cromatografia liquida (HPLC-UV)
Equipamento Waters Alliance
Coluna G.L.Sciences Inertsil®

C8 (5um)

Comprimento: 150mm

Didmetro: 4,6mm

Enchimento: gel de silica com octilsilano
Modo de eluigéo Gradiente (min/%B)

0/10
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Fluxo
Detector UV ()
Temperatura da coluna

Volume de inje¢éo

Fase movel
Solucdo A
Solucéo B

Solvente para dissolu¢do de amostras

Tempo de separagdo

5/10

20/35

25/10

1,3 mL/min

254 nm

50°C

Ensaio 1 e 2: 10pL
Ensaio 3: 100 pL

0,05% TFA em agua
ACN — MeOH - THF
80:15:5, viviv
Metanol

20min
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3.3 Discussao de resultados

3.3.1 Amostra de limeciclina no método Ae B

A intencdo da abordagem inicial ao estudo passou por identificar as impurezas E e F.

Como indicado no ponto 3.2.2, no método A usaram-se os parametros do método de anéalise

HPLC de limeciclina pela FE, e no método B os do método de anélise HPLC de oxitetraciclina

em estudo pelo EDQM. Comecou-se por identificar as impurezas padrdo conhecidos, como a

epitetracclina, tetraciclina, 4-epianidrotetraciclina e anidrotetraciclina através da andlise destes

padrbes que estdo representados na solugdo resolugdo no metodo A (llustragéo 10).
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llustracdo 10 - Solucéo resolucdo e) (cf. Anexo XII, preparacdo de amostras e padrdes) com
os padrdes de impurezas de tetraciclina analisados no método A

Tabela 8 - Dados relativos &s impurezas de tetraciclina na solucao resolu¢do no método A

Impureza tr (Min) Area
4-Epitetraciclina 5.003 890753
Tetraciclina 9.133 849506
4-Epianidrotetraciclina | 17.921 1010264
Anidrotetraciclina 46.805 652192

Tabela 9 - Tempos de retencdo das impurezas da limeciclina definidas na monografia da
farmacopeia europeia.

Impureza trr tr (Min)
(Tempo relativo de retencéo) | (tempo de retengéo)
Tetraciclina - 8

Impureza E (desconhecida)

0,5

4
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Impureza A (4-epitetraciclina) 0,6 4.8
Impureza F (desconhecida) 0,68 5,44
Impureza B (2-aceti-2-decarbamoiltetraciclina) | 1,2 9,6
Impureza D (4-epianidrotetraciclina) 1,45 11,6
Impureza G (clorotetraciclina) 1,45 11,6
Impureza C (anidrotetraciclina) 2,95 23,6

Os tempos de retencdo relativos das impurezas sdo obtidos através da divisdo do tempo

de retencio do pico principal, neste caso a tetraciclina, pelo tempo de retencéo da impureza. E

a partir destes tempos de retencdo (Tabela 9) que iremos identificar as impurezas obtidas no

método A.

Obteve-se também a anélise de solucdes padrdo de anidrotetraciclina (llustracdo 11), 4-

epianidrotetraciclina (llustracdo 12) e anidrotetraciclina (llustracdo 13) no método B de forma

a obter o tempo de retencdo de cada impureza. Este passo é importante pois define os tempos

de retencdo das impurezas padréo e podemos posteriormente identifica-las na solucao resolucéo

no método B e também nas fragbes de limeciclina no método B, no segundo ensaio. Nos

cromatogramas apresentados a impureza com maior area € a que corresponde a impureza

analisada.
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llustracdo 11 - Solucdo de anidrotetraciclina (cf. Anexo XI, preparacao de amostras e

padrdes) padrdo analisada no método B
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Tabela 10 - Dados relativos a solucéo de anidrotetraciclina no método B.

Impureza tr (mMin) Area
4-Epianidrotetraciclina | 17,939 71636
Anidrotetraciclina 18,737 4323576
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llustracdo 12 - Solucdo de 4-epianidrotetraciclina (cf. Anexo XI, preparacdo de amostras e
padrdes) padrdo analisada no método B

Tabela 11 - Dados relativos a solucdo de epianidrotetraciclina no método B.

Impureza tr (Min) Area
4-Epianidrotetraciclina | 17,678 8292015
Anidrotetraciclina 18,852 1049017
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lustracdo 13 - Solucdo de 4-epitetraciclina (cf. Anexo XI, preparacdo de amostras e padrdes)
padrédo analisada no método B.

Tabela 12 - Dados relativos a solucdo de 4-epitetraciclina no método B.

Impureza tr (Min) Area
4-Epitetraciclina 7,884 7528387
Tetraciclina 10,016 14004
4-Epianidrotetraciclina | 17,941 40656
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llustracdo 14 - Solucéo resolucdo e) (cf. Anexo XII, preparacdo de amostras e padrdes) com
os padrdes de impurezas de tetraciclina analisados no método B.

A solucdo resolucdo (ilustracdo 14) permite-nos também observar a resolucdo das
impurezas apresentadas, enquanto o método A é um método ajustado a limeciclina o método B
€ uma experiéncia, no entanto pode-se observar que ha uma boa separacdo das impurezas entre

Si.

Tabela 13- Dados relativos &s impurezas de tetraciclina na solucdo resolucdo no método B

Impureza tr (mMin) Area
4-Epitetraciclina 8.193 593715
Tetraciclina 9.927 1132965
4-Epianidrotetraciclina | 17.866 1591438
Anidrotetraciclina 18.909 14775

Ap0s a obtencdo dos cromatogramas da mesma solucao resolucao padrédo pelos métodos
A e B, selecionou-se a amostra padrdo de limeciclina a analisar. Escolheu-se uma amostra
recente e que apresentasse uma boa resolucéo e area de picos. O lote de limeciclina escolhido
foi 0 305.40068 13. Através da comparacdo do cromatograma da amostra com o da solucéo
resolucdo padréo e o das solucdes de impurezas padréo sera possivel reconhecer as impurezas
conhecidas na amostra de limeciclina, tanto no método A como no método B e, por excluséo,

obter os picos suspeitos de corresponder as impurezas E e F
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lustracéo 15 - Solugdo limeciclina lote 305.40068 1 3 analisada no método A.

Observando a ilustracdo 15 e a tabela 14 e de acordo com a tabela 9, que contem 0s
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tempos de retencdo das impurezas podemos identificar a tetraciclina aos 9,520 minutos, através

da ampliacdo identificamos a 4-epitetraciclina aos 4,994 minutos, a impureza E aos 4,145

minutos e a impureza F aos 6,040. Observa-se que a impureza E sai em primeiro lugar seguida

da 4-epitetraciclina, a impureza F segue-se logo na cauda da 4-epitetraciclina e finalmente a

tetraciclina.

Tabela 14 - Dados relativos a solucdo de limeciclina no método A

Impureza tr (Min) Area
Impureza E 4,145 250395
4-Epitetraciclina | 4.994 2751962
Impureza F 6.040 167938
Tetraciclina 9.520 55370159
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llustracdo 16 - Solucdo de limeciclina no método B.

Nesta analise a quantidade de picos é ainda maior, mas aparecem mais dispersos ao
longo do tempo de anélise. Através da andlise da ilustracdo 16 observamos que as impurezas
saem de acordo com o expectavel, isto é, de acordo com a tabela 9 que nos é dada pela
monografia da FE, reconhecemos as impurezas essenciais ao estudo. Analisando o
cromatograma da solucéo de limeciclina no método B podemos atribuir a impureza E ao pico
correspondente aos 7,348 minutos, a 4-epitetraciclina aos 9,652 minutos, a impureza F aos
9,652, a tetraciclina aos 10,554 minutos e a 4-epianidrotetraciclina aos 18,858 minutos. As
impurezas foram identificadas de acordo com os tempos de retencdo obtidos na andlise das

impurezas padréo e solucéo resolucéo.

Tabela 15- Dados relativos a solucdo de limeciclina no método B

Impureza trR tr (Min) Area
Impureza E 0,696 7.348 111930
4-Epitetraciclina 0,873 9.215 1085612
Impureza F 0,914 9.652 67074
Tetraciclina - 10.554 21700283
4-Epianidrotetraciclina | 1,786 18.858 95060

Ap0s reconhecer as principais impurezas calculei os tempos de retencdo relativos que

permitem identificar os picos de acordo com o pico principal, tetraciclina. A impureza E e F foi
reconhecida por sabermos que no método A a impureza E sai antes da 4-epitetraciclina e a
impureza F sai ap6s a 4-epitetraciclina, e por vezes a impureza F sai eluida com a 4-

epitetraciclina, causando tailing no pico.
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3.3.2 Recolha de fracbes no método A e identificacdo de

impurezas no méetodo Ae B

Como as andlises por MS requerem que a impureza esteja isolada, de forma a ser

caracterizada, recolheram-se frac6es da amostra de limeciclina no método A, na ilustracdo 15.

A recolha de fragGes da solugdo de limeciclina no método A e a posterior identificacao
das impurezas nas fracbes no método A e B é um passo de transicdo para observarmos as
diferencas que ocorrem ao mudar apenas um metodo de analise, uma vez que o objetivo final é

o de identificar as impurezas apenas no método B.

Este passo permite confirmar que as impurezas estdo a ser retidas no tempo ja observado
no ensaio anterior, isto no método A e quando se analisam as fracfes no método B pretende-se

observar se 0s tempos também se mantém ou se sdo afetados de alguma forma.
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llustracéo 17 - Fracdo de limeciclina dos 3 aos 4 minutos, no método A.

As fragOes foram analisadas no método A durante menos tempo que o normal uma vez
que os picos E e F que procuramos irdo encontrar-se neste espaco de tempo. Foi necessario
aumentar o volume de injecé@o de 20 microlitros para 100 microlitros de modo a que 0s picos
se tornassem mais visiveis pelo detetor. A fracdo de limeciclina dos 3 aos 4 minutos mostra

alguns picos que se devem a detecdo da fase mével, ndo existindo picos relevantes ao estudo.
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lustragdo 18 - Fragdo de limeciclina dos 3 aos 4 minutos, método B.
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A mesma fracdo no meétodo B ndo € muito informativa, inicialmente ha muita

informacdo devido a fase mdvel e apenas podemos identificar a anidrotetraciclina aos 21.774

minutos, resultado da degradacdo da tetraciclina e que podera estar a sobrepor-se a todos 0s

possiveis picos.

Tabela 16 - Dados relativos a fracdo de limeciclina dos 3 aos 4 minutos, método B.

Impureza tr (mMin) Area
Anidrotetraciclina | 21.774 5849
2 0.006 §
0.004 (2] , \‘
).00 E § g ‘/'n. ':3 ‘/ \
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llustracéo 19 - Fracdo de limeciclina dos 4 aos 5 minutos, método A.

Injection Id 3785
Result Id 3881
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No cromatograma acima podemos observar duas impurezas com especial relevancia,

a0s 4,112 minutos e aos 4,961minutos. A primeiro mantém-se como uma suspeita da impureza

E e a segundo corresponde a 4-epitetraciclina.

Tabela 17 - Dados relativos a fragdo de limeciclina dos 4 aos 5 minutos, método A.

Impureza tr (Min) Area
Impureza E 4112 32550
4-Epitetraciclina | 4.961 82083
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lustracao 20 - Fracdo de limeciclina dos 4 aos 5 minutos, método B.

O cromatograma correspondente ao anterior, mas cujo método de anélise foi diferente

apresenta também ele dois picos. A primeira impureza é uma suspeita da impureza E aos 5,325

minutos e a segunda a 4-epitetraciclina aos 8.973 minutos.

Tabela 18 - Dados relativos a fracdo de limeciclina dos 4 aos 5 minutos, método B.

Impurezas tr (min) Area
Impureza E 5.325 41390
4-Epitetraciclina | 8.973 11219
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llustracdo 21 - Fracdo de limeciclina dos 5 aos 6 minutos, método A.

A fragéo dos 5 aos 6 minutos permite confirmar de forma muito clara a existéncia da 4-
4-epitetraciclina aos 4,964 minutos.

Tabela 19 - Dados relativos a fracdo de limeciclina dos 5 aos 6 minutos, método A.

Impurezas tr (Min) Area
4-Epitetraciclina | 4.964 194401
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llustracéo 22 - Fragédo de limeciclina dos 5 aos 6 minutos, método B.
E possivel observar duas impurezas relevantes, a impureza E aos 5.335 minutos e outra

sera a 4-epitetraciclina aos 8.970 minutos.

A partir desta fracdo soO ja serdo visiveis picos de elevada area como por exemplo a
tetraciclina ou impurezas cujo tempo de retencéo é superior. As impurezas relevantes ao estudo

ja foram apresentadas, ndo se tendo observando a impureza F, talvez porque ter sido eluida
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juntamente com a 4-epitetraciclina. As restantes fragcGes obtidas apresentam valores elevados
de anidrotetraciclina, indicado alguma degradacgéo da tetraciclina ao longo do estudo.

Tabela 20 - Dados relativos a fracdo de limeciclina dos 5 aos 6 minutos, método B.

Impurezas tr (Min) Area
Impureza E 5.335 131748
4-Epitetraciclina 8.970 28712

3.3.3 Recolha de fragcbes no método B e identificacdo de

Impurezas no método A e B

No terceiro ensaio procurdmos isolar as impurezas no método B para depois ser possivel
usar-se em MS. Analisou-se uma amostra de limeciclina no método B como podemos observar
na ilustracdo 18, através dessa amostra recolheram-se fraces que analisamos posteriormente
de forma a observar as impurezas ja identificadas anteriormente e identificar a impureza E e F

no método B através dos tempos de retencdo ja definidos anteriormente.
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llustracéo 23 - Fracdo de limeciclina dos 4 aos 5 minutos, método A.

A fracdo de limeciclina dos 4 aos 5 minutos foi a que anteriormente permitiu visualizar
mais componentes, entre eles era uma possibilidade encontrarem-se as impurezas, no entanto

ao fazermos primeiro a analise no método B recolhendo depois as fracdes e analisando no
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método A, ndo é possivel observar muitos componentes e 0s que é possivel observar sdo em
pequena quantidade. Aos 6,992 minutos serd provavelmente a 4-epitetraciclina, aos 10,086
minutos a tetraciclina e aos 46,228 minutos a anidrotetraciclina.

Tabela 21 - Dados relativos a fragdo de limeciclina dos 4 aos 5 minutos, método A.

Impurezas tr (min) Area
4-Epitetraciclina | 6.992 1629
Tetraciclina 10.086 2101
Anidrotetraciclina | 46.228 33907
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llustracéo 24 - Fracdo de limeciclina dos 4 aos 5 minutos, método B.

A mesma fragdo de limeciclina, recolhida no método B e analisada no método B, tornou-
se inconclusiva, assim como as restantes fragbes, pois ndo permite visualizar nenhum
componente em concreto como podemos observar na ilustracdo 26, deixando-nos com poucas
opcodes para prosseguir o estudo.

Tabela 22 - Dados relativos a fracdo de limeciclina dos 4 aos 5 minutos, método B.

Impurezas tr (Min) Area
4-Epitetraciclina | 8.595 4985

Atraves da ilustracdo 25 e 26 podemos observar uma clara falta de componentes na
amostra, 0S componentes ndo apresentam areas relevantes, ndo tendo assim sido possivel

avancar com o método B proposto para identificar por HPLC as impurezas E e F.
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3.4 Conclusao e perspetivas futuras

O estudo desenvolvido ndo permitiu concretizar o objetivo final de determinar
estruturalmente as duas impurezas E e F da limeciclina que ainda permanecem desconhecidas,
no entanto o estudo carece de mais investimento de tempo e novas abordagens (vd. Infra). Foi
possivel observar algumas suspeitas dos picos no ensaio um, na ilustracdo 16 observou-se a
suspeita de impureza E aos 7,348 minutos e a impureza F aos 9,652 minutos, no ensaio dois na
ilustracdo 190 é possivel tomar como suspeita a impureza E aos 4,112 minutos, contudo sem
certezas. O terceiro ensaio deixou no ar ainda mais incertezas pois ndo permitiu identificar

Impurezas suspeitas.

Futuramente, algumas das abordagens a tomar poderiam envolver formas de aumentar
a resolucdo de picos, como o uso de outras colunas ou outras fases moveis compativeis com
LC-MS, utilizar o HPLC preparativo de forma a recolher uma maior quantidade de amostra,
onde cada fracdo pode ser isolada e obtida uma nova amostra que pode ser caracterizada por
técnicas como MS, para excluir a degradacdo do principio ativo testes de estabilidade

comparativa na preparacdo do método A e na preparacao do método B.

O estudo desenvolvido foi enriquecido através dos dois capitulos que o antecederam,
uma vez que permitiu desenvolver um trabalho mais rigoroso, preciso e eficiente. Os medidores
de pH estéo prontos a ficarem qualificados, o que contribuiu para a normalizacdo na preparagédo
das solucdes. A reorganizacdo do armazém de reagentes permitiu que todos 0os métodos e
solucdes fossem conformes assim como todos os produtos obtidos no laboratério de

investigacdo e desenvolvimento.
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Anexo | — Guia de instrucdo de medidor de pH 301 Hanna Instruments.

AN Guia de instrucéo PN Guia de instrugéo
N/ Cipan Aparelho pH 301 Hanna @ Cipan Aparelho pH 301 Hanna
Instruments Instruments

Leitura de pH Calibracao

1. Ligar & corrente
1. ‘erificar estado do eléctrodo (bolhas e arranhdes)e
2. Pressionar boto () " . OM para ligar e OFF para validade da solugio tampéio.
desligar.
2 Remover eléctrodo de solugéio de KCI | lavar e limpar.
3. Seleccionar modo de leitura pH
e aserone T NAYAY
4. Lavar & limpar eléctrodo P - - 3. Usam-se 3 tampdes ?._!1' E«{T 'EI:
| wo = -1 =
| ’ pH T 10 4
4. Para maior exactiddo T[ 0
5. Mergulhar eléctrodo na solugdo Fﬂl, . o A |
= Lavar Calibrar
B. Obtém-se a leitura ¥ 5. Seleccionar o medo de leitura de pH:
7. A leitura estd fora dos limites quando for exibido no ecrd [: % Lavar e limpar o eléctrodo.
1 7. Mergulhar eléctrodo na solugfio tampéo pH 7
8 Guardar eléctrodo na solugéio KCI (1]
8. Pressionar & obtida entio a

leitura da 1° solugéo tampéo.

9. Confimar pressionando

Guia de instrucé@o medidor de pH 301 Hanna Instruments, pag.1 e 2.

N Guia de instrugéo
w Cipan  Aparelho pH 301 Hanna
Instruments
Calibragao

10. Repetir passo 4,5 e 7 para a solugdo tampéo de pH 10

e 4 respectivamente.

11. Quando a leitura ndo esta num limite entre 70-108%
relativamente & solugdo tampéo € exibida a mensagem

no ecri:

3° tampao - solucao pH

1. Para uma maior robustez da calibragio sempre que
efectuar a calibragio devera no fim medir o pH da
solucdo tampdo pH 6,865 da Radiometer.

2 Proceder de acordo com a leitura de pH (ver Leitura
pH).

3. Este tampdo ird permitir observar a diferenga entre o pH
registado e o pH tabelado, que devera ser inferior a 0,05

unidades pH.

Guia de instrucdo medidor de pH 301 Hanna Instruments, pag. 3 e 4.
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Anexo Il — KIT limpeza e manutencao de medidores de pH e elétrodos.

:: Cipan

KIT Aparelhos pH

P — Esguicho
1 alcool
E 96%
=y <)
Copo "
para e
medi¢do |
—
7 Esguu:ho
agua
destilada
S
Solugio
tampdo
pH?

Papel
absorvente

pH4

| S

Solugdo

tampdo
pH&

pH 10

Solucio
tampdo pH
10

Verificar:

1. o nivel do electrdlito, tem de estar 2-4
cm abaixo do orificio.

2. Solucdo KCI tem de estar fluida, ndo
devem conter cristais.

3. N&o devem existir bolhas, caso
contrario agitar o eléctrodo.

Cuidados:

1. Entre medi¢des manter eléctrodo em
agua destilado, e secar bolbo antes de
medir.

2. Quando ndo esta a usar o eléctrodo
deve manté-lo numa solugdo de KCI
saturada, por periodos longo (+5dias)
selar com parafilme.

Kit limpeza e manuten¢do do medidor de pH e elétrodo.
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CODIGO C290RG11222

<> Cipan IMPRESSO VERSAO 1

DATA 03.14

Anexo Il - Checklist manutencao e limpeza de
medidores de pH e elétrodos

HISTORICO DE REVISOES

Versao Data Descricéo Responsavel

1 03.14 Original LG

Validade 03.17

Elaborado Verificado Aprovado

::AtralCipan A copia deste documento é considerada ndo controlada Pé&g. 76 de 130



CODIGO C290RG11222

<> Cipan IMPRESSO VERSAO 1
DATA 03.14
Data 1 Medidor de pH - Marca: Elétrodo — Marca:
Operador Modelo: Modelo:
N° série: N° série:
Cadigo:

Atividade Observacéo
Medidor pH calibrado? Sim [] Nao []
Qo
i
® Dados da ultima calibragdo  Data T (°C) pH (0) Sens (%) Tamp&ol Tampdao 2
Q
S I .
O elétrodo estd em solugdo armazenamento? Sim [] Nao []
Solugéo armazenamento Marca Lote Validade
@]
c
Q
2 A
&
% A solugéo armazenamento apresenta-se limpida Sim [ ] Nao*! [ ]
E
< A solucdo armazenamento apresenta-se com particulas? Sim** [] Nao [ ]
*1 _ efetuar uma limpeza ao elétrodo.
O nivel do electrdlito esta entre 0-3cm do orificio do elétrodo? Sim [ ]  N&o*?* [ ]
*2 — preencher o elétrodo com solucéo eletrélito
@]
S O orificio do elétrodo esta fechado? Sim [] Nao*® [ ]
ks
w *3 _ fechar orificio
A solucdo de electrélito apresenta-se limpida? Sim [ ] Nao** []

:: Atral Cipan A cépia deste documento é considerada n&o controlada Péag. 77 de 130
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@ Cipan IMPRESSO

CODIGO C290RG11222
VERSAO 1
DATA 03.14

*4 — substituir a solucdo de eletrélito

A solucéo de electrdlito apresenta-se com particulas?

Sim** [] Nao []

Substituicdo solu¢do armazenamento Sim [] Néo []

Substituicdo de solucao eletrdlito Sim [] Nao
Limpeza ao elétrodo Sim [] Nao

Tipo de limpeza

[l
[

Atividade

Observacéo
Existe papel absorvente? Sim Nao*® [] []
s . . - — . <
5 Existe esguicho de agua purificada? Sim [] N&o*® [ ]
=
*5 — Fornecer material necessario
O elétrodo apresenta escurecimento no interior? Sim [] Ndo []
Q Nivel de escurecimento Nenhum Y elétrodo*® % elétrodo*® > % elétrodo*’
2 g
'S o - - - -
o @
S T . 7
2 w *6 — Proceder a limpeza de elétrodo
w
*7 — O elétrodo ja ndo apresenta robustez
O elétrodo esté limpo e pronto a usar? Sim [ ] Néo L]
:: AtralCipan A copia deste documento é considerada ndo controlada
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CODIGO C290RG11222

<> Cipan IMPRESSO VERSAO 1
DATA 03.14

Fornecimento de material Sim [[] Nao []
Qual
Limpeza ao elétrodo Sim [] Nao []

Tipo de limpeza

Troca de elétrodo? Marca Modelo Ne° série
:: AtralCipan A copia deste documento é considerada n&o controlada Pag. 79 de 130



cODIGO C290RL02010

<> Cipan RELATORIO VERSAO 1

DATA 03.14

Anexo IV - Relatorio de operacionalidade de medidores
PH no laboratorio 1&D

HISTORICO DE REVISOES

Verséo Data Descri¢ao Responsavel

1 03.14 Original LG

PALAVRAS-CHAVE

Relatério de operacionalidade de medidores de pH; medidor pH; 1&D;

ASSINATURAS

Nome Funcéo Assinatura Data

::AtralCipan A cépia deste documento é considerada n&o controlada Péag. 80 de 130



C290RL02010

CODIGO
<> Cipan RELATORIO VERSAO 1
DATA 03.14

1. Enquadramento
Determinar a operacionalidade dos medidores de pH é algo a ter em conta na qualificacdo de

equipamentos, assim como para argumentar a validade dos resultados obtidos pelos medidores de pH.

Para tal deve-se estabelecer uma rotina de calibracdo dos medidores, e registar devidamente no
logbook. Serdo os resultados obtidos nas calibracdes que irdo ser usados para a construcao desta base

de dados da operacionalidade do equipamento no laboratério de investigacao e desenvolvimento.

As andlises ao equipamento deve ter em conta os outputs gerados por cada equipamento e trata-los de
acordo com o uso requerido, devem portanto ser estabelecidos critérios de aceitacdo para cada um

deles.

2. Objetivo
O tratamento de dados teve por objetivo determinar a operacionalidade dos medidores de pH do

laboratorio de investigacédo e desenvolvimento para posteriores trabalhos de qualificacao.

3. Resultados

Medidor de pH Hanna Instruments 301

8 -
60 78 -
— 20 1 76 -
T | W , P
5 40 74 1 @
™~ ’
E 30 - —_72 -
= 20 - z 7 K IR I I IR
T 10 26,8 -
;g O T T T T T T T T T T T 6,6 T
% -10 41 2 3 4 56 7 8 9101112 6,4 -
S -20 - 6,2 -
v -30 -‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ’ ‘ ‘ ‘ 6 T T T T T T T T T T T
-40 - 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
N2 Amostras N2 amostras
97 % 102% ¢ pH7 e 0H6,95 pH7,05 ¢ pH7

::AtraICipan
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cODIGO C290RL02010

N

@ Cipan RELATORIO VERSAO 1
DATA 03.14
60 - 75 -
—- 0000000000900 ,
L 50 - 77
S W 65 -
£ 40 - 6 -
v S5,5 -
T 30 - T c
-] o
= 20 - 4,5 -
5 4 -
2 10 35000000000000
A 2
O 3 T T T T T T T T T T T 1
1 2345678910111 123 456 7 8 9101112
o
N2 Amostras N2 amostras
= 97% 102% ¢ pH10 = pH7,05 pH6,95 ¢ pH4
60 - 10,5 -
T 000 000000 1010 66 ® 0640000000
QSO_W >
~N ’
>
€ 40 - 9
P S 85 -
T 30 - T 8 -
3 4
= 20 - 7,5
5 7 .
£ 10 - 65
(7] )y
0 T T T T T T T T T T T 1 6 T T T T T T T T T T T 1
123 456 7 8 9 101112 12 3 45 6 7 8 9 1011 12
N2 amostras N2 amostras
—37% 102% ¢ pH4 ——pH7,05 pH6,95 ® pH10

Figura 1 — As figuras da esquerda representam a sensibilidade, isto é o declive obtido da recta de
calibracdo a pH7, pH10, pH4. O critério de aceitacdo definido foi de 97-102% que, corresponde a
57,812-60,792mV/pH.

As figuras da direita representam o pH(0), isto é a ordenada na origem da recta de calibracéo a pH7,
pH10, pH4. O critério de aceitacdo definido é de 6,15-7,15UpH.

0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 ~

0,02 - o & o *
' ®e ¢ o
o014 ¢ *

L 4 L 4
001 /1234567 89101112
N2 amostras
==pHO pHO,05 @ pHreg-pHtab

pHreg-pHtab

Figura 2 — Diferenca entre o valor do 4° tampao de pH6,865 registado e o valor tabelado, de acordo
com a variacao da temperatura. O critério de aceitacdo definido € o 0-0,05UpH
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’\ cODIGO
@ Cipan RELATORIO VERSAO 1
DATA 03.14
Medidor de pH Metrohm 744
110 8,5 1
— 105 8 -
S
-;.:100’000000000" 575
2 9% :Ic:l. .
-_a -
2 o * o
2 90 * . . . L AR PR
v g5 6,5 - >
80 T T T T T T T T T T T 1 6 T T T T T T T T T T T 1
12 3 45 6 7 8 9101112 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12
N2 amostras N2 amostras
—90% 105% ¢ Sensibilidade =—=pH6,40 pH8 ¢ pH(0)

Figura 3 — A figura da esquerda apresenta a sensibilidade obtida através da curva de calibracéo entre
os tampdes de pH4 e pH7. O critério de aceitacdo definido foi de 90-105%.

A figura da direita apresenta o pH(0) obtido através da recta de calibracdo com o tampé&o de pH4 e pH7.
O critério de aceit¢cdo definido foi de 6,40-8UpH.

0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -

4

cee®e?

pHreg-pHtab

® o

4

0
-0,01

/12 3 456 7 8 9101112

-—

N2 amostras

e pHO pHO,05

@ pHreg-pHtab

Figura 4 - Diferenca entre o pH registado e o tabelado para o 3° tampé&o usado, de pH 6,865 da

Radiometer.
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’\ CcODIGO
N CiPan RELATORIO VERSAO 1
DATA 03.14
Medidor de pH Metrohm 620
4,8 - 7,15
<« ’ 2 ~ 71 V'S
046 - =
s g_ 7,05
g44 7 S 740 e 0 ®ee0e oo
42 7 5 6,95
[¢]
§4-000 L X XX K §6,9 L K 2
$3,8 - ¢ S 6,85
3’6 ; . . . . . . . . . : 6,8 T T T T T T T T T T 1
123 456 7 8 91011 123456 7 891011
N2 amostras N2 amostras
e pH4,05 Ph5,95 & Tamp3o pH4 ====pH7,05 pH6,95 & Tampdo pH7

Figura 5 — Leituras obtidas a pH 4 (esquerda) e pH 7 (direita). Os critérios de aceitacdo estabelecidos
foram de 0-0,05UpH.

0,09 -
®oe
g 0,07 -
S 0,05 -
& L 2R 2
S 0,03 - *
5 ¢ @
0,01 -
00179 2 3 456 7 8 9 1011
N2 amostras
e pHO pHO,05

@ pHreg-pHtab

Figura 6 - Diferencga entre o valor do 3° tamp&o de pH6,865 registado e o valor tabelado, de acordo com
a variacao da temperatura. O critério de aceitacéo definido € o 0-0,05UpH.

sensibilidade (%)

110 - 8,5 7
105 - 8 1
100 - S /5

PSR K I 2 e®0e%e 0 T,
95 -
90 - 6,5 -
85 T T T T T T T T T T T 1 6 T

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12

N2 amostras

e 90% 105% @ Sensibilidade % e nH6,40

Medidor de pH Metrohm 826 mobile

IR PSPPSR I I I I

1 2 3 45 6 7 8 9 101112

N2 amostras

pH8 ¢ pH(0)
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<> Cipan RELATORIO VERSAO 1

DATA 03.14

Figura 7 — Valores de sensibilidade obtidos na recta de calibragcdo com os tampdes de pH 4 e 7. Os

critérios de aceitacao estabelecidos foram 90-105%.

0,06 -

0,05 -

0,04 -

0,03 - .

0,02 - .

L g

0,01 - .

L L
0 _—

001 /1234567 89101112

pHreg-pHtab

N2 amostras
e D HO pHO,05 @ pHreg-pHtab

Figura 9 - Valores da ordenada na origem pH(0) obtidos na recta de calibracdo com os tampdes de pH
4 e 7. Os criterios de aceitagdo s&o 6,40-8UpH.

4. Conclusdes

De acordo com os dados obtidos é possivel observar que o equipamento medidor de pH 744 e 826
Mobile da Metrohm geram sempre outputs que vao de encontro aos critérios internos do aparelho (caso
contrario ndo aceita calibracdo), e que vao ao encontro dos critérios exigidos no grama-lab da

investigacdo e desenvolvimento.

No caso 826 Mobile os valores da diferenca do pH registado com os do pH tabelado do tamp&o pH6,865
sdo mais oscilantes, tal deve-se ao facto de que o elétrodo estava seco, sem solucéo de eletrolito, pois

os valores finais ja estdo menos oscilantes.

Os critérios de aceitacao definidos tém em conta a utilidade dada a cada equipamento. O 744 e o0 826
da Metrohm sdo muito usados em sintese quimica, producédo & escala do grama, logo os critérios podem
ser um pouco mais alargados 90-105% para declive e 6,40-8UpH para o pH(0). O valor de 3° tampdao
de pH 6,865 ndo deve variar mais de 0,05UpH de acordo com a European Pharmacopeia (EP) do valor

de pH tabelado determinada temperatura.

O equipamento 620 da Metrohm é analdgico e portanto ndo gera outputs de resultados como declive e
pH(0), é ajustado manualmente. Através das leituras de pH durante a calibracdo os valores sdo
aceitaveis, ha um ligeiro desvio por vezes que requer um ajuste mas nada relevante para o desempenho.
De acordo com os dados obtidos para o tampéao de pH 6,865 em relacdo ao tabelado € possivel observar

que estao dentro do critério de aceitagao (<0,05).

Os critérios de aceitacdo para a leitura de pH 4 e pH 7 séo de variacao dos valores de pH para leituras

normais, assim como o tampéo pH 6,865, <0,05UpH.
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N

N Cipan RELATORIO VERSAO 1
DATA 03.14
5. Anexos
N.°Anexo  Titulo ' N.°folhas

| Resultados medidor de pH 301 Hanna Instruments, 290PH001 1

Il Resultados medidor de pH 744 Metrohm, 290PH002 2

[ Resultados medidor de pH 620 Metrohm, 290PH003 1

\ Resultados medidor de pH 826 MOBILE Metrohm, 290PH004 1
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’\ cODIGO
@ Cipan RELATORIO VERSAO 1
DATA 03.14
> o ~ ~ ~ - - o 8o o 8o S 5 B ) = » =
@) Q ) Q ) T O QD Q — = (2] 5 he] he] QT € - S
Sz $& ~2~3 83 B3 8F I 3 3 5338 :2283F80flgr ST 2152135 25
= 53¢ % % & om as 88 S 3 ng%jg 25 857°°E878 398 52722 g% 28
290PHO0 10,0 6,88 0,00 i 43,9371 3,91 10,06
1 . a01 700 107 ege %P P00 005 194 19 oo 569 553 P aspo102 Pt 783 0 705 695
p (290PHOO 61 701 100 gg9 887 001 5 05 205 21 27 se9 55 489020 5iggs0g 39 1A 1002 54 gos
1 1 7 3 8 2 3
290PHO0 100 690 688 0,01 i 41,6246 7,03 10,08
3 A a01 701 190 O e 7 0 005 174 18 oo 564 549 “VOF° 4377024 393 1) ° 705 695
290PH00 100 690 688 0,01 i 41,6246 392 705 1012
4 A a01 701 90 O o s 0 005 178 18 o, 565 551 “UO%0 437004 PP 7T 212 705 695
5 290PHOO 51 701 100 690 688 44 o 005 17 17 .1 561 523 23121 4133856 378 703 199 705 605
1 1 1 1 26,9 6 5
290PH00 100 689 687 001 i 48,5620 3,85
6 A a01 701 190 O : 5. 0 005 21 21 oo 57 543 O sioeses P00 702 1002 705 695
290PHO0 100 690 688 002 i 41,6246 393 7,02 10,08
7 . a01 7010 190 O : Lo 0 005 179 18 o, 563 s52 0% az7roza ST D% 705 695
290PHO0 100 689 687 001 i 48,5620 3,89 7,02 10,00
8 A a01 701 10 ’ : o0 0 005 21 21 . 571 551 P sioesas 0 >0 705 695
290PHO00 100 689 687 0,02 i 50,8745 388 7,02 10,03
9 A 01 701 19 5 4 5 0 005 218 22 oo 571 549 "% s3asees ¢ O > 705 695
290PHO0 100 687 688 001 i 41,6246 393 7,05 10,01
10 A 01 701 19 : o U500 005 18 18 o 564 551 ‘MO0 ag7rope BB TO Ot 705 695
290PHO0 100 688 687 000 i 48,5620 3,88 10,04
11 ) a1 701 100 OO 700 005 206 21 o, 57 549 O sioesas Y 708 Y 705 695
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12 2O 401 701 130 659 68T O 005 22 22 26 568 55 U0 s3ae06 P20 (00 10% 705 605
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DATA 03.14
> 4 g oy - g2 3 ® = @ 5 o
5 T3¢ 3 2 U8 Ba 5 2 29 & 88 $3F 357 257 °23F 3§
1 290PHO002 4 7 - 6,85 90-105%|53,64-62,58mV/pH 99,4 6,75 19 19 6,884 0,034 105 90 8 6,4 0,05
2 290PHO002 4 7 - 6,85 90-105%]53,64-62,58mV/pH 99,1 6,67 20,8 22 6,874 0,024 105 90 8 6,4 0,05
3 290PHO002 4 7 - 6,85 90-105%]53,64-62,58mV/pH 99,2 6,61 216 22 6,874 0,024 105 90 8 6,4 0,05
4 290PH002 4 7 - 6,86 90-105%|53,64-62,58mV/pH 99 6,85 19,3 19 6,884 0,024 105 90 8 6,4 0,05
5 290PHO002 4 7 - 6,85 90-105%|53,64-62,58mV/pH 99,2 6,67 20,6 21 6,877 0,027 105 90 8 6,4 0,05
6 290PH002 4 7 - 6,85 90-105%|53,64-62,58mV/pH 99,3 6,83 21,8 22 6,874 0,024 105 90 8 6,4 0,05
7 290PHO002 4 7 - 6,86 90-105%|53,64-62,58mV/pH 98,9 6,8 18,3 18 6,888 0,028 105 90 8 6,4 0,05
8 290PH002 4 7 - 6,85 90-105%|53,64-62,58mV/pH 99,3 6,67 21,5 22 6,874 0,024 105 90 8 6,4 0,05
9 290PH002 4 7 - 6,85 90-105%|53,64-62,58mV/pH 98,5 6,72 22 22 6,874 0,024 105 90 8 6,4 0,05
10 290PH002 4 7 - 6,89 90-105%|53,64-62,58mV/pH 98,5 6,87 18 18 6,888 0,002 105 90 8 6,4 0,05
11 290PH002 4 7 - 6,88 90-105%|53,64-62,58mV/pH 98,4 6,47 20,8 21 6,877 0,003 105 90 8 6,4 0,05
12 290PH002 4 7 - 6,85 90-105%|53,64-62,58mV/pH | 96,56 6,85 22,3 22 6,874 0,024 105 90 8 6,4 0,05
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— o o — — —_

S, sf § B S o5 f: g 3 oz 3oeRfy Bpoo3i el
1 290PH003 4 7 6,85 - - - 17 6,888 0,038 0,05 5 3 8 6 5,865 7,865
2 290PHO003 4 7 6,85 - - - 17 6,888 0,038 0,05 5 3 8 6 5,865 7,865
3 290PHO003 4 7 6,85 - - - 19 6,884 0,034 0,05 5 3 8 6 5,865 7,865
4 290PHO003 3,85 6,9 6,8 - - - 19 6,884 0,084 0,05 5 3 8 6 5,865 7,865
5 290PHO003 3,9 6,9 6,8 - - - 20 6,881 0,081 0,05 5 3 8 6 5,865 7,865
6 290PHO003 4,69 7 6,9 - - - 19 6,884 0,016 0,05 5 3 8 6 5,865 7,865
7 290PHO003 4 7 6,9 - - - 20 6,881 0,019 0,05 5 3 8 6 5,865 7,865
8 290PHO003 4 7 6,85 - - - 22 6,874 0,024 0,05 5 3 8 6 5,865 7,865
9 290PHO003 4 7,1 6,85 - - - 19 6,884 0,034 0,05 5 3 8 6 5,865 7,865
10 290PHO003 4 7 6,85 - - - 20 6,881 0,031 0,05 5 3 8 6 5,865 7,865
11 290PHO003 4 7 6,85 - - - 22 6,874 0,024 0,05 5 3 8 6 5,865 7,865
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PN CODIGO
@ C|pan RELATORIO VERSAO 1
DATA 03.14
p > 5 3 — — 2 O n — o o —
3 a B o o o » o S = 9 el = = - v D g5Cc =0 £ S
2z 2% 3 35353 2% 8 I 5 5 T IZ3138F35 E3 83 33
s o O " o = 3 a o o o S o2 9z Sz ==
3 Ig il S: N "g_,,% S S NSNS c‘O"'C.’aCD S°o @ %CD oo o
1 826 4 7 6, 90- 97, 70 18, 19 68 00 90 105 0,01 8 6,4
MOBILE 9 | 105% 7 38 9 84 16
2 826 4 7 - 6, 90- 98, 69 21, 22 68 00 90 105 0,01 8 6,4
MOBILE 82 105% @64 97 9 74 54
3 826MO 4 7 > 6, 90- 98, 70 22, 22 68 00 90 105 0,01 8 6,4
BILE 84 105% 09 14 3 74 34
4 826MO 4 7 - 6, 90- 97, 70 19, 19 68 00 90 105 0,01 8 6,4
BILE 87 105% @ 95 17 1 84 14
5 826MO 4 7 = 6, 90- 98, 70 21, 21 68 00 90 105 0,01 8 6,4
BILE 85 105% 45 04 2 77 27
6 826MO 4 7 - 6, 90- %, 70 21, 22 68 00 90 105 0,01 8 6,4
BILE 88  105% @ 55 44 9 74 06
7 826MO 4 7 = 6, 90- 97, 70 19, 20 68 00 90 105 0,01 8 6,4
BILE 86 105% 55 17 6 81 21
8 826MO 4 7 - 6, 90- 97, 70 22, 23 68 00 90 105 0,01 8 6,4
BILE 86 105% @ 25 3 8 71 11
9 826MO 4 7 = 6, 90- 97, 70 23 23 68 00 90 105 0,01 8 6,4
BILE 87 105% 2 3 71 01
10 826MO 4 7 - 6, 90- 97, 70 18, 19 68 00 90 105 0,01 8 6,4
BILE 86 105% @ 89 17 9 84 24
11  826MO 4 7 - 6, 90- 97, 70 21, 22 68 00 90 105 0,01 8 6,4
BILE 88 105% 2 25 8 74 06
12 826MO 4 7 - 6, 90- 97, 70 22 22 68 00 90 105 0,01 8 6,4
BILE 86 105% @ 25 19 74 14
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Anexo V - Calibracao, Funcionamento e Manutencao
do Medidor de pH 301, Hanna Instruments, 290PHO001

HISTORICO DE REVISOES

Verséo Data Descricao Responsével

Substitui o documento C290IT18012 de 9 de novembro
de 2010, por motivo de mudanca do tema (de 18-1&D
para 02-Qualidade).

Melhorias nos conteudos calibragéo, funcionamento e

1 04.14 ~ : ~ LG
manutencédo de acordo com informagdo Hanna
Instruments.
Melhoria no layout da IT de modo a facilitar a sua
consulta.
Validade 04.17
Elaborado Verificado Aprovado
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6. Objetivo

Esta instrugéo descreve o funcionamento do medidor de pH 301 da Hanna Instruments, equipamento

290PHO0O01. Esta instrugdo ndo pretende reproduzir integralmente o contetdo do manual de instrugdes,

apenas as instru¢des de funcionamento e de calibracao, e cuidados de manutencéo.

Assim em caso de davida ou avaria é indispensavel a consulta do manual.

7. Definicbes e Siglas

I1&D — Investigag&o & Desenvolvimento

290PHO001 — cdbdigo CIPAN atribuido ao medidor de pH modelo 301, marca Hanna Instruments n° série

507302

8. Responsabilidades

Funcéo

Responsabilidades

Operador/Analista I&D

= Executar a calibragdo/procedimento de utilizacdo, de acordo com as
instrucdes deste documento.

= Cuidar e manter o equipamento em causa.

» Para a calibracdo, caso os valores obtidos ndo se encontrem dentro dos

limites, deve alertar o técnico responsavel pelo projeto.

Técnico responsavel pelo

projeto

= Para a calibracdo, caso os valores obtidos ndo se encontrem dentro dos

limites, definir as devidas a¢des corretivas.

Responséavel 1&D

= Emisséo e atualizacdo deste documento.

:;AtralCipan
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9. Procedimento

= Medidor de pH 290PH001

= FElétrodo de pH de combinagdo com corpo de vidro refd HI 1131B, =

Hanna Instruments

® Sonda de temperatura ref? HI 7669/2W, Hanna Instruments .

" Recipiente de despejos para lavagem do elétrodo

= Copos de pléastico de 30ml

= Papel absorvente

Agua purificada para a lavagem do elétrodo

Solugdo de eletrdlito 3,5 KCl ref2 HI 7071

Solugdo de armazenamento ref2 HI 70300

Gama alcalina: Solugdes tampéo pH 9, pH 8 e pH 7 (rastreaveis
pelo NIST)

Gama écida: Solugdes tampéo pH 7, pH 5 e pH 4 (rastreaveis
pelo NIST)

Etanol 96%

= Sempre que necessario limpar medidor de pH com etanol 96% e papel absorvente.

= Durante a noite, o elétrodo de vidro deve ser mergulhado na solugdo de armazenamento ref? HI 70300

= Entre medig@es, o elétrodo e sonda de temperatura deve ser mergulhado em agua purificada.

= Apo6s medigdes, fechar o orificio do elétrodo.

=" Asolugdo internade eletrélito, c(KCI)=3M, HI 7071, Metrohm, deve estar a um nivel maximo de 3 cm abaixo do orificio.

" Antes de ligar o medidor de pH, verificar visualmente que o elétrodo ndo esta danificado (arranhdes no bolbo ou haste) ou com bolhas

(se necessério, agitar vigorosamente 1 vez para remover as bolhas).

® Quando bolbo e/ou juncdo estiver seco mergulhe a extremidade do elétrodo em solucédo de armazenamento ref2 HI 70300 no minimo

1h antes de o utilizar.

" Pararespostas mais rapidas lavar elétrodo e sonda de temperatura com umas gotas da solugéo que ird medir.

= Efetuar uma limpeza, sempre que necessario, com a solucdo adequada durante 10 - 15min.

. Geral L) HI 7061
. Gordurosas L) HI 7077
- Inorganicas - HI 7074

<> AtralCipan
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4.3 GUIA DE CALIBRAGCAO

INSTRUCOES RAPIDAS

10.

11.

12.

13.

Ligar & corrente e,

0

{
. ~ } .
Pressionar botéo “ para ligar.

pH

Selecionar o modo de leitura pH pressionando a tecla /Zk

Verificar estado do elétrodo (bolhas e arranhdes) assim como a validade das

solucdes tampéo.

Iniciar registo no logbook.

Remover elétrodo de solugéo de armazenamento ref? HI 70300, Hanna
Instruments, lavar e secar.

Destapar o orificio do elétrodo.
;:H:’
Mergulhar o elétrodo e sonda de temperatura em solugdo tampdo — e

CFMiy

. v/
pressionar / A«

Esperar que seja feita a leitura do 1° tamp&o

e

. = . e . .
Quando piscar no ecrd CFM, pressionar ¢/ /" . Retirar o elétrodo e sonda de
temperatura da solucéo, lavar e secar.

Mergulhar o elétrodo e sonda de temperatura em solugdo tampao

Esperar que seja feita a leitura do 2° tampao.
CFMip

) . // . . ~
Quando piscar CFM, pressionar / ~ . Retirar o elétrodo da solucéo, lavar e
secar.

DETALHES

4.1 Quando abrir um recipiente de solucdo tampao etiquetar
com a validade, indicada no frasco pelo fabricante.

5.1 Data| Cddigo CIPAN| N° série elétrodo| pH| lote| marca|
validade dos tampbes a wusar.| pHges| ApH<0,05|
Sensibilidade| pH(0)| Satisfaz/Néo Satisfaz| Efetuado por|
Verificado por|

6.1 Lavar com agua purificada.
6.2 Secar cuidadosamente, tocando ligeiramente no bolbo.

7.1 Durante a calibracéo o orificio deve estar aberto.

8.1 Agitar manualmente e muito lentamente.

8.2 Pode usar dois copos de tampao para aumentar a rapidez
de resposta, o primeiro lava o elétrodo e sonda de
temperatura e o segundo € para a calibrar.

8.1 E exibido o pH da primeira solug&o tamp4o.

10.1 Lavar com agua purificada.
10.2 Secar cuidadosamente, tocando ligeiramente no
bolbo.

11.1 Agitar manualmente e muito lentamente o copo.

”N
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14.1 Agitar manualmente e muito lentamente o copo.
14. Mergulhar o elétrodo e sonda de temperatura em solugao tampao .

15. Esperar que seja feita a leitura do 3° tampé&o.

CFMIp

16. Quando piscar CFM, pressionar ﬁ . Retirar o elétrodo e sonda de
temperatura da solucao, lavar e secar.

CAL DaTA 17.1 Registar:
ﬂ - Sensibilidade Ph 10, 00.0 mV/pH
17. Consultar os dados da calibragao pressionando

- Sensibilidade Ph 4, 00.0 mV/pH
- pH(0), 0.00 pH

- Temperatura (°C)

18. Retirar o elétrodo e sonda de temperatura da solugéo, lavar e secar. 18.1 Lavar com agua purificada.
18.2 Secar cuidadosamente, tocando ligeiramente no bolbo.

19. Verificar a calibragdo usando o tampéao pH 5 e pH 8 como amostra. Para iniciar 19.1 Gama &cida (4-7): tampéo pH 5
oH Gama alcalina (7-9): tampéao pH 8

modo de leitura de pH da solugao, pressionar /2\ 19.2 Registar:

- Leitura do tampéao pH 5, Valor tabelado (consultar
rétulo) e diferenca (PH tabelado- PH obtido)

20. Finalizar o registo no logbook. 20.1 Calibracéo satisfaz se:
- pH (0) entre 6,40 e 8,00

- sensibilidade entre 57,8mV/pH (97%) €60,8mV/pH
(105%0)

- (pH tabelado™ PH obtido) tampé&o pH5 < 0,05

21. Retirar o elétrodo e sonda de temperatura da solugao, lavar e secar. 21.1 Lavar com agua purificada.
21.2 Secar cuidadosamente, tocando ligeiramente no bolbo.

22. Mergulhar o elétrodo na solugdo de armazenamento, ref2 HI 70300, Hanna 22.1 Descartar as solucdes tampao.
Instruments.

P&g. 96 de
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1.
Medidor Seguir as indicagdes dos 1.1 Consultar o loghook.
calibrado ponto 4.3 deste documento.
2. Remover elétrodo de solugdo de armazenamento, ref® HI80300, Hanna 2.1 Lavar com agua purificada.
Instruments, lavar e secar. 2.2 Secar cuidadosamente, tocando ligeiramente no bolbo.
3. Verificar que o orificio se encontra destapado. 3.1 Durante a medigao o orificio deve estar aberto.

‘i ; 4.1 Reduzir a agitagdo sempre que 0 Processo 0 permitir.
4. Mergulhar o elétrodo e sonda de temperatura na solugdo amostra "
pH

5. Para iniciar modo de leitura de pH da solugé&o, pressionar @ .

6. Esperar que seja feita a leitura. 6.1 Quando os triangulos deixarem de ser exibidos a leitura
estabilizou.

7. Registar leitura, em logbook de registo experimental do projeto em causa 7.1 Registar:
(g-Lab) ou na técnica (k-Lab). - cédigo CIPAN do medidor de pH

- valor de pH e temperatura .

8. Retirar o elétrodo e sonda de temperatura da solugéo, lavar e secar. 8.1 Lavar com agua purificada.
8.2 Secar cuidadosamente, tocando ligeiramente no bolbo.

9. Mergulhar o elétrodo na solugdo de armazenamento, ref2 HI 70300, Hanna
Instruments.

10. Tapar o orificio do elétrodo.
L ____________________________________________________________|
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10. Registo
Identificago Compilaca Indexagao Paste.tde Loca! de Tempo~de
o arquivo arquivo retencéo
Analistas/
Logbook Operadores
Aparelhos de pH i 1&D
P bi P NA Cronolégica por Tlpo de Lab. I&D Indeterminado
(ambiente Registo Técnicos 1&D
laboratorial),
matricula 13 Chefe sector
I&D
Logbook Analistas/
Registo Operadores
Experimental do i 1&D
pron)eto NA Cronoldgica por TIPO de Lab. 1&D Indeterminado
Registo Técnicos 1&D
<XXXSSAA(0)>,
matricula
Chefe sector
<XXXSSAA(0)> 18D
11. Documentos Relacionados
[1] Manual de instrucdes do aparelho pH 301 da Hanna Instruments.
[2] Guia para a utilizacdo e manutencdo do elétrodo, Hanna Instruments
12. Anexos
N&o aplicavel.
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Anexo VI -Protocolo de qualificacéao de instalacdo do
medidor de pH 301 Hanna Instruments

HISTORICO DE REVISOES

Versao Data Descricéo Responsavel

1 03.14 Original LG

PALAVRAS-CHAVE

Quialificagédo de equipamentos; Qualificacdo de Instalacéo; Ql; 301; medidor pH; 290PH001

ASSINATURAS

Nome Funcéo Assinatura Data
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1. Ambito

Este protocolo estabelece os procedimentos a seguir, através do registo documentado, da qualificacéo
de instalacdo do medidor de pH modelo 301, da Hanna Instruments, com cddigo CIPAN 290PH001.

Este protocolo representa a evidéncia de que o medidor de pH foi instalado de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

2. Responsabilidades

Funcéo Responsabilidades

» Pelo acompanhamento de todas as verificacbes executadas pelo
membro DES.

» Pela verificagcdo dos pontos que constituem a qualificacdo de

Operador/Analista 1&D instalagcdo, nomeadamente.

= Pelo preenchimento das folhas de registo de qualificacdo de
instalagé@o, que se encontram no anexo 1.

» Pela elaboracdo do protocolo e respetivo relatorio de qualificagéo de
instalagéao.

Tecnico DES = Verificaco das utilidades necessérias na area elétrica

» Pela aprovagado do registo de qualificacdo de instalacdo (Ql) apos
preenchimento de todos os pontos.
Responsavel [&D » Pela aprovagdo de eventuais agdes corretivas e pela nomeagdo do
membro a implementa-las.
» Verificacdo da eficicia das a¢bes corretivas.
» Emissao e atualizacdo deste documento.

3. Descricdo de equipamentos

» Medidor de pH modelo 301, n° série 507302,
marca Hanna Instruments e codigo CIPAN
290PHOO01.

Equipamento = Elétrodo de pH de combinag&o com corpo de
vidro ref2 HI 1131B, Hanna Instruments.

= Sonda de temperatura reft HI 7669/2W,
Hanna Instruments.

= Transformador 12V Ref? HI710006, Hanna

(categoria B)

Instruments.
Utilidade » Medig&o de pH em solucdes de fase movel
de HPLC
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4. Procedimento

4.1. Documentacgao associada: a documentacao que suporta esta fase da qualificacado devera ser a
seguinte
= Manual de instru¢des do aparelho pH 301 da Hanna Instruments;
= Guia para a utilizagdo e manutencéo do elétrodo, Hanna Instruments;
= |nstrucao técnica C290I1T02027;
= Registo de formacao individual aos operadores;
= Certificados emitidos pelo fabricante.

4.2. Requisitos: Para instalacdo e o funcionamento deste equipamento sdo necessarias as seguintes
condigbes:
= Espaco de bancada de 1m;
» Temperatura ambiente estavel T..=25°C, de acordo com operacionalidade do equipamento,
entre 5-40°C;
» Humidade estavel, de acordo com intervalo do equipamento, entre 20-80%;
= |nterferéncias magnéticas e elétricas ausentes ou quase inexistentes.

4.3. Testes: O objetivo dos testes nesta fase de qualificacdo é o de avaliar a instalacdo de acordo com:
= Servigo prestado
= Cumprimento dos requisitos do fabricante
= O ambiente onde ¢é instalado o equipamento
» Sucesso da instalacao
» Diagnoéstico e teste preliminar

As folhas de registo apresentam a descriminagéo de todos os parametros avaliados para qualificar a
instalacdo. Com o objetivo de verificar se 0 equipamento foi entregue e instalado corretamente, de
acordo com o manual do fabricante. Os testes apresentam-se descritos em anexo, e no relatério de
gualificacdo do protocolo.

”N
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%, Sim &
Andlise
%, Nao correcgdo

Interrupgéo | Responsavel |_
1&D H

Ql i

Andlisedo |
desvio

” Operador

Iexauy/

‘ Protocolo Ql
— 7

Acgdo
correctiva

1&D

Arquivar

Figura 1 — Procedimento apds a realizagéo do teste de qualificacdo de instalagéao.

Sempre que for detetado algum desvio, o técnico responsavel pela seccao devera registar nas referidas
folhas de registo QI qual o desvio detetado e quais as agfes corretivas a implementar.

Seguidamente, as acdes corretivas sugeridas serdo avaliadas e aprovadas pela responsavel da sec¢ao
de investigagdo e desenvolvimento, a qual nomearé o responsavel para implementagdo das mesmas.
Apos implementagdo das agles corretivas, € necessario verificar novamente o cumprimento do ponto
gue originou o desvio, sendo emitida uma nova folha de registo.

A detecdo de um desvio implica a interrup¢do da qualificacdo, devendo ser retomada apenas apoés
implementacéo da Acéo corretiva aprovada e verificagdo da sua eficacia.

5. Programade manutengé&o

= Verificar se o medidor de pH se apresenta
limpo e em boas condigfes de uso isto &,
auséncia de danos no equipamento

= Verificar se equipamento esta calibrado
para o trabalho que ird efetuar.

= Verificar se elétrodo se apresenta em bom
estado de conservagao e pronto a usar:

= Proceder a uma verificacdo global do
equipamento através de checklist.

= Trocar eletrélito (solucdo interna do
elétrodo).

= Colocar em solucédo limpeza apropriada ao
uso dado ao elétrodo.

= Trocar solu¢gdo armazenamento elétrodo

o Nivel de eletrélito entre 0-3cm do KCI, 3M.
orificio
o Auséncia de bolhas e arranhdes no
bolbo
o Apresenta-se com algum
escurecimento
<> AtralCipan A copia deste documento é considerada néo controlada Pag 113;33 de
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o Armazenado em solucdo de
armazenamento KCI, 3M.

A qualificacéo de instalagéo esta aceite quando todos os pontos existirem e forem afirmativos.

Folha de registo de qualificacdo de instalagdo do medidor de pH 290PH001

N.°© Anexo Titulo N.° folhas
Anexo | Folhas de registo de QI Hanna Instruments, 290PH001 4
<> AtralCipan A copia deste documento € considerada n&o controlada Pag' 104 de
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1.1 | O cddigo CIPAN indicado na etiqueta de identificacdo

1.2 | Marca do equipamento

1.3 | Modelo do equipamento

1.4 | N° série indicado na placa de identifica¢éo

1.5 | N° série do elétrodo associado

1.6 | Adquirido:

[VN

em

Data__ / / Verificado por

Aprovado por A implementar por Data
/ /

2.1 | Manual de instrucdes disponivel?

Cdédigo do documento

Localizacéo
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2.2 | Existe instrugdo CIPAN de funcionamento do equipamento?

Cdédigo do documento

2.3 | Existe um programa de calibracéo interna?

Cdédigo do documento

2.4 | Existe um programa de calibracdo externa?

Caodigo do documento

2.5 | Existem certificados emitidos pelo fabricante no momento da aquisi¢éo do
equipamento?

Localizag&o dos certificados

2.6 | Existem certificados de calibragéo anteriores a qualificagéo?

No caso de existirem qual a data e cdédigo do ultimo
/ /

2.7 | Est4 previsto um programa de formagéo dos operadores?

Caédigo do documento

2 g | Os documentos acima mencionados estéo atualizados, a data da qualificacéo?

Data__ / / Verificado por

Aprovado por A implementar por Data
/ /

Sim | Néo
3.1 | Espaco disponivel de bancada com cerca de 1m?

| 3.2| A temperatura de trabalho situa-se entre 5 a 40°C?
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Valor medido Rubrica

3.3 | A temperatura de trabalho situa-se entre 5 a 40°C?
Valor medido Rubrica

3.4 | A humidade relativa situa-se entre 20 a 80%
Valor medido Rubrica

1

3.5 | Existem interferéncias elétricas ou magnéticas?

Data__ / / Verificado por

Aprovado por A implementar por Data
/ /

4.1 | Verificar se o elétrodo esta ligado corretamente ao medidor de pH
4.2 | Verificar se a sonda de temperatura NTC esta corretamente ligada ao medidor de
pH e elétrodo

Data__ / / Verificado por

Aprovado por A implementar por Data
/ /
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5.1 | Verificar que ao pressionar a tecla ON a luz LED ao lado se acende.
5.2 | Navegar pelos modos de medigdo pH, mV e T(°C).
5.3 | Para verificar a tltima calibracdo selecione CAL DATA.

Data__ / / Verificado por

Aprovado por A implementar por Data
/ /
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Anexo VII - Protocolo de qualificacao de operacao do
medidor de pH 301 da Hanna Instruments, 290PH001

HISTORICO DE REVISOES

Verséo Data Descri¢ao Responsével

1 03.14 Original LG

PALAVRAS-CHAVE

Qualificagéo de equipamento; Qualificagdo de operacdo; QO; 301 Hanna Instruments; Medidor de pH;
290PHO001.

ASSINATURAS
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1. Ambito
Este protocolo estabelece os procedimentos a seguir, através do registo documentado, da qualificacao
de operacdo do medidor de pH modelo 301 da Hanna Instruments, com cddigo CIPAN 290PHQO01.

Este protocolo representa evidéncia de que o medidor permite em rotina obter resultados analiticos
consistentes. Na qualificacdo de operagédo do medidor deve usar-se 0 método de calibracao descrito na
instrucdo técnica C290IT02027.

2. Responsabilidades
Funcéao Responsabilidades

» Realizagdo de todos os testes necessarios & qualificagdo de

operacao.
Operador/Analista 1&D * Elaboragéo do protocolo de qualificagédo de operagao e respetivo
relatoério.
= Supervisionamento e avaliagdo dos testes realizados pelo
analista.

» Pela aprovacdo do registo de qualificagdo de instalacdo (QO)
apos preenchimento de todos o0s pontos.

» Pela aprovacgdo de eventuais agdes corretivas e pela nomeacao
do membro a implementa-las.

» Verificag8o da eficacia das ac¢des corretivas.

» Emisséo e atualizacdo deste documento.

Responsavel |1&D

3. Descricao de operacionalidades
Verificar que o equipamento executa fungdes basicas necessarias ao trabalho de rotina. Com este
ponto ndo se pretende verificar todas as potencialidades do equipamento. Assim as fungfes
operacionais sao:

= [|nicializar o equipamento

= Aceder aos métodos de analise de calibracéo

» Executar uma calibragéo

» Executar uma analise

= Aceder aos dados de calibracdo e de analise armazenados em GLP.

9. Procedimento
9.1. Equipamento auxiliar de medicao

" Medidor de pH 290PH001 = Agua purificada para a lavagem do elétrodo
" Elétrodo de pH de combinagdo com corpo de vidro refd HI ® Solucdo de eletrdlito 3,5 KClI refd HI 7071
1131B, Hanna Instruments = Solugdo de armazenamento refé HI 70300
® Sonda de temperatura reft HI 7669/2W, Hanna Instruments = Gama alcalina: Solucdes tampao pH 9, pH 8 e pH 7 (rastreéveis
® Recipiente de despejos para lavagem do elétrodo pelo NIST)
= Copos de pléastico de 30ml ® Gama acida: Solug6es tampéo pH 7, pH 5 e pH 4 (rastreaveis
= Papel absorvente pelo NIST)
= Etanol 96%
’\AtraICipan A copia deste documento é considerada n&o controlada Pag' 111de
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9.2. Plano de calibracédo

O elétrodo combinado de pH com corpo de vidro ref? HI131, Hanna Instruments possui certificado de
calibracdo do fabricante, sendo verificado diariamente ou sempre que utilizados.

A calibracao é feita segundo a instrucéo técnica C2901T02027 e é registado no respetivo logbook.

9.3. Testes

De modo a verificar se 0 medidor de pH 301 Hanna Instruments opera de acordo com as instrucdes
elaboradas realizam-se testes que se dividem em duas fases.

1° Fase — Calibragéo do sistema medidor pH, se tudo estiver conforme passa-se entdo para a fase
seguinte. A precisdo dos resultados sera tanto maior quanto mais precisa for a calibragdo, sendo
importante a utilizacéo de tampdes rastreaveis ao NIST.

2° Fase — Calibracdo do sistema medidor pH em amostra padrdo. Efetuar as medicdes de pH a
temperatura 25+5°C na solugéo tampdo certificada pela IUPAC pH=6,865+0,010 ao longo de 24h.

- . - * — .

Cualificacao " . - Registar

de Operacdo i Requisitos Folhas QO
oK? “, o cumpridos

Jexauy

intupcio L e e
| 1ED |

Analize do
desvio

- 1&D

Arguivar

Figura 1 — Procedimento apds a realizacédo do teste de qualificacdo de operacéo.

Pag. 112 de
130

”N

\’Atra|Cipan A copia deste documento é considerada néo controlada



’\ Ci PROTOCOLO K
\ ’ Ipan VERSAO 1

DATA 03.14

Sempre que for detetado algum desvio, o técnico responsavel pela seccao devera registar nas referidas
folhas de registo QO qual o desvio detetado e quais as a¢des corretivas a implementar.

Seguidamente, as acdes corretivas sugeridas serdo avaliadas e aprovadas pela responsavel da sec¢éo
de investigagéo e desenvolvimento, a qual nomear& o responsavel para implementagdo das mesmas.
Apo6s implementacdo das agdes corretivas, € necessario verificar novamente o cumprimento do ponto
gue originou o desvio, sendo emitida uma nova folha de registo.

A detecdo de um desvio implica a interrup¢do da qualificacdo, devendo ser retomada apenas apos
implementacdo da Acdo corretiva aprovada e verificagdo da sua eficacia.

10. Critérios de aceitagcao
A qualificacé@o de instalacdo esta aceite quando todos os pontos existirem e forem afirmativos.

11. Documentos impressos associados
Folha de registo de qualificacdo de operacdo do medidor de pH 290PH001

12. Anexos
N.° Anexo Titulo N.° folhas
Anexo I Folhas de registo de QO Hanna Instruments, 290PH001 3
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1 DESCRICAO DO EQUIPAMENTO Sim | Nao
1.1 O codigo CIPAN indicado na etiqueta de identificacéo:
1.2 NuUmero de série do medidor:
1.3 Elétrodo associado:

Modelo: , n°

série
1.4 Sonda de temperatura associada:

Modelo: , n°

série
15 O relatério de qualificacdo de instalag&o foi aprovado?

Cadigo do relatério de qualificacao de

instalagcéo

Data___/ / Verificado por
Desvios Acéo Corretiva
Aprovado por A implementar por Data

/ /
2 PROCEDIMENTO DE CALIBRAQAO Sim | Nao
2.1 Calibracéo
2.1.1 |Pressionar botdo pH;
<>Atra|Cipan A copia deste documento é considerada n&o controlada Pég 114 de
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2.1.2 | Pressionar botao Cal;

2.1.3 |Introduzir elétrodo e sonda no copo que contém o tampéao pH 7;
O elétrodo e o sensor de temperatura devem estar mergulhados cerca de 1,5cm,
quando aparecer CFM, pressionar CFM.

2.1.4 |Introduzir elétrodo e sonda no copo que contém o tampéao pH 10;
O elétrodo e o sensor de temperatura devem estar mergulhados cerca de 1,5cm,
quando aparecer CFM, pressionar CFM.

2.1.5. | Introduzir elétrodo e sonda no copo que contém o tampéao pH 4;
O elétrodo e o sensor de temperatura devem estar mergulhados cerca de 1,5cm,
gquando aparecer CFM, pressionar CFM.

2.1.5 |Resultado obtido para o zero pH

2.1.6 |Resultado obtido para a sensibilidade

2.1.7 |Resultado obtido para a temperatura

2.1.8 | Imprimir os resultados da calibragéo

Data__ / / Verificado por

Desvios Acéo Corretiva

Aprovado por A implementar por Data

/ /
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3 PROCEDIMENTO DE MEDICAO DE pH EM AMOSTRAS Sim [ Nao
3.1 Medicéo do pH em amostras-padrao
Registar marca, lote e prazo de validade do tampéo pH 6,865
Marca Lote
Val.
311 Introduzir o elétrodo e a sonda no copo contendo tampé&o 6,865 e
pressionar pH.
O elétrodo e o sensor de temperatura devem estar mergulhados
cerca de 1,5cm
3.1.2 Resultado obtido para o tampéo pH 6.865 a temperatura ambiente; t = 0 horas
pH = T(°C) =
3.1.3 Resultado obtido para a nova solugéo tampéao pH 6.865 & temperatura de
aproximadamente 20°C; t= 0 horas
pH = T(°C) =
3.1.4 Resultado obtido para a nova solugéo tampéo pH 6.865 & temperatura de
aproximadamente 30°C; t= 0 horas
pH = T(°C) =
3.15 Resultado obtido para a nova solugédo tampao pH 6.865 & temperatura
ambiente; t =6 horas
pH = T(°C) =
3.1.6 Resultado obtido para a nova solugéo tampéo pH 6.865 & temperatura 20°C; t
=6 horas
pH = T(°C) =
3.1.7 Resultado obtido para a nova solugédo tampéao pH 6.865 & temperatura 30°C; t
=6 horas
pH = T(°C) =
3.1.8 Resultado obtido para a nova solugéo tampéo pH 6.865 a temperatura
ambiente; t =24 horas
pH = T(C) =
3.1.9 Resultado obtido para a nova solugcdo tampao pH 6.865 & temperatura de
aproximadamente 120°C; t =24 horas
pH = T(°C) =
<>Atra|Cipan A copia deste documento é considerada ndo controlada Pég 1]3']66 de
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3.1.10 Resultado obtido para a nova solugédo tampéao pH 6.865 & temperatura de

aproximadamente 30°C; t =24 horas

pH = T(°C) =
3.1.11 Imprimir os resultados das medi¢des
Data___ / / Verificado por
Desvios Acéo Corretiva
Aprovado por A implementar por Data
/ /
<>AtralCipan A copia deste documento € considerada ndo controlada Pég 117 de
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Anexo VIII - Protocolo de qualificacao de desempenho
do medidor de pH 301 Hanna Instruments, 290PH001

HISTORICO DE REVISOES

Verséo Data Descri¢ao Responsavel

1 03.14 Original LG

PALAVRAS-CHAVE

Qualificagéo de equipamentos; Qualificagcdo de desempenho; QD; 301 Hanna Instruments; Medidor de
pH.

ASSINATURAS

Nome Funcéo Assinatura Data
indice
1.  AMBITO 120
::AtralCipan A copia deste documento é considerada néo controlada Pag' 118 de

130


file:///C:/Users/Lurdes%20Granadeiro/Desktop/Estágio%20-%20Lurdes/Qualificação%20de%20equipamentos%20-%20medidor%20de%20pH/Documentos%20IT,%20PL,%20PT%20e%20RL/5.%20Documentos%20Finais/C290PT02119%20-%20Protocolo%20de%20qualificação%20de%20desempenho%20medidor%20de%20pH%20301%20Hanna%20(QP).docx%23_Toc444356779

CODIGO C290PT02119

<> Cipan PROTOCOLO VERSAO 1
DATA 03.14
2. RESPONSABILIDADES 120
3. PROCEDIMENTO 120
3.1. VERIFICACOES GERAIS 120
3.2. ESCOLHA DA AMOSTRA120
3.3. TESTES DE DESEMPENHO 120
3.4. TESTES DE DESEMPENHO REPETIBILIDADE E EXATIDAO 121
5. CRITERIOS DE ACEITACAO 122
6. DOCUMENTOS IMPRESSOS ASSOCIADOS 122
7. ANEXOS 122
N Pag. 119 de

\’AtraICipan A copia deste documento é considerada néo controlada

130


file:///C:/Users/Lurdes%20Granadeiro/Desktop/Estágio%20-%20Lurdes/Qualificação%20de%20equipamentos%20-%20medidor%20de%20pH/Documentos%20IT,%20PL,%20PT%20e%20RL/5.%20Documentos%20Finais/C290PT02119%20-%20Protocolo%20de%20qualificação%20de%20desempenho%20medidor%20de%20pH%20301%20Hanna%20(QP).docx%23_Toc444356780
file:///C:/Users/Lurdes%20Granadeiro/Desktop/Estágio%20-%20Lurdes/Qualificação%20de%20equipamentos%20-%20medidor%20de%20pH/Documentos%20IT,%20PL,%20PT%20e%20RL/5.%20Documentos%20Finais/C290PT02119%20-%20Protocolo%20de%20qualificação%20de%20desempenho%20medidor%20de%20pH%20301%20Hanna%20(QP).docx%23_Toc444356781
file:///C:/Users/Lurdes%20Granadeiro/Desktop/Estágio%20-%20Lurdes/Qualificação%20de%20equipamentos%20-%20medidor%20de%20pH/Documentos%20IT,%20PL,%20PT%20e%20RL/5.%20Documentos%20Finais/C290PT02119%20-%20Protocolo%20de%20qualificação%20de%20desempenho%20medidor%20de%20pH%20301%20Hanna%20(QP).docx%23_Toc444356782
file:///C:/Users/Lurdes%20Granadeiro/Desktop/Estágio%20-%20Lurdes/Qualificação%20de%20equipamentos%20-%20medidor%20de%20pH/Documentos%20IT,%20PL,%20PT%20e%20RL/5.%20Documentos%20Finais/C290PT02119%20-%20Protocolo%20de%20qualificação%20de%20desempenho%20medidor%20de%20pH%20301%20Hanna%20(QP).docx%23_Toc444356783
file:///C:/Users/Lurdes%20Granadeiro/Desktop/Estágio%20-%20Lurdes/Qualificação%20de%20equipamentos%20-%20medidor%20de%20pH/Documentos%20IT,%20PL,%20PT%20e%20RL/5.%20Documentos%20Finais/C290PT02119%20-%20Protocolo%20de%20qualificação%20de%20desempenho%20medidor%20de%20pH%20301%20Hanna%20(QP).docx%23_Toc444356784
file:///C:/Users/Lurdes%20Granadeiro/Desktop/Estágio%20-%20Lurdes/Qualificação%20de%20equipamentos%20-%20medidor%20de%20pH/Documentos%20IT,%20PL,%20PT%20e%20RL/5.%20Documentos%20Finais/C290PT02119%20-%20Protocolo%20de%20qualificação%20de%20desempenho%20medidor%20de%20pH%20301%20Hanna%20(QP).docx%23_Toc444356785
file:///C:/Users/Lurdes%20Granadeiro/Desktop/Estágio%20-%20Lurdes/Qualificação%20de%20equipamentos%20-%20medidor%20de%20pH/Documentos%20IT,%20PL,%20PT%20e%20RL/5.%20Documentos%20Finais/C290PT02119%20-%20Protocolo%20de%20qualificação%20de%20desempenho%20medidor%20de%20pH%20301%20Hanna%20(QP).docx%23_Toc444356786
file:///C:/Users/Lurdes%20Granadeiro/Desktop/Estágio%20-%20Lurdes/Qualificação%20de%20equipamentos%20-%20medidor%20de%20pH/Documentos%20IT,%20PL,%20PT%20e%20RL/5.%20Documentos%20Finais/C290PT02119%20-%20Protocolo%20de%20qualificação%20de%20desempenho%20medidor%20de%20pH%20301%20Hanna%20(QP).docx%23_Toc444356787
file:///C:/Users/Lurdes%20Granadeiro/Desktop/Estágio%20-%20Lurdes/Qualificação%20de%20equipamentos%20-%20medidor%20de%20pH/Documentos%20IT,%20PL,%20PT%20e%20RL/5.%20Documentos%20Finais/C290PT02119%20-%20Protocolo%20de%20qualificação%20de%20desempenho%20medidor%20de%20pH%20301%20Hanna%20(QP).docx%23_Toc444356788

PN CODIGO  C290PT02119
(> Cipan PROTOCOLO VERSAO 1

DATA 03.14

4. Ambito
Este protocolo estabelece os procedimentos a seguir, através do registo documentado, da qualificacéo
de desempenho do medidor de pH modelo 301, da Hanna Instruments, com cdigo CIPAN 290PHO0O01.

Este protocolo representa a evidéncia de que o medidor 301 Hanna Instruments instalado e operacional
permite a obtencdo em rotina de resultados analiticos consistentes. Os testes e verificacdes a realizar
para a qualificacdo de desempenho tém por base a gama de utilizacdo do medidor de pH em questéao.

5. Responsabilidades

Funcéao Responsabilidades

» Pela realizacdo dos pontos que constituem a qualificagdo de
desempenho.
Operador/Analista 1&D * Pelo preenchimento das folhas de registo de qualificacdo de
desempenho, que se encontram no anexo |.
» Pela elaboracdo do protocolo e respetivo relatério de qualificacéo de
desempenho.
» Pela aprovacdo do registo de qualificacdo de instalacdo (QD) apos
preenchimento de todos os pontos.
Responsavel [&D * Pela aprovagdo de eventuais acgdes corretivas e pela nomeacéo do
membro a implementa-las.
» Verificagdo da eficacia das ac¢des corretivas.
*» Emissao e atualizagdo deste documento.

6. Procedimento

6.1. VerificagOes gerais
» Localizacdo do medidor de pH;
» |dentificacdo do medidor de pH
» Identificag@o do elétrodo e sensor de temperatura associado;
» Verificagdo do estado e programacao de funcionamento do equipamento;
= |dentificar a amostra a usar nos testes de performance.

6.2. Escolha da amostra

Escolheu-se a fase mével do método de analise do cloridrato de minociclina como amostra a utilizar
nos testes de qualificacdo de desempenho do medidor de pH em questéo, dado o conhecimento desta
fase movel e inimeros dados historicos ja recolhidos. Deste modo, existe garantia de que os
resultados sdo homogéneos e os intervalos de variacdo sdo conhecidos.

6.3. Testes de desempenho
De modo a verificar se o equipamento medidor 301 Hanna Instruments tem o desempenho esperado,
realizaram-se dois testes.

1° Fase - Calibracdo do medidor ph, utilizando padrdes de pH rastreaveis. Se tudo estiver conforme
passa-se & fase seguinte.
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2° Fase - Medigéo do pH em amostra corrente do laboratério 1&D

6.4. Testes de desempenho repetibilidade e exatidao
Permitem avaliar o comportamento do equipamento ao nivel do desempenho, através de testes praticos,
determinando a repetibilidade e exatid&o.

Através da andlise da repetibilidade pretende-se garantir que um resultado obtido é idéntico a outro,
obtido imediatamente a seguir, nas mesmas condi¢des.

Calcula-se entéo o limite de repetibilidade, para um nivel de confianca de 95% através da seguinte
expressao:

r= 2,8\/Sij2, onde Sl-jz € a variancia associada aos resultados considerados.

Com a exatidao, pretende-se garantir que os resultados obtidos estdo préximos do valor tido como
verdadeiro.

Todos os testes devem ser feitos no intervalo de temperatura de 20-30°C.

As folhas de registo apresentam a descriminacéo de todos os parametros avaliados para qualificar a
instalagcdo. Com o objetivo de verificar se 0 equipamento foi entregue e instalado corretamente, de
acordo com o0 manual do fabricante. Os testes apresentam-se descritos em anexo, e no relatério de
qualificacdo do protocolo.

T T p— i
de Requisitos Registar Folhas QD
Desempenho cumpridos
(8] %4 r

IExBUY

".. !; .“‘"
. - COMmeccan
5, 0 ¢ )
| r-"‘_"_ | Protocolo I
. ' Respo | =
Interupgdo | ) nséfel 5
QD g “

[[1 0 I

Analize do g
desvio “ 1&D0

Figura 1 — Procedimento ap0s a realiza¢édo do teste de qualificacdo de desempenho.
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Sempre que for detetado algum desvio, o técnico responsavel pela seccao devera registar nas referidas
folhas de registo QD qual o desvio detetado e quais as acdes corretivas a implementar.

Seguidamente, as ac¢des corretivas sugeridas serdo avaliadas e aprovadas pela responsavel da secgéao
de investigagdo e desenvolvimento, a qual nomear& o responsavel para implementacdo das mesmas.
Apo6s implementacdo das agdes corretivas, € necessario verificar novamente o cumprimento do ponto
gue originou o desvio, sendo emitida uma nova folha de registo.

A detecdo de um desvio implica a interrup¢cédo da qualificacdo, devendo ser retomada apenas apoés
implementacéo da agéo corretiva aprovada e verificagdo da sua eficacia.

5. Critérios de aceitacao
A qualificacéo de instalacdo esta aceite quando todos os pontos existirem e forem afirmativos.

6. Documentos impressos associados
Folha de registo de qualificacdo de desempenho do medidor de pH 290PH001

7. Anexos
N.° Anexo Titulo N.° folhas
Anexo | Folhas de registo de QD Hanna Instruments, 290PH001 3
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= Critério N&o
1 VERIFICACOES GERAIS Aceitacio Resultado | Cumpre Cumpre
11 Localizacao do equipamento:
1.2 | Temperatura ambiente 20 - 30°C
13 O codigo CIPAN indicado na etiqueta de identificagao Resposta
" | coincide com a referéncia indicada no protocolo? Afirmativa
14 Numero de série do medidor de pH:
15 Numero de série do elétrodo, modelo e marca:
16 NUmero de série modelo e marca do sensor de temperatura:
L e e Resposta
2
O relatério de Qualificacdo de Operacéo foi aprovado* Afirmativa
1.7
Cddigo do relatério de qualificacéo de operagéo:
1.8 | O equipamento esta devidamente calibrado? R_espos_,ta
Afirmativa
Registar os parametros:
Zero pH Sensibilidade Temp? Cal.
19 Os parametros introduzidos para a caracteriza¢éo do Resposta
" | método sdo os que constam no documento C230IT020327? Afirmativa
110 Identificar fase movel de andlise de cloridrato de minociclina a utilizar nos testes de performance:

Verificagdes efetuadas por Data /
Desvios Acéo Corretiva
Aprovado por A implementar por Data / /
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N
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Critério N&o
2 | TESTES DE PERFORMANCE Aceitagdo | Resultado | Cumpre | o\ 0o
2.1 AGUA FERVIDA E RESFRIADA OU DE GRAU 1
Introduzir o elétrodo e a sonda no copo contendo agua
fervida e resfriada ou de grau 1 e premir o botédo CAL. Resposta
Tanto o elétrodo como a sonda de temperatura estao Afirmativa
imersos a pelo menos 1,5cm?
2.1.2 1)
Registar os resultados obtidos para a agua fervida e oC
_ 5,8< pH <6,6
resfriada ou de grau 1. 2)
°C
2.2 AMOSTRA
Introduzir o elétrodo e a sonda no copo contendo a
201 solugdo amostra e premir o botdo CAL. Tanto o elétrodo Resposta
- como a sonda de temperatura estdo imersos a pelo Afirmativa
menos 1,5cm?
2.2.2 |RESULTADOS
Ensaio Identlflcnilgsglda fase Dia Medicéo pH Medicédo T (°C) Operador
1
2
3
4
5
R S
6
7
8
9
10
VerificacGes efetuadas por Data / /
Desvios Acdo Corretiva
:;AtralCipan A copia deste documento é considerada n&o controlada Pag. 124 de
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Aprovado por A implementar por Data / /
Critério N&o
2 | TESTES DE PERFORMANCE (CONT.) Aceitacio Resultado | Cumpre | e
2.3 REPETIBILIDADE
2.3.1 | Registar o resultado obtido para a repetibilidade. r<0,02
2.4 |EXACTIDAO
241 Regis:[ar a amplitude de resultados obtido para as 10 2<pH<? (Min. pH)
solugBes amostra.
(Méax. pH)
2.5 | Imprimir os resultados.
Verificacdes efetuadas por Data /
Desvios Acédo Corretiva
Aprovado por A implementar por Data /
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Anexo

IX — Inventario de reagentes

<> Cipan

LISTAGEM DE REAGENTES

Armazém de Reagentes

o]»
PROD
o]»
ORIA
ODIGO
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Anexo X — Preparacéo das solucdes de reagentes
Solucdo Hidroxido Sodio — Dissolver 8,59 de hidréxido de sédio em agua, em baldo

volumeétrico de 100MI e completar o volume com 0 mesmo solvente.

Solucédo &cido fosférico — a 1159 de acido fosforico concentrado adicionar 885¢g de agua e

agitar.

Solucdo de bissulfato de tetrabutilamoénio 10g/L, pH=8,0 — Para um baldo volumétrico de

1000mL, pesar 10g de bissulfato de tetrabutilaménio, dissolver em agua e completar o volume

com o0 mesmo solvente. Acertar o pH em 8,0 com solugdo diluida de hidroxido de sodio R.

Solucdo de hidrogenofosfato dipotassico 35ag/L, pH=8,0 — Para um baldo volumétrico de

1000mL, pesar 35¢g de hidrogenofosfato dipotassico, dissolver em agua e completar o volume

com o mesmo solvente. Acertar o pH em 8,0 com solucdo diluida de &cido fosférico R.

Solucéo de EDTA diso6dico 40g/L, pH=8,0 — Para baldo volumétrico de 1000mL, pesar 40g

EDTA disddico, dissolver em adgua e completar o volume com o mesmo solvente. Ajustar o pH

em 8,0 com solucéo diluida de hidréxido de sédio R.

Solucéo diluida de &cido fosforico — A 115g de acido fosforico concentrado adicionar 885¢g de

agua e agitar.

Solucéo diluida de hidréxido de sédio — Dissolver 8,5g de hidroxido de s6dio em agua, em

baldo volumétrico de 100mL e completar o volume com o0 mesmo solvente.

Solucdo de metabissulfito de sédio 40g/L — Para o baldo volumétrico de 100mL, pesar 4g de

metabissulfito de sodio, dissolver em agua e completar o volume com 0 mesmo solvente.

Acido cloridrico 0,1M — Diluir 100mL de &cido cloridrico 1N com &gua, em bal&o volumétrico

e completar com o0 mesmo solvente.

Acido cloridrico 0,05M — Diluir 50mL de &cido cloridrico 1N com &gua, em bal&o volumétrico

e completar com o0 mesmo solvente.

Acido cloridrico 0,01M — Diluir 10mL de &cido cloridrico 1N com &gua, em bal&o volumétrico

de 1000mL e completar o volume com 0 mesmo solvente.
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Anexo XI — Preparacéo de fase mével Ae B
Preparacao da Fase mével do método A
Em baldo volumétrico 1000mL adicionar 72g de butanol terciario, 100mL de solucéo

de hidrogenofosfato dipotassico, 200mL de solucdo de hidrogenossulfato de tetrabutilamonio,

10mL de EDTA disddico e completar o volume com agua.

Preparacao da Fase movel do metodo B

Em bal&o volumétrico a 1000mL adicionar 50mL de &cido trifluoracético e completar volume
com éagua. Em baldo a parte adicionar 800MI de acetonitrilo, 150 de metanol e 50 de
tetrahidrofurano.



Anexo XII — Preparacao das solucbes de amostras e padrao
Amostra - Para um baldo volumétrico de 1000mL, dissolver 125g de amostra de

limeciclina FE, em 5mL de agua. Adicionar 1mL de solucdo de metabissulfito de sddio e deixar
repousar entre 16 a 24h, em local escuro a 20-25°C. Apds repouso adicionar 50mL de &cido
cloridrico 0,05M, agitar para dissolver o precipitado e completar o volume com agua. As

amostras foram feitas em duplicados e diluidas 1:100 v/v e 5:100 v/v.

Padrbes FE e amostras CIPAN usadas na preparacdo das soluc@es padrédo e solugdes amostra.

Padrdes Amostras

Cloridrato de tetraciclina FE Cloridrato de tetraciclina lote 305.40059 1 3
Cloridrato de 4-epitetraciclina FE Cloridrato de tetraciclina lote 305.40060 1 3
Cloridrato de anidrotetraciclina FE Cloridrato de tetraciclina lote 305.40068 1 3

Cloridrato de 4-epianidrotetraciclina FE  Cloridrato de tetraciclina lote 305.40001 1 4
Cloridrato de tetraciclina lote 305.40002 1 4

Solucdo padrdo (a) — Em baldo volumétrico de 25mL, dissolver 25mg de cloridrato de

tetraciclina FE em acido cloridrico 0,01M e completar o volume com o mesmo acido.

Solucéo padrdo (b) - Em baldo volumétrico de 25mL, dissolver 12,5mg de cloridrato de 4-

epitetraciclina FE em &cido cloridrico 0,01M e completar o volume com 0 mesmo &cido.

Solucdo padrdo (c) - Em baldo volumétrico de 50mL, dissolver 5mg de cloridrato de

anidrotetraciclina FE em acido cloridrico 0,01M e completar o volume com o mesmo &cido.

Solucdo padrdo (d) - Em baldo volumétrico de 25mL, dissolver 5mg de cloridrato de 4-

epianidrotetraciclina FE em &cido cloridrico 0,01M e completar o volume com 0 mesmo acido.

Solucdo padrdo resolucéo () - Em baldo volumétrico de 25mL, misturar ImL de solucdo padrao

(@) 2mL de solucéo padrao (b) e 5SmL de solucdo padrao (d) completar o volume com 0 mesmo
acido.

Solucéo padréo resolucéo (f) - Em baldo volumétrico de 200mL, misturar 40mL de solucao

padrdo (b) 20mL de solucdo padréo (c) e 5SmL de solugéo padrdo (d) completar o volume com

0 mesmo &cido.






