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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHOD FOR DETERMINATION OF AN ASSOCIATION OF
AMPICILLINS IN LYOPHILIZED POWDER FOR INJECTION BY HPLC. An analytical method has been developed and validated
for the determination of an association of ampicillins in a lyophilized powder for injection by HPLC. The advantage of chromatographic
method other than the microbiological one is that, it is possible to monitor precisely, out-of-specification results in quality control
processes and also during stability studies, in which an association of ampicillins is present. The proposed HPLC method was developed

by using forced degraded samples, in order to reach a selective analysis of ampicillins when in the presence of their degradation products.

It was possible to detect benzatine and through indirect calculation, to determine the ampicillin sodium in the drug sample. The method
showed to be selective, accurate, precise, robust and linear (from 45.92 to 36.04 ug mL™' of total ampicillin and from 14.53 to 43.28 ug
mL" of benzatine). The accuracy determined from recovery test, gave results in the range of 99.41% of total ampicillin to 100.31% of
benzatine. Hence, it can be concluded that the proposed HPLC method is applicable for ampicillins determination.

Keywords: ampicillin; HPLC; forced degradation.

INTRODUCAO

Atualmente existem muitas penicilinas diferentes, entretanto,
todas sdo derivadas do 4cido 6- aminopenicilanico e possuem uma
estrutura basica que consiste num anel tiazolidico, ligado a um anel
beta-lactamico. O nucleo da penicilina € o principal componente para
atividade bioldgica da substincia. Transformacdes metabdlicas ou
alteracdes quimicas dessa parte da molécula provocam perda signi-
ficativa da atividade antibacteriana. A obten¢do, por via enzimética,
do 4cido 6-aminopenicilanico (6-APA) em 1959, por Batchelor et al.,!
tornou vidvel a obtengdo do nicleo central das penicilinas através de
um mecanismo facil, de elevado rendimento e pouco dispendioso. A
partir desses conhecimentos, cientistas iniciaram pesquisas sobre pe-
nicilinas semi-sintéticas que apresentassem espectro de agao ampliado
em relac@o a penicilina G (ou benzilpenicilina). A ampicilina foi a
primeira penicilina semi-sintética que mostrou agdo contra bacilos
gram-negativos, abrindo o campo de penicilinas de amplo espectro. E
comercializada na forma anidra, tri-hidratada e sédica, bem como nas
formas de depdsito, isto €, ligada a benzatina. A Figura 1 apresenta
a estrutura quimica da molécula de ampicilina.
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Figura 1. Estrutura quimica da ampicilina

A literatura indica uma variedade de métodos para determinagio
de ampicilina ou “ampicilina total”. Estes métodos incluem determi-
nagdes microbioldgicas, o método farmacopéico iodométrico,? por
cromatografia de troca idnica e eletroforese.’ H4 também uma vasta
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literatura sobre a determinacéo por CLAE de ampicilina em fluidos,
como plasma“ e urina’ e, nesses casos, hd mengéo de uso de detectores
mais sensiveis e seletivos, como espectrometros de massas.

Ainda, podem ser encontrados alguns métodos para a determi-
nagdo de ampicilinas em associagdo, por cromatografia liquida,®
espectrofotometria,” porém, a maioria deles envolve o uso de fases
mdveis ndo convencionais, como no caso da cromatografia liquida
micelar® ou até mesmo uso de instrumentagdo especifica como um
FIA acoplado a detector de luminescéncia.’

O uso de métodos indicadores de estabilidade (MIE),! seletivos
aos principios ativos e seus produtos de degradacdo, tem sido alta-
mente recomendado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA)'® para acompanhamento de resultados provenientes de
estudos de estabilidade de medicamentos.!! A estabilidade de peni-
cilinas tem sido estudada®'? com o objetivo de se estender o tempo
de validade das solugdes extemporaneas, por exemplo, e o uso de
métodos analiticos confidveis, capazes de determinar os possiveis
produtos de degradagdo € desejdvel nesses casos.

O principal objetivo desse trabalho foi propor um método croma-
tografico e indicador de estabilidade, para determinacdo de ampicilina
total e benzatina por cromatografia liquida com deteccdo na regido
do ultravioleta, utilizando-se detector convencional de arranjo de
diodos (DAD) e amostras submetidas a condicdes de estresse (degra-
dagdo forcada). Nos casos em que duas formas de penicilina estejam
presentes em um mesmo medicamento, € possivel a determinagdo
quantitativa de ambas com resolu¢io adequada entre os picos.

Uma das vantagens desse método € que torna possivel a pesquisa
de erros'? durante o processo de produ¢do do medicamento (contro-
le de qualidade), bem como durante estudos de estabilidade,'' no
qual estejam presentes os dois principios ativos. Deve-se salientar
que a determinag@o microbioldgica de ampicilinas € limitada neste
aspecto. Além disso, ndo sio encontradas, até o momento, na litera-
tura mencdes a respeito de métodos cromatograficos indicadores de
estabilidade para ampicilinas.

Apds o desenvolvimento e otimizagdo do método, o mesmo foi
devidamente validado,'’ por ensaios de especificidade/seletividade,
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linearidade, exatiddo, precisdo, limite de detec¢do (LD), limite de
quantificagdo (LQ) e robustez.

PARTE EXPERIMENTAL
Solucoes

Preparagdo da solug@o de fase mével: (A) Tampdo Fosfato de
Potéssio dibdsico pH 3,7 e (B) Metanol.

Preparacdo da solu¢do diluente: 1000 mL com dgua ultra-pura e
ajustou-se o pH para 3,0 com 4cido fosférico 85% (v:v).

Preparacio das amostras

Pesaram-se cerca de 30 mg de uma amostra comercial (p6
liofilizado para reconstitui¢cdo e inje¢do) e transferiu-se para baldo
volumétrico de 25 mL; completou-se o volume com solucdo diluente.
Retirou-se uma aliquota de 1 mL desta solucdo e transferiu-se para
um baldo volumétrico de 10 mL, completou-se o volume com a so-
lugdo diluente. Agitou-se em voértex por 30 s e filtrou-se através de
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0,45 um.

Preparacio dos padroes

Pesaram-se cerca de 25 mg de padrdo de Ampicilina Benzatina
e 5 mg de padrdo de Ampicilina Sédica (Bioquim Liofilizaciones,
S.A.) e transferiram-se as massas para um baldo volumétrico de 25
mL, diluiu-se em solucdo diluente. Retirou-se uma aliquota de 1
mL e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10 mL, diluiu-se
com solugdo diluente. Desta forma a concentragdo da solugdo serd,
em relagdo a Ampicilina Benzatina de 69,70 ug mL"! (corrigida pela
pureza de 69,7%) e em relacdo a Ampicilina Sédica de 19,12 ug
mL"! (corrigida pela pureza de 95,6%), de Benzatina: 28, ug mL"'e
de Ampicilina Total: 87,64 pg mL".

Equipamentos e condi¢des cromatograficas

Utilizou-se um cromatdgrafo liquido da marca Agilent, modelo
HP 1100 equipado com Detector UV-DAD. A coluna empregada
foi a X-Terra RP 8 com dimensdes de 4,6 x 250 mm, diametro
de particula de 5 um e temperatura do forno em 35 °C. A fase
movel consistiu de tampao fosfato de potdssio dibdsico pH 3,7 e
metanol nas propor¢des 80:20 v/v em um fluxo de 1,2 mL min
I. O volume de injecdo foi de 5 pL.. O comprimento de onda de
deteccdo foi de 215 nm (fenda 4 nm) e o comprimento de onda
de referéncia foi de 360 nm (fenda 4 nm). Nestas condicdes os
tempos de retencdo da Benzatina e da Ampicilina Total foram
de aproximadamente 3,5 e 4 min, respectivamente. Obs.: O
pico cromatografico da Ampicilina Total refere-se a molécula de
ampicilina proveniente da Ampicilina Sédica mais a ampicilina
proveniente da Ampicilina Benzatina.

Tabela 1. Preparo de amostras para ensaio de degradagao forcada (seletividade)
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Especificidade/seletividade

A Tabela 1 apresenta a forma de preparo das amostras para en-
saio de especificidade/seletividade. A especificidade/seletividade foi
avaliada apds estresse da amostra em condigdes de hidrélise dcida,
hidrdlise basica, oxidagdo por peréxido de hidrogénio, exposigdo a
luz e calor, por um periodo de 120 h.

Ap6s o desenvolvimento do método, o mesmo foi devidamente va-
lidado para os ensaios de linearidade, exatiddo, precisdo e robustez.'*

Linearidade

A linearidade foi testada entre 50 e 150% da concentrag¢do nominal
de Ampicilina Total e de Benzatina na amostra, tendo-se construido
uma curva entre 45,92 e 136,04 ug mL' para Ampicilina Total e 14,53
e 43,28 ug mL"! para Benzatina. As solugdes de padrao foram injeta-
das em triplicata em cada um dos cinco niveis. O limite de deteccio
(LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram determinados a partir das
curvas de linearidade de Ampicilina Total e Benzatina, como 3 x s/ic e
10 x sfic, respectivamente, onde s € desvio padrdo entre os valores de
intercepto com o eixo Y das trés curvas e ic e a inclinagdo da curva.®

Exatidao

As amostras para o ensaio de exatiddo foram preparadas pela
adicdo de Ampicilina Benzatina e Ampicilina Total ao veiculo, neste
caso dgua, em trés niveis, 50, 100 e 150% da concentragdo nominal
de Ampicilina Total e Benzatina na amostra.

Precisao

A preparacdo das amostras utilizadas para determinacdo da pre-
cisdo em termos de repetitividade e precisdo intermedidria seguiu o
procedimento descrito no item “preparagao das amostras” e realizado
para seis réplicas. A precisdo intermedidria consistiu da preparacio
de novas amostras, por um analista diferente daquele que preparou
as amostras da repetitividade e analisou-se dois dias ap6s o ensaio
de repetitividade.

A Equagio 1 expressa o cdlculo para obtencdo do teor de Ampicili-
na Benzatina e a Equagdo 2, o cdlculo para o teor de Ampicilina Total:

C(mg/ampola) = Rc x 250/m x 589/240 x PM/1000 (D
C(mg/ampola) = Re x 250/m x PM/1000 2)

onde: C(mg/ampola) = concentra¢do calculada de Ampicilina Bben-
zatina; R_ = resultado obtido no cromatograma (pico cromatografico
Benzatina) (ug mL"); 250 = volume de diluigéo (mL); m = massa da
tomada de ensaio (g); 589 = massa molar da Ampicilina Benzatina
(g); 240 = massa molar da Benzatina (g); PM = peso médio da ampola
(~0,3 g).

. . Massa Ampicilina Massa Ampicilina Solu¢@o Reagente utilizada Solugdo Reagente utilizada

Condicdo de degradacdo . . N N
Benzatina (g) Sédica (g) na degradacdo ao final da degradacdo

Hidrélise acida @ 25 4 HC1 0,1 mol L"! NaOH 0,1 mol L*!
Hidrolise basica @ 25 4 NaOH 0,1 mol L! HC10,1 mol L
Oxidagdo @ 25 4 H,0, 3% (vIV) Agua
Luz ® 25 4 Agua Agua
Calor © 25 4 Agua Agua

@ Amostra mantida em estufa em 60 °C; ® exposi¢do a lampada de arco de xendnio (265 W m?); © amostra mantida em estufa em 60 °C.
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A quantidade de Ampicilina Sédica (Equacéo 3 - mg/ampola) é
obtida pela diferenca entre o teor de Ampicilina Total (Equagdo 2) e
o teor de Ampicilina Benzatina (Equacio 1):

ampicilina sédica = ampicilina total — ampicilina benzatina  (3)
RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos itens a seguir, estdo apresentados os resultados dos ensaios
de especificidade, linearidade, LD e LQ, precisdo, exatidao e robustez
do método.

Especificidade

Nas Tabelas 2 e 3 estdo apresentados os resultados referentes ao
testes de especificidade realizados pela adi¢do de padrdo ao veiculo
da amostra (neste caso, dgua - Figura 2) ap6s exposi¢ao da amostra
a cada uma das seis condi¢des de estresse (hidrélise dcida e bésica,
oxidagdo, luz e calor). Estio apresentadas também a concentragio

Tabela 2. Resultados de recuperagio do ensaio especificidade — Benzatina

Teste Tomad.a de C01'1c. Conc. Recup. Rec’:u.p.
ensaio Adic. Recup. Média

Degradacdo (mg) pg/mL pg/mL (%) (%)

Controle-1 5,90 25,53 25,18 98,64 98,93

Controle-2 5,88 26,67 26,46 99,23

HCI-1 25,40 28,82 28,85 717,70 77,93

HCI -2 25,48 28,91 22,60 78,15

NaOH -1 25,69 29,15 25,75 89,15 92,28

NaOH -2 25,62 29,07 27,68 95,40

H,0,-1 25,67 29,12 4,05 13,92 12,31

H,0,-2 25,62 29,07 3,11 10,71

Luz- 1 25,07 28,44 20,46 71,93 72,18

Luz -2 25,11 28,49 20,64 72,43

Calor-1 25,78 29,25 0,80 2,72 3,56

Calor-2 25,59 29,03 1,28 4,40

Tabela 3. Resultados de recuperac@o do ensaio especificidade — Ampicilina
Total

Teste Tomadfl de C01.10. Conc. Recup. Re?up.
ensaio Adic. Recup. Meédia

Degradacdo (mg) pg/mL ug/mL (%) (%)

Controle-1 22,50 85,29 85,77 100,57 100,40

Controle-2 23,51 88,03 88,23 100,22

HCI-1 6,10 94,14 7,07 751 6,55

HCI -2 6,12 94,44 5,28 5,59

NaOH -1 5,12 00,00 0,00 00,00 00,00

NaOH -2 5,14 00,00 0,00 00,00

H,0,-1 5,67 00,00 0,00 00,00 00,00

H,0,-2 5,69 00,00 0,00 00,00

Luz- 1 5,02 89,09 70,62 79,26 79,88

Luz -2 5,09 89,47 72,02 80,50

Calor-1 5,72 00,00 0,00 00,00 00,00

Calor-2 5,68 00,00 0,00 00,00
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Figura 2. Cromatograma representativo do branco

tedrica esperada, a concentragao obtida e os resultados de recuperacdo
(individuais e a média) em porcentagem, para a Benzatina e para
ampicilina total, respectivamente.

O ensaio que gerou degradacdo substancial da molécula de
Benzatina foi aquele no qual a amostra foi exposta ao calor, tendo
a concentracdo reduzida a aproximadamente 3% da concentracio
inicial (Figura 1S, material suplementar). Na amostra em peréxido
de hidrogénio, observou-se também uma degradacdo expressiva,
com recuperagdo de aproximadamente 12% da concentrag@o inicial
(Figura 25, material suplementar). O pico cromatografico da Benza-
tina que aparece em aproximadamente 3,5 min apresentou-se puro,
comprovando a auséncia de interferentes neste tempo de retencdo.
Para as demais condi¢cdes como exposicao a luz, hidrdlise 4cida,
hidrdlise bésica, a porcentagem de recuperagdo variou entre 72 e
92%. A amostra controle (armazenada em vidro &mbar e mantida
em bancada) apresentou 98% de recuperagao.

Nesses mesmos cromatogramas, observa-se que o pico croma-
tografico da Ampicilina Total que aparecia em aproximadamente 4
min, desapareceu, indicando 100% de degradag@o deste principio
ativo nestas condi¢des (meio peréxido de hidrogénio e calor — 60
°C). Observou-se igualmente degradag@o total na amostra em meio
bdsico. As amostras expostas a luz apresentaram cerca de 20% de
degradacdo e em meio dcido, 83% de degradagdo.

As amostras degradadas foram utilizadas durante o desenvol-
vimento do método cromatogrifico, de forma a se atingir uma
condic¢do analitica (coluna, fase mdvel, comprimentos de onda
etc.) apropriada, ou seja, que apresentassem resolugdo maior que
2,0 entre os picos cromatograficos da Benzatina e da Ampicilina
Total, bem como picos simétricos e principalmente “puros”, ou
seja, ndo coeluindo com os produtos de degradacdo formados.
O fator de pureza foi fornecido pelo software do cromatégrafo,
utilizando um threshold de 990.

Linearidade

As curvas de linearidade foram testadas no intervalo de 50 a
150% da concentragdo nominal - 29 ug mL! para Benzatina e 92
ug mL! para Ampicilina Total. O coeficiente de regressao linear,
r, obtido para ambas as curvas foi maior que 0,999 e o fator de
resposta apresentou-se constante em todos os niveis de concen-
tragdo testados.

A andlise da variancia (ANOVA) retornou valores de F
F . Para p=2; m=5;n=30F

tabelado

calculado

ey, () = F 51 =3,71. O valor de

aleulado PAra @ curva de linearidade da Ampicilina Total foi de 3,49
e da Benzatina foi de 3,19. Com base nestes resultados, a hipétese
nula ndo pode ser rejeitada, indicando que o ensaio de linearidade

pode ser considerado satisfatério.
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Os limites de detecgdo e quantificacdo foram determinados como
sendo 0,27 e 2,69 ug mL"!, respectivamente.

Exatidao

A Tabela 4 apresenta os resultados da exatiddo da Ampicilina total
e da Benzatina em tré€s niveis, em relagdo a concentragdo nominal
na amostra.

Os valores obtidos da exatiddo em cada nivel apresentaram-se
préximos de 100% sendo que a média geral foi de 100,31% com um
desvio de 0,20%, indicando que o método apresenta recuperacio
dentro das especificagdes estabelecidas.!®

Os resultados obtidos no ensaio de recuperagdo da Ampicilina
Total sdo proporcionais ao da Benzatina indicando, nesse caso, que a
forma de preparo da amostra € eficiente para extragdo da Benzatina,
mas também da ampicilina ligada ao sédio.

Tabela 4. Resultados do ensaio de exatiddao — Benzatina e Ampicilina total

Nivel Benzatina Ampicilina total
Recup. Recup. Recup. Recup.
(%) Média (%) (%) Média (%)
50% Rep. 1 99,58 100,48 99,54 99,29
50% Rep. 2 101,10 99,54
50% Rep. 3 100,77 98,81
100% Rep. 1 100,11 100,09 98,96 99,54
100% Rep. 2 99,85 99,96
100% Rep. 3 100,30 99,71
150% Rep. 1 100,40 100,36 99,73 99,40
150% Rep. 2 100,73 99,41
150% Rep. 3 99,96 99,06
Média 100,31 99,41
DP 0,20 0,12
DPR 0,20 0,13
Precisio

Os resultados obtidos no ensaio de precisdo em termos de repetiti-
vidade e precisdo intermedidria para Benzatina e Ampicilina Total estdo
apresentados na Tabela 5. Estdo expressos em mg/ampola, conforme
especificacdo do produto comercial. As amostras para este ensaio foram
preparadas conforme item “preparac@o das amostras”, em seis réplicas.

Os resultados indicam valores de repetitividade e precisdo in-
termedidria com valor médio de 173,09 mg/ampola e DPR entre os
resultados da repetitividade e da precisdo intermedidria de 0,52%.
Foi encontrado um valor médio de 222,58 mg/ampola de ampicilina
total, com DPR geral de 1,03%, comprovando a precisdo do método,
para ambos os picos. A Figura 3 apresenta um cromatograma repre-
sentativo do ensaio de precisio.

Robustez

Com o objetivo de testar a robustez do método foram testadas
duas variacdes em relagdo ao método original: fluxo da fase mével
(0,1 mL min") e proporgéo de metanol na fase mével (£ 0,5% v/v).
A comparacio entre os desvios do método testado com o obtido no
ensaio de precisdo no método original forneceu desvios menores que
2% (Tabela 1S, material suplementar). Desta forma, o método foi
considerado robusto frente as modificagdes realizadas.

Quim. Nova

Tabela 5. Resultados do ensaio de precisdo — Benzatina e Ampicilina total

Benzatina Ampicilina Total
Amostras Repetitividade  Precisdo  Repetitividade  Precisao
(mg/amp.) Intermedidria  (mg/amp.) Intermedidria
(mg/amp.) (mg/amp.)
Amostra 1 173,14 173,23 220,71 222,99
Amostra 2 173,94 172,50 220,82 222,22
Amostra 3 174,05 172,66 220,95 226,80
Amostra 4 173,76 172,88 219,68 226,60
Amostra 5 173,90 170,88 221,48 223,90
Amostra 6 173,96 173,36 221,10 223,68
Média 173,79 172,59 220,79 224,37
DP 0,33 0,89 0,61 1,90
DPR 0,19 0,52 0,28 0,85
Média Geral 173,19 222,58
DP Geral 0,90 2,30
DPR Geral 0,52 1,03

Peso médio/ampola = 0,300 g
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Figura 3. Cromatograma representativo do ensaio de precisdo

CONCLUSOES

A anilise dos resultados obtidos a partir do método desenvolvido
forneceu dados que comprovam que o mesmo € vélido, uma vez que todos
os ensaios (linearidade, LD, LQ, precisdo, exatidao, robustez) atenderam
as exigéncias analiticas. Esse método pode ser aplicado aos processos
de controle de qualidade e estudos de estabilidade de medicamentos
contendo Ampicilina Benzatina e Ampicilina Sédica - em medicamentos
nos quais a associagio destes principios ativos esteja presente, uma vez
que os ensaios de seletividade foram realizados na presenga de produtos
de degradac@o. Além disso, 0 método proposto por CLAE, mais rapido
e eficiente, aparece como uma alternativa vdlida para a substitui¢do ou
complementacdo do método farmacopéico microbioldgico.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Esta disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de
arquivo .PDF, com acesso livre.
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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE) PARA DETERMINACAO DE ASSOCIACAO DE AMPICILINAS EM PO LIOFILIZADO
PARA INJECAO
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Figura 1S. Cromatograma representativo ensaio seletividade (degradagdo por oxidagdo por aquecimento em 60 °C
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Figura 2S. Cromatograma representativo ensaio seletividade (degradagdo por oxidagao por H,0, 0,3% v/v)

Tabela 1S. Resultados do ensaio de Robustez expressos em média + DPR % em relagdo aos resultados médios da Precisdo — Benzatina e Ampicilina total

Fluxo da Fase Movel Fluxo da Fase Movel Proporg¢ao da Fase Movel Proporgao da Fase Movel
(-0,1mL min™) (+0,1mL min ") (-5%) (+5%)
Benzatina (mg/amp.)
Robustez: 173,01 £ 0,41 173,77 + 0,48 173,66 + 0,46 173,71 £ 0,25
Ampicilina total (mg/amp.)
Robustez: 221,76 0,30 221,61 +0,27 221,33 +0,19 233,27 +0,22

*e-mail: anapaola@bioagri.com.br



