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RESUMO. Um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia mais econdmico devido ao uso de um
padrao secundario de ampicilina tri-hidratada foi validado e utilizado para a quantificacdo de ampicilina
sodica injetavel em amostras coletadas em seis hospitais publicos da cidade de Recife-PE. A fase mével foi
ajustada com fosfato de potassio monobasico 1M pH 3,0, de forma que a separacao dos picos ocorresse em
tempo inferior a 12 minutos. As anilises foram realizadas em coluna ODS Shim-pack de 250 mm x 4,6
mm, particulas de 5 ym, em fluxo de 1,5 mL/min e deteccio a 254 nm. O método apresentou especificida-
de, linearidade, exatidao e robustez. Os lotes de ampicilina sodica injetavel analisados apresentaram faixa
de ampicilina sodica de 96% a 114% da concentraciio de analise (1,0 mg/mL), atendendo ao especificado
na Farmacopéia Brasileira que estabelece um intervalo de aceitacio de 90 a 115%.

SUMMARY . “Validation of a High-Performance Liquid Chromatography Method for Determination of Injectable
Sodium Ampicillin Used at Public Hospitals in Recife, Brasil”. A more economical high performance liquid
chromatography method due to the use of a secondary standard of trihydrate ampicillin was validated and used
for the quantification of injectable sodium ampicillin in samples collected at six public hospitals of Recife City.
The mobile phase was adjusted with 1M monobasic potassium phosphate pH 3.0, so that the separation of the
peaks it happened in inferior time to 12 minutes. The analyses were accomplished in column ODS Shim-pack of
250 mm x 4,6 mm, particles of 5 ym, in flow of 1,5 mL/min and detection to 254 nm. The method presented
specificity, linearity, accuracy and robustness. The analyzed lots of injectable sodium ampicillin presented range
of sodium ampicillin of 96% to 114% of the analysis concentration (1,0 mg/mL), assisting to the specified in
Brazilian Pharmacopeia that establishes an interval of acceptance from 90 to 115%.
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e algumas classes destes firmacos sio inibidoras

Antibidticos sio usados de forma expressiva
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da formacio da parede celular bacteriana. As

penicilinas sao antibiéticos B-lactamicos inibido-
res da enzima transpeptidase e constituem uma
classe de firmaco de origem natural, ou mais
frequentemente semi-sintéticas a exemplo da
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ampicilina 1 (Fig. 1). Figura 1. Estrutura quimica da ampicilina.
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A ampicilina ainda é considerada de grande
importincia em tratamentos clinicos de doencas
causadas por infeccdes bacterianas, principal-
mente em casos graves nos trés primeiros meses
de vida, sendo utilizada em infeccoes das vias
respiratérias superiores provocadas por Hae-
mophyllus sp. nao produtores de B-lactamase e
no tratamento de meningites bacterianas causa-
das por Neisseria meningitidis 2. E indicada, ain-
da, para uso terapéutico e/ou profilatico nos ca-
sos de enteroinfeccao, profilaxia cirtrgica, bron-
copneumonia, infeccio neonatal, pielonefrite, e
cianose 2.

A correta concentracao do farmaco na forma
farmacéutica € de vital importancia para que se
alcance doses terapéuticas, sem que se atinjam
concentracoes toxicas. As penicilinas apresen-
tam neurotoxicidade que adquirem aspectos sig-
nificativos em criancas menores de dois anos de
idade cuja barreira hematocefilica ainda nao es-
ta completamente desenvolvida 3.

Na utilizacao de um medicamento espera-se
que sua acao farmacolégica esteja preservada e
que a toxicidade mantenha-se em niveis aceita-
veis 4. A sociedade acredita que os medicamen-
tos disponiveis no mercado sio de qualidade e
que correspondem as suas respectivas férmulas,
proporcionando a atividade terapéutica adequa-
da. No entanto, nem sempre esta € a realidade,
como mostram os resultados do Programa Na-
cional de Verificacio da Qualidade de Medica-
mentos - PROVEME realizado no Brasil em
2004. De 551 amostras analisadas, 48 amostras
(8,7%) apresentaram resultados insatisfatérios
em ensaios fisico-quimicos. Embora a ampicilina
estivesse incluida na relacio de medicamentos a
serem avaliados, apenas uma amostra de forma
farmacéutica injetavel foi analisada neste Progra-
ma >.

A poténcia da ampicilina pode ser determi-
nada por métodos quimicos como a iodometria
6, fisico-quimicos como a espectrofotometria de
absor¢ao molecular 8 ou cromatografia liquida
de alta eficiéncia — CLAE 913, ou ainda pelo tra-
dicional método microbiolégico ¢. A CLAE, por
ser um método de separacao permite sua utili-
zacao como método riapido de anilise, ou ainda
para o desenvolvimento de estudo indicativo de
estabilidade 12,

A utilizacao de método de ensaio validado,
ou seja, capaz de demonstrar que este conduz a
resultados confidveis e adequados a finalidade
pretendida de um medicamento, é uma condi-
cao essencial para a avaliacao da qualidade de
produtos farmacéuticos 7. Na andlise de produ-
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tos farmacéuticos € preconizado o uso de subs-
tincias quimicas de referéncia (SQR) 13 | mate-
rial certificado reconhecidamente dispendiosos
para analise de rotina e mesmo para as etapas
de validacao.

O objetivo desse trabalho consistiu em im-
plementar ensaio validado de CLAE-UV simples
e acessivel, utilizando padriao secundario de am-
picilina tri-hidratada, para avaliacao da qualida-
de de ampicilina sédica injetavel utilizada em
hospitais publicos da cidade de Recife - Per-
nambuco. O método analitico proposto é bem
mais econémico e permite ampliar as analises
de controle de ampicilina injetavel por CLAE,
principalmente para unidades de saude publica
que adquirem seus firmacos por processo de li-
citacdo.

MATERIAIS E METODOS
Reagentes e matéria-prima

Como substincia quimica de referéncia
(SQR) utilizou-se ampicilina sédica padrao USP,
rockville, pureza 100 %; Para os testes de efi-
ciéncia cromatografica utilizou-se uracil p.a (Sig-
ma®) e cafeina USP. As andlises didrias foram
realizadas com padriao secundario de ampicilina
tri-hidratada (Fluka ® pureza = 96%). As amos-
tras analisadas foram frascos-ampola de 500 mg
e lg de ampicilina sédica injetavel, coletadas
pela Farmacia de Medicamentos Excepcionais
da Secretaria de Satide do Estado de Pernambu-
co em seis diferentes hospitais publicos da cida-
de de Recife-PE. Para a fase movel foram utiliza-
dos acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker®), dgua
ultra pura (C.E. = 18,2 Mohm.cm), acido acético
(Synth®) e fosfato de potassio monobdsico
(Synth®). Todos os outros reagentes utilizados
foram de grau pré-analise.

Equipamento

Cromatografo liquido de alta eficiéncia mar-
ca Shimadzu® constituido de uma bomba mo-
delo LC-20AT acoplada a degaseificador DGU-
20As, detector UV/VIS SPD-20AV com modulo
controlador CBM-20A. As anilises foram realiza-
das em coluna Shim-pack ODS (250 mm x 4,6
mm, particulas de 5 pm) e os cromatogramas
analisados em programa LC solution versao 1.11
SP1. A fase mével foi constituida de uma mistu-
ra de agua:acetonitrila:fosfato de potassio mono-
basico 1M pH 3,0: acido acético 1M (909: 80: 10:
1. A solucio de fosfato de potissio monobdsico
foi preparada dissolvendo-se 13,7g do sal em
q.s.p- 100 mL com 4agua ultra pura e o pH ajus-
tado para 3,0 com acido acético concentrado. A
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diluicao das amostras e do padriao de ampicilina
foi realizada com uma Solucao Diluente consti-
tuida de fosfato de potissio monobdasico 1M,
acido acético 1M e 4gua ultra pura (10:1:989). O
fluxo da fase movel foi de 1,5 mL/min, o volu-
me de injecao de 20pL e a deteccio em compri-
mento de onda de 254 nm.

Desenvolvimento do Método Analitico

O método analitico fundamenta-se no descri-
to na USP 32 13, porém utilizando ampicilina tri-
hidratada p.a. como padrao secundario. A fase
movel também foi ajustada para melhores con-
dicoes de resolucio e separaciao dos picos.

Padrado Secunddrio de Ampicilina Tri-
bidratada

O padrao secundario foi verificado quanto as
caracteristicas de cor e solubilidade de acordo
com a Farmacopéia Brasileira 4. A pureza foi
determinada através de curva analitica construi-
da com triplicatas de cinco diferentes concentra-
¢oes de ampicilina SQR-USP (0,752 mg/mL a
1,128 mg/mL). Seis solucdes verdadeiras do pa-
drao secundario preparadas na concentracao de
analise de 1,0 mg/mL foram injetadas em dupli-
cata e a concentracdao determinada pela equaciao
de regressao da curva analitica.

Validacdo

A validacao do método foi estabelecida se-
guindo as recomendacdes da RE 899 da ANVISA
7, a qual reporta para metodologia de quantifi-
cacao de firmaco em medicamentos que sejam
avaliados os parimetros de especificidade, li-
nearidade, precisio intra-dia e inter-dias, exati-
dao e robustez.

Especificidade

A especificidade foi demonstrada preparan-
do-se trés grupos de solucdes. O Grupo 1 foi
constituido por quatro solucoes amostra de am-
picilina sédica na concentracdo tedrica de anali-
se de 1lmg/mL em ampicilina; o Grupo 2 consti-
tuido por quatro solucdes controle padrao na
mesma concentracao (Img/mL) e o Grupo 3 So-
lucao Diluente usada em ambos os grupos. As
solucoes foram filtradas em membrana 0,22 pm
e injetadas em volumes de 20 pL. Comparou-se
os cromatogramas obtidos com as solucdes
amostra, padrao e diluente a fim de verificar se
nao existiam impurezas ou outro interferente na
zona de saida do pico de interesse. Realizou-se
o teste estatistico “t” de Student (o = 0,05) para
comparacio das médias entre amostra e contro-
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le, para verificar se as areas médias nao varia-
ram significativamente.

Linearidade

Em dias diferentes foram construidas trés
curvas analiticas com padrio de ampicilina se-
cundario no intervalo de 80-120% da concentra-
cao de analise (0,8 / 0,9 / 1,0/ 1,1 e 1,2
mg/mL). As solucoes foram injetadas em tripli-
cata e as curvas construidas com os pontos mé-
dios. Em seguida a equacio de regressao pelo
método dos minimos quadrados e o valor do
coeficiente de correlacio (r) foram calculados
utilizando-se planilha de calculo Excel®. O teste
de significancia ANOVA foi aplicado as curvas
para verificar possiveis variacdes estatisticas.

Precisdo intra-dia

A precisao intra-dia foi verificada através da
avaliacao do coeficiente de variacio (CV %) da
média das areas dos picos de uma amostra co-
mercial de ampicilina sédica analisada em quin-
tuplicata, e do CV % da média das injecoes em
triplicata do padriao secundario de ampicilina
tri-hidratada, ambos na concentracio de traba-
lho de ITmg/mL.

Precisdo inter-dias

Foi determinada pela repeticio das condi-
¢oes do ensaio intra-dia, em um segundo dia de
andlise, com um numero de 10 réplicas para a
amostra comercial e de 6 réplicas para o padriao
de ampicilina. O CV % da média de todos os
pontos analisados foi tomado para avaliacao da
precisao.

Exatiddo

Este parametro foi avaliado pelo método de
adicao de padrao, realizado com trés solugoes
de amostras de ampicilina injetivel adicionadas
de solucao padrao secundario nas concentra-
coes de 80, 100, e 120 % da concentracao de
trabalho. Inicialmente foram preparadas solu-
¢oes concentradas da amostra e do padrio se-
cundario, realizando-se diluicoes de modo a ob-
ter solucdes das amostras nas concentracoes de
40, 60, e 80 %, seguido da adi¢ao de 40 % da
soluciao padrio. O parimetro de avaliacao da
exatidao foi o calculo da percentagem de recu-
peracio do padrao de ampicilina adicionada.

Robustez

Alteracoes deliberadas na composicao per-
centual e pH da fase mével foram realizadas pa-
ra avaliar a robustez do método. Uma mistura



de 4gua:acetonitrila:acido acético 1M:fosfato de
potiassio monobasico 1 M pH = 3,0 (909:80:1:10)
foi submetida inicialmente a condicao de solu-
cdo salina com pH = 2,5, seguido de condicio
de aumento % da acetonitrila de 50 %. Para ca-
da condi¢io alterada foram avaliados os para-
metros de resolucio cromatogrificos k’ (fator de
capacidade) e FCy, (fator de cauda a 10%),
adotando-se k’< 2,5 e FCjqy < 1,4 como aceita-
veis.

Avaliacdo da Qualidade de Ampicilina
Sodica em Uso Hospitalar

Treze amostras de doze lotes diferentes de
ampicilina sédica injetivel foram coletadas pela
Farmicia de Medicamentos Excepcionais da Se-
cretaria de Satide do Estado de Pernambuco, em
seis grandes hospitais da cidade de Recife-PE. O
critério de aceitacio para aprovagio dos firma-
cos foi estabelecido com base na concentracao
analisada e a declarada no rétulo, de acordo
com a Farmacopéia Brasileira para ampicilina
sodica po para solugio injetavel ©.

RESULTADOS E DISCUSSOES
Qualificacdo do padrdo secunddrio de
ampicilina tri-bidratada

A obtencao de padrao secundario utilizando
andlise por CLAE € uma alternativa para suprir a
falta de material de referéncia ou produtos de
valores elevados 15. O uso de SQR para o pro-
cesso de validacdo e andlises de rotina de medi-
camentos torna as andlises muito dispendiosas,
sendo esta uma oportunidade para verificar as
condicdes de aplicacio deste ensaio utilizando
um produto pré-analise (p.a) como padrio se-
cundario.

A ampicilina tri-hidratada p.a. padrio secun-
dario apresentou-se como poé cristalino branco,
de forma homogénea e sem variacoes de colo-
racao. O produto dissolveu completamente em
solucio de NaOH 1M na proporcio de 1:30 e a
concentracao calculada frente a curva com SQR-
USP (y = 3E+06x — 478716, r = 0,9951) foi de
96,9 % (Média = 969 mg/g, DP = +21 mg/g, CV
= 2,2) , confirmando a pureza declarada pelo fa-
bricante (2 96 %).

Especificidade

A comparacao dos cromatogramas obtidos
com o diluente, amostra comercial e o padrio
secunddrio demonstraram auséncia de interfe-
rentes na zona de saida do pico de interesse
(Fig. 2).
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Figura 2. Cromatogramas do Diluente (A), Padrao Se-
cundirio (B) e de Amostra de ampicilina soédica co-
mercial (C) em coluna Shim-pack ODS (250 mm x 4.6
mm, 5 pm); Fase mével dgua:acetonitrila:KH,PO4 1M
pH = 3,0: acido acético 1M (909:80:10:1), vazao 1,5
mL/min, comprimento de onda de 254 nm.

A comparacio da média das areas da amos-
tra comercial frente amostras do padrio secun-
dario nao apresentaram diferencas significativas
no teste “t” de student ao nivel de 5 %, mostran-
do dessa forma a especificidade do método (Ta-
bela 1.

Area Média Dp CV% teaculado  tiabelado
Grupo 1 1053604 48189 4,6
0,7 1,9
Grupo 2 1061350 23177 2,2

Tabela 1. Andlise estatistica, teste “t” de Student (a =
0,05), utilizada na avaliacao da especificidade. Grupo
1 e 2 = amostra comercial de ampicilina sédica (n =
4) e do padriao de ampicilina secundario (n = 4), res-
pectivamente.
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Linearidade

A andlise de variancia (ANOVA) das trés cur-
vas analiticas obtidas em dias diferentes nao
mostrou falta de ajuste ao nivel de 2 % (a =
0,02; F = 978,33; Fuiico = 7,02), apresentando
um coeficiente de correlacio (r) calculado com
as médias das trés curvas de 0,9999 (a = 10+ b

= +14349).

Precisdo

O grau de concordincia dos resultados obti-
dos com a anilise do padrio secundario e de
amostras comerciais, tanto nos ensaios intra-dia
como inter-dia, encontram-se na Tabela 2. O va-
lor dos CV % em ambos os casos foi menor que
2,5%.

Precisio Intra-dia

Ampicilina
comercial Padrao (n = 3)
(n=5)
Area Média 1051667 1038703
DpP 6707,70 2260,60
CV % 0,64 0,22
Precisio Inter-dias
Ampicilina
comercial Padrio (n = 6)
(n=10)
Area Média 1035095,70 1058341,00
DpP 18141,60 21789,40
CV % 1,80 2,06

Tabela 2. Avaliacdo da precisao intra-dia e inter-dias
de amostra comercial de ampicilina sédica injetavel e
do padrio secundirio de ampicilina tri-hidratada na
concentracio de trabalho (1,0 mg/mL).

Exatiddo

A avaliacao da exatidio foi realizada pela re-
cuperaciao da ampicilina nas concentracoes de
80, 100 e 120% da concentracao de trabalho. As
recuperacoes variaram de 95,5 a 103,6% (Tabela
3). A recuperacao varia com a substincia e o ni-
vel de quantificacio. Segundo a AOAC 16 & con-
siderada adequada uma recuperacio da ordem
de 90 a 108% em analises ao nivel de 1000
mg/Kg.

Robustez

A condicio de fase mével escolhida para tra-
balho foi preparada com fosfato de potassio
monobdsico 1IM/pH 2,5, que proporcionou o0s
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Concentracao -
de ampicilina (%) Recuperagiio (%)

103,6

80 103,1
101,8

99,5

100 95,5
102,3

101,1

120 101,1
103,1

Tabela 3. Porcentagem de recuperacao da ampicilina
nas concentracoes de 80, 100 e 120%, na avaliacio da
exatidao.

seguintes parimetros de eficiéncia de separacao
cromatogrifica: k' de 1,17 e FCyy, de 1,0. Quan-
do a concentracao de acetonitrila foi aumentada
em 50%, foram obtidos valores de k’ de 14 e
FCygy, de 0,97. Em ambos os casos os valores es-
tiveram dentro do critério de aceitacio, demons-
trando boa separacio e simetria dos picos, con-
firmando a robustez do método.

Avaliacdo da Qualidade de Injetdveis de
Uso Hospitalar Contendo Ampicilina Sodica

O método validado utilizando ampicilina tri-
hidratada como padriao secundario foi aplicado
na determinacao do teor de ampicilina em
amostras comerciais de ampicilina sédica injeta-
vel (frasco ampola) coletadas em seis grandes
hospitais publicos da cidade de Recife-PE, deno-
minados de A, B, C, D, E e F. Das treze amos-
tras, de doze diferentes lotes pertencentes a
quatro fabricantes, as concentracoes variaram de
96% a 114% (Tabela 4), porém todas estavam
dentro do intervalo de aceitacdo farmacopéico
de 90% a 115% 4,

A verificacao da adequacio da quantidade
do principio ativo de amostras comerciais torna-
se imprescindivel, visto que sua acao farmacolo-
gica pode assumir um cardter adverso ao qual
foi designado 17, seja por efeitos toxicos em ca-
so de sobredosagem ou de ineficicia em con-
centracOes subterapéuticas. A expectativa de
qualidade de uma forma farmacéutica utilizada
em infeccdes antimicrobianas sistémicas torna-se
ainda maior quando se observa que, na maioria
das infeccoes tratadas com antimicrobianos nao
sdo realizadas culturas microbianas ou antibio-
gramas 18.

A importincia destes resultados pode ser es-
timada pelos dados de Franca & Costa 19 cujos
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Hospital Prouto Validade Conc. Teorica Conc. Real
(mg/mL) (mg/mL/%)
A Nova Farma® mai/09 1,00 1,05/105
Farmo® abr/10 1,00 1,14/114
Amplocilin® jan/11 1,00 1,05/105
B Farmo® out/09 1,00 1,04/104
Farmo® set/10 1,00 1,05/105
Farmo® fev/10 1,00 1,03/103
D Amplocilin® mar/10 1,00 1,06/106
Farmo® mai/10 1,00 0,99/99
Amplatil® mai/10 1,00 1,10/110
E Amplocilin® set/10 1,00 1,05/105
Nova Farma® jun/10 1,00 0,99/99
Amplocilin® set/10 1,00 1,09/109
F Farmo® mai/10 1,00 0,96/96

Tabela 4. Resultado das andlises de ampicilina sodica injetavel coletada em seis diferentes grandes hospitais pu-

blicos da cidade de Recife-PE.

dados estatisticos para usudrios de ampicilina
injetavel mostraram uma idade média de 4,6
anos, com 37% destes pacientes entre 1 a 3 anos
de idade, sendo a ampicilina o antibiético mais
prescrito isoladamente.

Os dados de concentracao das ampicilinas
injetdveis encontrados neste trabalho mostram
teores satisfatorios para todas as amostras, po-
rém com alguns valores préximos aos limites in-
ferior e superior, o que demonstra a necessida-
de constante de monitoramento das formas far-
macéuticas em uso. A utilizacio de substincias
quimicas de referéncia durante as andlises ¢ de
fundamental importincia, principalmente nas si-
tuacdes em que os produtos apresentam con-
centracoes proximas aos limites inferior ou su-
perior de aceitacao. Por outro lado nio € inco-
mum encontrar textos cientificos sobre valida-
¢io de métodos analiticos nos quais o uso de
SQR ou a etapa de qualificacio de padrio se-
cundario nao sao citados 8122021 inclusive para
formas farmacéuticas de ampicilina 812,

Nao € recente a preocupacao com a qualida-
de dos tratamentos clinicos em unidades publi-
cas devido as aquisicoes de medicamentos ba-
seadas em critério de menor preco, onde cada
licitacao pode contemplar vencedores distintos
com fornecimento de produtos de marcas e lo-
tes diferentes 4. Os produtos similares analisa-
dos neste trabalho espelham esta realidade, da-
do que de treze amostras colhidas, foram en-
contrados doze diferentes lotes e quatro diferen-
tes fabricantes (Tabela 4).

CONCLUSOES

A concentracio de ampicilina sédica injeta-
vel pdde ser analisada pelo método cromatogra-
fico validado com padrio secundario de ampici-
lina tri-hidratada. O método apresentou parame-
tros de resolucio cromatogrificas dentro das
exigéncias farmacopéicas, além de atender as
recomendacdes do Guia brasileiro para valida-
cao de métodos analiticos e bioanaliticos - RE
899/2003 7, demonstrando ser especifico, linear,
preciso, exato e robusto.

O uso da ampicilina tri-hidratada como pa-
drao secundario proporciona uma reducio nos
custos das andlises de validacdo e de rotina.

As amostras de ampicilina sédica injetavel
analisadas, provenientes de seis grandes hospi-
tais publicos de Recife-PE, apresentaram confor-
midade nas concentracdes declaradas.
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