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Resumo: A dgua é um dos itens de maior importancia na
inddstria farmacéutica. Na sua producdo para uso
farmacéutico podem ser utilizados vdrios sistemas de
purificacdo, dependendo da qualidade desejada. Os
contaminantes organicos podem ser provenientes da fonte,
do sistema de purificagdo ou distribuicdo. A &4gua deve
satisfazer requisitos de qualidade definidos pelas
farmacopéias, dentre os quais se inclui a andlise de Carbono
Organico Total (COT). O objetivo deste estudo foi realizar a
validacdo do método para determinacio de COT e as
aplicacdes decorrentes deste método na inddstria
radiofarmacéutica. Foram utilizados equipamento analisador
de carbono Vwp da Shimadzu, Na,S,05 0,5 mol L'e H;PO,
3,0 mol L', padrdes em concentragdes de 100-1000 ppb
carbono total (CT) e carbono inorganico (CI). Os parametros
avaliados na validagdo foram: robustez, linearidade, limite
de deteccdo, limite de quantificacéo, precisdo e exatiddo. As
condi¢des otimizadas de robustez foram: 2,0 mL de
oxidante, 3,0% de solucdo dcida, 10 e 3 minutos para
integragdo das dreas no cédlculo de CT e CI, respectivamente.
A linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacéo,
precisdo e exatiddo atenderam aos limites estabelecidos pela
ANVISA. Foi feito o monitoramento da dgua produzida em
trés sistemas de purificagdo.
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1. INTRODUCAO

A 4gua é um item amplamente utilizado na inddstria
farmacéutica, seja como produto de utilidade, insumo para a
fabricacdo de diversas formas farmacéuticas (sélidas e
liquidas), principal insumo de formas farmacéuticas liquidas
(orais e parenterais) e base para a manipulagio de solugdes e
reagentes utilizados na produgdo e controle de qualidade [1-
3].

A dgua utilizada na inddstria farmacéutica deve atender
requisitos de qualidade definidos pelas farmacopéias e
normas vigentes, dependente dos quesitos de utilizacdo.
Cada processo ou produto em uma industria farmacéutica
requer diferentes requisitos de qualidade para a dgua. Para a
limpeza de laboratérios, por exemplo, a dgua utilizada pode
ser potdvel, na produgdo de formas farmacéuticas sélidas e
orais liquidas e na producdo de solugdes e reagentes, bem

como a limpeza de vidrarias requer-se o uso de dgua
purificada (Purified Water ou PW), e para a fabricagdo de
formas farmacéuticas de uso parenteral e no processo de
producdo e limpeza de equipamentos envolvidos e produtos
médicos invasivos, requer-se o uso de dgua para inje¢do
(Water for Injection ou WFI) [4].

De um modo geral as tecnologias de tratamento de dgua tém
evoluido muito, PW e WFI podem ser obtidas pelos
métodos de filtragdo, ultrafiltracdo, destilacdo, bidestilacdo,
deionizacgdo, eletrodeionizacdo, osmose reversa e 0smose
reversa de duplo passo que podem estar associados a

processos de pré-tratamento como cloragio,
descarbonatagdo, abrandamento e clarificacio. O
armazenamento deve ser adequado, para evitar

contaminagdo interna e externa que provém principalmente
da fonte da dgua, do processo de purificagdo sem montagem
e a manutenciio adequada e do sistema de distribui¢do da
agua [3, 5, 6].

O melhor meio de se assegurar que o sistema de purificagdo
de dgua é adequado ao seu objetivo consiste em analisar e
monitorar a qualidade da dgua. As especificacdes bdsicas
para qualidade de dgua sdo definidas pelas Farmacopéias
Brasileira, Americana (USP) e Européia (PEur) [7].

Os ensaios relacionados ao controle de qualidade da dgua
sdo especificos ao tipo de dgua a ser monitorada e a
aplicacdo desta dgua. Os ensaios devem prever também os
pontos de amostragem na dgua de abastecimento e pontos de
dgua purificada de acordo com o tipo de sistema de
purificagdo [4].

Até recentemente a d4gua purificada era monitorada
basicamente pelos seus aspectos inorganicos, através da
determinacdo de sais dissolvidos e pardmetros qualitativos
de substancias oxiddveis e microbioldgicos. A partir da 23*
edicdo da Farmacopéia Americana um novo requisito foi
estabelecido, a determinagdo de carbono orgéinico total
(COT) tanto para 4gua purificada como 4gua para injecdo
limitando a presenca do material em 500 [3].

O carbono organico total é uma expressdo para designar
vérios tipos de carbono organicos que podem estar presentes
na dgua, o carbono organico bioquimico, carbono orginico
assimilado, e carbono ligado ao oxigénio [1].



O carbono como um todo presente na dgua € expresso como
carbono total (CT) e possui uma variedade de fragdes que
podem ser divididas em duas frentes principais: COT que €
todo dtomo de carbono ligado covalentemente a uma
molécula e Carbono Inorganico (CI) que é todo carbonato,
bicarbonato e CO, dissolvido em 4gua [1].

A determinacdo de COT pode ser feita de duas maneiras,
indireta e direta. Os dois métodos utilizam a conversdo das
diferentes formas de carbono orgénico presentes na dgua em
CO, de fécil determinagdo, e o método independe do estado
de oxidagdo do carbono [1,3, 8].

No método indireto determina-se a concentracio de CT e CI
e 0 COT ¢ calculado mediante a uma equagdo matemdtica
simples descrita na Eq. 1 [8, 9].

COT=CT-CI 1)

No método direto, o COT presente ¢é determinado
diretamente pela eliminag¢do primdria do CI por meio da
acidificagdo do meio e logo depois determinando a
concentracdo do carbono organico também conhecido como
determinacdo do NPOC [8].

Para ambos os métodos, pode-se utilizar diferentes
tecnologias, simultdneas ou ndo, demonstradas na Tabela 1
[18]:

Tabela 1. Tecnologias empregadas para a determinacido de COT
[1.8]

Meétodo Principal Sub-método

Oxidagdo com cromato
Oxidacao quimica

Oxidacdo com persulfato

Oxidagdo com luz UV

Combustio a seco
Combustao

Combustio umida

A metodologia para a determinacdo de COT deve, como
todo método analitico, ser validado segundo as diretrizes
preconizadas pela resolugdo RE 899 da ANVISA. A
validacdo de uma metodologia constitui na avaliagdo de
diversos parimetros do método de analise empregado para
que se comprove a seguranga, precisdo e a confiabilidade
estatistica do método. As figuras de mérito para a realizacdo
da validacdo de acordo com normas nacionais e
internacionais sdo: linearidade, limites de deteccdo e
quantificacéio, repetibilidade, reprodutibilidade, exatiddo e
robustez [10, 11].

Radiofarmaco é um medicamento ou produto que contém
um radiois6topo em sua constitui¢do e € utilizado em seres
humanos para o diagnéstico e tratamento de enfermidades
principalmente na d4rea oncoldgica, mas também sendo
amplamente utilizado em outras especialidades médicas
constituindo um ramo da medicina conhecido como

Medicina Nuclear. A radiofarmdcia pode ser subdividida
em: radiofarmdcia industrial, radiofarmdcia hospitalar e
radiofarmacia centralizada [12-14].

As Boas Priticas de Fabricagdo em Radiofarmacia ou Boas
Praticas Radiofarmacéuticas sdo recomendacdes ou conjunto
de normas e atividades preconizadas pela Agéncia
Internacional de Energia Atdmica (AIEA) que conjugam os
principios das BPF e as normas de Protecdo Radioldgica. As
Boas Praticas Radiofarmacéuticas destinam-se a garantir que
os produtos terminados de uso radiofarmacéutico tenham e
mantenham as caracteristicas necessdrias para a utilizacdo
segura e correta a serem administrados nos seres humanos
no ambito dos servicos de Medicina Nuclear [15].

As diretrizes para as Boas Praticas em Medicina Nuclear sdo
regulamentadas pela RDC 210 de 4 de agosto de 2003, RDC
38 de 04 de junho de 2008 e RDC 63 e RDC 64 ambas de 23
de dezembro de 2009 da ANVISA [16, 17].

2. METODOS

Todos os ensaios foram realizados utilizando-se analisador
de carbono modelo TOC-Vwp e amostrador automdtico
modelo ASI-V (Shimadzu), controlados por software TOC
Control-V. Reagentes oxidante (Na,S,0g 0,5 mol LY e
acidificante (H;PO, 3,0 mol L'l); solugdes padrdo de 1000
ppm foram preparadas a partir de ftalato de potdssio
(CgH504K) para COT/CT e carbonato de sédio (Na,COs) e
bicarbonato de sédio (NaHCO;) para CI, com reagentes PA
(Merck).

A 4gua utilizada para preparo de solugdes foi obtida de
purificador Elix-10 ligado a reservatério de armazenamento
de capacidade de 30 L, com sistema sanitizacdo por luz UV
e pastilhas de hipoclorito (Millipore).

2.1. Validagdo de método

2.1.1. Robustez

Foram avaliados quatro pardmetros que podem influenciar
no resultado de COT: volumes de solucdo oxidante (mL) e
acidificante (%) e tempo de integracdo das dreas para
calculo de CT e CI. Foi avaliada a variag¢@o do resultado em
relagdo aos padrdes de CT e CI de 250 ppb.

Os volumes de solucdo oxidante e solucdo acidificante
foram avaliados nas faixas de 0,5 a 2,5 mL, para CTe 1,0 a
5,0%, para CI, respectivamente, utilizando-se solugdes
padrao de zero, 100, 250, 500 e 1000 ppb. O tempo de
integragdo de drea para cdlculo de CT e CI foi avaliado
separadamente entre 2-10 minutos, utilizando-se padrdes de
zero, 250 e 1000 ppb. Foram calculados o coeficiente de
variacdo (CV) entre as triplicatas de cada padrio e o
coeficiente de correlagdo 9 para cada curva obtida com a
alteracdo dos pardmetros avaliados no estudo de robustez.

2.1.2. Linearidade

Foram obtidas as curvas analiticas de CT e CI na faixa de
zero a 1000 ppb (5 padrdes), para obtencdo da equacdo da
reta (y = a + bx), coeficiente linear (a), angular (b) e
coeficiente de correlacio (1%, calculados pelo software TOC
Control-V.



2.1.3. Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagcdo
(LQ)

LD e LQ foram calculados a partir das equacdes de reta,
utilizando-se as Eq. 2 e 3 [11].
_ (DP, x3)

=

LD 2

_(DP, x10)

LQ .

3

Onde DPa € o desvio padrdo de intecepto em y, e b é o
coeficiente angular da reta.

2.1.4. Precisdo e exatiddo

Precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade) foram
calculados a partir das Eq. 4 e 5, em andlises em triplicata
intradia e interdia, respectivamente. Foram obtidos a partir
dos resultados de CT e CI nas concentracdes 300, 500 e
1000 ppb e 250, 500 e 1000 ppb, respectivamente.

DPR (%) = (DP x 100) @)
CMD
MD x 1
Exatidio (%) =MD X 100) 5)
Conc.Teorica

z z

Onde DPR ¢ o desvio padrio relativo e CMD € a
concentracdo média determinada.

2.2. Monitoramento da qualidade da dgua produzida na
DIRF

Durante um periodo de 28 dias foi feito o monitoramento da
concentracdo de COT na 4gua em quatro pontos de
amostragem:

A) Um purificador de dgua (PW) com sistema de
osmose reversa e eletrodeionizacio com
reservatério de 30 L e iluminagdo por luz UV, com
coleta apds o reservatdrio;

B) Dois purificadores de dgua (PW) com sistema de
osmose reversa e eletrodeionizacio com
reservatdrio de 100 L, iluminag¢do por luz UV e
sistema de agitacdo, com coleta apds o reservatorio;

C) Um purificador de dgua (WFI) com sistema de
osmose reversa duplo-passo e coluna de troca
i6nica com coleta logo apds a saida do sistema de
purificagdo e

D) Equipamento descrito no item C com coleta apds
reservatério de 100 L.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

No equipamento utilizado, o resultado de COT ¢ obtido em
andlise segundo o método indireto, em duas etapas:

A. Oxidagdo quimica do CT com persulfato combinado com
luz UV em um reator timido aquecido a 80,0+0,5 °C gerando
CO,, segundo a reagdo descrita na Eq. 6.

A, UV

CgO4HsK + Na,S,0q —  CO, + subprodutos 6)

B. Decomposicdo dos sais inorginicos de carbonato em CO,
por acidificagdo do meio em um reator a frio, para a
determinacdo de CI, segundo as rea¢des descritas nas Eq. 7 e
8.

3 N212CO3 +2 H3P04 —2 Na3PO4 +3 C02 @t 3 H20 (7)
2 NaHCO; + H;PO, — Na,HPO, + 2 CO, + 2 H,O 8)

Uma vez determinada a concentragdo de CT e CI o COT ¢
calculado segundo a Eq. 1.

3.1. Validagdo de método

3.1.1. Robustez

Cada pardmetro analisado em robustez foi avaliado
separadamente e os resultados foram expressos em graficos.

3.1.1.1. Volume de solucdo oxidante
5004
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4004
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volume de reagente oxidante (mL)

Fig. 1. Efeito da variagdo do volume de oxidante em um padrao de
CT de 250 ppb

Podemos observar que os resultados mais préximos do valor
do padrdo foram aqueles com os volumes 1,5, 2,0 e 2,5 mL.

A curva de calibracdo de CT obtida com cada volume de
oxidante estd representada na Fig. 2.
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Fig. 2. Efeito da variagdo do volume de solugdo oxidante na
obtencdo da curva de calibracdo de CT

Os resultados obtidos mostraram um maior CV (17,1%) com
volume de oxidante de 0,5 mL ¢ um menor CV (0,5%) com
2,0 mL.



Para todas as variagdes o r* obtido foi maior que 0,99. O
volume de oxidante que obteve os melhores resultados,
escolhido para compor o método de andlise foi 2,0 mL.

3.1.1.2. Volume de solugdo acidificante

450 B [ caleulado
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volume H,PO, (%)

Fig. 3. Efeito da variag¢do do volume de solug@o acidificante em
um padrao de CI de 250 ppb

Os resultados mais préximos do valor nominal do padrdo
foram aqueles obtidos com volumes 1,5, 3,0 e 5,0%.

A curva de calibragdo de CI obtida com cada volume de
acidificante esta representada na Fig. 4.
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Fig. 4. Efeito da variacdo do volume de solugdo acidificante na
obtencdo da curva de calibragdo de CI

O maior CV (30,8%) foi observado com volume de
acidificante de 1,0% e o menor CV (0,9%) com 3,0%.

or para todas as curvas foi maior que 0,99. O volume de
acidificante escolhido para compor o método de anélise foi o
volume de 3,0%.

3.1.1.3. Tempo de integracdo da drea da curva para o
cdlculo de CT

B [CT] calculado
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Fig. 5. Efeito da variacdo do tempo de integracdo da curva para o
calculo de CT em um padrio de 250 ppb

Os valores calculados de CT mais préximos do valor
nominal do padrdo foram obtidos nos tempos de integracdo
de drea de 5 e 10 minutos.

A curva de calibragdo obtida com a variagcdo de tempo de
integracdo da drea da curva para o cdlculo de CT ¢
demonstrado na Fig. 6.
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Fig. 6. Efeito da variacdo do tempo de integra¢do da drea da curva
para o calculo de CT na obtencgdo da curva de calibracao

O maior CV foi observado com tempo de integracdo de 3
minutos e o menor CV (3,5%) com 10 minutos.

O 1* obtido em todos os ensaios foi maior que 0,99. O tempo
de integracdo de CT em que se obteve os melhores
resultados foi de 10 minutos.

3.1.1.4. Tempo de integracdo da drea da curva para o
cdlculo de CI
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Fig. 7. Efeito da variagdo do tempo de integracdo da curva para o
célculo de CI com um padréo de 250 ppb

Podemos observar que os resultados mais préximos do valor
do padrio foram aqueles com utilizagdo dos tempos de
integracdo da drea da curva de CI de 3 e 3,5 minutos.

A curva de calibracdo obtida com cada variagdo de tempo de
integragdo da drea da curva para o cdlculo de CI estd
representada na Fig. 8.
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Fig. 8. Efeito da variacdo do tempo de integra¢do da drea da curva
para o calculo de CI na obtengao da curva de calibragio



O maior CV foi observado com tempo de integracido de 5
minutos e o menor CV (2,6%) quando o tempo de
integragdo foi de 3 minutos.

O r” obtido foi maior que 0,99. O tempo de integragio de CI
escolhido para o método de andlise foi de 3 minutos.

3.1.2. Linearidade

As condi¢es otimizadas de robustez foram: 2,0 mL de
oxidante, 3,0% de solucdo dcida, 10 e 3 minutos para
integrag@o das dreas no célculo de CT e CI, respectivamente.
Nestas condi¢des as curvas de calibracdo para CT e CI
obtiveram valores de coeficiente de correlacio (%) acima de
0,99.

3.1.3. Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagcdo
(LQ)

Os limites de deteccdo e qualificagdo para CT sdo 99,61 ppb
e 332,03 ppb respectivamente. Para CI, os valores
encontrados foram 59,16 ppb para LD e 197,22 ppb para

LQ.

3.1.4. Precisdo e exatiddo

A precisdo e exatiddo intradia para CT estdo expressos nas
Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Precisdo e exatiddo intradia de CT no 1° dia de andlise

Tabela 4. Precisdo interdia de CT

CT CMD = DP DPR
(ppb) (ppb) (%)
300 300,73 +2,32 0,77
500 496,33 +21,03 4,23
1000 1019,22 + 8,93 0,87

Os resultados apresentam reprodutibilidade dentro dos
limites especificados (DPR < 5%).

A precisdo e exatiddo intradia para CI estdo expressos nas
Tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Precisdo e exatidao intradia de CI no 1° dia de andlise

CI CMD +DP DPR Exatidao
(ppb) (ppb) (%) (%)
250 283,24 +2,36 0,83 113,29
500 550,95 +1,78 0,32 110,19
1000 998,31 +3,83 0,38 99,83

CT CMD = DP DPR Exatidao
(ppb) (ppb) (%) (%)
300 302,38 £2,12 0,70 100,79
500 481,46 + 3,37 0,70 96,29
1000 1009,79 + 3,73 0,37 100,97

Tabela 6. Precisdo e exatiddo intradia de CI no 2° dia de andlise

Tabela 3. Precisdo e exatiddo intradia de CT no 2° dia de andlise

CI CMD +DP DPR Exatidao
(ppb) (ppb) (%) (%)
250 286,26 +3,43 1,19 114,50
500 563,43 £5,14 0,91 112,68
1000 1011,82 +2,84 0,28 101,18

CT CMD = DP DPR Exatidao
(ppb) (ppb) (%) (%)
300 299,09 + 6,72 2,24 99,69
500 511,21 £5,72 1,11 102,24
1000 1012,91 + 12,71 1,25 101,29

A repetibilidade estd dentro dos limites aceitaveis (DPR <
5%) e a exatiddao em um intervalo de 96,29 a 102,24%.

Os célculos de DPR interdia apresentam os seguintes
resultados:

A repetibilidade apresenta-se dentro dos limites aceitdveis
(DPR < 5%) e a exatiddio em um intervalo de 99,83 a
114,50%.

Os cdlculos de DPR interdia apresentam os seguintes
resultados:

Tabela 7. Precisdo e Exatidao interdia de CI

CI CMD = DP DPR
(ppb) (ppb) (%)
250 286,26 + 3,43 1,19
500 557,19 + 8,82 1,58

1000 1005,06 +9,55 0,95




Os padrdes de CT apresentaram reprodutibilidade dentro dos
limites especificados (DPR < 5%).

3.2. Monitoramento da qualidade da dgua produzida na
DIRF

Os resultados de COT durante o monitoramento da
qualidade da dgua produzida pelos purificadores com andlise
da dgua em quatro pontos de coleta, utilizando-se
metodologia validada estdo representados nas Fig. 9, 10, 11
e 12.
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Fig. 9. Monitoramento de COT para o ponto A
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Fig. 10. Monitoramento de COT para o ponto B
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Fig. 11. Monitoramento de COT para o ponto C
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Fig. 12. Monitoramento de COT para o ponto D

Os pontos analisados mantiveram seus valores de COT
dentro do limite estabelecido pelas farmacopéias para dgua
purificada e para dgua para injecdo. Em dois dias, no ponto
D, o valor de COT ultrapassou o limite de 500 ppb devido a
necessidade de sanitizagdo com periodicidade menor por se
tratar de ponto de amostragem apds reservatério sem
sistema de agita¢do ou iluminagdo por luz UV.

4. CONCLUSAO

O desenvolvimento de metodologia para a determinagdo de
COT em 4gua purificada e dgua para injetdvel e utilizacdo
como método rotineiro de avaliacdo de qualidade de dgua
foram realizados com sucesso sendo de fécil utilizagéo.

Todos os ensaios realizados na validagdo foram planejados
de modo a cumprir os itens preconizados pela norma RE
899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA. Os resultados
destes ensaios atenderam as especificagdes determinadas
pela norma e a metodologia para determinagdo de COT em
dgua para uso radiofarmacéutico foi validada.

Os purificadores demonstraram constdncia adequada da
qualidade da dgua produzida e os pontos que nio atenderam
a especificacdo da farmacopéia (COT < 500 ppb) foram
justificados e a causa detectada.

O monitoramento de COT pela metodologia desenvolvida
demonstrou ser um indicador de performance dos
purificadores, e da periodicidade de sanitizacio dos
reservatorios.
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