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RESUMO

BONIATTI, JANINE. Desenvolvimento e validagdo de metodologia de distribuicao
granulométrica por espalhamento de luz laser do insumo farmacéutico ativo efavirenz.
2013. 217f. Dissertacdo Mestrado Profissional em Gestdo, Pesquisa e
Desenvolvimento na Industria Farmacéutica — Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, 2013.

Nas formas farmacéuticas solidas, a biodisponibilidade de um farmaco esta
ligada a sua dissolugdo e esta, por sua vez, tem relagdo com a distribuicao
granulométrica. Além disso, a distribuicdo granulométrica pode impactar diretamente
nos processos de fabricagéo e na qualidade do medicamento.

Atualmente, a técnica de espalhamento de luz laser tem sido amplamente
utilizada na andlise da distribuicdo granulométrica. Embora os equipamentos sejam
relativamente simples ao manuseio, ha a necessidade de um desenvolvimento
adequado de metodologia (contemplando diversos pontos) a fim de garantir resultados
confiaveis, robustos e precisos.

A ISO 13320 (2009) trata da técnica de distribuicdo granulométrica por
espalhamento de luz laser e as farmacopeias referenciam a ISO 13320 na descri¢céo
dos métodos e dos parametros técnicos, inclusive na validacao.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar a metodologia de distribuicdo
granulométrica por espalhamento de luz laser do insumo farmacéutico ativo (IFA)
efavirenz, o qual é um farmaco de baixa solubilidade e alta permeabilidade (SCB
classe Il) e, segundo documento da World Health Organization (WHO) de 2011, o
sucesso de formas farmacéuticas de efavirenz depende, dentre outros fatores, da
caracterizacdo adequada do IFA, sendo destacada a importancia do conhecimento de
sua distribuicdo granulométrica.

Foram utilizadas 5 amostras de efavirenz de 3 fabricantes diferentes (A, B e C):
EFZ-Al e EFZ-A2 (etapa de desenvolvimento); EFZ-A3, EFZ-B1 e EFZ-C1 (etapa de
validacdo). As amostras foram avaliadas por microscopia 6tica (MO) e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). A analise de distribuicdo granulométrica por
espalhamento de luz laser foi realizada no equipamento Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments), utilizando o moédulo Hydro 2000S. As amostras foram previamente
dispersas em 10 mL de solucdo contendo tensoativo e submetidas a ultrassom. Os
tensoativos avaliados foram: polissorbato 20, 40, 60, 80 e 85, Triton X-100, LSS, CTAC
e Igepal® 630CA. O procedimento de validacdo foi baseado na repetibilidade do
sistema, repetibilidade da metodologia e precisao intermédia.

A analise microscépica mostrou que todas as amostras apresentam morfologia
semelhante. Os polissorbatos 40, 60 e 80 foram 0s tensoativos que apresentaram
melhor desempenho na analise. No final do desenvolvimento, foram definidos os
seguintes parametros para a analise de distribuicdo granulométrica do efavirenz, por
espalhamento de luz laser: 50% de agitacdo (1750 rpm), 50% de ultrassom,
polissorbato 80 [0,02% (p/v)] como tensoativo e tempo de dispersdo da amostra no
equipamento antes da medicao igual a 10min. Na etapa de validacdo, os coeficientes
de variacao ficaram dentro dos limites previamente estabelecidos para as amostras
EFZ-A3, EFZ-B1 e EFZ-C1, nos quesitos repetibilidade do sistema, repetibilidade da
metodologia e preciséo intermediaria.

Palavras-chave: DistribuicAo granulométrica por espalhamento de luz laser.
Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica. Efavirenz.



ABSTRACT

BONIATTI, JANINE. Development and validation of the particle size distribution
methodology by laser light scattering technique for the efavirenz active pharmaceutical
ingredient. 2013. 217f. Dissertacdo Mestrado Profissional em Gestdo, Pesquisa e
Desenvolvimento na Industria Farmacéutica — Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, 2013.

In solid pharmaceutical forms, the bioavailability of a drug is related to its
dissolution, which is, in turn, related to the particle size distribution. Besides, the
particle size distribution can directly impact in the manufacturing processes and in the
quality of the drug.

Nowadays, the laser light scattering technique is widely used in the analysis of
particle size distribution. Although the equipment is relatively simple to handle, there is
a need for an adequate development of methodology (contemplating several points) to
ensure reliable, robust and accurate results.

The ISO 13320 refers to the particle size distribution by laser light scattering
technique, and the pharmacopoeias refer to the ISO 13320 in the description of
methods and technical parameters, even for validation.

The purpose of this study was to develop and validate the methodology of
particle size distribution by laser light scattering for the efavirenz active pharmaceutical
ingredient (API), which is a drug with low solubility and high permeability (BCS class
II) and, according to a document from the World Health Organization (WHO) (2011),
the success of pharmaceutical forms of efavirenz depends, among other factors, on
the appropriate characterization of the API, being highlighted the importance of
knowing their size distribution.

Five samples of efavirenz, from three different manufacturers (A, B and C), were
used: EFZ-A1 and EFZ-A2 (development stage); EFZ-A3, EFZ-B1 and EFZ-C1
(validation stage). The samples were evaluated by OM and SEM. The analysis of
particle size distribution by laser light scattering was performed on the equipment
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments), using the Hydro 2000S module. The samples
have been previously dispersed in 10 mL of a solution containing surfactant and
subjected to ultrasound. The evaluated surfactants were: polysorbate 20, 40, 60, 80
and 85, Triton X-100, SLS, CTAC and Igepal ® 630CA. The validation procedure was
based on the repeatability of the system, the repeatability of the methodology, and on
intermediate precision.

The microscopic analysis showed that all samples presented similar
morphology. The polysorbates 40, 60 and 80 were the surfactants that showed better
performance in the analysis. At the end of development, the following parameters have
been defined for the analysis of size distribution by laser light scattering of efavirenz:
50% agitation (1750 rpm), 50% ultrasound, polysorbate 80 [0.02% (w/v )] as surfactant,
and dispersion time of the sample in the equipment before measurement equal to 10
minutes. In the validation stage, the coefficients of variation of repeatability of the
system, repeatability of the methodology, and intermediate precision were within the
previously established limits for all analyzed samples (EFZ-A3, EFZ-B1 and EFZ-C1).

Keywords: Particle size distribution by laser light scattering. Development and
validation of analytical methodology. Efavirenz.
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INTRODUCAO

Dificilmente os farmacos sdo administrados como substéncias quimicas puras,
geralmente eles s&o utilizados na forma de medicamentos. Desde a producgéo do
farmaco até a sua eliminacdo pelo paciente apds ter sido administrado como

medicamento, diversas etapas estédo envolvidas (Figura 1) (YORK, 2001).

1 2 3 4 5

Produgao da
formulagéo do
medicamento

Produgao Desenvolvimento
do farmaco da formulagéo

Administracao Absorgao e

do medicamento distribuigdo Eliminagao

Figura 1. Representacdo esquematica dos diferentes estagios de um farmaco, desde a sua
producéo até sua completa eliminacdo (Adaptado de STANIFORTH, 2001).

Logo nos primeiros estagios (1 e 2), as caracteristicas fisico-quimicas e
biolégicas dos insumos farmacéuticos, da formulacdo, bem como a via de
administracdo, séo fatores determinantes para garantir a seguranca, a eficacia e a
qualidade da formulagcdo farmacéutica. Todos estes fatores sdo amplamente
estudados, uma vez que influenciam diretamente no objetivo final de um
medicamento: a obtencdo de biodisponibilidade adequada e consequente atividade
terapéutica a qual se destina, com o minimo de efeitos indesejados ou toxicos
(STANIFORTH, 2001; STORPIRTIS et al., 2009).

Na industria farmacéutica, os materiais particulados, tanto ativos como
excipientes, se fazem presentes na produgédo da maioria das formas farmacéuticas,
como nas soélidas (comprimidos, pés, capsulas, granulos, etc.), liquidas (solugdes,
suspensodes, etc.) e semissélidas (pomadas, lo¢cdo, creme, gel, etc.). Um dos fatores
que determina a dimenséo e a distribuicdo granulométrica dos materiais particulados
€ a via de administracdo do medicamento (SHEKUNOV, et al 2006). A Figura 2
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correlaciona diferentes vias de administragdo e a distribuicAo granulométrica

apropriada para a producdo de medicamentos, que pode variar de nanémetros até

milimetros.
Diagnésticolinorganico
Linfatico (sistermna reticuloendotelial)
Longa circulagdo (cérebro, tumor)
Transdérmico
it
Entrega de Genes
it
Intravenaso/intramuscular
+—t
Ccular
Aerosol
Masal
Intraperitoneal
Oral
+—t
Oral, granulos
+—
L 1 1 1 1 1 1
0.001 001 (0N 1 10 100 1000
Faixa de tamanho de particula (Mm)

Figura 2. Faixa de distribuicdo granulométrica para diferentes vias de administracdo de
medicamentos (Adaptado de SHEKUNOV, et al 2006).

No caso de formas farmacéuticas sélidas, a biodisponibilidade de um farmaco
esta diretamente ligada a sua dissolucado e, esta por sua vez, tem relacdo direta com
a distribuicdo granulométrica do p6. Em outras palavras, quanto menor a dimenséao de
uma particula, maior a area superficial e consequentemente maior a dissolucdo
(STORPIRTIS et al., 2009).

A quantidade de farmacos com baixa solubilidade em agua vem aumentando
drasticamente, e isto tem sido uma barreira no desenvolvimento de formulagdes
(LEUNER, 2000). Com o intuito de romper esta lacuna e obter medicamentos com
adequada biodisponibilidade, diversas alternativas tém sido utilizados pela industria
farmacéutica para o favorecimento da dissolucdo. Pode-se citar como exemplos a
conversdo em sal, a produgao de cocristal e o processo de reducao das dimensdes
dos materiais particulados (PINTO et al., 2012).
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Além da dissolucdo e biodisponibilidade de um farmaco, a distribuicao
granulométrica pode impactar diretamente nas propriedades fisicas, nos processos de

fabricacédo e na qualidade de um medicamento, como:

o Razao de liberacdo de farmacos em formulagdes de liberacdo controlada e
sustentada;

o Uniformidade de conteudo;

o Propriedades relacionadas a estabilidade fisico-quimica;

o Comportamento e desempenho das formulagdes com aerolizagéo;

o Fluxo, mistura e segregacao de pos;

o Caracteristicas reologicas de formulacdes liquidas e semissdlidas;

o Dureza de comprimidos mastigaveis;

o Irritabilidade de pomadas dérmicas, cremes e de formulacdes oftalmicas

(PARIKH, 2011; SHEKUNOQOV, et al 2006).

Além de utilizar a caracterizagdo dos insumos farmacéuticos ativos (IFA’s) e
excipientes como ferramenta chave durante a etapa de pré-formulacéo, a industria
farmacéutica também faz uso desta etapa para definir especificacbes das suas
matérias-primas. Estas especificacdes buscam a manutencdo das caracteristicas
criticas das matérias-primas, possibilitando assim que o método de fabricacdo seja
plenamente atendido, e que as propriedades farmacocinéticas e biofarmacéuticas do
medicamento estejam sempre dentro dos padrées de qualidade esperados
(MARSON, 2011).

A definicdo de uma distribuicdo granulométrica adequada € importante para
prevenir uma série de problemas farmacotécnicos durante a producdo de formas
sélidas (ex.: desvios de compressibilidade, homogeneidade de mistura, fluxo das
particulas, etc.) e ndo prejudicar a eficacia do medicamento por problemas de
dissolugao / biodisponibilidade (MARSON, 2011).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a determinacdo da distribuicdo
granulométrica, como por exemplo: tamisacdo, microscopia, sedimentacéo
gravitacional, sedimentacao centrifugal, zona sensora de passagem elétrica (contador
Coulter), espalhamento de luz dinamica, espalhamento de luz laser, entre outras
(STANIFORTH, 2001; SHEKUNOQV, et al. 2006; MALVERN, 2012;).

Atualmente, a técnica de espalhamento por luz laser (LLS, do inglés Laser Light

Scattering) € amplamente utilizadas na analise da distribuicdo granulométrica
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de materiais que compreendem a faixa de nanémetros até milimetros (MALVERN,
2012). Além disso, sua popularidade tem aumentado com o passar dos anos,
principalmente em funcéo de sua flexibilidade, ampla faixa de medicéo, velocidade de
operagdo, automacdao, utilizacdo de uma quantidade reduzida de amostra para a
realizacdo da analise, melhor sensibilidade (em relacéo a outras técnicas tradicionais
como a tamisacao), ndo ser necessario calibracdo (apenas verificacdo com padrdes
de referéncia rastreaveis), alta produtividade (grande numero de analises/dia). Além
disso, ela estd amparada por uma norma, a ISO (International Organization for
Standardization) 13320 de 2009 (VILLIERS, 1995; LERKE et al., 2002; KIPPAX, 2005;
ISO 13320, 2009; VIRDEN, 2010; MALVERN, 2012).

Embora a técnica apresente estas vantagens e 0s equipamentos sejam
relativamente simples ao manuseio, ha a necessidade de realizar um desenvolvimento
adequado de metodologia para que possa ser garantido um resultado confiavel,
robusto e preciso (VIRDEN, 2010; KIPPAX, 2004). Desta forma, humerosos pontos
devem ser contemplados durante o desenvolvimento de uma metodologia de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser, como: analises
complementares (microscopia), amostragem, preparo de amostra (concentracéo,
otimizacao das condi¢cGes de dispersao, entre outros), meio de dispersado de analise
(seco ou liquido), determinacao de parametros intrinsecos ao equipamento (agitacao,
ultrassom, fluxo de ar, vibracdo, entre outros) e avaliacdo criteriosa de resultados
(VIRDEN, 2010).

A validacdo de métodos analiticos na industria farmacéutica € estabelecida e
documentada por guias publicados por organizagdes como a International Conference
on Harmonization (ICH), Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Food and
Drug Administration (FDA), assim como por farmacopeias: Americana (United States
Pharmacopeia — USP), Europeia (European Pharmacopoeia — EP), Brasileira
(Farmacopeia Brasileira — F.BRAS), Japonesa (Japanese Pharmacopoeia — JP), entre
outras.

O FDA recomenda os guias de validacao publicados pelo ICH, porém ao longo
deste trabalho serdo apresentados pontos os quais a andlise de distribuicdo
granulométrica ndo se enquadra ao estabelecido por tais guias. Em funcéo disso,
atualmente o compéndio comumente utilizado para a normatizacdo da técnica de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser é a ISO 13320, publicada

inicialmente em 1999 e substituida por uma nova versao em 2009. Este documento
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trata especificamente sobre a analise de distribuicdo granulométrica por
espalhamento de luz laser e, neste contexto, apresenta requisitos adequados para o
desenvolvimento, analise e validacdo de metodologias analiticas para a referida
técnica.

As farmacopeias sdo compéndios oficiais do setor farmacéutico, porém apenas
algumas delas descrevem a analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento
de luz laser, sendo que todas que a descrevem referenciam a ISO 13320 como base
para a descricdo dos métodos e dos parametros técnicos.

O Instituto de Tecnologia em Farmacos (Farmanguinhos), unidade técnico-
cientifica da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), é o maior laboratério farmacéutico
oficial vinculado ao Ministério da Saude. Farmanguinhos produz mais de um bilhdo de
medicamentos por ano para atender aos programas estratégicos do Governo Federal,
que sdo distribuidos a populacdo pelo Sistema Unico de Saude (SUS), além de
atender demandas emergenciais no Brasil e no exterior (FARMANGUINHOS, 2013).

De acordo com a conferéncia internacional sobre Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (1996), foi apresentada uma combinacdo de
medicamentos que reduz 100 vezes o ritmo de reproducéo do virus, comparado a um
tratamento por monodroga. Esta combinacido de medicamentos visa a administragéo
conjunta de farmacos que atuem em diferentes etapas da replicagéo viral (SOUZA,
2003).

O efavirenz € um dos farmacos utilizados em combina¢do com outros farmacos
antirretrovirais e é classificado como um inibidor da transcriptase reversa nao-
nucleosideo (ITRNN) do virus HIV-1 (do inglés, Human Immunodeficiency Virus). Liga-
se diretamente a esta enzima e blogueia as atividades da DNA (&cido
desoxirribonucléico)-polimerase, RNA (4cido ribonucléico) e DNA-dependentes,
causando a destruicdo do sitio catalitico da enzima (VIANA et al., 2006).

Segundo um documento publicado em 2011 pela World Health Organization
(WHO), o sucesso para a producéo de formas farmacéuticas de efavirenz no estudo
de bioequivaléncia depende, dentre outros fatores, da caracterizacdo adequada deste
insumo, sendo destacada a importancia do conhecimento da distribuicdo
granulométrica deste IFA.

Pelo exposto, fica clara a necessidade de uma avaliacdo criteriosa e o

estabelecimento de metodologias robustas para a avaliagdo da distribuicéo



granulométrica de insumos farmacéuticos, de forma que se atinja a viabilidade do

processamento farmacotécnico e a eficacia terapéutica dos medicamentos.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Distribuigcdo granulométrica

Particulas podem ser definidas como qualquer fase-condesada tridimensional
em um sistema de dispersao, seja ele liquido (por exemplo: sélidos em suspenséo ou
goticulas de uma emulsdo), sélido (por exemplo: pds) ou gasoso (por exemplo:
aerossois). Ou seja, embora o termo “particula” seja comumente utilizado para
referenciar materiais solidos, uma goticula pode ser considerada uma particula, bem
como um agregado, que por sua vez, é descrito como um conjunto de particulas
primarias! unidas de forma coesa (JILLAVENKATESA et al., 2001; MERKUS, 2009).

As particulas podem ser de origem natural, produzidas a partir de compostos
naturais ou ainda totalmente sintéticas (JILLAVENKATESA et al., 2001).

A Figura 3 ilustra a faixa de distribuicdo granulométrica de diferentes materiais
particulados (naturais e sintéticos) que abrangem desde nanémetros até milimetros,

nas diversas areas em que sua determinacdo é de extremaimportancia.

10°m  10%m 10"m 10%m 10°m 10“m 10°m 102m

(hm) (um) (mm)

argila areia

poluicdo nuvens e nevoeiros chuva

fertilizantes, pedras de cal

pigmento de tintas

virus bactérias

farmacos e excipientes

Figura 3. Dimens®es de particulas (Adaptado de XU, 2002).

1 Particula priméria: menor diviséo identificavel em um sistema de particulas (JILLAVENKATESA et al., 2001).
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Assim, fica claro que o conhecimento sobre a distribuicdo granulométrica € um
pré-requisito para a maioria das operacdes de producdo e processamento nas mais
diversas areas: minérios, farmacéutica, cosmética, entre outras (JILLAVENKATESA
et al., 2001; BUMILLER, 2007). De fato, mais de 75% dos materiais processados na
industria estdo na forma de particulados (MERKUS, 2009). A Figura 4 apresenta as
diferentes areas que fazem uso da analise de distribuicdo granulométrica como

ferramenta importante para o gerenciamento das suas producdes.

Segmentos que comumente fazem uso da analise de distribuigdao granulométrica
nos seus processos produtivos

5% At
Farmacéutica
5%
uimica
5% 25% Q
QOutros
0,
5% Alimentos
5% Ceramicas
Abrasivos
5% Cosméticos
5% Minerais
. Cimento
(1)
5% Pds metdlicos

10% Universidades

Figura 4. Apresentacao de diferentes segmentos que fazem uso da andlise de distribuigcao
granulométrica nos seus processos produtivos (Adaptado de BUMILLER, 2007).

Para algumas areas e/ou alguns produtos h& necessidade de estabelecer
faixas especificas de distribuicdo granulométrica. Em funcéo disso, as particulas sédo
classificadas de acordo com uma homenclatura padronizada, porém, estas definices
séo diferentes nos diversos campos de aplicacdo (MERKUS, 2009).

Na area farmacéutica, as farmacopeias, que sdo compéndios oficiais,
apresentam algumas divergéncias na nomenclatura de distribuicées granulométricas
para pos.

A Tabela 1 apresenta uma compilacdo com a definicAo de tamanho das

particulas, oriundas de diferentes farmacopeias e outros dois documentos.



Tabela 1. Compilacéo dos termos utilizados para designacao do tamanho das particulas por diferentes literaturas.

Termo utilizado

Definicdo segundo:

NIST (2001)

MERKUS (2009)

Farmacopeia:

Europeia
(EP, 2008

Britanica
(BP -2008)

Brasileira
(F.BRAS, 2010a)

Internacional
(IP, 2011)

Americana

Particulas com

. ~ Particulas
dimensdes
Nano menores que
menores que 0.1um
100nm -~
Ultrafino

P6 microfino

90% do peso deve
passar pelo tamis

P6 superfino

90% do nimero das

P6 finissimo/
Muito fino

95% da massa deve
passar pelo tamis 125
(125um) e ndo mais
que 40% deve passar
pelo tamis 90 (90um)

'95% da massa deve

passar pelo tamis
125 (125pum) e nédo
mais que 40% deve
passar pelo tamis 90
(90pm)

Particulas menores
que 125um

Todas as
particulas devem
passar pelo tamis
125 (125um 0

Particulas entre
90pm e 125um

Continua
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Definicdo segundo:
Farmacopeia:

Termo utilizado

NIST (2001) MERKUS (2009) Europeia Britanica Brasileira Internacional Americana
(EP, 2008) (BP -2008) (F.BRAS, 2010a) (IP, 2011) (USP 35, 2012)
95% da massa 95% da massa
Particulas com Particulas com deve passar pelo deve passar pelo
P6 fino dimensbes na dimensdes na tamis 180 (180pum) [tamis 180 (180um) Particulas entre
faixa de 1pm a faixa de 1pm a e ndo mais que e ndo mais que 125pum e 180um
100pm 10pum 40% pelo tamis 40% pelo tamis
125 (125um) 125 (125um)

95% da massa Particulas que )
5% da massa P6 que passar na
eve passar pelo deve passar pelo passam em sua totalidade pelo
P6 semifino/ ) P p tam is 355 totalidade pelo tam is . P .
amis 355 (355um) - tamis 355 (355um) |Particulas entre
Moderadamente N ; (355um) e néao 355 (355um) e no ~ .
R nao mais que . A ) e ndo mais que 180pm e 355um
fino . mais que 40% méaximo 40% ficam
0% pelo tamis . . . 40% passar pelo
80 (180um) pelo tamis 180 retidas no tamis 180 tamis 180 (180um)
H (180pm) (180pm) H
Particulas com
Média : dimenséao na faixa
1de 10pm a
1.000pm
- Particulas que P6 que passar em
95% do peso deve q q p
assar pelo tamis passam em sua sua totalidade pelo
Po6 P p ~ _|totalidade pelo tam is [tamis 710 (710um)
-f710 (710pm) e ndo o
moderadamente 710 (710pm) e no e no maximo 40%
gmenos que 40% maximo 40% delas delas ficam retidas
grosso -fpelo tamis 250 °

ficam retidas no no tamis 250
tamis 250 (250um) (250pum)

(250pm)

Continua



Termo utilizado

Definicdo segundo:

NIST (2001)

MERKUS (2009)

Farmacopeia:

Europeia
(EP, 2008)

Britanica
(BP -2008)

Brasileira
(F.BRAS, 2010a)

Internacional
(IP, 2011)

Americana
(USP 35, 2012)

Particula grossa/
P6 grosso

Particulas com
dimensdes maior
que 100pm

Particulas com
dimensfes na
faixa de 1mm a
10mm

95% da massa
deve passar pelo
tam is 1400
(1,4mm) e ndo
menos que 40%
pelo tamis 355
(355um)

95% da massa
deve passar pelo
tam is 1400
(1,4mm) e ndo
menos que 40%
pelo tamis 355
(355um)

Particulas que
passam em sua
totalidade pelo
tam is 1700
(1,70mm) e no
maximo 40% delas
ficam retidas no
tamis de abertura
355 (355um)

P6 que passar na
totalidade pelo
tam is 2000
(2,00mm) e nédo
mais que 40%
pelo tamis 355
(355um)

Particulas entre
355um e 1000pum

Muito grossa

-Particulas com
-dimens&o acima
-de 10mm

Particulas maiores
ue 1000pm

Conclusao
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A distribuicdo granulométrica apresenta um efeito significativo sobre diversas
caracteristicas dos produtos acabados, como: resisténcia mecéanica, densidade,
propriedades elétricas e térmicas, bem como atividade terapéutica. Desta forma, se
durante o processo nao houver um controle de qualidade adequado sobre a
distribuicdo granulométrica dos pos utilizados, a producdo pode apresentar desvios
significativos devido a alta taxa de rejeicao do produto final (JILLAVENKATESA et al.,
2001).

Na industria de cosméticos, a maioria dos produtos requer uma determinacao
rigorosa da faixa de distribuicdo granulométrica para que se possa garantir a qualidade
e eficacia. Um bom exemplo para a area de cosméticos sdo os filtros solares,
especialmente os filtros solares inorganicos que séo constituidos de particulas. Para
gue eles possam realizar o mecanismo de protecdo, necessitam apresentar-se com
as particulas no seu tamanho ideal para serem capazes de espalhar a radiacao. Os
filtros solares inorganicos séo representados por dois 0xidos: ZnO e TiO2. Esses filtros
solares representam a forma mais segura e eficaz de proteger a pele, pois apresentam
baixo potencial de irritacdo, sendo inclusive os filtros solares recomendados no
preparo de fotoprotetores para uso infantil e pessoas com peles sensiveis. Os 6xidos
utilizados como filtros solares, quando incorporados as formulacdes ficam suspensos,
sendo o tamanho das particulas de suma importancia ndo apenas para a eficacia do
protetor solar, como também para a aparéncia cosmética do produto. Atualmente,
existem 6xidos micro-particulados abrangendo uma faixa de 70-200nm, que indicam
um grande avanco: nao deixam uma pelicula branca do produto sobre a pele (efeito
visualizado anteriormente com produtos formulados utilizando tamanhos de particula
superiores a 400nm) (FLOR, et al., 2007; BUMILLER, 2010).

No setor alimenticio, a determinagcédo do tamanho e distribuicdo das particulas
também € uma andlise fundamental para o desenvolvimento de alguns produtos.
Pode-se citar como exemplo a producdo de chocolates, onde o tamanho da particula
e fundamental para a producéo de produtos com qualidade e consisténcia adequada
(BUMILLER, 2009; KIPPAX, 2007). Na producao de café, a moagem dos graos deve
resultar em particulas de tamanho adequado para que o mesmo possa fornecer todas
as caracteristicas de sabor, mostrando assim a qualidade do grédo. Particulas muito
grandes podem deixar o processo de extracdo dos componentes do café muito lenta

ou até mesmo ndo permitir a extragdo completa. Por outro lado,
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particulas muito pequenas podem liberar de forma muito rapida (devido a grande area
superficial) os componentes que conferem as caracteristicas do café, prejudicando
assim a qualidade final do produto (MALVERN, 2006).

Na industria farmacéutica, muitos autores relatam as numerosas dificuldades
gue podem ser enfrentadas em varias etapas do processo produtivo de diferentes
formas farmacéuticas.

Durante a producdo de formas farmacéuticas solidas, a influéncia da
distribuicdo granulométrica e morfologia das particulas dos insumos podem abranger
as etapas de mistura, granulacdo, compressao e revestimento (HAUSNER, 2003;
SHEKUNOV et al., 2006; PARIKH, 2011).

Além disso, apds a producdo, a velocidade de dissolugcdo de formas
farmacéuticas solidas, a qual é relacionada a area superficial do(s) farmaco(s) e
excipientes da formulacao, € amplamente dependente da distribuicdo granulométrica
das particulas (PARIKH, 2011).

Este fato se faz extremamente importante, principalmente, para insumos
farmacéuticos classificados através do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
como Il (baixa solubilidade e alta permeabilidade), onde a velocidade de dissolucéo
influencia diretamente na biodisponibilidade do farmaco (PARIKH, 2011). Ou seja, a
velocidade de absor¢édo, tempo para o inicio do efeito e a duragdo da resposta
terapéutica podem ser determinadas pelo tamanho de particula dos produtos
administrados nas diversas rotas de administracdo (FLORENCE & ATTWOOD, 2003).

Nos ultimos anos, cerca de 70% dos candidatos a novos farmacos séo
classificados como de baixa solubilidade. Além disso, atualmente, cerca de 40% dos
medicamentos comerciais de liberacdo imediata sdo categorizados como
praticamente insoluveis em agua (<100ug/mL) (LEUNER, 2000; KAWABATA, et al.,
2011).

Além disso, atualmente, cerca de 40% dos medicamentos comerciais de
liberacdo imediata sdo categorizados como praticamente insollveis em &gua
(<100ug/mL) (KAWABATA, et al., 2011).

Vérias abordagens tém sido exploradas para que a dificuldade de desenvolver
farmacos com baixa solubilidade em agua possa superar problemas relacionados com
a baixa dissolucao, biodisponibilidade e eficacia terapéutica. Pode-se citar como

exemplos: alteracdo da estrutura quimica, utilizacdo dos conceitos de pro-
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farmaco, conversao no sal do farmaco, cocristais, amorfizagdo, complexacdo com
ciclodextrinas, auto-emulsificacdo, modificacGes de pH e processos mecanicos como
moagem e micronizacao. Estes dois ultimos baseiam-se na reducao do tamanho das
particulas através de forca mecéanica e tem sido amplamente utilizados pela industria
farmacéutica pela facilidade de operacgéo e baixo custo (PARIKH, 2011; KAWABATA,
et al., 2011).

Desde 1939 ja se discutia a importancia da influéncia da granulometria em
formas farmacéuticas, com o primeiro relato referindo-se a relagao deste parametro e
a toxicidade da fenotiazida, a partir de testes em larvas de mariposas.
Sequencialmente, foi relatado o aumento do efeito terapéutico de um anti-helmintico.
Com o passar dos anos, varias literaturas citaram farmacos que apresentaram
biodisponibilidade aumentada quando a sua granulometria foi diminuida, como por
exemplo: griseofulvina, digoxina, felodipina, glibenclamida, cloranfenicol e
espirolactona (NYSTROM, 1995; NERY et al.,, 2007; STORPIRTIS et al., 20009;
KAWABATA, et al., 2011; AULTON, 2011).

A Figura 5 apresenta o efeito da granulometria em suspensdes de fenobarbital
na biodisponibilidade do farmaco, apds a administracao de injecéo intramuscular com
diferentes tamanhos de particulas, comparada com a solu¢do do farmaco, a qual
acredita-se que precipita na forma de microcristais no local da administracdo. A
velocidade da dissolucdo destes cristais controla a absor¢do a partir do local da
administracdo (FLORENCE & ATTWOOD, 2006).
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Figura 5. Niveis sanguineos de fenobarbital versus inje¢bes intramusculares de trés formas
de dosagem: solucdo, suspensdo com particulas em torno de 6,63um e suspensdo com
particulas em torno de 29,96um (Adaptado de FLORENCE & ATTWOOD, 2006).

Fica claro que o uso da suspenséo utilizando particulas menores faz com que
ocorra um aumento consideravel dos niveis sanguineos do fenobarbital, quando
comparado com a mesma formulacao utilizando particulas maiores do IFA.

Entretanto, o aumento da solubilidade e, consequentemente, da
biodisponibilidade nem sempre € requerido ou desejado. A nitrofurantoina, por
exemplo, quando utilizada na forma de particulas reduzidas apresenta efeitos
colaterais téxicos, resultando em alta incidéncia de nauseas devido a sua absorcéo
mais rapida. O desenvolvimento de nitrofurantoina macrocristalina (utilizando
capsulas na producdo para que se evite a compressao dos cristais e reducdo das
dimensdes) permitiu a realizacdo de uma terapia na qual a incidéncia de nauseas é
reduzida (AULTON, 2001; FLORENCE & ATTWOOQOD, 2003).

Outro aspecto de relevancia a cerca da reducdo do tamanho das particulas com
0 objetivo do favorecimento da dissolucdo, € que existem casos em que O processo
para reduzir o tamanho de particula também pode alterar a forma cristalina do

material.
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Além do tamanho de particula, a eficacia terapéutica dos farmacos também
esta diretamente relacionada as suas caracteristicas estruturais cristalinas
(polimorfismo?) e a morfologia (JUNIOR, 2009).

O polimorfismo é responsavel por diferencas em diversas propriedades dos
sélidos: solubilidade, velocidade de dissolucao, ponto de fusdo, densidade, dureza,
configuracédo do cristal, propriedades oticas e elétricas, presséo de vapor, entre outras.
Como os diferentes estados solidos de um farmaco podem apresentar variagdes na
solubilidade termodinamica e na velocidade de dissolucdo, o polimorfismo pode
acarretar em alteragdes na biodisponibilidade (JUNIOR, 2009).

Para exemplificar a influéncia da forma cristalina e do tamanho de particula,
relata-se o caso da digoxina. A utilizacdo deste farmaco em tamanhos reduzidos
provoca toxicidade pelo aumento da biodisponibilidade. Porém, neste caso, o
processo de reducédo do tamanho de particula transforma o cristal deste farmaco na
sua forma amorfa * e, com isso, ocorre o aumento da solubilidade e,
consequentemente, da biodisponibilidade em funcéo do somatério destes dois fatores:
transformacao do cristal na sua forma amorfa e reducdo do tamanho das particulas
(FLORENCE & ATTWOOD, 2003).

2 Polimorfismo: capacidade de uma molécula (farmaco) existir em mais de uma forma ou estrutura cristalina
(McCRONE, 1965).

3 Forma amorfa: Ao contrario dos cristais, os sélidos amorfos possuem uma disposi¢cdo desorganizada das
moléculas. Como esta configuracdo é energeticamente mais desfavoravel, os sélidos amorfos sdo normalmente
mais instaveis e sollveis que os cristais, sejam eles anidros ou solvatos (MARSON, 2011).
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Técnicas para analise de distribuicdo granulométrica
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Nos ultimos anos, quantidade de técnicas disponiveis para a andlise de

distribuicdo granulométrica vem crescendo gradativamente. Muito embora ja exista

um numero bastante consideravel de técnicas, a maioria delas apresenta principios

diferentes e fornecem resultados para diferentes aplicabilidades. Além disso,

equipamentos diferentes de uma mesma técnica podem ter variagbes que podem

influenciar os resultados. Portanto, a escolha da técnica e do equipamento para a

determinacao da distribuicdo granulométrica depende de varios fatores, tais como:

guantidade de amostra a ser utilizada para a medicao, sensibilidade, tempo de analise,

faixa de tamanho requerida, quais as propriedades da particula sdo de interesse,

velocidade de analise, em que meio 0 material pode ser disperso (liquido, gas),
necessidade de alta resolugéo, custo, entre outros (JILLAVENKATESA et al., 2001,

MALVERN, 2012). Figura 6 apresenta algumas técnicas mais utilizadas para a

caracterizacao da distribuicdo granulométrica de materiais particulados e suas faixas
aproximadas de medi¢ao (MALVERN, 2012).

Técnica

Espalhamento de luz
laser

Espalhamento de luz
dindmica
Espalhamento de luz
eletroforética

Imagem automatizada

Microscopia 6tica

Microscopia eletrénica
de varredura

Sedimentagéao

Tamisacao

Faixa de tamanho de particula

0,2nn  1nm 10nm 100nm 1pm

10pm 100pm 1mm 10mm

Figura 6. Algumas das diferentes técnicas existentes no mercado para a determinagéo de
distribuicdo granulométrica e suas faixas aproximadas de medicao (Adaptado de MALVERN,

2012).
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Para as particulas esféricas e cubicas € possivel utilizar um nimero Gnico na
caracterizacdo de sua dimensdo. Embora seja possivel determinar o tamanho de
outras particulas tridimensionais, como aquelas com morfologia de paralelepipedo (2
ou 3 parametros dimensionais) ou de cilindro (2 parametros dimensionais), para a
maioria das particulas tridimensionais nao € possivel chegar a poucos parametros que
a descreva (XU, 2002); seja devido a irregularidades (cavidades, reentrancias, etc.)
nas suas faces e/ou por possuir uma morfologia mais complexa. A Figura 7 apresenta

algumas formas de particulas e suas respectivas denominacgoes.

Colunar Acicular

B / =

_/'/ S o TR > Y 2
I - S 4-"; . : /,/-/-) — < : - -

el =i 3

Ripa Chapa Ladmina Dendritica

Angular Irregular Arredondado Granular

Figura 7. Algumas formas de particulas e suas respectivas denominac¢des (Retirado de USP
34, 2011).

E claro que em algumas situa¢des, como por exemplo, um pedaco de vidro
guebrado é possivel determinar ou especificar suas dimensdes, porém quando se
trata de um universo com milh8es de particulas a possibilidade de descrevé-las é
praticamente nula.

A caracterizagdo de uma particula utilizando apenas um parametro (ou no
maximo 2) é chamada de tamanho. Existem muitas definigcbes para caracterizacéo de
particulas tridimensionais irregulares resultando em um Unico parametro, porém, o
conceito mais utilizado € o da representacéo através de uma esfera equivalente. Uma
esfera pode ter o seu tamanho definido por um unico valor, o didametro. O principio da
esfera equivalente consiste em relacionar as particulas ao diametro de uma esfera
(ALLEN, 1997; XU, 2002; MALVERN, 2012). Porém, este valor € uma
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derivacao, e é dependente das propriedades que estdo sendo medidas. Este principio
pode ser exemplificado através da medida do volume de uma particula cilindrica para
originar a dimensao de sua esfera equivalente (d) (Equacéao 2) (XU, 2002; MALVERN,
2012).

d = (6rzh)v3 (Equagio 1)

d= esfera equivalente
r=raio

h=altura

A Figura 8 apresenta uma particula cilindrica com diametro e comprimento
iguais a 120pm e 360um, respectivamente, e a sua esfera equivalente de didmetro

igual a 198um, ambas tém o mesmo volume (MALVERN, 2012).

360pm

ity : 198pm

120um

Figura 8. Exemplo da utilizacdo do conceito de esfera equivalente (esfera de mesmo
volume) (Retirado de MALVERN, 2012).

Porém, cabe ressaltar que varios parametros das particulas podem ser
selecionados para medir o seu tamanho através da aproximacao a uma esfera, como
por exemplo: maior ou menor dimensao, perimetro da area projetada, area projetada,
area superficial, volume, velocidade de sedimentacédo, entre varias outras. A Figura 9
mostra diferentes resultados possiveis para um grao de areia (particula irregular).
Todos eles estdo corretos. Os diferentes diametros simplesmente indicam que esta
sendo medido diferentes propriedades da particula, ou seja, seria 0 mesmo que medir

diferentes parametros. Em funcéo disso, s6 podemos comparar medidas
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de uma amostra usando a mesma técnica (ALLEN, 1997, PAPINI 2003; BUMILLER,
2007; KIPPAX, 2008; MALVERN, 2012).

Esfera de mesma
longitude minima

Esfera de mesma f \\

longitude maxima min JI

/’ \ \\5_ i Esfera de

| d MEeSMmo peso
Esfera que l' max | / \
tem a mesma \ /
taxa de k -l '\
sedimentagao // \\

| sed N
\__
Esfera de
/’ \ mesma volume

| ) i Esfera de mesma
| d“ﬂmlz Esfera que passa pela / \\' superficie
mesma abertura do l\ds/

tamis

Figura 9. Diferentes diametros de esferas equivalentes gerados a partir de uma particula
irregular (Retirado de MALVERN, 2012).

Além disso, cabe ressaltar que os fabricantes de equipamentos para analise de
distribuicdo granulométrica utilizam projetos de construcao diferentes, logo, este fator
pode gerar resultados diferentes mesmo entre equipamentos que utilizam o mesmo
principio fisico de analise (JILLAVENKATESA et al., 2001).

A representacao dos resultados de uma analise de distribuicdo granulométrica
ndo devem ser apresentada através de um Unico namero pois, desta forma, ndo é
possivel descrever a distribuicdo da amostra. Normalmente € utilizada a apresentacéo
de um valor central da distribuicdo, bem como um ou mais valores para identificar a
largura da distribuicdo (HORIBA, 2012).

Por exemplo, o diametro médio de uma amostra pode ser exatamente igual a
outra, porém estas podem apresentar distribuicdes completamente diferentes. E em
funcéo disso, estas amostras podem apresentar caracteristicas de processabilidade

totalmente diferentes e produtos finais com caracteristicas distintas (PAPINI, 2003).



46

Normalmente os resultados de distribuicdo granulométrica sédo apresentados
na forma de gréficos de distribuicédo de frequéncia acumulada 4 e incremental ® (Figura
10) e/ou tabelas (HACKLEY, 2001).

—————
-
p_—

/// \
w Histograma 4 Distribuicdo acumulada
=
g Distribuicéo
> incremental

Distribuicdo granulométrica

Figura 10. Representacdo dos graficos usualmente utilizados para reportar resultados de
distribuicdo granulométrica, onde: distribuicdo de frequéncia dos tamanhos incremental
(histograma ou linha) e, distribuicdo de frequéncia dos tamanhos acumulado (Adaptado de
BUMILLER, 2007).

Uma série de parametros estatisticos podem ser calculados e a escolha dos
mesmos serd dependente da necessidade de interpretacdo da distribuicdo
granulométrica de uma dada amostra. Geralmente, alguns parametros estatisticos
bésicos como média, mediana e moda séo utilizados.

Pode-se definir média como o tamanho médio da populagcdo granulométrica,
mediana como o valor em que 50% dos tamanhos de particula da populacdo estao
acima ou abaixo e moda como sendo o pico da mais alto da distribuicdo, ou seja o
tamanho (ou intervalo de tamanhos) mais comumente encontrado na populacao
(HORIBA, 2012; MALVERN, 2012).

As amostras podem apresentar-se como monodispersas ou polidispersas. As
distribuicdes monodispersas sdo assim denominadas pois, apresentam o desvio entre
o tamanho das suas particulas baixo, ou seja, a maioria das particulas apresentam o
tamanhos similares. Nestes casos se diz que a distribuicdo do tamanho das particulas
é estreita (BUMILLER, 2007; MERKUS, 2009). De acordo

4 Frequéncia acumulada: representacdo da frequéncia de diferentes tamanhos de particulas de uma amostra em
diversos niveis de tamanho especificos (maior ou menor que um tamanho indicado (JILLAVENKATESA et al.,
2001; MERKUS, 2009).

5 Frequéncia incremental: frequéncia de tamanho das particulas de um distribuicdo para cada tamanho (MERKUS,
20009).
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com a NIST, as particulas sdo chamadas de monodispersas se 90% delas
apresentarem desvio menor que 5% em relagdo ao valor do tamanho médio das
particulas. O valor que determina se a amostra € mono ou polidispersa pode ser obtido

pela seguinte formula:

Dispersdo = 16450 (Formula 1)

o = desvio padrao (da distribuigédo)
d = média do tamanho médio das particulas.

Portanto, se o resultado de 90% das particulas forem menor ou igual a 5% a
amostra pode ser caracterizada como monodispersa e caso contrario € denominada
polidispersa, ou seja, amostras com particulas de varios tamanhos (HACKLEY, 2001;

BUMILLER, 2007). A Figura 11 ilustra a diferenca entre uma amostra mono e outra

polidispersa.
Monodispersa Polidispersa
g g
Distribuicéo Distribuicéo
granulométrica granulométrica
a) b)

Figura 11. Representacdo de uma amostra a) monodispersa e outra b) polidispersa.

Obviamente, para distribuicdes monodispersas (simétrica), os valores de
média, mediana e moda sdo muito préximos, porém, como para a maioria das
amostras a distribuicédo é polidispersa (assimétrica), estas medidas sempre possuem
valores distintos (Figura 12) (BUMILLSER, 2007; HORIBA, 2012).
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MODA

MEDIANA

MEDIA

a) b)

Figura 12. Representacdo das distribuigdes: a) simétrica e b) assimétrica (Retirado de
HORIBA, 2012).

Na distribuicdo granulométrica a média pode ser determinada para diferentes
parametros e os mais utilizados sdo: média do numero de particulas (limitada a
contagem de particulas), area e volume das particulas. Esta ultima é mais utilizada,
pois reflete melhor o tamanho das particulas que constituem determinada distribuicao
de um material tridimensional.

O resultado de distribuicdo granulométrica geralmente € relatado como o
tamanho méaximo das particulas para uma dada porcentagem da amostra. Os
percentuais sdo definidos como: XaB, onde, “ X ” é o parametro, geralmente D
(diametro), “ a ” € o parametro da distribuicdo, por exemplo: “ v ” para volume, “n”

[
|

para numero de particulas ou para intensidade (nem sempre este item é utilizado
para a composicao da denominacgao) e, “ B ” que é a porcentagem da amostra que
possui particulas com tamanho abaixo do valor indicado (geralmente em micras), por
exemplo 10%, 50% e 90%. Os valores percentuais podem ser expressos em fracoes
decimais (0,1; 0,5 e 0,9) ou sem os simbolos percentuais (MALVERN, 2012).
Embora qualquer percentil possa ser utlizado para apresentacdo dos
resultados de uma distribuicéo (serdo escolhidos de acordo com a necessidade e
enfoque da discussao), os mais utilizados para relatar a distribuicdo granulométrica
de uma amostra sao: Dv10 (ou d10, ou Dv 0,1, ou d0,1), Dv50 (ou d50, ou Dv 0,5, ou
d0,5) e Dv90 (ou d90, ou Dv 0,9, ou d0,9) que correspondem respectivamente aos
valores de 10, 50 e 90% da distribuicdo com tamanhos de particula abaixo do valor

descrito (Figura 13) (PAPINI, 2003; HORIBA, 2012; MALVERN, 2012).
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Dv0,5 Mediana

Dv0,9

10%
abaixo
deste
tamanho

50% 80%
abaixo abaixo
deste deste

tamanho tamanho

Figura 13. Representagdo dos percentis comumente utilizados para a representacédo de uma
distribuicdo granulométrica (Retirando de HORIBA, 2012).

1.2.1 Tamisacao

A tamisacao é considerada uma das técnicas mais antigas e ainda é uma das
mais utilizadas para a analise de distribuicdo granulométrica, pois o equipamento tem
um custo acessivel e o procedimento analitico e 0os conceitos basicos sédo de facil
compreensao (ALLEN, 1997; JILLAVENKATESA et al.,, 2001; RAWLE, 2001; XU,
2002; MERKUS, 2009).

A técnica € bastante Util, ja que as particulas sao classificadas em categorias,
exclusivamente baseadas no seu tamanho, independente de outras propriedades
como, por exemplo, densidade e area superficial (ALLEN, 1997; MERKUS, 2009).

Na andlise por tamisacdo emprega-se uma malha perfurada, frequentemente
de bronze, latdo ou aco inoxidavel, com diametros de aberturas definidos, constituindo
assim uma barreira fisica a passagem das particulas. Os tamises sao dispostos
sequencialmente na forma de uma coluna. O tamis de malha mais fina € colocado
logo acima do prato coletor, seguido pelos tamises de aberturas de malhas maiores.
Geralmente a coluna é formada por 6 a 8 tamises (Figura 14). O p6 (massa definida)
€ colocado sobre o primeiro tamis, aquele de maior abertura de malha e,
posteriormente, a coluna é submetida a vibragdo mecéanica. Ap0s um tempo
determinado, as particulas ficam retidas em grupos sobre os diferentes tamises e, ao

final, a coleta dos dados de cada um deles (pesagem da massa retida) é realizada
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com o intuito de determinar a distribuicdo granulométrica estimada do p6 (ALLEN,
1997; AULTON, 2001; JILLAVENKATESA et al., 2001; XU, 2002; MERKUS, 2009).

Figura 14. (a) Agitador eletromagnético com os tamises de diferentes aberturas de malhas e,
(b) modelos de tamises ressaltando o desenho quadricular das malhas (Retirado de
BUMILLER, 2007).

Independente do didmetro estimado “ds” da particula, o didmetro estimado pelo
método de tamisacao é “x” corresponde ao tamanho da particula que passa por uma
abertura quadricular com comprimento “x” da malha (AULTON, 2001). A Figura 15

exemplifica a passagem de particulas por um quadriculo de umamalha.

2

v

Aoy
\/

Figura 15. Didmetro “ds” de tamisagao de diversas formas de particulas (Retirado de
AULTON, 2001).
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A andlise por peneiras € uma medicdo que leva em consideracao apenas duas
caracteristicas das particulas: largura maxima e espessura maxima. Em funcdo disso
a técnica pode sofrer alguns desvios em funcdo do formato das particulas. Por
exemplo, particulas excessivamente finas e alongadas podem ficar retidas na peneira
em um primeiro momento, porém com a vibracdo do conjunto de peneiras, as
particulas podem se posicionar de tal forma que acabem passando através da

abertura da malha. A Figura 16 exemplifica esta situagéo.

Figura 16. Representacdo esquematica da influéncia da forma de uma particula passando
pela abertura de uma malha do tamis na andlise por peneira. a) impossibilidade de passagem
de uma particula cilindrica pelo tamis em funcéo do seu posicionamento; b) possibilidade da
passagem de uma particula cilindrica pelo tamis em funcao do seu posicionamento (Adaptado
de ALLEN, 1997).

Apesar das vantagens descritas acima, a analise de distribuicdo granulométrica
por tamisacdo apresenta algumas desvantagens como: tempo longo de analise,
normalmente ha necessidade de grande quantidade de amostra, baixa sensibilidade,
restricdo para algumas particulas muito finas ou que apresentem como caracteristica
alta energia eletrostatica ou particulas com caracteristica de aglomeracéo em fungéo
de outros fatores como, por exemplo, umidade e friabilidade (BUMILLER, 2007
MERKUS, 2009). Além disso, deve-se ter um controle bastante rigido a respeito da
integridade das malhas presentes nas peneiras. Se elas ndo forem manuseadas e
higienizadas de forma adequada, podem sofrer danos nas dimensfes de suas
aberturas causando desvios nos resultados da analise. A Figura 17 apresenta

exemplos de malhas danificadas com o uso/limpeza.
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a) b)

Figura 17. a) Peneira de metal com aberturas de S5um danificadas com o uso/limpeza
prolongado e, b) Peneira de tecido com aberturas de 45um danificadas pela limpeza com
escova de ago (Retirado de MERKUS, 2009).

1.2.2 Microscopia

A microscopia € a unica técnica de medida direta da dimenséo e morfologia das
particulas pois envolve a observagdo direta do material. Por esta razdo,
frequentemente, é utilizada como método padréo para validar resultados oriundos de
outras técnicas de distribuicdo granulométrica indiretas, como, por exemplo,
espalhamento de luz laser (JILLAVENKATESA et al., 2001; PAPINI, 2003;
SHEKUNOV, 2006).

Trés tipos de técnicas microscopicas podem ser utilizadas para a
caracterizacdo de particulas: microscopia otica (MO), microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) e microscopia eletrénica de transmissdo (MET) (MERKUS, 2009). A
MO é uma técnica que depende da luz para a captura da imagem das particulas, as
guais séo bidimensionais e sua faixa de medi¢do € mais restrita. JA o0 MEV e o0 MET
dependem da energia de elétrons emitidos, bem como o caminho deste feixe e, como
resultado, fornecem imagens tridimensionais das particulas e possibilitam analises
com aumentos maiores, 0 que permite a analise de amostras com dimensdes bastante
reduzidas. A Figura 18 apresenta o intervalo de analise para diferentes métodos de
microscopia (AULTON, 2001; XU, 2002).
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Figura 18. Intervalo de analise para métodos por microscopia (Retirado de AULTON, 2001).

A microscopia, de uma forma geral, apresenta como grande vantagem sobre
muitos métodos de determinacado da distribuicdo granulométrica a obtencéo de outras
informacdes a cerca das particulas como, por exemplo: morfologia, textura superficial
e outras caracteristicas 6ticas (XU, 2002).

De uma forma geral, fatores como amostragem, obtencédo de imagens que
sejam representativas do material e dificuldade de avaliacdo de amostras que ndo se
apresentam na forma de solidos (por exemplo: suspenséo), variabilidade em funcéo
do operador e longos periodos de analise sdo barreiras que a técnica enfrenta (XU,
2002).

Neste trabalho serdo abordadas apenas as técnicas de microscopia 6tica e

eletrbnica de varredura.

1.2.2.1 Microscopia o6tica

Antigamente, no inicio dos estudos de caracterizacdo das particulas, a
microscopia Otica era uma das unicas ferramentas utilizadas para a estimativa do
tamanho das particulas (XU, 2002; MERKUS, 2009).

O principio da microscopia 6tica é bastante simples e se baseia na emisséo de
um feixe de luz (a qual pode ser transmitida ou refletida) através da amostra. A imagem
€ formada por contraste entre as caracteristicas da amostra (fase, brilho, cor,
polarizagéo, etc.) e a iluminacdo. A ampliacdo da imagem é controlada por um sistema

de lentes Oticas que podem apresentar-se em diferentes magnificacoes
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(MUKHOPADHYAY, 2003). Uma representacao de um microscopio 6tico pode ser

visualizada na Figura 19.

IMAGEM
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Figura 19. Representacdo do funcionamento de um microscopio 6tico (Adaptado AMMREF,
2012).

Para a observacdo em um microscoépio 6tico, as particulas sdo depositadas
sobre uma lamina de vidro e o dimensionamento para particulas irregulares pode ser
determinado por diferentes métodos (Figura 20), sendo eles:

o Diametro de Feret (F): o maximo comprimento de uma particula medida em
uma direcdo fixa (distancia entre tangentes);

o Diametro de Martin (M): o comprimento da linha que bissecciona a area da
imagem da particula, sendo todas as particulas medidas em uma mesma
direcéo;

o Diametro da area projetada (da): 0 diametro de um circulo com a mesma area
da imagem bidimensional da particula;

. Dimenséo mais longa (Fmax): o diametro de Feret maximo de cada particula

em qualquer direcao;
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. Diametro do perimetro (dp): o0 diametro de um circulo com o mesmo perimetro
da particula;
o Intercepto horizontal maximo: o comprimento da maior corda inserida na

particula em uma direcao fixa (PAPINI, 2003; MERKUS, 2009).

Al

Figura 20. Métodos de medida de particulas irregulares, onde: (F) didametro de Feret, (M)
didmetro de Martin, (d.) diametro da &rea projetada, (Fmax) dimensdo maxima, (dp) dimenséo
do perimetro e, intercepto horizontal maximo (PAPINI, 2003; MERKUS, 2009).

Contudo, sabe-se que os diametros de estatisticos aceitaveis, Feret e Martin
sdo dependentes da forma e da orientacdo das particulas (Figura 21), portanto sdo
considerados diametros estatisticos derivados de um valor médio originado de
multiplas orientagfes diferentes, que resultam em um valor médio para cada diametro
da particula. Ao final, estes diametros fornecerao resultados que sdo apresentados
por uma distribuicdo das particulas menores até as maiores (ALLEN, 1997; PAPINI
2003; BUMILLER, 2007).
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Figura 21. Influéncia da orientacdo das particulas nas medidas de Martin e Feret (Retirado
de BUMILLER, 2007).

Porém, uma dificuldade apresentada pela medi¢do das imagens projetadas por
microscopia Otica € que as mesmas sao bidimensionais e dependem da orientagcéo
das particulas, desta forma as particulas tendem a apresentar sua area maxima,
fazendo com que as medidas realizadas por microscopia tenham valores maiores do
gue aqueles apresentados por outros métodos, ou seja, as menores dimensdes das
particulas sdo desprezadas (ALLEN, 1997; XU, 2002).

Outra ressalva que circunda a técnica de MO é o fato da resolugdo da imagem
ser dependente da magnificacdo 6tica, qualidade e tipo da objetiva, meio de imerséo
e outras caracteristicas Oticas das proprias particulas que serdo analisadas. Sendo
assim, o limite inferior exato de alcance de um microscopio 6tico deve ser avaliado
caso a caso levando em consideragéo diversos fatores (SHENUKOV, 2006).

Pelo exposto, fica claro que para uma avaliagdo mais consistente da
distribuicdo granulométrica de particulas irregulares por microscopia Otica, é
necessario avaliar alguns parametros fundamentais, como: numero de particulas,
correta calibracdo do microscépio e habilidade e experiéncia do operador (ALLEN,
1997).



1.2.2.2

Microscopia eletrénica de varredura
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Uma das limita¢cdes da microscopia 6tica € 0 aumento maximo conseguido, que

fica em torno de 2.000 vezes. Como consequéncia, pequenos detalhes estruturais nao

sdo possiveis de serem detectados atraves desta técnica (MALISKA, 2012).

Enguanto na microscopia oOtica o contraste da imagem é resultado da diferenca

de refletividade da luz nas diversas regibes da amostra (uma vez que o sistema é

constituido basicamente pela fonte de iluminacdo e de um sistema de lentes), na

microscopia eletrénica a area a ser analisada € irradiada por um fino feixe de elétrons

ao invés da radiacdo de luz (Figura 22). Assim, a imagem formada apresenta-se com

possibilidades de ampliacdo muito maior e com muito mais resolucdo (XU, 2002;

MERKUS, 2009; MALISKA, 2012).
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Figura 22. Representacdo do funcionamento de um microscépio eletrénico de

varredura (Adaptado AMMRF, 2012).

Como resultado da interagéo do feixe de elétrons com a superficie da amostra,

uma série de radiacbes € emitida,

como elétrons secundarios,

elétrons

retroespalhados e raios-X caracteristicos. Para cada uma destas radiacdes captadas
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séo fornecidas caracteristicas sobre a amostra: topografia da superficie, composicéo
e cristalografia, respectivamente (MALISKA, 2012).

No MEV os sinais de maior interesse para a formacédo da imagem sdo o0s
elétrons secundarios. A medida que o feixe de elétrons primarios vai varrendo a
amostra, estes sinais vao sofrendo modificacbes de acordo com as variacdes da
superficie. Os elétrons secundarios fornecem imagem da topografia da superficie da
amostra e sao 0s responsaveis pela obtencdo das imagens de alta resolugéo
(MALISKA, 2012).

Entretanto, para que o feixe de elétrons possa incidir na amostra e serem
transmitido aos detectores, a amostra deve estar recoberta com uma fina camada de
metal, geralmente ouro, o qual sera responsavel pela efetiva possibilidade de geracéo
da imagem. Uma boa imagem pode estar diretamente relacionada a uma adequada
metalizacdo da amostra (MUKHOPADHYAY, 2003).

As grandes vantagens da MEV em relacdo ao microscépio 6tico sdo: alta
resolucéo (ha ordem de 2 a 5 nm (20 a 50A) — atualmente existem instrumentos com
até 1 nm (10A) de resolucdo — enquanto que no otico ¢ de 0,5um, elevada
profundidade de foco (imagem com aparéncia tridimensional) e a possibilidade de
combinar a analise microestrutural com a microandlise quimica (XU, 2002; MALISKA,
2012).

Embora as caracteristicas da MEV signifiguem um grande avanco para a
caracterizacao de particulas, a mesma apresenta algumas desvantagens em relacao
a MO, como: necessidade de um preparo da amostra mais elaborado, manuseio de
um microscopio mais complexo, necessidade de um conhecimento técnico maior e

custo consideravelmente maior (XU, 2002).

1.2.3 Espalhamento de luz laser

Atualmente o espalhamento de luz laser (LLS, do inglés Laser Light Scattering)
€ uma das técnicas utilizadas rotineiramente na analise da distribuicdo granulométrica
de materiais (VILLIERS, 1995; LERKE et al., 2002; KIPPAX, 2004; VIRDEN, 2010;
USP 34, 2012).
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A sua flexibilidade, faixa de medi¢do ampla e dinamica, velocidade de operacao
(em relacdo a outras técnicas tradicionais como peneiramento), automacao, utilizacédo
de uma quantidade reduzida de amostra para a realizacdo da analise e melhor
sensibilidade, fazem dela uma técnica cada vez mais utilizada para avaliacdo da
distribuicdo granulométrica de insumos farmacéuticos (KIPPAX, 2004; VIRDEN, 2010;
USP 34, 2012).

O método de analise da distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz
consiste em uma fonte de luz, um circuito de dispersdo, uma célula de medida e
detectores (Figura 23). Ao suspender as particulas em algum meio de dispersao (gas
ou liquido), elas cortam o feixe de luz, geralmente, luz laser, causando uma
descontinuidade e o consequente espalhamento da luz (ALLEN, 1997; ISO 13320-1,
1999; JILLAVENKATESA et al, 2001; MERKUS, 2009).

Agitacdo - ”
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| » Detectores

_ Célula de dispersao
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Figura 23. Esquema do principio de espalhamento de luz laser (Adaptado de ALLEN, 1997).

Como mencionado anteriormente, as particulas esféricas apresentam apenas
um parametro de medicao: o diametro. Porém, para particulas que séo irregulares ha
necessidade de mais de uma medida para resultar o seu tamanho real (largura, altura,
profundidade, etc.). A distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser
aproxima o tamanho da particula a uma esfera equivalente, onde o diametro passa a
ser o0 Unico valor a ser expresso (PAPINI, 2003; USP 34, 2012). Geralmente, para a
obtencédo do resultado de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser

utiliza-se para calculos base o volume (MERKUS, 2009).
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A luz laser, ao incidir na particula, sofre quatro diferentes fenémenos: difracéo®,
refracdo’, reflexdo®, e absorcdo® (Figura 24) (ALLEN, 1997; ISO 13320, 2009;
MERKUS, 2009). A magnitude de cada fenbmeno ird depender da natureza e tamanho
das particulas que receberao o feixe (JILLAVENKATESA et al., 2001).

Raio refletido W &

\ __—" | Raio difratado

Raio incidente

Figura 24. Interacdo de um feixe de luz com uma particula esférica (Adaptado de ALLEN,
1997).

O resultado da difragdo forma um invélucro tridimensional de luz, o qual é
afetado pelo indice de refracdo da particula e do meio dispersante, comprimento de
onda da luz incidente e tamanho e formato da particula. Este invélucro é inversamente

proporcional ao tamanho da particula, conforme representado esquematicamente na
Figura 25.

6 Difracdo (andlise de distribuicdo granulométrica): espalhamento da luz ao redor do contorno da particula;
"Refragdo: processo de mudanga da direcéo da radiacdo, que pode ser em funcéo do resultado de uma mudancga
na velocidade de propagacado durante a passagem em um meio 6tico ndo homogéneo ou por cruzar um meio de
diferente superficie;

8 Reflexdo: (analise de distribuicdo granulométrica): mudanca de direc&o da luz ao incidir sobre a superficie de uma
particula, sem alteracao da frequéncia ou comprimento de onda;

9 Absorcao: reducéo do feixe de luz, porém nédo em fungdo do espalhamento da luz (ISO 13320, 2009).
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Figura 25. Representacéo do invélucro formado pela incidéncia da luz laser em uma particula
pequena (a), em uma particula grande (b) e, (c) exemplificacao da transformacéo da medida
em um gréfico de distribuicdo granulométrica (Adaptado de SYMPATEC, 2012).

Detectores posicionados no lado oposto ao feixe de luz laser medem o angulo
e a intensidade da luz espalhada. A Figura 26 apresenta um exemplo da deteccdo do

espalhamento de luz para uma particula esférica de 5um.

Figura 26. Espalhamento de luz padrdo de uma esfera de 5um (indice de refracéo (IR) do
meio, Nwzo: 1,33; A= 633nm; IR da particula, n,= 1,59 — 0,0i) onde: x = detectores do eixo x; y
= detectores do eixo y e z = intensidade relativa (retirado da ISO 13320, 2009).

Um computador que faz o controle e armazenamento das leituras, utiliza um
modelo 6tico adequado (geralmente contém um modelo de matriz que relaciona os
vetores de espalhamento pelas unidades de volume classificadas por tamanhos), e
entdo o sinal € convertido para a distribuicdo granulométrica da amostra (Figura 25-
c) (ALLEN, 1997; JILLAVENKATESA et al, 2001; ISO 13320, 2009; VIRDEN, 2011).

O formato da particula ira determinar o padrdo de espalhamento da luz e o

tamanho da mesma serd dependente da orientacdo da particula e da geometria e
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orientacdo dos detectores (ISO 13320, 2009; MERKUS, 2009). A Figura 27 apresenta
padrbes de espalhamento de luz para uma particula retangular e uma particula

irregular.

Figura 27. a) padrdo de espalhamento de luz de uma particula retangular e, b) padrdo de
espalhamento de luz de uma patrticula irregular (Retirado de MERKUS, 2009).

Cabe ressaltar que existem diferencas significativas de hardware e software
entre equipamentos de diferentes fabricantes. Desta forma, o relato das
especificacdes do equipamento no momento da avaliacao de resultados € de extrema
importancia para que a andlise dos dados seja feita de forma correta (ISO 13320,
2009).

A interpretacdo do “espectro” de difracdo do laser para distribuicao
granulométrica depende de 2 principais operacoes:

1) Requer modelos matematicos que identifiquem a homogeneidade de
espalhamentos de luz causados pelas particulas e,

2) Tradugdo dos espalhamentos de luz medidos em distribuicdo de
tamanho de particula da amostra (1ISO 13320, 2009).

Os equipamentos séo projetados com recursos para aplicar varios modelos
oticos, porém, tradicionalmente, os modelos 6ticos mais utilizados sao: a teoria de Mie
ou a aproximacgao de Fraunhofer (ambos partem do principio da esfera equivalente)
(VIRDEN, 2011).
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Em 1908 Gustav Mie descreveu as propriedades do espalhamento de luz para
esferas homogéneas com propriedades Gticas conhecidas. A teoria de Mie fornece
solu¢des matematicas complexas que sao validas para todos os tamanhos de esferas.
Quando se faz uso de tal teoria, assume-se que:

e todas as particulas sdo oticamente homogéneas, isotropicas e esféricas;
e a particula é iluminada por uma onda plana e de comprimento conhecido;
e 0 IR da particula (tanto o componente real como o imaginario) e o IR do meio

de disperséo sao conhecidos e,

e as particulas ndo apresentam mudancas superficiais (JILLAVENKATESA et

al, 2001; KIPPAX, 2008; ISO 13320, 2009).

Entretanto, sabe-se que o conhecimento sobre o indice de refracdo das
particulas (especialmente a parte do IR imaginario) ndo esta prontamente disponivel
na literatura (ISO 13320, 2009).

A aproximacdo de Fraunhofer foi o primeiro modelo 6tico empregado para
medidas de tamanho de particula. Esta aproximagao assume que:

e as particulas absorvem a luz completamente, ou seja, sdo consideradas
opacas (apenas a difracdo do contorno da particula é considerado);

e todas as particulas tem uma seccao transversal circular;

e a particula é iluminada por uma onda plana e de comprimento conhecido;

e apenas a difracdo na direcéo para frente é considerada e,

e 0 angulo detectado (eixo x) deve ser muito maior que o comprimento de onda

da radiacao (JILLAVENKATESA et al, 2001; KIPPAX, 2008; ISO 13320, 2009).

Neste caso, ndo ha influéncia da polarizacédo da luz ou da transmisséo de luz
através da particula (Figura 28-a) (uma vez que se assume que todas particulas séo
opacas), por isso ndo é necessaria a utilizacdo do IR da particula para o modelo ético
de Fraunhofer, diferentemente do que ocorre com a teoria de Mie (Figura 28-b)
(JILLAVENKATESA et al, 2001; ISO 13320, 2009; MALVERN, 2012).
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Figura 28. Representacao das diferencgas na incidéncia de um feixe de luz sobre uma particula
esférica entre a aproximacgao de Fraunhofer e a teoria de Mie (Retirado de SYMPATEC, 2012).

Do ponto de vista cientifico, para a escolha entre os dois modelos deveria ser
considerado o comprimento de onda da radiacdo, o tamanho aproximado das
particulas a serem medidas, o IR real da particula e a absorcado (parte do IR
imaginario). Se todas as particulas da distribuigdo forem maiores que 50um, os
resultados obtidos utilizando a aproximacéo de Fraunhofer e a teoria de Mie sdo muito
similares (Figura 29-a). Para particulas com tamanhos entre 2um e 50um, ha uma
diferenca consideravel entre os dois modelos 6ticos nos maiores angulos (que séo
referentes as menores dimensodes) (Figura 29-b), o que mostra a dependéncia do
conhecimento das propriedades o6ticas para particulas inferiores a 50um. Sendo que
diferentemente do que ocorre para as particulas transparentes, para particulas

opacas, pode ser evidenciada uma melhor correlagéo (ISO 13320, 2009).
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Figura 29. Comparagao do padrao de espalhamento entre particulas transparentes de 3um e
100um, onde: a) indica a maior flutuagdo entre os espalhamentos de Mie e Fraunhofer em
angulos maiores (Fraunhofer apresenta menor sensibilidade de deteccéo) e, b) indica a
similaridade dos espalhamentos (Mie e Fraunhofer) quando os tamanhos de particulas sdo
maiores que 50um (Retirado de ISO 13320, 2009).

Embora se saiba que a aproximacéo de Fraunhofer seja mais indicada para
particulas maiores que 50um, a ndo necessidade do uso de IR das particulas pode
acabar sendo uma grande vantagem, ja que para muitos materiais as propriedades
Oticas ainda ndo estdo estabelecidas (JILLAVENKATESA et al, 2001; 1SO 13320,
2009; MALVERN, 2012).

Por conseguir abranger de forma mais adequada as particulas mais finas, o
modelo 6tico de Mie é o mais utilizado em muitos segmentos que necessitam analisar
particulas menores que 50um, entretanto, no setor farmacéutico, o modelo é6tico de
Fraunhofer ainda é o mais utilizado. Este fato se da em funcdo da auséncia do
conhecimento do indice de refracdo das particulas, para a grande maioria dos insumos

farmacéuticos.
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1.3 Desenvolvimento de metodologia para analise de distribuicéo

granulométrica por espalhamento de luz laser

Apesar da facilidade de manuseio dos equipamentos disponiveis atualmente
no mercado, o desenvolvimento de metodologias robustas, seguras e com dados
precisos (reprodutiveis e repetitivos) demanda uma rigorosa e sisteméatica analise dos
fatores que podem influenciar os resultados (HAUSNER, 2003; VIRDEN, 2010).

Alguns aspectos devem ser levados em consideracdo durante o
desenvolvimento de uma metodologia de distribuigdo granulométrica por
espalhamento de luz laser, como:

e Escolha do meio de disperséo (liquido ou gas);

e Inspecdo da amostra a ser analisada, bem como preparacao, disperséo e
concentracdo da mesma;

e Condicdes de medida (agitacdo, ultrassom, modelo 6tico, etc.) (ISO 13320,

2009; USP 35, 2012).

1.3.1 Amostra

1.3.1.1 Inspecédo da amostra

O primeiro passo do desenvolvimento deve se basear na inspecao do tamanho
e morfologia da amostra a ser analisada, a qual pode ser realizada através de uma
avaliagdo por microscopia (ISO 13320, 2009; USP 34, 2012). Esta ferramenta é de
extrema utilidade para a caracterizacdo das particulas e conhecimento de suas
caracteristicas tanto na forma seca, como durante a dispersdo em algum meio (USP
35, 2012).

As particulas de um po na sua forma seca podem apresentar-se como:
particulas primarias (menor divisdo identificavel em um sistema de particulas) ou
agregados (massa coesa que consiste em subunidades de particulas primarias)
(HACKLEY, 2001).
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Para particulas grandes, a for¢ca de adeséo entre elas é pequena e a dispersao
pode ser facilmente alcancada. Para particulas primarias com tamanhos abaixo de
20um, ha aderéncia umas nas outras através de forgas superficiais (coeséo). Este
fendbmeno acaba gerando aglomerados'® ou agregados (VILLIERS, 1995; KIPPAX,
2005b; STEWART et al., 2007). Ou seja, as forcas de adesao das particulas séo
inversamente proporcionais ao tamanho das particulas (Figura 30) (KIPPAX, 2005b).

Razdo entre a forga e foga da gravidade

1047 10" 10° 10" 10° 1O 10

Tamanho da particula (um})

Figura 30. Forca de adesdao entre as particulas em relacdo ao seus tamanhos (Retirado de
KIPPAX, 2005b).

Desta forma, quando as particulas apresentam-se na forma de agregados, ha
necessidade de dispersdo das mesmas e para isso, geralmente, utilizam-se alguns
artificios no meio de dispersao, seja ele gas (como por exemplo: fluxo de ar ou bilhas
de aco) ou liquido (como por exemplo: tensoativos, agitacdo ou ultrassom). Neste
momento, ha necessidade do acompanhamento da integridade das particulas e da
efetividade da desagregacao e/ou desaglomeracdo e a microscopia mais uma vez
apresenta-se como uma ferramenta bastante atil (HAUSNER, 2003; ISO 13320, 2009;
STEWART et al., 2007; KIPPAX, 2009; USP 35, 2012).

10 Aglomerados: formag&o de agregados em uma suspenséo através de forgas de Van der Waals ou energia
eletrostatica, a estrutura resultante é chamada de aglomerado (HACKLEY, 2001).
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1.3.1.2 Amostragem

A amostragem é o ato de retirar uma pequena quantidade de um poé a partir de
um granel, de tal modo que esta amostra reduzida, ao ser analisada, seja capaz de
traduzir as caracteristicas de todas as particulas do granel como: tamanho, morfologia
e area superficial especifica (JILLAVENKATESA et al, 2001; ISO 14488, 2007).

A mistura de um ou mais pds podem apresentar-se de 4 maneiras:

e Mistura perfeita: a selecdo de qualquer por¢cao da amostra, em qualquer local
do lote ird fornecer por¢des de particulas de todos os tipos que existem no lote.
Este tipo de mistura s6 € alcado pela manipulacdo cuidadosa das particulas
(Figura 31-a);

e Mistura randomizada: € definida como sendo a mesma probabilidade de
selecionar um determinado tipo de particula em todas as posicées da mistura
(Figura 31-b);

e Mistura segregada: particulas de um tipo tém maior probabilidade de ser
encontrada numa determinada parte da mistura, devido as diferengas no
tamanho, forma e/ou densidade (Figura 31-c);

e Mistura ordenada: um certo numero de particulas menores adere a superficie
das particulas de maiores dimensoées (Figura 31-d) (AULTON, 2002; MERKUS,
2009).

Figura 31. Tipos de mistura (Retirado de MERKUS, 2009).

Muitas vezes a amostra encontra-se bem misturada e a coleta da amostra ira
apresentar-se apenas com variagfes randomizadas (ISO 14488, 2007). Porém, caso

a amostra ndo esteja homogénea e possua variagdo no tamanho das particulas,
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frequentemente a segregacdo pode estar presente. Este fenbmeno ocorre pois
particulas com maiores dimensdes possuem um peso maior e com isso tendem a se
depositar no fundo, enquanto que as particulas de menores dimensdes sao mais leves
e permanecerao na superficie (AULTON, 2002). A segregacao de pos em funcdo da
diferenca entre o tamanho das particulas de um pé ndo é algo tdo incomum na
industria e pode ser favorecido até mesmo pelo transporte das barricas e/ou frascos
contendo os materiais (MALVERN, 2001). Como resultado, a coleta de uma amostra
gue esteja segregada pode fornecer variacdes sistematicas, ou seja, diferentes locais
e momento de amostragem podem resultar em caracteristicas distintas (ISO 14488,
2007). Uma ma caracterizacdo da amostra pode levar a inUmeros problemas de
processo e qualidade do produto final (JILLAVENKATESA et al, 2001; MALVERN,
2001).

Para uma amostragem representativa, cada particula do lote deve ter a mesma
probabilidade de ser amostrada em diferentes porc¢des. Desta forma, para materiais
bem misturados, uma simples amostra pode representar uma quantidade suficiente.
Porém, para a maioria dos materiais, um minimo de segregacédo € esperado e por isso
varias amostras devem ser coletadas em diferentes porcdes e diferentes tempos (ISO
14488, 2007).

Na maioria dos casos, nao ha “receita” para uma amostragem representativa.
A qualidade do procedimento de amostragem serd apenas avaliada durante as
medidas da andlise (ISO 14488, 2007).

Durante o processo de amostragem dois tipos de erros sdo possiveis:

1) Erro fundamental (ou erro estatistico): estd relacionado a natureza das
particulas e suas diferentes propriedades. E um erro estatistico, relacionado as
variagdes randomizadas e representa o limite inferior do total de erros da
amostragem. Este erro depende da quantidade (nUmero, massa) de amostra
tomada;

2) Erro relacionado devido a segregacao: ocorre de acordo com o grau de
segregacao ou da mistura inadequada das particulas em funcdo do seu
tamanho, morfologia e densidade. Este erro ndo pode ser previsto, apenas
avaliado pelas medidas das amostras retiradas de diferente locais e tempos do
lote (ISO 14488, 2007).

Inimeras técnicas séo descritas por diversas literaturas para a amostragem

(JILLAVENKATESA et al, 2001; MALVERN, 2001; AULTON, 2002; XU, 2002;
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BUMILLER, 2007; ETZLER, 2007; ISO 14488, 2007; KIPPAX, 2004; MERKUS,
2009; VIRDEN, 2010). A Tabela 2 apresenta algumas delas e o0s erros

associados a cada uma delas.

Tabela 2. Diferentes técnicas de amostragem e seus erros associados (Adaptado de
PAPINI, 2003).

Diferentes técnicas de amostragem e seus
erros associados

Técnica de amostragem Err_o maximo
estimado (%)
Pilha cbnica 22,7
Amostrador tipo concha 17,1
Mesa de amostragem 7,0
Amostrador tipo Jones 3,4
Amostrador centrifugo 0,4

Independente da técnica de amostragem escolhida, o processo sempre sera
uma selecdo ao acaso, porém, a escolha do melhor método para cada segmento e
necessidade é de suma importancia. Além disso, o estabelecimento de procedimentos

padrdes para a etapa de amostragem garantira a robustez.

1.3.2 Condicoes de analise

1.3.2.1 Meio de disperséo

Para todas as amostras, deve-se decidir o0 meio de dispersdo que sera
realizada a analise, seco (particulas dispersas em um gas, geralmente ar) ou liquido
(particulas dispersas em um liquido) (MALVERN, 2012). Sao varios os fatores que
podem influenciar a tomada desta decisédo, os principais sdo: o estado natural da
amostra (p0, suspensao, etc.), tamanho aproximado de suas particulas, facilidade de
dispersédo, quantidade de amostra disponivel, solubilidade, disponibilidade de meios

liquidos/tensoativos e qual a finalidade da analise (determinacédo da granulometria
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da amostra com aglomerados ou suas particulas dispersas na forma primaria) (ISO
13320, 2009; VIRDEN, 2010).

13211 Dispersédo em seco

Geralmente a analise da amostra pelo médulo seco é mais simples, pois ndo
h& muitos procedimentos que podem ser tomados a fim de realizar um preparo prévio,
e, normalmente, os parametros que podem ser utilizados para a dispersdo da amostra
estdo atrelados ao desenho e caracteristicas do equipamento (por exemplo: fluxo de
ar, vibracao da bandeja de amostra, presenca de bilhas, etc.) (MALVERN, 2012).
Este meio de disperséo € indicado para particulas grossas (acima de
50um), bom fluxo e queda livre com a gravidade. Porém, pode-se tentar dispersar as
particulas com alguma energia eletrostéatica atreladas a elas ou agregadas utilizando
um sistema de vacuo. Este artificio gera a dispersédo das particulas pela velocidade
do fluxo de ar e/ou pela colisdo mecanica particula-particula e/ou particula-paredes
do equipamento (Figura 32). Em funcdo das caracteristicas da dispersao de particulas
0 meio seco apresenta maior energia, quando comparado ao liquido (ISO 13320,
2009; MALVERN, 2012).
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Figura 32. a) dispersao das particulas pelo fluxo de ar; b) dispersao das particulas pela coliséo
mecanica particula-particula; c) dispersdo das particulas pela colisdo mecanica particula-
paredes do equipamento (Retirado de MALVERN, 2012).

O desenvolvimento de uma metodologia com meio seco baseia-se na selecao
adequada dos parametros de caimento da amostra (passagem pelo laser) e fluxo de
ar (pressao). Este procedimento pode ser determinado quando a amostra é analisada
em diferentes pressdes de ar. O ponto 6timo de analise determina-se quando a

amostra ndo apresenta mais alteracdo da distribuicdo granulométrica.
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Entretanto, é fundamental que o resultado obtido seja comparado com outra técnica a
fim de garantir que os procedimentos utilizados para a dispersdo da amostra nao
estejam danificando as caracteristicas dimensionais da amostra e/ou que 0 método
de andlise esteja sendo efetivo na dispersdo das particulas. Usualmente, utiliza-se
uma técnica extra e/ou um meio de dispersdo em paralelo para analise da mesma
amostra, como por exemplo: a verificagcao através da microscopia e/ou a utilizagédo de
um meio liqguido (HAUSNER, 2003; KIPPAX, 2004; BUMILLER, 2007; ISO, 13320,
2009).

1.3.21.2 Dispersao em liquido

Na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser
utilizando o meio liquido para a dispersdo, as particulas sdo suspensas através do
molhamento das superficies das mesmas. O meio dispersante age reduzindo a
energia de superficie da particula e com isso diminui as forcas de atracao entre elas.
Este fendbmeno permite que as particulas figuem em suspensédo ' e possam ser
analisadas adequadamente.

Os pas, especialmente na industria farmacéutica, possuem caracteristicas que
fornecem inUmeras razdes para que o meio liquido seja preferido, como:

e Coesividade (especialmente nas particulas abaixo de 15-20 um, as quais estao
frequentemente presentes na area farmacéutica);

e Toxicidade (a utilizacdo de via umida reduz a exposi¢cao ao po6 e diminui riscos
de inalag&o);

e Fragilidade (analise em suspensédo diminui a possibilidade de quebra quando
comparado ao meio seco) (VILLIERS, 1995; STEWART et al., 2007; VIRDEN,
2010).

Para que as particulas estejam em suspenséo é necessario que as mesmas
apresentem adequada molhabilidade, ou seja, € necessario permitir que o liquido
(meio de dispersao) se espalhe sobre as suas superficies. Normalmente, compostos

de alta tenséo superficial tendem a se comportar como gotas esféricas sobre uma

11 Suspenséo (andlise de distribuicdo granulométrica por dispersdo em liquido): consiste em uma mistura de um
p6 em um liquido. Este pé deve ser necessariamente insoltvel no liquido em que sera
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superficie, molhando-a pouco, ja que as moléculas apresentam forte atracdo entre si
e tendem a se manterem juntas. Quando a tensdo superficial € menor, o liquido se
espalha mais pela superficie da particula, favorecendo a molhabilidade. Quanto maior
for o angulo, menor é a molhabilidade e maior a tenséo superficial entre o sélido e o
liquido dispersante (Figura 33) (BUMILLER, 2007; DALTIN, 2011). E o obijetivo final,
para a andlise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser utilizando
0 meio de disperséo liquido, é revestir completamente a particula no meio selecionado
(Figura 34) (BUMILLER, 2007).

a)
b)

c)

a
A
S

Figura 33. Representagdo de diferentes angulos de contato formado por uma goticula de
liquido em uma superficie sélida, onde: a) grande &ngulo — pouca molhabilidade, b) angulo
intermediario fornecendo caracteristicas intermediarias de molhabilidade e, ¢) pequeno angulo
de contato — boa habilidade de molhabilidade (Adaptado de BUMILLER, 2007).
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Figura 34. Representacao da vista superior de uma particula com boa e méa molhabilidade e,
outra particula completamente revestida por um liquido (situacéo ideal) (BUMILLER, 2007).

Na industria farmacéutica, grande parte dos insumos apresentam baixa
solubilidade ou séo praticamente insollveis em agua. Por isso, o uso de solventes
como a agua normalmente geram alta tensdo superficial, o que dificulta a
molhabilidade das particulas e, consequentemente, a formacdo de uma suspensao
estavel (MALVERN, 2012). Além disso, como mencionado anteriormente, 0 uso
frequente de insumos micronizados eleva a dificuldade de desaglomeracdo das
particulas para a realizacdo da analise. Nestes casos, 0 uso de tensoativos ou
artificios como agitacao e ultrassom podem ser adequados para favorecer a obtencéo
de uma andlise adequada (VILLIERS, 1995; HAUSNER, 2003; STEWART, 2007). A
guestédo dos tensoativos sera discutida em um item especifico ao longo deste trabalho.

Durante a andlise com meio liquido é importante garantir que o material nao
esta sendo solubilizado em quantidade significativa (com o uso ou hao de tensoativos).
Além disso, deve ser avaliado o impacto da utilizacdo de agitacdo e ultrassom, tanto
durante a andlise como no preparo prévio da amostra (caso esta etapa presente). Da
mesma forma que no meio de disperséo a seco, as particulas podem ser danificadas
ou ndo serem completamente dispersas com o uso destas ferramentas. Portanto,

deve ser realizado um acompanhamento durante o
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desenvolvimento sobre o comportamento da distribuicdo granulométrica frente ao uso
de diferentes percentuais de agitacdo e ultrassom (HAUSNER, 2003; BUMILLER,
2007; STEWART, 2007; MALVERN 2012).

1.3.2.1.2.1 Tensoativos

Tensoativo é um tipo de molécula que apresenta uma parte com caracteristica
apolar ligada a outra parte com caracteristica polar e, por isso, sdo denominadas
moléculas anfifilicas. Desta forma, a molécula de tensoativo é polar e apolar ao
mesmo tempo (Figura 35) (TADROS, 2005; DALTIN, 2011).

i parte apolar
| soltvel em éleo
i

Figura 35. Representacdo esquematica de uma molécula de tensoativo com sua parte
apolar e polar (Retirado de DALTIN, 2011).

A parte apolar de um tensoativo normalmente tem origem em uma cadeia
carbdnica (linear, ramificada ou ciclicas), pois os carbonos dessa cadeia, apesar de
serem mais eletronegativos que os atomos de hidrogénio, ndo formam polos de
concentracdo de carga eletrostatica. A parte polar deve ser formada por alguns
atomos que apresentem concentracdo de carga, e a carga presente pode indicar a

classe do tensoativo. As diferentes classes sao descritas como:

o Anibnico: apresenta carga negativa na regiao polar;

o Catibnico: apresenta carga positiva na regiao polar;

o Anfotero: apresenta carga positiva e negativa na regido polar; e

o N&o iénico: ndo apresenta carga verdadeira (ou seja, ndo sédo originados de

sais dissociados) (TADROS, 2005; DALTIN, 2011).
Para melhor visualizacdo, a Figura 36 apresenta um esquema das diferentes

classes de tensoativos.
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Figura 36. Representacado das diferentes classes de tensoativos. (a) Molécula de dodecano
de sédio — tensoativo anidnico; (b) Molécula de um sal quaternario de amina graxa — tensoativo
catibnico; (c) Molécula de tensoativo anfétero e; (d) Molécula formada por alcool dodeciclico
etoxilado — tensoativo ndo idnico (Adaptado de DALTIN, 2011).

Na maioria dos casos, 0s tensoativos produzidos comercialmente ndo sao
substancias quimicas puras. Normalmente eles sdo uma mistura de compostos com
cadeias de comprimento diferentes, por serem na sua maioria derivados de quimicos
do petréleo, 6leos vegetais naturais e gordura natural animal. Em funcéo disso, pode
haver uma grande variacdo na qualidade dos tensoativos caso a produgcdo ndo seja
bem controlada (TADROS, 2005).

Para a analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser, a
escolha de um tensoativo deve ser criteriosa, respeitando certos requisitos como:

o ser transparente no comprimento de onda usado para a realizacao do ensaio,
o ser quimicamente compativel com os materiais do equipamento,

o nao dissolver as particulas,
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o nao ter grande propensao a formacéao de bolhas,
o ser estavel e favorecer a estabilizacdo da suspenséo e,
o ter viscosidade adequada para utilizagdo no equipamento (ISO 14887, 2000;

MALVERN, 2001-a).

A adicdo de tensoativos deve ser realizada aos poucos para que possa ser
avaliada qual a concentracéo ideal, uma vez que a utilizagdo de uma concentracéo
muito alta pode resultar na solubilizacdo do material e uma concentragdo muito baixa
pode resultar na ineficaz dispersédo das particulas (Figura 37-a). A adicdo de niveis
adequados de tensoativo faz com que estas moléculas atuem formando micelas, ou
seja, as particulas ficam envoltas de moléculas de tensoativos, impedindo que as
mesmas se aglomerem umas com as outras (Figura 37-b). Outro fator que pode ser
evidenciado em funcéo da adicdo em excesso de um tensoativo € a reaglomeracéo
das particulas (Figura 37-c). Geralmente, as concentracdes utilizadas séo na faixa de
0,01% a 0,1% (BUMILLER, 2007).
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Figura 37. Representagdo do comportamento das particulas em solugdo contendo tensoativo,
onde: a) particulas aglomeradas; b) particulas em suspensao contendo concentracao
adequada de tensoativo e, c) particulas reaglomeradas em solucdo contendo excesso de
tensoativo (Retirado de BUMILLER, 2007).

Segundo Bumiller (2007), os tensoativos mais utilizados na analise de
distribuicdo granulométrica com meio de dispersao liquido séo: Igepal CA630®, Triton
X-100, Span® 80 (oleato de sorbitano 80) e, Tween® 80 e Tween® 20 (polissorbato
80 e polissorbato 20), nesta ordem de frequéncia. Embora todos estes tensoativos
sejam classificados como ndo idnicos, em um estudo recente foram testadas
diferentes solucdes contendo tensoativos desta classe (entre eles estavam o
polissorbato 80 e triton X-100), para analise de distribuicdo granulométrica por
espalhamento de luz laser do IFA diazepam. Os resultados mostraram que embora
todos os tensoativos testados pertencessem a mesma classe (ndo iénicos), existe

uma variacao consideravel no que diz respeito  a capacidade de desaglomeragéo e
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estabilidade das suspensfes durante a analise utilizando a referida técnica para este
IFA (BONIATTI, 2011).

Quando particulas muito pequenas estdo suspensas em um meio liquido, elas
se movimentam de forma rapida e aleatoria. Esse movimento acontece em
decorréncia do impacto das moléculas do liquido contra a particula (movimento
Browniano). A menos que exista for¢a de repulséo entre as particulas, haveréa colisédo
entre elas e, se esta colisdo resultar em tempo suficiente para que as forcas de atracéo
(Van der Waals) atuem e sejam suficientemente fortes para manter as particulas
unidas, podera ser iniciado o processo de formacéao de flocos. Flocos séo as particulas
primérias unidas apenas pelas forcas de Van der Waals e que se caracterizam por
particulas que se movimentam em conjunto. Posteriormente a etapa de formacao de
flocos pode ocorrer o surgimento de agregados, caracterizados pela ligacdo das
particulas por outras forcas de atracdo (como ligacdes de hidrogénio), que sdo mais
coesas e resistentes que os flocos (BUMILLER, 2007; DALTIN, 2011).

Desta forma, espera-se que a funcédo do tensoativo na analise de distribuicdo
granulométrica por espalhamento de luz laser seja superar as forcas de atracdo das
particulas, separando-as e promovendo a formac¢édo de uma suspensao homogénea e
estavel (BUMILLER, 2007).

A estabilidade das suspensoées contra a floculagéo (e possivel agregacéo) pode
ser obtida por dois mecanismos basicos: estabilizacdo eletrostatica ou estabilizacdo
estérica. Na primeira, forma-se uma nuvem de ions ao redor de cada particula,
conhecida como dupla camada elétrica. A medida que a particula se movimenta, a
nuvem de ions € arrastada junto com ela. A repulséo eletrostatica entre essas nuvens
tende a manter as particulas afastadas (Figura 38). E desta forma que atuam o0s
tensoativos anionicos e catidnicos (DALTIN, 2011).
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Figura 38. Representacdo da estabilizacdo eletrostatica de suspenséo.

Na estabilizacdo estérica, ocorre a adsor¢cdo de moléculas sobre a superficie
das particulas, formando uma espécie de capa protetora ao redor delas (Figura 39).
Assim, as particulas, sdo mecanicamente impedidas de se aproximarem
suficientemente para que entrem no campo de atuacao das forcas de Van der Waals,
evitando assim a floculacdo. Este mecanismo de acgéo é tipico dos tensoativos nao
ibnicos (DALTIN, 2011).
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Figura 39. Representacdo da estabilizacdo estérica de suspensao.

Portanto, fica claro que para a analise de distribuicdo granulométrica por
espalhamento de luz laser, é necesséaria a avaliacdo do tensoativo que melhor ira
promover a formacdo de uma suspensdo homogénea e estavel, de forma que se
mantenha as particulas primarias e minimize as colisbes das particulas. Além disso,
deve-se dar atencdo as caracteristicas da molécula do insumo farmacéutico que se
pretende desenvolver a metodologia, uma vez que ja foi mostrado que existe a
possibilidade de flutuacdes na andlise e no resultado quando se utiliza diferentes

tensoativos, inclusive da mesma classe.
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1.3.2.2 Preparo da amostra

A técnica de distribuicAo granulométrica por espalhamento de luz laser é
adequada para uma grande variedade de amostras, mas para que forneca resultados
confiaveis e seguros é essencial desenvolver um procedimento de preparo da amostra
robusto, com etapas avaliadas previamente e devidamente padronizadas (VIRDEN,
2010). Entretanto, para amostras spray, aerossol e que tenham a presenca de bolhas,
o preparo da amostra deve ser evitado ao maximo, principalmente em funcéo da
dificuldade de estabelecer procedimentos que ndo modifiguem as caracteristicas
deste tipo de amostra (USP 35, 2012). Para tais amostras, ja existem no mercado
equipamentos adequados para estes tipos de andlise e que ndo necessitam um
preparo prévio da amostra (VIRDEN, 2010).

1.4 Efavirenz

O efavirenz ((4S)-6-cloro-4-(2-ciclopropiletinil)-4-(trifluorometil)-2,4-dihidro-1H-
3,1-benzoxazin-2-ona) apresenta formula molecular C14HoCIF3NO2 (Figura 40), massa
molar de 315,675 g/mol e ponto de fusdo entre 139-141°C (polimorfo “I” segundo
WQ099/64405). Este farmaco possui aparéncia de pO cristalino branco ou quase
branco, é praticamente insollivel em agua, mas solivel em metanol e diclorometano
(F.BRAS.V, 2010b). Seu coeficiente de particdo octanol/agua é igual a 2,51x10°e
possui solubilidade aquosa de 9,2 pg/mL a 25°C (DE CLERCQ, 2004). E bem
absorvido no trato gastrintestinal e atinge concentragfes plasmaticas maéaximas
(Cmax) dentro de 3-5 horas. A meia-vida de eliminagéo varia de 52 a 76 horas apos
dose unica. A posologia recomendada do efavirenz para adultos € de 600mg e
apresenta ligacéo a proteinas de 99,5 a 99,75% (EMA, 2012).
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Figura 40. Férmula estrutural do farmaco efavirenz (F.BRAS.V, 2010b).

De acordo com as caracteristicas basicas para a biodisponibilidade de um
farmaco (solubilidade e permeabilidade pelo trato gastrintestinal), o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (BCS, do inglés Biopharmaceutical Classification
System) foi proposto em 1995 por Amidon e colaboradores. O farmaco € considerado
altamente solUvel se a dose deste for solivel em um volume de tampéo (de pH entre
1,0 e 8,0) menor ou igual a 250 mL. J4 a alta permeabilidade ocorre quando a
biodisponibilidade absoluta é maior que 90% (AMIDON et al., 1995). Esses fatores
sdo fundamentais no processo de absorcdo e, consequentemente, nha
biodisponibilidade dos farmacos, uma vez que a velocidade de dissolugdo é
proporcional a solubilidade. Portanto, a velocidade de dissolucdo é fundamental para
gue haja absorcdo e para que as concentracfes efetivas do farmaco atinjam niveis
necessarios. Ja a permeabilidade é fundamental no processo de absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excre¢do do farmaco. (ANSEL et al., 2007).

O efavirenz é um farmaco pertencente a classe Il do SCB, portanto é
considerado como pouco hidrossolluvel e altamente permeével.

Para a analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser, a
informacao de que este farmaco apresenta baixa solubilidade em agua é fundamental
para o direcionamento de qual solvente sera utilizado em uma andlise no médulo
liguido. Ou seja, a principio é possivel a utilizacdo de dgua como meio de dispersao
e, provavelmente, deve haver necessidade de utilizacdo de um tensoativo para facilitar
a molhabilidade e a adequada dispersédo do mesmo.

Ja foi relatado na literatura que para a maioria das formas farmacéuticas
disponiveis do efavirenz, como por exemplo, capsulas de 200mg e comprimidos
revestidos de 600mg, a dissolucdo do medicamento (e a consequente
biodisponibilidade) esta relacionada com a distribuicdo granulométrica do IFA (WHO,

2011). Este fato indica que é necessério realizar uma caracterizagdo robusta da
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distribuicdo granulométrica do IFA efavirenz para garantir gue os medicamentos

produzidos apresentem adequada atividade terapéutica.

1.5 Validacao - Normas e compéndios oficiais que regulamentam a técnica

de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser

A validacdo de um procedimento analitico € estabelecida por estudos
laboratoriais devidamente documentados, cujas caracteristicas do processo devem
atender os requisitos para as aplicacdes analiticas a que se destinam (SUN et al.,
2010).

Na industria farmacéutica, a validagdo de métodos analiticos é bem
estabelecida e documentada. Os métodos de validacdo s&do publicados por
organizacbes como: ICH, FDA, USP (bem como as demais farmacopéias de outros
paises) e a ISO (BELL et al., 1999).

De acordo com o ICH, os laboratérios de desenvolvimento analitico devem
investigar parametros de: acuracia, precisao, especificidade, limite de deteccao, limite
de quantificacéo e linearidade para validar suas metodologias. Porém, a validacéo de
distribuicdo granulométrica ndo esta incluida nas diretrizes do ICH. Além disso, a
aplicabilidade destes parametros para a referida técnica geralmente ndo séo validos
na sua totalidade (BELL et al., 1999). Os parametros para validacao seréo brevemente
abordados neste trabalho, a fim de ilustrar como a técnica possui dificuldades para se
enquadrar na terminologia proposta pelo ICH para os métodos analiticos.

o Acurécia: para andlise de distribuicdo granulométrica este parametro passa a
ser guestionavel. Diferentemente de uma analise de HPLC (do inglés, High
Performance Liquid Cromatograph), onde obtém-se uma resposta certa, a
analise de uma amostra esta susceptivel a variar de acordo com diversas
situacdes, por exemplo: aglomerados, nimero ou volume de andlises, entre
outras. Embora a calibracdo ndo faca parte da validacdo do método, é uma
pratica comum nos procedimentos analiticos e o conceito de acuracia pode ser

melhor aplicado a esta acao, pois trata-se da analise de um padréo fisico
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rastredvel, ou seja, uma amostra com distribuicdo granulométrica
estabelecida (BELL et al., 1999).
Preciséo:

o Repetibilidade: € um dos parametros mais utilizados e avaliados para as
analises de distribuicdo granulométrica. A 1ISO 13320, que trata de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser, direciona
basicamente a validacdo do método através da verificacdo de
parametros estabelecidos para avaliagéo da repetibilidade.

o Precisdo intermediaria: a andlise de resultados obtidos dentro do mesmo
laboratério com equipamentos diferentes e/ou analistas diferentes.
Embora ja existam alguns estudos mostrando que os resultados obtidos
por diferentes equipamentos com o mesmo principio sejam similares, é
passivel a visualizacdo de diferentes tipos de dispersdo, ou seja,
diferentes distribuicdes.

o Reprodutibilidade: este parametro indica a precisao entre laboratérios, e
a sua avaliacao é apropriada quando ha transferéncia de metodologia.

Especificidade: Este parametro também € bastante questionavel para
distribuicdo granulométrica e a discussdo é basicamente semelhante ao
parametro de acuracia. Uma vez que o método estabelecido para a analise de
uma determinada amostra € o mais adequado, este fato jA determinaria a
especificidade para a analise de distribuicdo granulométrica.

Limite de detecc¢do: este € outro parametro que ndo é comumente utilizado para
distribuicdo granulométrica, pois o termo ndo € considerado muito adequado
para esta analise. O termo que melhor se encaixa neste sentido seria “faixa”,
pois é muito dificil diferenciar deteccdo e quantificacdo nesta técnica. Um limite
de deteccdo aproximado pode ser estimado pelas especificagcbes do
equipamento.

Limite de quantificagdo: mais um parametro onde o termo nao é usualmente
aplicado para a andlise de distribuicdo granulométrica, entretanto preconiza- se
apenas que a distribuicdo granulométrica da amostra esteja dentro do intervalo
de leitura do equipamento. Geralmente, para insumos farmacéuticos isto ndo é
um problema pois, grande parte dos equipamentos possui faixa de 20nm a
2000pum.
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o Linearidade: na andlise de distribuicdo granulométrica, a falta de linearidade
pode ser esperada para amostras heterogéneas, por exemplo. Além disso, a
concentragdo, a massa e outros fatores utlizados na andlise de uma
determinada amostra também ndo podem influenciar no resultado da
distribuicéo.

o Faixa: deve ser adequada para alcancar toda a faixa de distribuicdo
granulométrica da amostra. ldealmente, este parametro deve ser avaliado
previamente por uma analise microscopica, o que fornecera uma ideia de qual
faixa de distribuicdo tal amostra necessitara para a sua medicao. Novamente,
durante e apos o desenvolvimento dos métodos, a analise microscopica deve
servir de suporte para correlacionar o resultado obtido por espalhamento de
luz.

o Robustez: indica a capacidade do método em manter seus resultados com
pequenas alteracdes rotineiras, como por exemplo: duracdo da medida, massa,
preparo da amostra, entre outros fatores geralmente avaliados no
desenvolvimento do método (BELL et al., 1999; MALVERN, 2001; PAPINI,
2003; SMITH-WARD et al., 2005, SUN et al., 2010).

Como é possivel evidenciar, devido as caracteristicas especificas da andlise
granulométrica por espalhamento de luz laser, ndo € possivel validar esta técnica da
mesma forma que é validado outros ensaios analiticos descritos no ICH e nos métodos
gerais de diferentes farmacopeias. Desta maneira, para a validacao desta técnica,
utiliza-se normalmente a ISO 13320, por ela tratar especificamente da técnica de
espalhamento de luz laser. Os parametros mais enfatizados por ela séo a preciséo
(repetibilidade) e robustez. Por consequéncia, outros parametros utilizados para
validacdo, como especificidade, linearidade, faixa, acuracia, limite de quantificacao e
deteccdo normalmente ndo séao utilizados para a validacao de métodos de distribui¢édo
granulométrica por espalhamento de luz laser (SUN et al., 2010).

A ISO 13320 traz uma grande gama de informagbes para auxiliar o
desenvolvimento adequado de metodologias, cujo sucesso depende de uma rigorosa
analise de diversos fatores que podem influenciar os resultados (VIRDEN, 2010).

Os critérios de aceitacdo sdo limites numéricos, faixas, ou outra medida

adequada para a aceitacdo dos resultados analiticos (ICH, 2000; SUN et al., 2010)
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Segundo a ISO 13320 (1999) a repetibilidade deve ser comprovada realizando
a andlise de 5 amostragens de uma mesma amostra e os resultados proximos aos
cortes d1o, dso e deo 12 devem apresentar coeficientes de variagdo menor ou igual a 3%,
5% e 3%, respectivamente. Quando os tamanhos de particulas forem menores do que
10pm, os limites estipulados do coeficiente de variagdo dobram.

No trabalho de SHEKUMOV et al. (2007) é apresentada uma tabela relatando
0s compéndios farmacopéicos e as normas ISO que mencionam técnicas para a
analise de distribuicdo granulométrica, detalhando defini¢cdes, caracteristicas técnicas,
principios dos equipamentos mais comuns, entre outros. Através deste trabalho, os
autores mencionam o quanto pequena esta a descricdo detalhada da técnica em
compéndios oficias até o ano de publicacéo do referido estudo.

Especificamente para a analise de distribuicdo granulométrica por
espalhamento de luz laser, segundo a publicagcdo de SHEKUMOQYV et al. (2007), havia
descricéo apenas na Farmacopeia Americana e na ISO 13320 (1999). Atualmente, a
Farmacopeia Europeia (EP 6.0, 2008) e a Farmacopeia Britanica também possuem
um topico dedicado a técnica, porém como mencionado anteriormente, todas estas
normas referenciam a 1ISO 13320.

O descritivo apresentado entre as farmacopeias € bastante similar e, quando
comparado com a ISO 13320, ele apenas apresenta uma diferenca no parametro
repetibilidade: para estes compéndios, os resultados proximos aos cortes de dio, dso
e doo apresentam limites de 15%, 10% e 15% para o coeficiente de variacao,
respectivamente. Da mesma maneira que recomendado pela ISO, para particulas

abaixo de 10um, estes valores dobram.

12 d10: é 0 tamanho em micra das particulas até 10% da distribuicéo; dso: € o tamanho em micra das particulas
até 50% da distribuicdo e; deo: € 0 tamanho em micra das particulas até 90% da distribuicdo (MALVERN, 1999).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar a metodologia para a andlise de distribuicdo

granulométrica por espalhamento de luz laser do insumo farmacéutico efavirenz.

2.2 Objetivos especificos

o Determinar o preparo de amostra mais adequado para a analise de distribuicdo
granulométrica do IFA efavirenz, discriminando os parametros antecedentes a
andlise;

o Determinar os parametros intrinsecos ao equipamento (Mastersizer 2000S —
Malvern) para a analise do IFA efavirenz;

o Verificar as condi¢cdes de analise, garantindo que o método nao interfere nas
caracteristicas iniciais da amostra e reportar resultados seguros e coerentes
com a realidade;

o Validar a metodologia desenvolvida;

o Determinar o indice de refracdo da particula de efavirenz pela metodologia
descrita por SAVEYN, et al. (2002) e MALVERN (2002).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Insumos farmacéuticos ativos, reagentes e tensoativo

Para realizacdo deste trabalho utilizaram-se amostras de efavirenz de trés
fabricantes diferentes. As matérias-primas, bem como a denominagéo utilizada para

cada uma delas, encontram-se relacionadas na Tabela 3.

Tabela 3. Relag&o das amostras de efavirenz e denominagdes utilizadas neste trabalho.

Amostra Fabricante  Lote Denominacéao
Efavirenz A 1 EFZ-Al
Efavirenz A 2 EFZ-A2
Efavirenz A 3 EFZ-A3
Efavirenz B 1 EFZ-B1
Efavirenz C 2 EFZ-C1

Para avaliacdo da velocidade de dissolucdo das amostras, que foi realizada por
espectrofotometria ultravioleta durante a etapa de desenvolvimento da analise de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser, necessitou-se fazer curvas
de calibracdo. Para tal utilizou-se um padrdo secundario de efavirenz (registro de
Farmanguinhos: 60327) e acetonitrila grau espectroscopico UV/HPLC (Vetec — lote:
1108475)

Os tensoativos utilizados foram: polissorbato 20 (Vetec — lote: 0908227), 40
(Sigma Aldrich — lote: MKBC7880), 60 (Sigma Aldrich — lote: MKBG3177V), 80 (Vetec
— lote: 0905325) e 85 (Sigma Aldrich — lote: 085K0056V), lauril sulfato de sédio (Vetec
— lote: 0902038), cloreto de cetiltrimetil ambnio (Sigma Aldrich — lote: 584785), Triton
X-100 (Vetec — lote: 0907388) e Igepal CA 630 (Sigma Aldrich — lote: MKBG9102V).

Para a realizacdo dos ensaios de indice de refragdo foram utilizados os
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seguintes solventes: acetonitrila grau espectroscopico UV/HPLC (Vetec - lote:
1108475), &lcool etilico 96% PA ACS (Vetec — lote: 1202282), metanol (J.T.Baker —
lote: KO8BC68), diclorometano (Tedia — lote: 1109397R), alcool isopropilico PA (Vetec
— lote: 0506346), cloroférmio PA (Vetec — lote: 1003933), acetona PA (Vetec — lote:
0903277) e tolueno PA (Vetec — lote: 0904160).

3.1.2 Equipamentos e acessorios

As pesagens foram realizadas em balanca semi-analitica AL 204 (Mettler
Toledo).

Um banho de ultrassom (Unique® Modelo: USC — 2800A) foi utilizado para
auxiliar no preparo de solugdes e suspensoes.

As analises de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser foram
realizadas no equipamento MasterSizer 2000 (Malvern Instruments), utilizando o
modulo de dispersdao em liquido Hydro 2000S (Malvern Instruments) e a faixa de
leitura de 0,02 a 2000um.

As microfotografias para a caracterizacdo da morfologia e dimenséo das
particulas dos insumos farmacéuticos de efavirenz foram obtidas em um microscépio
eletrdnico de varredura (Jeol, Modelo: JISM6390LV), utilizando porta amostra metélico
e fita dupla face (3M, Modelo: 12mm x 30m). Para o preparo da amostra (metalizac&o),
utilizou-se um metalizador Denton Vaccum Desck IV. Também foram obtidas imagens
por microscopia Otica para a avaliacao da dispersdo do efavirenz em diferentes meios.
Para tal, utilizou-se um microscopio 6tico da marca Olympus, modelo BX50.

O indice de refracdo e o pH das solu¢cbdes preparadas neste trabalho foram
determinadas utilizando um refratbmetro de Abbe (Atago RX 5000a-plus), e
potencidometro (pH Meter 780-Metrohm), respectivamente.

Para a avaliacdo da velocidade de dissolucdo do efavirenz durante o
desenvolvimento da analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz
laser, utilizou-se seringa descartavel de 10 mL (BDPlastipack™) e membranas
filtrantes (JetBiofiim®, Modelo: FPE-204-030; 30mm, membrana 0,22um) para



obtencao das soluc¢des e um espectrofotdmetro UV/VIS (Shimadzu, Modelo:
UV1800) para a leitura das mesmas.
Todas as vidrarias e os micropipetadores utilizados neste trabalho foram

devidamente calibrados.

3.2 Métodos

3.2.1 Amostras e denominacoes

A Tabela 4 apresenta as amostras utilizadas em cada etapa/ensaio deste

trabalho.

Tabela 4. Relacdo das amostras utilizadas em cada etapa/ensaio deste trabalho.

Etapa/Ensaio Amostra
EFZ-Al
EFZ-A2
Mlcrqsgopla oOtica e Microscopia EEZ-A3
eletronica de varredura
EFz-B1
EFZ-C1
_ _ EFZ-Al
Desenvolvimento da metodologia
EFZ-A2
Velocidade de dissolucdo durante a EFZ-Al
analise de distribuicao granulométrica por EFzZ-B1
espalhamento de luz laser - efavirenz EEZ-C1
. - . _ EFZ-Al
Indice de refracédo da particula - efavirenz
EFZ-A2
Validacdo da metodologia de distribuicdo EFZ-A3
granulométrica por espalhamento de luz EFZ-B1
laser do IFA efavirenz EEZ-C1
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3.2.2 Homogeneizacdo das amostras

Antecedendo cada analise realizada neste estudo, os frascos foram
submetidos a homogeneizacdo manual através de 10 movimentos vertical/horizontal
e 10 movimentos de rolagem sobre a bancada. Este procedimento foi padronizado a
fim de minimizar segregacéo das particulas e aumentar a homogeneidade da amostra

a ser coletada. A Figura 41 exemplifica os movimentos citados.

8 a) Q é>\b>

Figura 41. Movimentos de homogeneizag¢éo da amostra: a) vertical/horizontal e b) rolagem
sobre a bancada.

3.2.3 Microscopia

3.2.3.1 Microscopia 6tica (MO)

A MO foi utilizada avaliacdo prévia da dispersdo das amostras frente aos
diferentes tensoativos testados no decorrer do estudo. Além disso, utilizou-se a MO
para a visualizacao das dimensdes das particulas e avaliacdo da dispersdo em 6leo
mineral.

Primeiramente realizou-se a higienizacéo das laminas de vidro com alcool 70%.
Em seguida, na parte posterior da lamina de vidro desenharam-se trés circulos e
dividiram-se os mesmos em quatro quadrantes denominados: CSD — canto superior
direito, CSE — canto superior esquerdo, CID — canto inferior direito e CIE — canto
inferior esquerdo. A Figura 42 exemplifica a lamina utilizada para as analises das

suspensodes por MO.
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CSE — Canto CSD - Canto
Superior Esquerdo \ _—"| Superior Direito
e
S0
CIE — Canto L CID — Canto
Inferior Esquerdo Inferior Direito

Figura 42. Representacdo esquematica da lamina utilizada durante as analises das
dispersdes.

Para cada amostra, pesou-se, aproximadamente, 50mg em um béquer de
vidro. Em seguida, com auxilio de um micropipetador adicionou-se 10mL da solucéo
contendo o tensoativo. Para auxiliar na desaglomeracdo, as suspensdes foram
submetidas a banho de ultrassom por um minuto. Posteriormente, com auxilio de uma
pipeta Pasteur, foi coletada uma aliquota da suspensédo com o cuidado necessario
para que no momento da coleta, uma amostra representativa do fundo, do meio e da
superficie da suspensdo fosse obtida. Para evitar que particulas de diferentes
dimensdes fossem desprezadas no ato de depositar uma gota na lamina de vidro para
analise, pequenas batidas foram realizadas sobre uma superficie com a ponta da
pipeta Pasteur. Foram analisadas trés gotas de cada amostra para cada solucao
tensoativa estudada, objetivando obter uma andlise representativa.

A Figura 43 exemplifica o procedimento utilizado para visualizagao das laminas

contendo as suspensdes (com tensoativos), por microscopia otica.
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f) e)

Figura 43. Esquema do procedimento de preparo das laminas para andlise por microscopia
Otica (solugcdes contendo tensoativo): a) adi¢cdo da solucao tensoativa em béquer contendo a
amostra (p0); b) suspenséo (alguns aglomerados presentes); ¢) banho de ultrassom; d) coleta
da amostra nos trés estagios, conforme indicacdo: fundo, meio e superficie; e) lamina de vidro
com amostra em suspensdao para analise; f) analise da lamina de vidro em microscopio 6tico.

Além disso, o 0leo mineral, foi utilizado na MO com o intuito de fornecer
imagens de carater comparativo a cada uma das solucdes tensoativas testadas.
Entretanto, se procedimento de preparo das amostras basearam-se apenas na adi¢ao
do 6leo mineral sobre a amostra (p6é) e em seguida leva agitacdo manual com uma
espatula. As aliquotas foram retiradas com auxilio de uma pipeta Pasteur. Todas as
laminas preparadas foram submetidas a analise no microscoépio 6tico, utilizando as

magnificacdes de 500x e 1000x (imersao).
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3.2.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Com o intuito de obter imagens com melhor resolugéo e nitidez acerca das
dimensdes e morfologia das particulas, as amostras de efavirenz foram analisadas
por MEV.

A amostra foi adicionada diretamente sobre suporte metélico contendo fita
adesiva dupla face. Em seguida, a amostra foi submetida a metalizagdo com ouro
(tempo de metalizacdo: 16 minutos e fluxo de argénio continuo a 10mA) para tornar a
superficie condutora de elétrons. Posteriormente, os suportes ja metalizados foram
acondicionados no porta amostra para visualizacdo microscopica. Este procedimento
pode ser melhor visualizado na Figura 44.

a) b) C) d)

Figura 44. a) Stub; b) Stub com a fita dupla face — pronto para receber a amostra; c) Stub’s
contendo a amostra antes da metalizacdo com ouro e, d) Stub’s metalizadoa no suporte do
metalizador — prontos para serem analisados.

Com o intuito de obter imagens representativas de toda a area do stub, dividiu-
se 0s mesmos em quatro quadrantes denominados: CSD — canto superior direito, CSE
— canto superior esquerdo, CID — canto inferior direito e CIE — canto inferior esquerdo.

A Figura 45 exemplifica esta metodologia de analise.
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CSE CSD

CIE CID

Figura 45. Representacdo esquematica da divisdo dos stub’s em 4 quadrantes para a
obtenc¢do das imagens.

Para cada um dos quadrantes obteve-se imagens nas magnificacdes de:
200x, 2000x, 4000x, 8000x e 15000x.

3.2.4 Distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser

3.24.1 Amostras

Para a realizagdo do desenvolvimento da metodologia do IFA efavirenz
utilizaram-se duas amostras de lotes diferentes de um mesmo fabricante (Al e A2).

Para a determinacdo da quantidade de amostra a ser analisada, levou-se em
consideracdo a massa que forneceu uma obscuracdo adequada (entre 10 e 35%) para

a realizacdo da andlise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser.
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3.2.4.2 Preparo da amostra e selecéo de parametros externos

3.24.2.1 Pasta

Este método de preparo de amostra consistiu em pesar a amostra e, em
seguida, adicionar uma ou duas gotas de solugéo tensoativa. Posteriormente, com
auxilio de uma espatula, homogeneizou-se até a obtencdo de uma pasta. Segundo a
ISO 13320 (2009), a amostra deve ficar com aspecto de um “creme dental’.

Posteriormente, a pasta foi adicionada aos poucos na cuba do equipamento
para a realizacao da andlise.

3.24.2.2 Suspenséo

Para este método de preparo, adicionou-se 10mL de solucdo tensoativa
diretamente ao po6 previamente pesado. Em seguida procederam-se movimentos de
agitacdo manual do béquer de forma extremamente branda.

O uso de parametros externos como, por exemplo, a insercdo da amostra em
banho de ultrassom e/ou agitacdo antes da andlise granulométrica, podem ser
utilizados para auxiliar na dispersdo e formacdo de uma suspensdo adequada e
estavel. Em funcdo disso, avaliou-se o impacto da insercdo prévia da amostra
(suspensdo) em banho de ultrassom externo por 1 minuto.

Para a realizacdo das andlises, a totalidade da suspensado preparada foi
adicionada na cuba do equipamento.

3.24.2.3 Solucdes tensoativas

Como citado anteriormente, para a realizacdo de uma adequada analise

granulométrica por espalhamento de luz laser em liquido, as particulas devem
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permanecer em uma suspensao estavel. Neste contexto, para o desenvolvimento da
metodologia de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA
efavirenz, avaliou-se o uso de solug¢des contendo diferentes tensoativos, de diferentes
classes, conforme descrito na Tabela 5.

Para a selecdo da solucdo tensoativa, a concentracdo utilizada para a
realizacédo dos experimentos foi 0,02% (p/v). Para os tensoativos que apresentaram
comportamento adequado frente a dispersdo e desaglomeragédo das particulas, as

concentracfes 0,01% (p/v) e 0,05% (p/v) também foram avaliadas.
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Tabela 5. Tensoativos avaliados durante o desenvolvimento da metodologia de distribuicdo
granulométrica por espalhamento de luz laser do efavirenz.

Tensoativo Classe Estrutura quimica Férmula estrutural Referéncia
OH ¢ epimeros nos C*
/fs wxty+2=20
Y \g /ﬁ\/\/\/\/\/\ Retirado de
Polissorbato 20 N&o idnico e /"/'\'EO\/EI;Q CH, CsgHi14 Og F.BRAS.V
. /[ (2011)
HO &/_ = 07\} OH
z y
e epimeros nos C*
wx+y+z=20
Retirado de
Polissorbato 40 N&o idnico CeoH122036 F.BRAS. V
/\/\) (2011)
HiC
¢ epimeros nos C*
o wixty+z=20
Retirado de
Polissorbato 60 Néo iénico CeaHi126026 F.BRAS.V
(2011)
H;C
¢ epimeros nos C*
o wx+y+z=20
Retirado de
Polissorbato 80 Nao idnico N CeaH124026 F.BRAS. V
(2011)
H,;C
Retirado de
Polissorbato 85 Né&o iénico b m Ci00H185028 i:gmah
/\% o - ric
YT oz
[u]
OH
[\/h n=a+b+c+d=20
O%/\O% H Retirado de
Triton X-100 N&o idnico H3C n C14H2:0(C2 H40)n Slgma
HaC Aldrich
3 (2012)
H3C HzC CHs
e) Retirado de
o H Sigma
Igepal® CA 360 Nao idnico :) (C;H.0),C1H,,0 Aldrich
(2012)
CH3(CH5)sCH5
O O
Retirado de
Lauril Sulfato de sodio Aniénico C,HNa"o, F.BRAS. V
(2011)
+
CHy Retirado de
irimetil amani ioni | CH(CH) CH_ N'(cH) cr| Sigma
Cloreto de cetiltrimetil am6nio Catibnico R=C16 R N CH, | CI- A 1) =, 3)3 Aldrich
| (2012)

CH,
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3.24.2.3.1 Analise do indice de refracdo — solucdes tensoativas

Cada uma das solu¢des contendo os diferentes tensoativos testados foi
submetida a analise de indice de refracdo, utilizando um refratbmetro de Abbé
(Atago® Modelo RXi 5000 Plus) com temperatura estabilizada (20,0 + 0,01°C), faixa
de medicéo de 1,32422 a 1,58000 e precisao de 0,00001 unidades. As amostras foram
analisadas em triplicata e delas foi extraida uma média. Para evitar possiveis
contaminacdes e interferéncias nos resultados, efetuou-se uma medicdo com agua

destilada entre as leituras das amostras.

3.2.4.2.3.2 Analise de pH — solucdes tensoativas

O pH das solu¢des contendo tensoativo foi medido através da insercdo do
eletrodo do peagametro (devidamente calibrado) em cada uma das solucdes
preparadas. Com o intuito de garantir a qualidade da analise, entre cada leitura
procedeu-se a limpeza do eletrodo com agua destilada e, em seguida, a secagem

cuidadosa com papel adequado.

3.24.3 Selecéo de parametros do equipamento

3.243.1 Meio de dispersao

O meio de disperséo presente na cuba do equipamento foi agua purificada em
temperatura ambiente (25°C).
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3.24.3.2 Agitacao e Ultrassom

O equipamento apresenta a possibilidade de utilizacdo de agitacdo mecanica e
ultrassom, os quais podem auxiliar na dispersdo e manutengdo de uma suspensao
estavel. A selecéo destes parametros baseou-se na variacdo dos mesmos. As escalas

Os niveis de agitacao e ultrassom avaliados foram: 25, 50 e 75% (Figura 46).

Agitagio Ultrassom
[3500 100
....................................... ceadennennd | 750
......... E T TERE PR PEREF-EEECR PR PERE FEEERED = 50%
....................................... cerfennnd | 25%
I L] o -]
rpm[ : Da"n:-f .

Figura 46. Apresentacdo esquematica dos niveis de agitacao e ultrassom avaliados durante
a analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser (Adaptado de Malvern,
software 5.54).

Para determinar o melhor nivel de agitacdo e ultrassom, elaborou-se uma
matriz com todos os pontos escolhidos, o que gerou nove combinacdes diferentes
(Tabela 5). Com o intuito de facilitar a compilacdo dos dados, os niveis estudados

foram divididos em Grupo 1, Grupo 2 e Grupo 3, conforme apresentado na Tabela 6.
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Tabela 6. Relag&o das combinagfes de agitacéo e ultrassom analisadas e a divisédo das
combinagBes em grupos.

Variacdo dos parametros de agitacao e ultrassom do
equipamento

Agitacao (A) Ultrassom (U)

Combinacéo (rpm) (%) Grupo
1 875 (25%) 25
2 875 (25%) 50 1

875 (25%) 75

Como ponto de partida para a realizacdo dos testes referentes as combinacfes
de agitacao e ultrassom, pesou-se 25 + 0,05mg de amostra em balanca semi-analitica
e em seguida adicionou-se 10mL de solucdo tensoativa (polissorbato 80 — 0,02%
(p/v)) com auxilio de um micropipetador. Posteriormente a suspenséo foi submetida a
banho de ultrassom por 1 minuto e, na sequéncia, a suspensdo foi totalmente
adicionada na cuba do equipamento para a realizacao da andlise. Para esta etapa do
desenvolvimento, utilizou-se as amostras EFZ-A1 e EFZ-A2, as quais foram
analisadas em triplicata (3 amostragens) para cada uma das combinagfes

determinadas. Este procedimento pode ser visualizado na Figura 47.
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o
-

|

1 Total de 9 combina¢Bes para cada amostra
| (EFZ-Al e EFZ-A2). Andlises realizadas

I em triplicata (3 amostragens)

I

Figura 47. Procedimento utilizado na realizagéo dos experimentos para definir dos niveis de
agitacdo e ultrassom do equipamento Mastersizer 2000 (mdodulo Hydro2000S), onde: a)
pesagem da amostra; b) adi¢cdo da solucao tensoativa (polissorbato 80 — 0,02% (p/v) — 10mL);
¢) suspensdao formada, ainda com alguns aglomerados; d) suspensao submetida a banho de
ultrassom por 1 minuto; e) suspensdo com as particulas mais dispersas e, f) adicdo da
totalidade da suspenséo preparada na cuba do equipamento para andlise.

Para insumos farmacéuticos, a literatura é bastante deficitaria no que diz
respeito ao indice de refracdo das particulas, requisito fundamental para uso do
modelo 6tico Mie. Em funcéo disso, utilizou-se o modelo 6tico Franhoufer.

Outros parametros requeridos pelo software foram determinados. No que diz
respeito ao material, utilizou-se:

e indice de refracdo do meio: 1,333 (agua purificada);

e indice de refracéo da particula e absorcéo: zero;

e tempo de leitura da amostra e background*: 10 segundos ou 10000 snaps?;

e numero de leituras: 3, e a partir delas uma média (sem intervalo de tempo
entre as leituras).

No que tange os ajustes para a realizacdo dos célculos através do software,

utilizou-se:

1 Background: leitura do meio de dispersdo contido na cuba do equipamento sem a presenca da amostra
(MALVERN, 2012).

2Snaps: é a medida do padréo de difragdo das particulas que passam pelo feixe em um tempo especifico. Uma
medida completa normalmente contém mais de 2000 de snaps e cada snap dura 2ms (MALVERN, 2012).
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e modelo 6tico: Fraunhofer;
e modelo: general pourpose — normal sensitivity?;

e morfologia das particulas: irregulares.

3.24.4 Avaliacdo do desempenho de diferentes solu¢cdes tensoativas na analise

de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA efavirenz

Para a avaliacdo do desempenho das solucdes tensoativas na concentracao
0,02% (p/v), realizou-se analise de distribuicdo granulométrica por LLS em triplicata
(3 amostragens) de duas amostras de efavirenz (EFZ-A1 e EFZ-A2) utilizando cada
um dos nove tensoativos citados no item 3.2.4.2.3. O acompanhamento de cada
amostragem baseou-se na leitura da amostra apdés a insercdo da mesma no
equipamento. Os tempos definidos para as leituras foram: 3, 5, 8, 10 e 12 minutos
apos a adicdo da amostra no equipamento. Este procedimento visou mapear o
comportamento das amostras durante o tempo estipulado, frente cada solucao
tensoativa testada. Tal acdo permitiu visualizar eventos, como dissolu¢do da amostra
no interior da cuba do equipamento ou reaglomeracdo das particulas durante o
periodo de andlise. A Figura 48 apresenta 0 esquema das andlises realizadas para a
avaliacdo do desempenho das diferentes solu¢des tensoativas.

3 General pourpose — normal sensitivity: Modelo de leitura utilizado quando ndo se conhece a distribuicdo
granulométrica da amostra (MALVERN, 2012).
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Cada amostragem lida em 5 diferentes tempos

Figura 48. Representacdo do procedimento de analise das diferentes solu¢des tensoativas.
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3.2.45 Avaliacdo da concentracdo — Solucdes tensoativas

Apéds a selecdo dos tensoativos que apresentaram melhor desempenho na
concentracdo de 0,02% (p/v), procedeu-se a analise da influéncia da variacdo da
concentracao. Para tal, selecionou-se uma concentracao abaixo [0,01% (p/v)] e outra

acima [0,05% (p/v)] daquela utilizada inicialmente.

3.2.4.6 Avaliacao da dissolucéo do IFA durante o periodo de anélise

Um dos parametros fundamentais para a conclusdo de uma metodologia
adequada € a avaliacdo da quantidade de massa que esta sendo dissolvida durante
a andlise. O ensaio de determinacao da dissolucdo da amostra durante o periodo de
analise foi realizado ap6s a determinacao do preparo da amostra, dos parametros e o
tempo para andlise e preparo da amostra. Para esta mensuracdo foram retiradas
aliquotas de 10mL utilizando-se uma seringa de plastico (10mL). Em seguida,
acoplou-se a ela uma membrana filtrante com poro de 0,45um. Esta membrana foi
utilizada para filtrar a suspenséo retirada do analisador de distribuicdo granulométrica
por espalhamento de luz laser e obter uma solucdo adequada (livre de particulas) para
leitura em espectrofotdmetro de ultravioleta (A=293 nm) (para a quantificacdo de IFA
dissolvido). Ressalta-se que para cada uma das aliquotas retiradas preparou-se uma
nova amostragem, o que visou manter a mesma concentragéo do IFA nos diferentes
tempos avaliados. O ensaio foi realizado com uma amostra de cada fabricante de
efavirenz (EFZ-Al, EFZ-B1 e EFZ-C1). A Figura 49 exemplifica o procedimento
utilizado para a execucao deste ensaio. Analisou-se cada uma das amostras em

duplicata e em dias de analise diferentes.



O —» 12 amostragem — 3 minutos —
no equipamento

—» 22 amostragem — 5 minutos — >
~—— no equipamento

O —» 32 amostragem — 8 minutos R
no equipamento

EFZ B1

» 42 amostragem — 10 minutos | 2
N~ no equipamento
O p 5% amostragem — 12 minutos >
EFZ C1 no equipamento
N~

Para cada amostragem filtrou-se a

aliquota com seringa e membrana

em tubos de ensaio devidamente
identificados.

Duplicata realizada em dia
diferente

Procedeu-se aleitura (UV)
de cada amostragem
(tempo) para cada uma
dasamostras

Total de amostragens =5
(para cada amostra)

Procedimento realizado em
duplicata para cada amostra

Figura 49. Procedimento realizado para a avaliacdo da dissolu¢éo na cuba do equipamento durante a analise utilizando a metodologia

desenvolvida para distribuigcdo granulométrica por espalhamento de luz laser do efavirenz.
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Para a quantificacdo da concentracédo do IFA dissolvido durante a analise de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser, realizou-se uma curva de
calibracdo com padréo secundario de efavirenz.

Inicialmente preparou-se uma solucdo, denominada solugdo mée, a qual
pesou-se uma quantidade de efavirenz definida, adicionou-se 15 mL de acetonitrila
(para auxiliar na completa solubilizacdo do efavirenz) e completou-se com a solucao
tensoativa na concentracao 0,0014 g/mL. Esta ultima solugao foi denominada “solugéo
tensoativa diluida”, uma vez que a sua concentracdo era a presente na cuba do
equipamento durante a analise. De posse da solucdo de partida, procedeu- se 5
diluicbes de concentragdes conhecidas utilizando a “solu¢ao tensoativa diluida”. Para
a analise destas concentra¢cdes preparou-se um branco para cada ponto, exatamente
de acordo com o procedimento descrito, a Unica diferenca é que nao havia presenca
de efavirenz. Esta acdo visou diminuir a interferéncia entre a leitura do branco e da
amostra preparada.

A leitura das 5 concentracfes conhecidas foram realizadas no comprimento de
onda de 293 nm, caracteristico da absor¢céao do efavirenz no UV. Por fim, efetuou- se
uma regressao linear e a reta resultante foi utilizada para o célculo da concentracéo
das aliquotas retiradas do equipamento, nos diferentes tempos de analise. Utilizou-se
como critério de aceitacdo r?< 0,99, conforme RE 899 (ANVISA, 2005).
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3.2.5 Validacdo

3251 Elaboracgéo do protocolo de validacdo de metodologia de distribuicao

granulométrica por espalhamento de luz laser — dispersao em liquido - Efavirenz

Baseando-se nas caracteristicas da analise de distribuicdo granulométrica por
espalhamento de luz laser, elaborou-se uma proposta de protocolo de validagdo para
metodologias desenvolvidas por dispersdo em liquido.

A divisdo do protocolo baseou-se em 7 partes:

1) Informac@es de capa;

2) Descricdo da amostra/equipamento/método prévio;

3) Microscopia;

4) Repetibilidade do sistema;

5) Repetibilidade da metodologia;

6) Precisao intermediaria.

7) Formulario de validacdo de metodologia de distribuicdo granulométrica por
espalhamento de luz laser - dispersdo em liquido.

Toda a etapa de validacédo seguiu as abordagens previstas no Protocolo e no
Formulario de Validacdo elaborados. Os itens que necessitaram a realizacdo de

experimentos estdo descritos a seguir.

3.25.1 Amostras — validacéo

Para a etapa de validagdo da metodologia desenvolvida utilizou-se uma
amostra de cada um dos trés fabricantes de efavirenz previamente estabelecidos.

As amostras selecionadas (EFZ-A3, EFZ-B1 e EFZ-C1) foram descritas
anteriormente na Tabela 3. Cabe ressaltar que a amostra do fabricante A utilizada
para a validagdo foi um lote distinto daqueles utilizados nos ensaios de

desenvolvimento da metodologia. Este procedimento foi adotado para que durante
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esta etapa, o fabricante A também tivesse uma amostra com caracteristicas

desconhecidas.

3.25.2 Andlise da repetibilidade do sistema

Para a avaliacdo da repetibilidade do sistema, realizou-se 1 amostragem para
cada amostra selecionada para validacdo. Posteriormente procedeu-se a analise
conforme metodologia previamente desenvolvida. Ajustou-se 0 equipamento para
realizar 6 leituras da amostra e, a partir destas, uma média. Calculou-se o desvio
padrao e o coeficiente de variagdo das leituras. A Figura 50 apresenta o procedimento

efetuado para a etapa de repetibilidade do sistema durante a validacao.

1 amostragem
6 leituras (da mesma
amostragem)

—~—— 1amostragem =
EFZBl | > '

6 leituras (da mesma
amostragem)

~—— 1amostragem 5*

EF2C1 | —C—————>

6 leituras (da mesma
amostragem)

Figura 50. Representacao do procedimento de andlise para as 3 amostras selecionadas
para validacdo, na etapa de repetibilidade do sistema.

O critério de aceitacdo para esta etapa foi o coeficiente de variacdo, o qual foi

estabelecido em < 5% para a os cortes de d10, d50 e d90 das 6 leituras obtidas.
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3.25.3 Andlise da repetibilidade da metodologia

Para a avaliacdo da repetibilidade da metodologia, realizou-se 5 amostragens
para cada amostra selecionada para validac&o. Posteriormente procedeu-se a analise
conforme metodologia previamente desenvolvida. Ajustou-se o0 equipamento para
realizar 3 leituras de cada amostragem e, a partir destas, uma média. Calculou- se o
desvio padrdo e o coeficiente de variagdo das 5 médias obtidas a partir das 5
amostragens. Esta etapa foi realizada na sua totalidade por um analista denominado
A. A Figura 51 apresenta o procedimento descrito para a etapa de repetibilidade da

metodologia durante a validacao.

o
= )
5 amostragens -
EFZ A3 ) 5 médias (cada uma
. I E . oriundas de 3 leituras)
T : - ?
~— & amostragens ey
LA &, ety . | O MOCIaG (CRORNEIN
i“% BN oriundas de 3 leituras}
—_— =
/’\ - —p
N1 5 amostragens .
= 5 médias {cada uma
LY | > | —————o~ 4
oriundas de 3 leituras)
it

Figura 51. Representacdo do procedimento de andlise para as 3 amostras selecionadas
para validacdo, na etapa de repetibilidade da metodologia.

O critério de aceitacdo para esta etapa foi o estabelecido pela farmacopeia
americana (USP 35, 2012): coeficiente de variacdo do d10 < 15%, d50 < 10% e d90
< 15%.

3.254 Precisdo intermediaria

Para a avaliacdo da precisdo intermediaria, procedeu-se exatamente a mesma
metodologia e utilizou-se 0 mesmo equipamento da repetibilidade da metodologia,

entretanto, os ensaios foram realizados por um analista diferente,
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denominado analista B. Para este procedimento, o analista B realizou as analises em
dias diferentes do analista A, conforme preconizado pela RE 899 (2003). Além disso,
seguiu-se o sugerido pela referida resolugdo: utilizar um minimo de 2 dias de intervalo
entre a analise dos analistas A e B.

O critério de aceitacao estabelecido para esta etapa foi: coeficiente de variacao
do d10 < 15%, d50 < 10% e d90 < 15% entre as analises realizadas pelo analista A e
B.

3.2.6 Determinacio do indice de refracdo da particula de efavirenz

Para estimar o indice de refracdo da particula de efavirenz, procedeu-se a
metodologia adaptada de SAVEYN e colaboradores (2002) e MALVERN (2002).

Oito solventes foram selecionados para a determinacéo experimental do indice
de refracdo do efavirenz em solucdo. Para cada solvente, realizou-se uma curva com
cinco diferentes concentragfes de efavirenz, até o maximo de 1% (p/v) de IFA
dissolvido. Utilizou-se como critério de aceitagdo r?>< 0,995. O indice de refragdo dos
solventes puros e das solugbes de efavirenz foram determinadas utilizando um
refratdbmetro de Abbé (Atago® Modelo RXi 5000 Plus) com temperatura estabilizada
(20,0 = 0,01°C), faixa de medicdo de 1,32422 a 1,58000 e precisdo de 0,00001
unidades.

De posse das curvas de calibracdo, procedeu-se a extrapolacéo para 100%, a
qual é uma aproximacao para o indice de refracdo da particula de efavirenz.
Posteriormente, comparou-se 0 valor obtido para cada solvente utilizado e calculou-

se o0 desvio padrao entre eles.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microscopia

4.1.1 Microscopia 6tica (MO)

A obtencdo de imagens por microscopia 6tica das amostras no seu estado
original (“a seco”) nao foi possivel em funcao da alta aglomeracéo das particulas. Ao
realizar o procedimento, observaram-se apenas aglomerados e nao se pode identificar
a morfologia e tamanho das particulas primarias. Inicialmente, a analise de MO foi
efetuada utilizando como dispersante cada uma das nove solugbes tensoativas
avaliadas neste trabalho, todas na concentracdo 0,02% (p/v).Entretanto, ndo foi
possivel obter imagens com a resolucédo e a nitidez necessarias para contribuir de
forma efetiva na caracterizagcdo da morfologia e das dimensodes. Acredita-se que este
fato ocorreu devido a baixa viscosidade das solu¢des tensoativas (que favoreceu um
movimento “acelerado”) das particulas em suspensao) e a camera disponivel na MO,
gue néo era adequada para imagens em movimento.

Em funcéo disso, procedeu-se a avaliagdo por microscopia 6tica das amostras
suspensas em 6leo mineral, o qual € um meio com maior viscosidade e, por isso, as
velocidade do movimento das particulas € menor. Esta analise foi realizada apenas
nas amostras utilizadas no desenvolvimento da metodologia de distribuicdo
granulométrica por espalhamento de luz laser do efavirez (Al e A2).

As Figuras 52 e 53 apresentam algumas das microfotografias obtidas para as
amostras EFZ-Al e EFZ-A2, respectivamente, utilizando como meio de disperséo 6leo

mineral.
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Figura 52. Microfotografias obtidas por MO da amostra de EFZ-AL1 utilizando como meio de
dispersao 6leo mineral (escala |------

| 10pm).
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CSE CSD

CIE CID

CSE = canto superior esquerdo; CSD = canto superior direito; CIE = cantoinferior
esquerdo; CID = canto inferior direito

Figura 53. Microfotografias obtidas por MO da amostra de EFZ-A2 utilizando como meio de
disperséo 6leo mineral (escala |------ | 10pum).

A andlise de microscopia 6tica, utilizando 6leo mineral como dispersante, ndo
se mostrou muito eficaz na obtencdo de imagens nitidas, dificultando assim a
identificacdo real da morfologia e tamanho das particulas. Este fato deve-se
principalmente a: limitagdo do aumento utilizado para avaliagdo das amostras; a
caracteristica intrinseca do material, neste caso amostras micronizadas; e, a
qualidade da camera disponivel para a captura das imagens.

Com relacdo as amostras serem micronizadas, cabe citar que o processo de
micronizacao consiste na reducdo do tamanho das particulas, realizado por um
equipamento capaz de promover intensa quebra das mesmas. E uma das técnicas
mais comuns para melhorar a solubilidade de farmacos pouco sollveis e, no caso do
efavirenz, esta pratica vem sendo a mais viavel para superar o0s problemas
apresentados com a dissolucédo (LACHMAN et al., 2001; GAO et al., 2007). Entretanto,

a caracterizacao destas particulas de tamanho reduzido passa a ser um
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obstaculo para a microscopia 6tica, pelo seu tamanho em si e pela dificuldade de
desaglomeracdo das mesmas. Uma explicacdo plausivel para esta intensa
aglomeracdo das particulas € o possivel aumento da energia eletrostatica do po
durante o procedimento de micronizacdo. Além disso, apesar deste procedimento ser
considerado positivo para o desenvolvimento de formulacdes com farmacos de baixa
solubilidade, € necessario mencionar que a reducdo no tamanho das particulas tem
forte impacto na manipulacdo dos pos, afetando, por exemplo, a fluidez e a densidade
do material (FERRAZ, 2009).

A utilizagdo de um maior aumento (1000x, com e sem imersédo) também foi
testado, porém este mostrou-se ainda mais deficitario na aquisicdo de imagens
nitidas. A principio, este fato também esta relacionado com a baixa qualidade da
camera fotografica acoplada ao microscopio.

Entretanto, mesmo com a baixa qualidade das imagens obtidas por microscopia
Otica, pode-se inferir que a amostra EFZ-Al apresenta particulas com dimensodes

maiores que a amostra EFZ-A2.

4.1.1 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

Como a analise de microscopia eletronica de varredura pode fornecer imagens
com aumentos muito maiores e resolucao e nitidez melhores que a microscopia 6tica
(CUFFINI et al., 2009), foram realizadas analises de MEV nas amostras em seu estado
original. As imagens obtidas para cada uma das seis amostras (Al, A2, A3, Bl e C1)
de efavirenz utilizadas neste trabalho estdo apresentadas nas Figuras 54, 55, 56, 57

e 58, respectivamente.
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Figura 54. Microfotografias da amostra EFZ-A1. (a) Magnificacdo 200x; (b) Magnificacdo 2000x; (c) e (d) Magnificacéo 4000x; (e) Magnificacéo

8000x e (f) Magnificacdo 15000x.
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E possivel evidenciar que as particulas das amostras EFZ-Al e EFZ-A2
apresentam semelhancas na morfologia, porém os seus tamanhos séo diferenciados.
Através das microfotografias da amostra EFZ-A1, pode-se visualizar que as particulas
com tamanhos maiores encontram-se na faixa de 11uym a até aproximadamente
20um. Enquanto que na amostra EFZ-A2, observa-se que as maiores particulas estdo
na faixa entre 7um e 10um, aproximadamente. Além disso, as imagens sugerem que
a distribuicdo granulométrica para esta ultima amostra € mais homogénea, uma vez

gue a maioria das suas particulas possuem tamanhos mais semelhantes.
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Figura 56. Microfotografias da amostra EFZ-A3 (a) Magnificacdo 200x; (b) Magnificacdo 2000x; (c) e (d) Magnificacdo 4000x; (e) Magnificacdo
8000x e (f) Magnificacdo 15000x.
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Figura 57. Microfotografias da amostra EFZ-B1 (a) Magnificacdo 200x; (b) Magnificacdo 2000x; (c) Magnificagdo 4000x; (d) e (e) Magnificacdo
8000x e, (f) Magnificacdo 15000x.
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Figura 58. Microfotografias da amostra EFZ-C1 (a) Magnificagdo 200x; (b) Magnificagdo 2000x; (c) Magnificacdo 4000x; (d) e (e) Magnificacdo

8000x e, (f) Magnificacdo 15000x.



121

As Figuras 56, 57 e 58 apresentam as microfotografias das 3 amostras de
efavirenz (EFZ-A3, EFZ-B1 e EFZ-C1) que foram utilizadas para a validacdo da
metodologia desenvolvida neste trabalho. Pode-se perceber que para todas elas a
morfologia das particulas é semelhante. Ja as dimens@es das particulas sdo bastante
reduzidas, o que era de se esperar pois elas sdo micronizadas como as amostras
EFZ-Al e EFZ-A2. Além disso, as imagens obtidas das amostras EFZ-A3, EFZ-B1 e

EFZ-C1 sugerem que as dimensdes das suas particulas sdo similares entre si.

4.2 Desenvolvimento da metodologia de andlise de distribuicdo granulométrica

por espalhamento de luz laser para o IFA efavirenz

Com o intuito de facilitar a compreensdo frente as diferentes etapas que
envolvem um desenvolvimento de metodologia analitica para distribuicdo
granulométrica por espalhamento de luz laser, foi elaborado um fluxograma (Figura
59) que apresenta as possiveis direcdbes a serem tomadas em funcdo das
caracteristicas da amostra (via liquida ou via seca). No caso do efavirenz, em funcéo
das caracteristicas de: tamanho reduzido das particulas (amostras micronizadas), alta
capacidade de agregacao e solubilidade (praticamente insolavel em agua), decidiu-se
conduzir o desenvolvimento da metodologia pela dispersdao em liquido. Para tal,
determinou-se como meio de dispersao na cuba do equipamento 4gua purificada e a
amostra foi previamente preparada (suspensdo) com a utilizacdo de solucéo

tensoativa.
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Fluxo do desenvolvimento da metodologia de distribuicdo granulométrica para o IFA Efavirenz por espalhamento de luz laser

Figura 59. Fluxograma para o desenvolvimento de metodologias para analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser.
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4.2.1 Solucdes tensoativas

A Figura 60 apresenta o aspecto visual das diferentes solugdes tensoativas

utilizadas.

Figura 60. Aspecto visual das soluc¢des tensoativas (todas na concentragéo 0,02% (p/v))
utilizadas na execucdo deste trabalho, onde: 1) polissorbato 85, 2) polissorbato 80, 3)
polissorbato 60, 4) polissorbato 40, 5) polissorbato 20, 6) Igepal®CA-630, 7) triton X-100, 8)
lauril sulfato de sodio e, 9) cloreto de cetil trimetil amdnio.

Com excecao do polissorbato 85, todas as solu¢des apresentaram-se limpidas.
Algumas delas apresentaram maior formacdo de bolhas no momento da
homogeneizacdo, entretanto, pouco tempo apds o0 prepraro a quantidade ja era
minima ou nula.

No caso do polissorbato 85, a turbidez né&o foi considerada um empecilho para
0 prosseguimento dos testes de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz
laser pois, ao adicionar o volume de solucdo que € utilizado nas analises em um
béquer contendo 140mL de agua purificada (140mL é o volume aproximado da cuba

do equipamento Hydro2000S), a mesma apresentou-se limpida.

4211 Andlise do indice de refracdo — solu¢des tensoativas

Os resultados do indice de refracéo de todas as solucdes tensoativas utilizadas

encontram-se descritos na Tabela 7.
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Tabela 7. Resultados do indice de refrac@o das diferentes solu¢des tensoativas utilizadas.

. . indice de

Tensoativo Concentracéo (p/v) Refracdo
Polissorbato 20 0,02% 1,33301
0,01% 1,33299

Polissorbato 40 0,02% 1,33300
0,05% 1,33305

0,01% 1,33299

Polissorbato 60 0,02% 1,33301
0,05% 1,33305

0,01% 1,33299

Polissorbato 80 0,02% 1,33301
0,05% 1,33305

Polissorbato 85 0,02% 1,33301
Igepal®CA-360 0,02% 1,33304

Triton X-100 0,02% 1,33306

Cloreto de cetil trimetil amonio

(CCTA) 0,02% 1,33300

Lauril sulfato de sédio (LSS) 0,02% 1,33303

A insercdo do valor do indice de refracdo (IR) do meio, no software do
equipamento de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser, é feita
utilizando-se 3 casas decimais e o valor do IR da agua purificada é 1,333. Como todas
as solucdes tensoativas analisadas possuem o mesmo IR da agua purificada (1,333),
ndo foi necessario efetuar ajustes deste parametro no software do equipamento

durante todo o trabalho.

4.2.1.2 Andlise de pH — solucdes tensoativas

Os resultados de pH de todas as solucdes tensoativas utilizadas encontram- se

descritos na Tabela 8.



Tabela 8. Resultados de pH das diferentes solucdes tensoativas utilizadas.

Tensoativo Concentracao (p/v) pH

Polissorbato 20 0,02% 6,91

0,01% 6,30

Polissorbato 40 0,02% 6,51

0,05% 6,57

0,01% 7,91

Polissorbato 60 0,02% 7,95

0,05% 7,96

0,01% 7,12

Polissorbato 80 0,02% 7,08

0,05% 7,27

Polissorbato 85 0,02% 6,81

Igepal®CA-360 0,02% 6,72

Triton X-100 0,02% 6,88

Cloreto de cetil trimetil aménio

0,

(CCTA) 0,02% 7,18

Lauril sulfato de sédio (LSS) 0,02% 6,89
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O pH pode ser um interferente na analise de distribuicdo granulométrica

por espalhamento de luz laser de diferentes insumos farmacéuticos. Porém,

como os valores obtidos para as diferentes solucbes tensoativas néo

apresentaram variacbes significativas, esta etapa teve apenas carater

informativo neste trabalho.

4.2.2 Preparo da amostra - Selecdo de parametros externos

42.2.1 Preparo de pasta

Ao ser preparada a amostra neste método da pasta, foi possivel visualizar a

presenca de grandes aglomerados e uma grande quantidade de particulas
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sobrenadantes, com aspecto de “secas”. Apesar das inumeras tentativas

(preparando com pouca quantidade de massa (25mg), grande quantidade de massa

Nao imprimir esta!
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sobrenadantes, com aspecto de “secas”. Apesar das inumeras tentativas (preparando
com pouca quantidade de massa (25mg), grande quantidade de massa (150mg), uso
de espatula para dispersao manual e ultrassom), ndo foi possivel atingir o aspecto de
pasta, conforme descrito pela ISO 13320 (2009). A Figura 61 apresenta algumas

imagens obtidas nas tentativas de obtencéo da pasta.

Figura 61. Aspectos visuais durante o preparo da amostra EFZ-A1 pelo método da pasta, para
a andlise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser.

Pode-se sugerir que em funcéo da alta eletrostatica da amostra (principalmente
por ser micronizada), este método de preparo ndo seja o mais indicado pois, em todos
0s casos testados, esta metodologia apresentou ma disperséo, presenca de inUmeros
aglomerados e, particulas que ndo tiveram uma molhabilidade adequada. Sendo

assim, este método ndo foi utilizado para a realizacdo das analises subsequentes.

4.2.2.2 Suspenséao — Adicao da solucao tensoativa

Este método de preparo da amostra se mostrou mais adequado, entretanto,
logo apds a adicdo da solucdo tensoativa, percebeu-se ainda a presenca de
aglomerados e particulas ndo molhadas. Este fato foi evidenciado para a maioria dos
tensoativos utilizados, porém néo foi possivel, a olho nu, agrupa-los de acordo com
maior ou menor capacidade de desaglomeracao.

Na tentativa de melhorar a desaglomeracdo das particulas na suspenséo,
submeteram-se as diferentes solugdes tensoativas a banho de ultrassom por 1 minuto.

Como nesta avaliagao inicial as solugcbes de tensoativo promoveram a
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disperséo das particulas, para todos os testes subsequentes utilizou-se como parte
do preparo prévio da amostra o tempo de 1 minuto de ultrassom.

A Figura 62 exemplifica o preparo da amostra, através da adicdo de solucao
tensoativa de polissorbato 80 [0,02% (p/v)] diretamente na amostra (EFZ-Al e EFZ-
A2), bem como os diferentes aspectos apresentados apés a insercdo no banho de
ultrassom.

Figura 62. Aspectos visuais durante o preparo das amostras EFZ-A1 e EFZ-A2 (adi¢do de

Amostra: p6 Amostra: adi¢do da solugéo contendo Amostra: suspensao;
tensoativo polissorbato 80 - 0,02% (m/v) apos insergao em

banho de ultrassom

solucao tensoativa) para a analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz
laser.

Foi possivel observar que os diferentes tensoativos testados apresentaram
comportamento distinto no que diz respeito a formagdo de bolhas/espuma.
Evidenciou-se esta caracteristica com maior intensidade nos tensoativos Igepal® CA-
630 e cloreto de cetil trimetil aménio. Sabe-se que a presenca desta caracteristica
torna o tensoativo menos propicio a andlise de distribuicdo granulométrica por
espalhamento de luz laser. Entretanto, os tensoativos citados néo foram descartados
para as analises posteriores pois, acreditava-se que tais problemas pudessem ser
minimizados em funcgéo da diluicdo do tensoativo que ocorre na cuba do equipamento.

A Figura 63 exemplifica a suspenséo formada com o uso de cada tensoativo
utilizado neste trabalho [concentracdo de 0,02% (p/v)], antes da inser¢cdo da amostra
EFZ-Al1 no banho de ultrassom. Ap6s o banho de ultrassom, todas as dispersdes

formadas apresentaram-se de forma semelhante.
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s 32 - e /
Polissorbato 20 Polissorbato 40 Polissorbato 60 Polissorbato 80 Polissorbato 85
(0,02% p/v) (0,02% p/v) (0,02% p/v) (0,02% p/v) (0,02% plv)

Cloreto de Igepal® CA-630  Lauril sulfato

cetil trimetil (0,02% p/v) de sédio
amonio (0,02% plv)

(0,02% piv)

Figura 63. Aspectos visuais durante o preparo da amostra EFZ-Al (adicdo de solugéo
tensoativa) para a analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser,
utilizando diferentes solugfes tensoativas.

4.2.3 Selecdo de parametros do equipamento — Mastersizer 2000 — Hydro2000S

4.2.3.1 Agitacao (A) e Ultrassom (U)

Os resultados obtidos para a cada uma das combinacgdes realizadas sao

apresentados nos Graficos 1 (amostra EFZ-Al) e 2 (amostra EFZ-A2).
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Gréfico 1. Resultados obtidos para cada uma das combinacgfes testadas de agitacdo (A) e

ultrassom (U) com a amostra EFZ-AL1 (triplicata / 3 amostragens).
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Gréfico 2. Resultados obtidos para cada uma das combinacdes testadas de agitacao (A) e
ultrassom (U) com a amostra EFZ-A2 (triplicata / 3 amostragens).

Como pode ser evidenciado nos gréaficos, para ambas as amostras 0s
resultados que apresentaram maior homogeneidade (EFZ-Al: d10 — CV(%)=1,24, d50
— CV(%)= 2,01,d90 — CV (%)= 2,51; EFZ-A2: d10 — CV (%)= 1,28, d50 —
CV(%)= 0,96, d90 — CV(%)= 0,98) encontram-se na combinacdo 5, a qual é utilizada
agitacdo em 1750 rpm (50%) e 50% ultrassom durante todo o periodo de analise.
Cabe ressaltar que as amostragens apresentadas nos graficos sdo amostragens
distintas, logo, na combinacdo 5 houve melhor repetibilidade da metodologia para as
amostras EFZ-Al e EFZ-A2.

A Tabela 10 apresenta os valores numéricos de diferentes percentuais da
distribuicdo granulométrica e os dados estatisticos (média, desvio padrdo (DP) e os
coeficientes de variacdo (CV)) para a amostra EFZ-A1l. O Grafico 3 apresenta a
sobreposicao das curvas de distribuicdo granulométrica das 3 amostragens, que €&
referente aos dados da Tabela 10. Da mesma forma, a Tabela 11 e Gréfico 4

apresentam os dados referentes a amostra EFZ-A2.
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Tabela 09. Resultados obtidos para a amostra EFZ-A1 na combinacao 5 (1750 rpm (50%)
de agitacdo e 50% de ultrassom).

AMOSTRA: EFZ-A1

Amostragem| Corrida [massa(mg)|d10 (um)|d50 (um)[{d90 (um){d95 (um)|d98 (um)|d99 (um)[d100 pm [dm (um) |residual | span
1 260 23,5 0,954 2,676 10,288 | 14,647 | 20,029 | 23,446 | 33,057 4,390 0,871 3,489
2 264 24,1 0,978 2,781 10,636 | 14,891 | 20,034 | 23,289 | 33,307 4,519 0,751 3,473
3 268 24,6 0,966 2,702 10,128 | 14,426 | 19,684 | 23,042 | 33,309 4,361 0,624 3,391
Média 24,1 0,966 2,720 10,351 | 14,655 | 19,916 | 23,259 | 33,224 4,423 0,749 3,451

DP 0,012 0,055 0,260

Cv)

Partlcle Sl2e Distribution

= B
&=
£ 4
=
=2
.G 0.1 1 10 100 1000 3000

Particle Size (prm)
—Efavirenz - Average, terga-feira, 13 de margo de 2012 15:39:25
—Efavirenz - Average, terga-feira, 13 de margo de 2012 15:55:29
—Efavirenz - Average, terga-feira, 13 de margo de 2012 16:18:34

Gréfico 3. Sobreposig¢édo das curvas de distribuicdo granulométrica referentes as 3
amostragens apresentadas na Tabela 8 para a amostra EFZ-Al.

Tabela 10. Resultados obtidos para a amostra EFZ A2-na combinagéo 5 (1750 rpm (50%)
de agitacdo e 50% de ultrassom).

AMOSTRA: EFZ-A2

Amostragem| Corrida [massa(mg)|d10 (um)|[d50 (um)[d90 (um)|d95 (um)|d98 (um)|d99 (um)[d100 um |dm (um) |residual [ span
1 140 21,000 0,995 2,313 4,877 5,835 6,973 7,730 9,919 2,678 0,339 1,678
2 144 22,700 0,970 2,287 4,877 5,848 7,011 7,797 | 11,186 2,661 0,370 1,709
3 148 24,800 0,985 2,331 4,960 5,936 7,091 7,857 9,932 2,705 0,346 1,705
Média 22,8 0,983 2,310 4,905 5,873 7,025 7,795 | 10,346 2,681 0,352 1,697

DP 0,013 0,022 0,048

v [z | o7 [ owr~

Particla Bl2e Dinidbuton

Wolurme (%)

o Y T A o 7 B 1
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—Efavirenz - Average, terga-feira, B de margo de 2012 17:53:53

—Efavirenz - Average, terga-feira, B de margo de 2012 19:32:26

—Efavirenz - Average, terga-feira, B de marco de 2012 19:46:41
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Grafico 4. Sobreposicao das curvas de distribuicdo granulométrica referentes as 3
amostragens apresentadas na Tabela 9 para a amostra EFZ-A2.

A selecao dos parametros de agitacao e ultrassom do equipamento baseou- se
na combinacdo que apresentou melhor repetibilidade e, consequentemente, menor
coeficiente de variagdo. Aliado a este critério, foi verificado se os resultados numéricos
obtidos nesta combinagdo estavam coerentes com as microfotografias obtidas por
microscopia.

Os resultados numéricos, quando comparados as microfotografias das
respectivas amostras, sugerem que esta combinacéo esta traduzindo a realidade da
populacao de particulas presente em ambas as amostras de efavirenz.

Outro aspecto que pode ser visualizado com os resultados apresentados € a
diferenca da populacéo de particulas entre as amostras EFZ-A1l (maiores dimensdes)
e EFZ-A2 (menores dimensdes), o que também corrobora com o resultado
evidenciado na microscopia 6tica e eletrénica de varredura.

Além disso, todos os resultados foram avaliados criticamente a fim de verificar
a influéncia da agitacdo e ultrassom no que tange a desaglomeracédo das particulas.
As tabelas referentes as demais combinacdes testadas estdo apresentadas nos
Anexos I, II, lll, IV, V e VI deste trabalho. Nelas, foi possivel observar que, tanto para
a amostra EFZ-A1, como para a amostra EFZ-A2, o uso de agitacdo e ultrassom nos
seus niveis mais baixos (25% de agitacao e ultrassom) influenciou negativamente na
desaglomeracédo da amostra. Este fato pode ser facilmente observado pelos valores
registrados para o corte de d100, os quais indicam a presenca de particulas com
dimensdes irreais. Sabe-se que o uso do corte d100 é considerado irrelevante e
errbneo para algumas finalidades, porém, aqui, ele foi usado apenas para discutir a
efetividade da metodologia em traduzir a realidade da amostra. Ou seja, como o corte
d100 relata a maior dimensdo que uma particula pode apresentar na distribuicdo
analisada, pode-se verificar se ha evidencias de aglomeracdes ou ndo, comparando

o referido corte com a realidade das dimensdes visualizadas na microscopia.
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4.2 .4 Selecdo da solucdo tensoativa

Os resultados de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser da
amostra EFZ-Al, obtidos durante a etapa de avaliagdo das diferentes solucdes
contendo tensoativo foram divididos em dois gréaficos para facilitar a visualizagdo. No
Grafico 5 sdo apresentados os dados referentes as analises com polissorbato 20, 40,
60, 80 e 85 durante 5 diferentes tempos para a andlise (3, 5, 8, 10 e 12min), enquanto
gue no Grafico 6 sdo apresentados os resultados com as solu¢cdes contendo os
tensoativos Igepal® CA-630, Triton X-100, lauril sulfato de sédio (LSS) e cloreto de
cetil trimetil amoénio (CCTA).
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Avaliagéo de diferentes solugBes contendo tensoativo na andlise de distribuig@o granulométrica por espalhamento
de luz laser Amostra: EFZ-Al

70

607 Tempo de
andlise

[ 3 minutos
B 5 minutos
H 8 minutos

50

40
B 10 minutos

B 12 minutos

Resultado (um)

30

20

10

d10 | ds0 | d90 | d9s || d10 | dSO | d90 | d95 |d10 |d50 |d90 |d95 |d10 |dSO [d90 |95 10 50 90 dos
(um) [(um)  (um) (W) (4m) (um)  (um)  (um) ()| (pm) | (um) |(um)  (um) (pm)  (dm)  (um)  (und)  (um) ()| (pm)

Polissorbato 20(0,02% p/v) Polissorbato 40(0,02% p/v) Polissorbato 60(0,02% p/v) Polissorbato 80(0,02% p/v) Polissorbato 85 (0,02% p/v)

Solugdes contendo tensoativo

Gréfico 5. Desempenho de diferentes soluc¢des tensoativas (polissorbato 20, 40, 60, 80 e 85)
na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA EFZ-AL.

Avaliagao de diferentes solugdes contendo tensoativo na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento
de luz laser Amostra: EFZ-A1

Tempo de
analise

[ 3 minutos

B 5 minutos

[ 8 minutos

W 10 minutos
M 12 minutos

Resultado (um)

d10 (um) |d50 (um) [d90 (um) |d95 (um) d10 (um) d50 (um) d90 (um) d95 (um) d10 (um) d50 (um) d90 (um) d95 (um) d20 (um) d50 (um) d90 (um) 95 (um)
Igepal®CA-630 (0,02% p/v) Triton X-100 (0,02% p/v) LSS* (0,02% p/v) CCTA**(0,02% p/v)

Legenda: Solugdes contendo tensoativo
* LSS: Lauril Sulfato de Sédio
** CCTA: Cloreto de Cetil Trimetil Amonio

Gréfico 6. Desempenho de diferentes solucdes tensoativas (Igepal® CA-630, Triton X- 100,
LSS e CCTA) na andlise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser do
IFA EFZ Al.
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Os Anexos VIl e VIII apresentam os valores numéricos de diferentes
percentuais da distribuicdo granulométrica (d10, d50, d90, d95 e d100), as curvas de
distribuicdo granulométrica incremental e os dados estatisticos (média, desvio padréo
(DP) e os coeficientes de variacdo (CV)) para a amostra EFZ-A1, frente a utilizacéo
dos 9 tensoativos testados.

Através dos resultados apresentados para amostra EFZ-A1 nos Graficos 5 e 6,
pode-se visualizar que 0s tensoativos que demonstraram desempenho adequado para
a analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser foram os
polissorbatos 40, 60 e 80. Para estes trés casos obtiveram-se suspensdes com
particulas dispersas e estaveis. Estas caracteristicas podem ser traduzidas pelos
valores numéricos que estdo indicando coeréncia com as dimensfes reais das
particulas presentes na amostra (obtidas por microscopia) e devido a estabilidade dos
resultados ao longo do periodo de analise. Ou seja, no decorrer do tempo de dispersao
da amostra durante a analise (até 12 minutos) evidenciou-se estabilidade dos
resultados numéricos para os diferentes cortes analisados (d10, d50, d90 e d95).

Igualmente, para a amostra EFZ-A2, os resultados obtidos na avaliagdo das
diferentes solucfes contendo tensoativo também foram divididos em dois graficos.

No Grafico 7 sdo apresentados os dados referentes as andlises com
polissorbato 20, 40, 60, 80 e 85, enquanto que no Grafico 8 sdo apresentados 0s
resultados obtidos utilizando as solu¢des contendo os tensoativos Igepal® CA-630,
Triton X-100, lauril sulfato de sodio (LSS) e cloreto de cetil trimetil amonio (CCTA).
Assim como para a amostra EFZ-A1, mapeou-se 5 diferentes tempos para analise (3,
5, 8,10 e 12min).
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Avaliagdo de diferentes solugdes contendo tensoativo na andlise de distribui¢do granulométrica por espalhamento
de luz laser Amostra: EFZ-A2

Tempo de
andlise

[ 3 minutos

B 5 minutos
[ 8 minutos

W 10 minutos
M 12 minutos

Resultado (um)

Polissorbato 20 (0,02% p/v) Polissorbato 40 (0,02% p/v) Polissorbato 60 (0,02% p/v) Polissorbato 80(0,02% p/v). Polissorbato 85 (0,02%p/v)

Solugdes contendo tensoativo

Gréfico 7. Desempenho de diferentes soluc¢des tensoativas (polissorbato 20, 40, 60, 80 e 85)
na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA EFZ-A2.

Avaliagdo de diferentes solucées contendo tensoativo na andlise de distribui¢cdo granulométrica por espalhamento
de luz laser Amostra: EFZ-A2

Tempo de
anélise

E 3 minutos
B 5 minutos
@ 8 minutos
B 10 minutos
M 12 minutos

Resultado (um)

d10 (um) |dS0 (um) d90 (um) @95 (um) d10 (um) d50 (um) dBO (um) d95 (um) d10 (um) dSO (um) d90 (um) d95 (um) d10 (pum) d50|(um) d90 (um) d95 (um)

Igepal®CA-630 (0,02% p/v) Triton X-100 (0,02% p/v) LSS* (0,02% p/v) CCTA** (0,02% p/v)

Solugdes contendo tensoativo
Legenda:
* LSS: Lauril Sulfato de Sédio
** CCTA: Cloreto de Cetil Trimetil Aménio

Gréfico 8. Desempenho de diferentes solucdes tensoativas (Igepal® CA-630, Triton X-100,
LSS e CCTA) na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA
EFZ-A2.
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Os Anexos IX e X apresentam os valores numeéricos de diferentes percentuais
da distribuicdo granulométrica (d10, d50, d90, d95 e d100), as curvas de distribuicdo
granulométrica incremental e os dados estatisticos (média, desvio padréo (DP) e os
coeficientes de variagdo (CV)) para a amostra EFZ-A2, frente a utilizacdo dos 9
tensoativos testados.

Os resultados obtidos para a amostra EFZ-A2 frente aos diferentes tensoativos
avaliados é bastante semelhante aqueles verificados na amostra EFZ- Al. Percebe-
se que os polissorbatos 40, 60 e 80 sédo os que apresentaram melhor desempenho
na analise.

J& os demais tensoativos testados ndo se mostraram capazes de desaglomerar
as particulas e manter a suspensao estavel durante o periodo de anélise, o que é
facilmente evidenciado pelo aumento gradativo dos valores numéricos da distribuicéo
granulométrica com o passar do tempo, devido a aglomeracdo progressiva da
amostra. Este fato sugere que os tensoativos polissorbato 20, polissorbato 85, Igepal®
CA-630, Triton X-100, lauril sulfato de sodio (LSS) e cloreto de cetil trimetil aménio
(CCTA) tém dificuldade para manter as particulas de efavirenz afastadas uma das
outras. Provavelmente, a forca de atracdo entre as pariculas do IFA sdo maiores que
as forcas de repulsdo causadas pelo efeito do tensoativo, impedindo assim que as
mesmas figuem afastadas umas das outras e produzam uma suspensao estavel e
adequada para a andlise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz

laser.

4.2.4.1 Avaliacao da concentragcédo — solucdes tensoativas

Devido aos resultados obtidos no item 4.2.4, apenas os polissorbato 40, 60 e
80 foram utilizados na avaliacdo da concentragcdo da solu¢do contendo tensoativo,
para o preparo da amostra de efavirenz. Desta forma, os Gréaficos 9, 10 e 11
apresentam os respectivos resultados obtidos para a amostra EFZ-A1 utilizando os
trés tensoativos mencionados, nas 3 concentracdes propostas (0,01%, 0,02% e 0,05%

p/v).
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Avaliacéo de diferentes concentragdes da solugéo de polissorbato 40 na analise de
distribuic@o granulométrica por espalhamento de luz laser para o IFA EFZ Al
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10

Resultado (um)
o

d10 dso doo d9s d10 dso doo dos d10 dso doo dos
(um)  (um)  (um)  (um) | (um)  (um)  (um)  (um) | (um)  (um)  (um)  (um)

Polissorbato 40 (0,01% p/v) Polissorbato 40 (0,02% p/v) Polissorbato 40 (0,05% p/v)

Diferentes concentragdes de polissorbatoavaliadas

Gréfico 9. Resultados obtidos para a amostra EFZ-A1l durante a avaliagdo de diferentes
concentracdes de polissorbato 40 na andlise de distribuigcdo granulométrica por espalhamento
de luz laser.

Avaliacao de diferentes concentragées da solugao de polissorbato 60 na analise de
distribuigdao granulométrica por espalhamento de luz laser para o IFA EFZ A1
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Polissorbato 60 (0,01% p/v) Polissorbato 60 (0,02% p/v) Polissorbato 60 (0,05% p/v)

Diferentes concentracdes de polissorbato avaliadas

Gréfico 10. Resultados obtidos para a amostra EFZ-A1 durante a avaliagdo de diferentes
concentrac¢des de polissorbato 60 na analise de distribuigdo granulométrica por espalhamento
de luz laser.
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Avaliagao de diferentes concentracdes da solugéo de polissorbato 80 na analise de
distribuic@o granulométrica por espalhamento de luz laser para o IFA EFZ Al
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Polissorbato 80 (0,01% p/v) Polissorbato 80 (0,02% p/v) Polissorbato 80 (0,05% p/v)

Diferentes concentragoes de polissorbato avaliadas

Gréfico 11. Resultados obtidos para a amostra EFZ-Al durante a avaliagdo de diferentes
concentracdes de polissorbato 80 na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento
de luz laser.

Os Anexos Xl, Xl e Xlll apresentam os valores numéricos de diferentes
percentuais da distribuicdo granulométrica (d10, d50, d90 e d95), as curvas de
distribuicdo granulométrica incremental e os dados estatisticos (média, desvio padrao
(DP) e os coeficientes de variacdo (CV)) para a amostra EFZ-Al, frente a andlise de
distribuicdo granulométrica de espalhamento de luz laser utilizando o polissorbato 40
(0,01%, 0,02% e 0,05% (p/v)) , 60 (0,01%, 0,02% e 0,05% (p/v)) e 80
(0,01%, 0,02% e 0,05% (p/v)), respectivamente.

Para a amostra EFZ-Al, os polissorbatos 60 e 80 na concentragédo 0,01% (p/v)
ndo foram efetivos durante o periodo da analise, pois pode-se observar que nesta
concentracdo houve um variagdo consideravel dos resultados, principalmente aqueles
expressos pelo d90. Este fato pode ser um indicativo da dificuldade do tensoativo em
manter as particulas suspensas de forma adequada, possivelmente em fungéo da sua
baixa quantidade. Diferentemente, o polissorbato 40 na concentracdo 0,01% (p/v)
apresentou-se capaz de promover a adequada molhabilidade e suspensdo das
particulas durante a andlise, uma vez que manteve- se um “platd” dos resultados
durante o periodo de analise. Por outro lado, os polissorbatos 40, 60 e 80
apresentaram resultados similares nas concentragbes 0,02% e 0,05% (p/v) e, para
uma mesma concentracdo, 0s seus resultados também foram similares quando

comparados entre si. Portanto, na tentativa de discriminar os
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resultados obtidos para estas concentracoes, realizou-se uma avaliacdo estatistica
dos resultados através de graficos de Box Plot. Os Gréficos 12 e 13 apresentam o Box
Plot da amostra EFZ-A1 utilizando os tensoativos polissorbato 40, 60 e 80, nas

concentracdes 0,02 e 0,05% (p/v), respectivamente.

Box Plot - Avaliagdo do polissorbato 40, 60 e 80 (0,02% - p/v) na andlise de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA Efavirenz - A1
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Legenda:
NUmero = indica o tempo da andlise em minutos
Px = Polissorbato 40, 60 e 80

Grafico 12. Box Plot — Andlise estatistica da dispersao dos resultados obtidos na analise de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser da amostra EFZ-Al, frente a
diferentes meios de disperséo (polissorbato 40, 60 e 80) na concentragéao 0,02% (p/v).
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Box Plot - Avaliagdo do polissorbato 40, 60 e 80 (0,05% - p/v) na andlise de distribuicéo
granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA Efavirenz - A1
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Legenda:
Numero = indica o tempo da andlise em minutos
Px = Polissorbato 40, 60 e 80

Gréfico 13. Box Plot — Analise estatistica da dispersédo dos resultados obtidos na analise de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser da amostra EFZ-Al, frente a
diferentes meios de disperséo (polissorbato 40, 60 e 80) na concentragéo 0,05% (p/v).

Os resultados dos graficos de Blox Plot indicam que a amostra EFZ-Al
apresentou-se com pouca dispersdo de resultados para ambas as concentracdes de

tensoativo (0,02 e 0,05 (p/v)), quando comparados os tensoativos polissorbato 40, 60

e 80.
Os Gréficos 14, 15 e 16 apresentam os resultados obtidos para a amostra EFZ-

A2 utilizando o polissorbato 40, 60 e 80, respectivamente, nas 3 diferentes

concentragdes propostas (0,01%, 0,02% e 0,05% (p/v)).



Avaliacédo de diferentes concentrag8es da solugéo de polissorbato 40 na andlise de distribuigédo

granulométrica por espalhamento de luz laser para o IFA EFZ A2
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Gréfico 14. Resultados obtidos para a amostra EFZ-A2, durante a avaliacdo de diferentes
concentracdes de polissorbato 40 na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento

de luz laser.

Avaliacédo de diferentes concentragdes da solugdo de polissorbato 60 na andlise de distribuicédo

granulométrica por espalhamento de luz laser para o IFA EFZ A2
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Gréfico 15. Resultados obtidos para a amostra EFZ-A2, durante a avaliagdo de diferentes
concentracdes de polissorbato 60 na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento

de luz laser.
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Avaliagéo de diferentes concentragcdes da solugao de polissorbato 80 na andlise de distribui¢ao
granulométrica por espalhamento de luz laser para o IFA EFZ A2
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Gréfico 16. Resultados obtidos para a amostra EFZ-A2, durante a avaliagdo de diferentes
concentracdes de polissorbato 80 na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento
de luz laser.

Os Anexos XIV, XV e XVI apresentam os valores numéricos de diferentes
percentuais da distribuicdo granulométrica (d10, d50, d90 e d95), as curvas de
distribuicdo granulométrica incremental e os dados estatisticos (média, desvio padrdo
(DP) e os coeficientes de variagdo (CV)) para a amostra EFZ-A2, frente a andlise de
distribuicdo granulométrica de espalhamento de luz laser utilizando o polissorbato 40
(0,01%, 0,2% e 0,05% (p/v)), 60 (0,01%, 0,2% e 0,05% (p/v)) e 80
(0,01%, 0,2% e 0,05% (p/v)), respectivamente.

N&o foi possivel obter resultados satisfatorios para a amostra EFZ-A2 (sem
aglomeracdes e que traduzam a realidade das dimensdes das particulas presentes
na amostra e evidenciadas pela microscopia) quando utilizado o polissorbato 40, 60
ou 80 na concentracao 0,01% (p/v).

Sabe-se que amostras do mesmo insumo farmacéutico (diferentes fabricantes
elou diferentes lotes de um mesmo fabricante) podem apresentar caracteristicas
fisicas (como por exemplo, energia eletrostatica, capacidade de agregacdo,
guantidade de flocos, entre outras) distintas. Logo, pelo que foi observado para as
amostras EFZ-A1 e EFZ-A2, fica evidenciado que ndo é adequado o uso da
concentracéo 0,01% (p/v) de polissorbato 40, 60 ou 80 na metodologia de distribuicao

granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA efavirenz.
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Assim como ocorreu para a amostra EFZ-A1, houve similaridade entre os
resultados obtidos para amostra EFZ-A2, quando se utilizou como solucao tensoativa
os polissorbatos 40, 60 ou 80 nas concentracdes de 0,02% e 0,05% (p/v). Este fato
fez com que também fosse realizada uma a avaliacao estatistica para a amostra EFZ-
A2. Os Gréficos 18 e 19 apresentam o Box Plot da amostra EFZ-A2 utilizando os

tensoativos polissorbato 40, 60 e 80, nas concentragcbes 0,02 e 0,05% (p/v),

respectivamente.
Box Plot - Avaliac&o do polissorbato 40, 60 e 80 (0,02% - p/v) na anélise de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA Efavirenz - A2
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Gréfico 17. Box Plot — Analise estatistica da dispersao dos resultados obtidos na analise de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser da amostra EFZ-A2, frente a
diferentes meios de disperséo (polissorbato 40, 60 e 80) na concentragéo 0,02% (p/v).
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Box Plot - Avaliagdo do polissorbato 40, 60 e 80 (0,05% - p/v) na andlise dedistribuigéo
granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA Efavirenz - A2
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Gréfico 18. Box Plot — Analise estatistica da dispersao dos resultados obtidos na analise de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser da amostra EFZ-A2, frente a
diferentes meios de disperséo (polissorbato 40, 60 e 80) na concentragdo 0,05% (p/v).

Comparando os resultados estatisticos do desempenho dos tensoativos
polissorbato 40, 60 e 80 frente as duas concentracdes avaliadas (0,02% e 0,05%
(p/v)), para a amostra EFZ-A2, observou-se que 0s resultados possuem uma
dispersédo um pouco maior do que o encontrado para os ensaios com o EFZ-Al. Sendo
gue este aumento deveu-se principalmente aos resultados obtidos para os pontos de
3 e 5min. Uma explicacédo plausivel para a diferenca encontrada nos dois tratamentos
estatisticos € que como a amostra EFZ-A1 possui uma distribuicdo granulométrica
maior do que a amostra EFZ-A2, as particulas desta dltima podem possuir um
tendéncia maior de aglomeracdo. Neste caso, haveria necessidade da amostra
permanecer um tempo maior no equipamento para que ela pudesse se dispersar de
forma adequada. Devido ao exposto e a necessidade de se ter uma metodologia
robusta de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser, resolveu-se
descartar os tempos de 3 e 5min.

Com relacdo aos outros tempos (8, 10 e 12min), a analise estatistica mostrou
gue os dados sdo proximos a uma distribuicdo normal e existem poucos resultados
discrepantes da totalidade da populagéo de particulas. Por isso, preferiu-se aguardar
a avalicdo da dissolucdo do IFA durante o periodo da andlise, para subsidiar melhor

a escolha.
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Em relacdo ao tensoativo, apesar dos resultados sugerirem que 0s trés
(polissorbato 40, 60 e 80) podem apresentar desempenho adequado para a andlise
do IFA efavirenz, selecionou-se o polissorbato 80, principalmente por ele ser o
tensoativo mais utilizado dentre os trés no setor farmacéutico, para analises de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser.

Para a concentracdo de tensoativo, optou-se pela concentracdo 0,02% (p/v) ao
invés de 0,05% (p/v) por ela ser a concentracdo mais baixa de tensoativo que
conseguiu desaglomerar satisfatoriamente as particulas primarias, tanto para amostra

EFZ-A1 como para a amostra EFZ-A2.

4.2.5 Avaliacao da dissolucdo do IFA durante o periodo de analise

Os resultados obtidos na avaliacdo da dissolucdo das amostras EFZ-Al, EFZ-
A2, EFZ-A3, EFZ-B1 e EFZ-C1, durante o periodo da analise de distribuicdo
granulométrica por espalhamento de luz laser, estdo apresentados no Gréafico 19. As
curvas de calibracdo utilizadas para a realizacdo desta etapa sao apresentadas no
Anexo XVII.
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Avaliagdo da massa dissolvida durante o periodo de analise da distribuigdo granulométrica
por espalhamento de luz laser do IFA EFZ
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Gréfico 19. Perfil da dissolucdo da amostra durante a andlise de distribuicdo granulomeétrica
por espalhamento de luz laser do IFA efavirenz.

Através dos resultados obtidos para 5 amostras de efavirenz de diferentes
fabricantes e lotes, verificou-se que a dissolucdo das amostras durante o periodo
mapeado foi menor que 6%. Além disso, com excec¢do da amostra EFZ-B1, todas as
amostras apresentaram um percentual de massa dissolvida praticamente constante
durante todo o tempo mapeado neste ensaio.

Pelo exposto, definiu-se como 10 minutos o tempo de dispersao da amostra
apos a sua insercao no equipamento, mesmo sabendo-se que o tempo de 8 minutos
pudesse ser efetivo na andalise. Como foi possivel verificar pequenos desvios nos
resultados de 3 e 5 minutos durante o tratamento estatistico apresentado no item
4.2.4.1 para a amostra EFZ-A2, preferiu-se pelo tempo de 10 min a fim de garantir
uma dispersdo adequada das particulas em amostras diferenciadas, como por
exemplo, amostras com mais eletrostatica. Ja o tempo de 12 minutos foi preterido com
o0 intuito de minimizar a possibilidade de alguma amostra com caracteristica distinta

sofrer dissolugdo excessiva no interior da cuba do equipamento.
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4.3 Validacéo

4.3.1 Elaboracdo de um protocolo de validacdo de metodologia de distribuicdo

granulométrica por espalhamento de luz laser — dispersdo em liguido — efavirenz

O protocolo de validagéo desenvolvido é apresentado no Anexo XVIII deste

documento.

4.3.2 Anélise de repetibilidade do sistema

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para cada uma das amostragens
das amostras EFZ-A3, EFZ-B1 e EFZ-C1, os quais ficaram dentro dos limites

estabelecidos.
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Tabela 11. Resultados obtidos na etapa de repetibilidade do sistema para as amostras EFZ-
A3, EFZ-B1 e EFZ-C1.

Repetibilidade do sistema - Amostra: EFZ-A3

Amostragem | Corrida Obs(i/l:)rgéo d10 ( um)|d50 (um) |d90 (um) | dm (um) | residual span N(I;Sgs)a (;—:2]"22)
15 27,17 0,975 2,544 8,570 4,162 0,600 2,985
16 27,42 0,986 2,573 8,452 4,078 0,405 2,902
1 17 27,36 0,983 2,563 8,461 4,084 0,448 2,917 223 50
18 27,30 0,980 2,555 8,495 4,103 0,509 2,941
19 27,24 0,977 2,551 8,558 4,152 0,560 2,972
20 27,36 0,983 2,563 8,461 4,084 0,448 2,917
Média 27,31 0,98 2,56 8,50 4,11 0,50 2,94
DP 0,00 0,01 0,05
CV (%) 0,42 0,40 0,61
Resultado: de acordo com o limite estabelecido
Amostragem | Corrida ODS(?J/‘:;QQO d10 ( um)|d50 (um) |d90 (um) | dm (um) | residual span N(I;sés)a (;ﬁ;igz)
30,01 1,07 3,48 9,07 4,39 0,32 2,30
30,21 1,05 3,34 8,72 4,23 0,33 2,29
1 30,25 1,05 3,31 8,63 4,19 0,33 2,29 226 13
10 30,09 1,06 3,43 8,92 4,32 0,32 2,29
11 30,15 1,06 3,38 8,81 4,28 0,32 2,29
12 30,27 1,05 3,27 8,55 4,15 0,33 2,29
Média 30,16 1,06 3,37 8,78 4,26 0,32 2,29
DP 0,01 0,08 0,19
CV (%) 0,73 2,26 2,18
Resultado: de acordo com o limite estabelecido
Repetibilidade do sistema - Amostra: EFZ-C1
Amostragem | Corrida ObS(((:)/l:;(;E'iO d10 ( um)|d50 (um) |d90 (um) | dm (um) | residual span N(I;Sgs)a (;?;‘izg)
16 32,47 0,97 2,34 5,10 2,74 0,73 1,78
14 32,56 0,98 2,35 5,16 2,77 0,65 1,78
1 13 32,59 0,98 2,37 5,20 2,79 0,61 1,78 221 17
16 32,47 0,97 2,34 5,10 2,74 0,73 1,78
17 32,43 0,97 2,31 5,08 2,72 0,77 1,78
18 32,39 0,97 2,30 5,05 2,71 0,78 1,78
Média 32,49 0,97 2,34 5,12 2,74 0,71 1,78
DP 0,01 0,03 0,05
CV (%) 0,57 1,09 1,06

Resultado: de acordo com o limite estabelecido

A sobreposicdo das curvas de distribuicdo granulométrica incremental para

cada uma das amostras utilizadas (EFZ-A3, EFZ-B1 e EFZ-C1) encontra-se no Anexo

XIX.
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A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos para cada uma das amostragens

das amostras EFZ-A3, EFZ-B1 e EFZ-C1, os quais ficaram dentro dos limites

estabelecidos.

Tabela 12. Resultados obtidos na etapa de repetibilidade da metodologia para as amostras
EFZ-A3, EFZ-B1 e EFZ-C1.

Repetibilidade da metodologia - Amostra: EFZ-A3

Amostragem | Corrida Obs(c(:)/t;;gao d10 ( pm)|d50 (um) |d90 (um) | dm (um) | residual | span '\?;Sgs)a (;,?522)
1 252 35,54 0,94 2,45 8,63 4,15 0,34 3,13 22,9 40
2 256 35,67 0,94 2,46 8,67 4,03 0,45 3,15 23,4 57
3 260 30,52 0,97 2,54 8,85 4,22 0,33 3,11 22,2 13
4 2674 33,99 0,95 2,50 8,80 4,18 0,33 3,15 22,1 30
5 268 28,30 0,96 2,51 8,61 4,02 0,36 3,05 22,3 9
Média 0,89 2,30 5,73 2,91 0,36 2,11
DP 0,02 0,06 0,16
CV (%) 2,24 2,57 2,70
Resultado: de acordo com o limite estabelecido
Amostragem | Corrida Obscurcéo d10 ( pm){d50 (um) |d90 (um) | dm (um) | residual span IR Te[n_po
(%) (mg) | (analise)
1 48 32,04 1,06 3,35 9,43 4,45 0,30 2,50 23,5 31
2 52 34,50 1,01 3,08 8,44 4,04 0,33 2,41 24,4 51
3 56 21,35 1,17 3,30 8,01 4,03 0,59 2,07 23,2 33
4 76 35,20 1,00 3,07 8,41 4,02 0,33 2,41 24,1 47
5 80 31,47 1,02 3,13 8,44 4,05 0,37 2,37 22,6 15
Média 1,05 3,19 8,54 4,12 0,38 2,35
DP 0,07 0,13 0,52
CV (%) 6,57 4,11 6,14
Resultado: de acordo com o limite estabelecido
Repetibilidade da metodologia - Amostra: EFZ-C1
Amostragem | Corrida Obs(%/l;;c;ﬁo d10 ( pm)|d50 (um) |d90 (um) | dm (um) | residual | span '\?r?%s)a (;-r?;‘igg)
1 24 39,69 0,88 2,30 5,68 2,90 0,36 2,09 23,5 12
2 60 34,14 0,92 2,39 5,94 3,02 0,36 2,10 23,4 35
3 64 39,58 0,86 2,27 5,71 2,89 0,37 2,14 23,0 51
4 68 37,63 0,89 2,33 5,82 2,96 0,35 2,12 23,2 10
5 72 38,18 0,89 2,24 5,52 2,81 0,37 2,08 22,9 27
Média 32,804 0,95 2,49 8,71 4,12 0,36 3,12
DP 0,01 0,03 0,11
CV (%) 1,48 1,40 1,21

Resultado: de acordo com o limite estabelecido

A sobreposigéo das curvas de distribuicdo granulométrica incremental para

cala 11ima dac amnectrac ittilizadac (FE7-AR FF7-R1 e FE7-C1) enrontra-<2 nNO

Anexo XX.
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4.3.4 Precisao intermediaria

A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos para cada uma das amostragens
das amostras EFZ-A3, EFZ-B1 e EFZ-C1, os quais ficaram dentro dos limites

estabelecidos.
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Tabela 13. Resultados obtidos na etapa de precisao intermediaria para as amostras EFZ-A3,
EFZ-B1 e EFZ-C1.

Precisdo intermediaria - Amostra: EFZ-A3

Amostra Corrida ObS((.;/L:;’(;éO d10 ( pm)|d50 (um) |d90 (um) |dm (um) | residual [ span '\?ransgsia (;-:;Hspg)
1 252 35,54 0,94 2,45 8,63 4,15 0,34 3,13 22,9 40
2 256 35,67 0,94 2,46 8,67 4,03 0,45 3,15 23,4 57
3 260 30,52 0,97 2,54 8,85 4,22 0,33 3,11 22,2 13
4 2674 33,99 0,95 2,50 8,80 4,18 0,33 3,15 22,1 30
5 268 28,30 0,96 2,51 8,61 4,02 0,36 3,05 22,3 9
1 325 38,55 0,93 2,40 8,06 3,83 0,33 2,96 24,1 48
2 329 36,04 0,94 2,43 8,14 3,92 0,33 2,97 22,5 21
3 333 35,74 0,94 2,43 8,48 3,94 0,55 3,10 22,7 39
4 337 36,11 0,93 2,44 8,68 4,01 0,53 3,17 23,2 56
5 341 34,39 1,02 2,49 8,09 3,85 0,76 2,84 22,0 12

Média 34,485 0,95 2,47 8,50 4,01 0,43 3,06
DP 0,03 0,04 0,30
CV (%) 2,98 1,69 3,50

Resultado: de acordo com o limite estabelecido

1 48 32,04 1,06 3,35 943 | 445 0,30 2,50 235 24
2 52 34,50 1,01 3,08 844 | 4,04 0,33 2,41 24,4 39
3 56 21,35 1,17 3,30 801 | 4,03 0,59 2,07 23,2 52
4 76 35,20 1,00 3,07 841 | 4,02 0,33 2,41 24,1 15
5 80 31,47 1,02 3,13 844 | 4,05 0,37 2,37 22,6 23
1 192 21,60 1,07 3,19 836 | 4,08 0,33 2,28 24,6 35
2 196 29,70 104 | 318 842 | 4,05 0,52 2,32 23,8 50
3 200 30,61 1,04 | 322 882 | 422 0,31 2,41 24,2 8
4 204 24,81 1,05 3,17 839 | 407 0,33 2,31 23,3 24
5 208 26,36 114 | 327 8,06 | 4,02 0,93 2,12 23,6 39

Média 28,764 1,06 3,20 848 | 4,10 0,43 2,32

DP 0,05 0,09 0,40
CV (%) 5,19 2,87 4,72

Resultado: de acordo com o limite estabelecido

Precisédo intermediaria - Amostra: EFZ-C1

1 24 39,69 0,88 2,30 5,68 2,90 0,36 2,09 235 6
2 60 34,14 0,92 2,39 5,94 3,02 0,36 2,10 23,4 17
3 64 39,58 0,86 2,27 5,71 2,89 0,37 2,14 23,0 26
4 68 37,63 0,89 2,33 5,82 2,96 0,35 2,12 232 38
5 72 38,18 0,89 2,24 5,52 2,81 0,37 2,08 22,9 51
1 212 33,56 0,91 2,36 5,62 2,89 0,34 2,00 23,3 8
2 216 35,60 0,90 2,35 5,59 2,87 0,38 2,00 235 21
3 220 38,23 0,90 2,34 5,62 2,88 0,33 2,03 24,9 36
4 224 28,27 0,98 2,47 5,48 2,90 0,93 1,82 233 44
5 228 27,52 0,90 2,41 5,80 2,95 0,37 2,04 235 1

Média 35,240 0,90 2,34 5,68 2,91 0,41 2,04

DP 0,03 0,07 0,14
CV (%) 3,42 2,94 2,49

Resultado: de acordo com o limite estabelecido

A sobreposicédo das curvas de distribuicdo granulométrica incremental para
cada uma das amostras utilizadas (EFZ-A3, EFZ-B1 e EFZ-C1) encontra-se no Anexo
XXI.
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4.4  Estimativa do indice de refracdo da particula de efavirenz

A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos para o indice de refracédo (IR) da
particula de efavirenz para as amostras EFZ-Al e EFZ-A2. Como estes resultados
séo oriundos da extrapolacédo do indice de refracédo de diversas solucdes de efavirenz,
os valores obtidos sdo uma estimativa para o valor real do indice de refracdo da
particula. A regressdo linear que foi realizada para cada um dos oito ensaios

realizados encontra-se no Anexo XXII.

Tabela 14. Resultados obtidos para o indice de refracdo da particula do efavirenz.

Solvente EFZ A1 EFZ A2
Acetona 1.51880 1.49880
Acetonitrila 1.50400 1.50400
Alcool Isopropilico|  1,50720 1,50720
Clorofarmio 1.53590 1.53600
Diclorometano 1.52420 1.51420
Etanol 96% 1.50270 1.51270
Metanol 1.47910 1.47910
Tolueno 1.54620 1.53620
Média 1.51476 1.51103
DP 0.02 0.02
CV % 1,40 1,25

O método proposto por SAVEYN, et al. (2002), que utiliza a andlise do IR do
material em solucdes contendo diferentes solventes e concentracdes conhecidas (até
1% p/v) mostrou-se Util para a realizar uma estimativa do indice de refracdo do
efavirenz.

Embora se saiba que a amostra em solucao perde suas caracteristicas fisicas,
foram analisadas duas amostras de efavirenz com o intuito de verificar possiveis
variagdes no meétodo.

Os resultados indicaram que para ambas as amostras, o coeficiente de
variacao entre os diferentes solventes utilizados foram bastante baixos (EFZ-A1 igual
a 1,40% e EFZ-A2 igual a 1,25%).

Embora outros testes necessitam ser realizados para verificar o real impacto

deste método para estimar o indice de refracdo das particulas na area farmacéutica,
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os resultados indicam que esta abordagem pode ser promissora para auxiliar as
analises de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser que utilizam

modelos Gticos que requerem esta informacéao.
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5 CONCLUSOES

A analise microscopica das 6 amostras do insumo farmacéutico ativo (IFA)

efavirenz estudadas mostrou que todas as amostras possuem morfologia semelhante.

A metodologia de andlise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de

luz laser do IFA efavirez foi desenvolvida e validada, sendo que:

O método de pasta nao € satisfatorio para o preparo das amostras.

A adicao de solucao tensoativa sobre o p0, seguida de dispersdo em banho
de ultrassom, é um método adequado para o preparo das amostras.
Dentre todas as solu¢fes tensoativas testadas, a melhor opcéo é a solucdo
de polissorbato 80 na concentracéo de 0,02% (p/v).

Os paramentos do equipamento MasterSizer 2000 (médulo Hydro2000S)
gue apresentam melhor desempenho sdo: 50% de agitacao (1750 rpm) e
50% de ultrassom, durante todo o periodo de analise.

O tempo mais adequado para a dispersdao da amostra no equipamento
antes da medicao € 10 minutos.

Na etapa de validacdo, os coeficientes de variacao ficaram dentro dos
limites previamente estabelecidos, para o0s quesitos repetibilidade do

sistema, repetibilidade da metodologia e preciséo intermediéria.

Durante o procedimento de desenvolvimento e validacéo, foram elaborados:

Um fluxograma que contempla as principais etapas e decisdes para o
desenvolvimento de metodologias de analise de distribuicdo granulométrica
utilizando diferentes meios de disperséo e,

Um Protocolo de Validagdo para metodologias de andlise de distribuicdo
granulométrica por espalhamento de luz laser, utilizando dispersdao em

liquido.

Por fim, foi realizado um estudo inicial sobre o indice de refracdo da particula

de efavirenz e o mesmo foi estimado entre 1,48 e 1,54.
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6 PERSPECTIVAS

Publicar os dados obtidos em congressos e periédicos.

Utilizar a estimativa do indice de refracao da particula do efavirenz obtida neste
trabalho para recalcular os resultados obtidos ha metodologia desenvolvida, passando
do modelo 6tico de Fraunhofer para o modelo de Mie.

Avaliar criticamente a diferenca de resultados obtidos através dos modelos
oticos de Fraunhofer e Mie.

Continuar os estudos sobre o indice de refracdo da particula, com o intuito de
obter no futuro uma metodologia padrédo para a estimativa do indice de refracdo da
particula de insumos farmacéuticos e, com isso, poder utilizar, quando necessario, 0
modelo 6tico de Mie para desenvolver metodologias de distribuicdo granulométrica

por espalhamento de luz laser.
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ANEXO |

Avaliacdo dos paramentos de agitacao e ultrassom para a amostra EFZ-A1 Grupo 1

AMOSTRA: EFZ-A1

Grupo 1
Agitagao em 25% - 25% ultrassom (Combinacgao 1 - C1)
Amostragem |Corrida r:zf;a d10 (um}{d50 {um}|d90 (um}|d95 (um)| d98 (um)| d99 (um}| d100 ym | dm (um) | residual | span
1 200 210 1132 3638 12580 | 173571 | 24 286 | 28,888 | 58,016 5,645 0,275 3,147
2 204 i) 1,112 3,765 12,371 | 18,248 | 24977 | 20,130 | 52,209 | 5877 0,200 3,286
3 208 1,082 3594 14299 | 18921 | 28218 | 35645 | 22136 §,158 0,252 3,681
Media 1,105 2665 13417 | 18507 | 25820 | 31,894 | 67,767 | 5897 276 3,361
oP 0032 0,089 0,880
CV{%) 2925 2422 6,413
Gréficos LI -
Agitagao em 25% - 50% ultrassom (Combinagao 1 - C1)
Amostragem |Corrida d10 (um}|d50 (um}|dao (um)|das (pm)| d9s (pm)| d99 (pm)| d100 pm | dm (pm) | residual | - span
1 216 0488z Z8B4 11,607 | 17,014 | 24 507 | 30,004 | 50889 | 4071 0,433 3,681
2 220 0g7a 284 11374 | 166824 | 23545 | 28,351 | 44971 4 848 0,509 3,659
3 228 0,953 2732 10791 | 15,532 | 21471 | 25,837 | 28,313 | 4576 0,487 3,601
IMédia 0,975 28319 11,257 | 16,290 | 23174 | 28,067 | 44,728 | 4,792 0476 3,647
DP 0,020 0078 0,420
CV{%) 2,037 2,779 3,734
Graficos il .
Agitagao em 25% - 75% ultrassom (Combinagae 1 - C1)
Amostragem | Corrida d10 (um)|d50 (um)| d90 {um)|{d95 (um)|d98 (um)| 99 {um)| 100 pm | dm (um) | resicdual | span
1 23z 21 04958 2881 10542 | 15036 | 20558 | 24050 | 33207 | 4464 0,685 3,581
2 238 2249 0977 2789 11232 | 16023 | 218093 | 25629 | 38,332 4,705 0,355 3,877
3 252 226 0951 2718 12245 | 1BA10 | 27 578 | 34305 | 60,603 5,106 0,467 4159
Media 222 0962 2,732 11,340 | 16556 | 23,343 | 28,025 | 44,047 | 4758 0,506 3,799
Dp 0013 0,051 0857
CV (%) 1,389 1,864 7,554
Graficos
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Avaliagédo dos paramentos de agitacéo e ultrassom para a amostra EFZ-A1 Grupo 2

AMOSTRA: EFZ-A1

Amostragem |Corrida ":2:;5 d10 (um)| d50 {um)| d90 {um)| a5 (um)| a8 (um)|dge (umj|d100 pm | dm umy | residual | span
1 324 | 237 | 1107 | 3204 | 11312 | 15765 | 21584 | 25489 | 36508 | 5040 | 0048 | 3098
2 248 | 232 | 1015 | 3144 | 11186 | 15546 | 21185 | 25.073 | 38584 | 4a89 | 0254 | 1308
3 256 | 237 | 1083 | 2374 | 12,407 | 16,361 | 20,883 | 25,660 | 32,973 | 5,268 | 0348 | 1.294

Média 225 | 1082 | 2271 | 11635 | 15891 | 21217 | 25407 | w6682 | 5066 | 0283 | 1.899
DB 0046 | 0117 | 0672
CVI(%) 4334 | 3570 | 5772
[ =1 b
S, I @
3 \ ]
Graficos Ce " .
B 3] i T E
Eipernng - opeage. naqundetens, 13 de ...:.:.'I-lt ) BT T
Efwren: - Average. emadewa, 13 oo marge de 201
Edporen - fovesge gaans-iens, 18 e mancs w2012 11 50

Amostragem |Corrida ”2?;53 d10 (um)| d50 (um)| 490 {um)| 495 (um)| 98 (um)|doa (um)|d100 pm | dm (um) | residual | span
1 260 | 235 | 0054 | 20676 | 10,288 | 14647 | 20,020 | 23,446 | 33,057 | 4,390 | 0871 | 2480
2 264 | 241 | 0978 | 2,781 | 10,636 | 14891 | 20,034 | 23,289 | 33,307 | 4519 | 0751 | 3473
3 260 | 246 | 0056 | 2702 | 10128 | 14406 | 19604 | 23,042 | 33309 | 4,361 | 0524 | 3394

Média 241 | 0836 | 2720 | 10351 | 14655 | 19.916 | 23,250 | 33224 | 4423 | 0748 | 3.451
DP 0012 | 0035 | 0280
) RETAEIRNEN
: N
i I ®
Graficos ? \ o
L — I\—"_ﬁn TR N il
Efrwers - Aoerage, Eercaters, 11 8 masgo de 2012 1_:1 B [ o — W W vl
Efpvean - Average, sesguforn, 11 de masgo de 2002 16529 Partici Sizn fpem)
Ftgarars mprew fars 13 oo masee de 2000 0 1834 Ay Fewun jercpiewa 11 de merge ge 2012 15 36 08

Amostragem |Corrida ”:gf;,a d10 {um)| d50 (um)| 490 {um)| 495 (um)|d92 (um}|dog (um)|d100 pm | dm (um) | resicual | span
1 272 | 239 | 0932 | 28592 | 0880 | 14082 | 19.216 | 22,508 | 23,195 | 4,228 | 0,064 | 2,448
2 780 | 244 | 0061 | 2762 | 10545 | 15088 | 21154 | 20658 | 42358 | 4,502 | 0200 | 3469
3 284 242 08687 274 10829 15584 | 22311 33,129 52,082 4 677 0,334 3,598
Media 247 | 0054 | 2600 | 10414 | 14015 | 20804 | 28,432 | 42547 | 4480 | 0536 | =504
DP 0018 0.0az 0,493
CV(%) 1003 | 3413 | 4735
p— LI 1 1m
._:’ |
'E p e
Graficos 3 3 o
] W W0 . E
B& ] T W £ o
Patx e Sazw speriy
Aspipged Repgl teacpiens |3 4o mango de D176 E D
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Avaliacdo dos paramentos de agitacdo e ultrassom para a amostra EFZ-A1 Grupo 3

AmostragemCorrida r:f:;}ﬁ d10 (pm)|d50 (umi| 090 (umj|des (um)| dog (um)| dee (m)|d100 pm | dm m) | residual | span
1 328 | 221 | 1054 | 3355 | 14197 | 11197 | 13463 | 22225 | 28663 | 4054 | 0382 | 2024
2 202 | 228 | 1420 | 3242 | 10549 | 14,448 | 20020 | 24704 | 50,005 | 4879 | 0008 | 29008
3 332 | 212 | 1093 | 3445 | 11885 | 16718 | 24592 | 32890 | 88,203 | 5529 | 0251 | 3132

Média 220 | 1088 | 3247 | 11270 | 14121 | 21,358 | 26,606 | 58.664 | 5421 | 0514 | 2021
op 0033 | 0102 | 0.66a
V) 3047 | 3039 | 5960
el 4 I 1 )
: . \ H : =
E ) ® 4 ]
Graficos | § ! 0
a'l‘ o 1 " "o 100 0w -‘ F i}
Paficl S )
ERIrSn - Awaiigs, LG FED, 13 00 mgs 04 2012 21 1831 B o i i Eli
Efmrarg - Average, quansfers, 10 g maego de 3000 1650 24 Bariche Saw )
—Efatrant ""'2 poer ahern. 11 oo maso de X2 1912 6 & il idewrn 17 da i 3013 1 58 ¥

amostragemCorridd ”:zf;f d10 (um}|d50 (um)| 9o (pm)|des (um)| a9a my| dea um)|d100 um | dm m) | residual | span
1 335 | 230 | 0982 | 2849 | 11208 | 15782 | 21895 | 26473 | 44945 | 4775 | 0312 | 3899
2 340 | 220 | 1,040 | 2431 | 12786 | 12,642 | 20224 | 40737 | 71080 | 5es8 | 0482 | 2887
3 08 | 247 | 0095 | 2044 | 12150 | 17,094 | 27154 | 26473 | 21205 | 5231 | 0203 | 2793
Média 232 | 0,999 | 2891 | 12,043 | 17,416 | 26,091 | 34451 | 55940 | 5284 | 0382 | 3692
oe 0038 | 0471 | o7e7
V%) 3019 | 5716 | 6,534
AT TN . - i i == - m
g’ a\.q\ o "
i N E . N
Grificos C | § ! 0
EJ' [ 1 n ‘-‘1_'03 1000 a
Pasicls Scon jusi]
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b Lt ! - e S-S 14 T e X2 T Oaa)

AmostragenCorridd ”ﬁ:;}ﬁ d10 (pm}|d5o (pm)| e (um)|das pm)| aga gimy| aga gum)| d1o0 pm | dm gmy | residual | span
1 312 | 230 | 0982 | 2658 | 9,905 | 14274 | 20756 | 26,824 | 59990 | 4443 | 0703 | 3357
316 | 243 | 0953 | 2735 | 10,712 | 15153 | 20,703 | 24,249 | 33247 | 4532 | 0404 | 3588
314 | 202 | 0979 | 2830 | 10991 | 15750 | 22,283 | 27,305 | 51651 | 4751 | 0307 | 2538
Wédia 225 | 0971 | 2741 | 10536 | 15,082 | 21,248 | 26126 | 48,296 | 4575 | 0501 | 3.488
DP 0016 | 0088 | 0562
CV(%) 1642 | 3143 | 5347
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ANEXO IV

Avaliacdo dos paramentos de agitacao e ultrassom para a amostra EFZ-A2 Grupo 1

AMOSTRA: EFZ-A2

Grupo 1
Agitagao em 25% - 25% ultrassom ({Combinagao 1 - C1)

Amostragem | Corrida mtfﬂs;)ﬂ ¢10 (um) @50 {um) |90 (um) |d95 (um) |d98 (um}|des (um)|d100 pm | dm (um) |residual | span
1 g2 24 4 1,043 2,883 7,092 anzz 12,015 | 15107 | 288532 3727 0620 2093
2 =l 22,5 0,975 2,849 7,024 8707 10,823 | 12,222 | 18161 35432 0305 2123
3 100 224 1,015 3,059 7,164 8704 10,522 | 11,664 | 156132 2659 0409 2010

Meédia 231 1,011 2,930 7,093 g811 11120 | 13,031 30878 3,643 0445 2077
oP 0,034 0,113 0,070
CV(%) 3,380 3,847 0,987
L I A . in
Graficos " J/ \ : e
Agitagao em 25% - 50% ultrassom (Combinagao 1 - C1)

Amostragem | Corrida ”'E:j;)a 10 (pum)| d50 (pm)| 90 (pm)| d95 (pm){d98 {um)|d99 (um)|d100 pm | dm (um) | resicdual | span
1 104 23,5 0,904 2,353 5,202 5 256 7478 8 2586 4859 2768 0348 1811
2 108 22,8 0,975 2,408 5,215 6,244 7442 8231 9857 2808 0349 1,760
3 M2 22,6 1,021 2,494 5975 10417 | 213,308 | 249,214 | 323,090 | 126896 0413 1,986

Meédia 23,0 0,967 2,419 5,464 7637 TG,075 | 88,567 | 114,335 6,000 0,370 1,852
DP 0,059 0,071 0,443
CV(%) 6,098 2,935 8,100
Gréficos
Agitagao em 25% - 75% ultrassom {Combinagac 1 - C1)

Amostragem | Corrida mtfﬂs;)ﬂ d10 (um}| d50 (um)| 490 (um)| d85 (um)|c9s (umj|dee (um)| 100 um | dm (um) | residual| span
1 116 25,1 1,008 | 2299 | 4851 5821 5984 | 7783 | 9927 | zeEe | oasy 167
2 120 23,0 1,077 2,494 5,29 5325 7835 8318 11,212 2887 0,359 1688
3 124 22,8 1,021 2,351 4,957 5932 7093 7865 9934 2724 0342 1674

Meédia 23,6 1,026 2,383 5,033 6026 7,204 7981 10 360 2763 0352 1677
DP 0,026 0,104 0,230
CW (%) 3,505 4,355 4,563
. R
/ \
: /o \ .
Gréficos T 1 / b | i . r
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ANEXO V

Avaliacdo dos paramentos de agitacdo e ultrassom para a amostra EFZ-A2 Grupo 2

AMOSTRA: EFZ-A2

Amostragem | Corrida ":'a“sgs)a d10 (um)| d50 (um)| d90 (um)| d95 (um)|deg (um)|dea (um)|d100 pm | dm (um) | residual | span
1 128 |22,600| 0993 | 2643 | 6052 | 7.302 | 8713 | 9,548 | 11,576 | 3.146 | 0936 | 1914
2 132 | 20300| 1,017 | 2686 | 6181 | 7.509 | 9,092 | 10139 | 13384 | 3219 | 0326 | 1,923
3 136 | 21.400| 0980 | 2782 | 6753 | 8278 | 10,073 | 11,221 | 14,606 | 3.408 | 0322 | 2075
Média 214 | 0997 | 2704 | 6329 | 7.695 | 9,293 | 10,303 | 13,189 | 3.258 | 0,528 | 1971
DP 0,019 | 0071 | 0373
CV(%) 1,883 | 2,632 | 5895

: .
Gréficos )
oo [ L)
T e ———— g ——
Ewarenz - Aversge, teraders, § te margs de 20
Efawrnny M-: tergafers 6 fe mane te X012 19 & &Y

Amostragem | Corrida "::’:gs)a d10 (um)| d50 (um)|d90 (um)|d95 (um)| d98 (um)|dea (um)|d100 um | dm (um) | residual | span
1 140 |21,000| 00995 | 2313 | 4877 | 5835 | 6973 | 7,730 | 9919 | 2678 | 0339 | 1678
2 144 |22700| 0970 | 2287 | 4877 | 5848 | 7.011 | 7.797 | 11185 | 2661 | 0370 | 1.700
3 148 | 24800| 0985 | 2331 | 4960 | 5936 | 7.091 | 7,857 | 9932 | 2705 | 0346 | 1.705
Média 228 | 0983 | 2310 | 4905 | 5873 | 7.025 | 7.795 | 10,346 | 2,681 | 0352 | 1,697
DP 0,013 | 0,022 | 0,048
CV(%)

s
s
Graficos {e
o e
% oo T
. T

Amostragem | Corrida n:fns(-,s)a d10 (pm)|d50 (pm)|d90 (pm)|d95 (um)|d98 (um)|d99 (um)|d100 pm | dm (um) | residual | span
1 152 20.2-00 0,961 2221 4,667 5,550 6,537 7,120 8,554 2,560 0,522 1,669
2 156 | 22,000| 0,987 2,287 4775 5,663 6,646 7,217 8,561 2,626 0,918 1,656
3 160 | 23,000| 0,980 2,351 4987 5915 5,931 7,504 9,649 2,710 0,841 1,704
Média 217 0,976 2,286 4810 5,709 6,705 7,280 8,921 2,632 0,760 1,676

DP 0,013 0,065 0,163

CV(%) 1,378 2,843 3,385

S———— 1 SSS———

Gréficos

Clwrens - Average, torgeters 6
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Avaliagédo dos paramentos de agitacéo e ultrassom para a amostra EFZ-A2 Grupo 3

AMOSTRA: EFZ-AZ

AmostragemCorridg m‘if;f d10 (pm)| d50 (pm)| dan (umj| das (um)|deg (um)| deg (um)|d100 pm | dm (pm} | residual| span
1 184 | 23800 1024 | 3018 | 737 | 8728 | 10553 | 11.948 | 17.088 | 3843 | 0300 | 2028
2 1g2 | 22100 1,082 | 2001 | 7250 | e7E0 | 10,421 | 11,353 | 13484 | 3805 | 0,288 | 2002
3 172 |2ze00| 1011 | 3028 | 7848 | 9745 | 11392 | 13154 | 16382 | 3826 | 0426 | 2258
Média 232 | 1031 | 2046 | 7.412 | 9077 | 10091 | 12155 | 15652 | 2721 | 0271 | 2096

OF 0.024 | o040 | 0382
V(%) 2,354 | 1,289 | 5155
- T T — Tm e
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Amostrage 10 (pm)| d50 (um)| aao (um| das um)| deg pm)| 99 (pm)|d100 pm | dm pm) | residual | span
1 176 | 23100 1025 | 2396 | 4933 | seez | &7e3 | 733z | 8367 | 2727 | 0984 | 1531
348 | 22200 0948 | 2394 | 5419 | 8578 | 7957 | £871 | 11530 | 2854 | 0237 | 1,888
184 | 22800 0984 | 2337 | aavz | 5781 | 6722 | 7277 | ss64 | zevz | os4z | 1864
Média 229 | 0985 | 2376 | 5075 | 6054 | 7467 | 7827 | 9554 | 2751 | 0648 | 1721
it 0,040 | 0024 | 0300
CV(%) 4011 | 1410 | 5807
pr F_.““ — - m........ -
£ ° i o v
il \ FE .
Graficos 2 % ER o
ED\ [i§] 1 ) 0 00 300 ¥ 0
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amostrageniCorridg ”;if;]ﬂ d40 (umj| ds0 (pmy| doo qum| das m)| das gum)| deg m)| d4o0 um | dm Em) | residual | span
1 188 | 22000 U040 | 2477 | 4606 | 5532 | B.652 | 7.437 | 11,922 | 2530 | 0,262 | 1584
192 | 21800 | 00962 | 2021 | 4626 | 5489 | G431 | 7.063 | 8540 | 2550 | 0036 | 1650
198 | 22100 0962 | 2280 | 4728 | se20 | eE22 | roo1 | =850 | zeov | 083E | 172
Média 227 | 0955 | 2219 | 4657 | 5554 | 6580 | 7234 | 2410 | 25859 | 0618 | 1660
it 0,012 | 0041 | 0071
V(%) 1,330 | 1848 | 1,528
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ANEXO VI

Resultados obtidos durante a avaliagédo de diferentes tensoativos (polissorbatos) na
analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA
efavirenz (EFZ-Al)

Avalia¢io de diferentes tansoatives (0.02% - m/v)

AMOSTRA: EFZ-1
Polissorbato 20 (0.02%)
Massa (média): 22,800 3 amostragens Grafico
Tempo _ Partios site Ot
de | d10 | d50 | doo | des | d1o0 | f1F f 7 i
analise | (pm) | (pm) | (4m) | (pm) | (pm) 5, 4 g
{min) S IR R T

3[1.114] 2,852 | 16,459 | 48,506 [183.602 " o ! B 100 oon 3000
- - p— - " ~ - Particle Siza (um)
5/1.064] 3,401 | 15,089 | 25,476 | 369,375 |—Aweragad - 3 min - EFZ 1 - Polissorb 20 - 0,02%. quarta-fera, 11 de abril de 2012 15:25.30
G(1.033( 3165 | 14,7680 | 31,304 |278.378| |[—Averaged - 5 min - EFZ1 - Polissorb 20 0,02%, quaria-feira, 11 de abrl de 2012 15:27.47

- —Averaged 8 min - EFZ 1 - polissorb 2000 02%, quarta-feira, 11 de abril de 2012 15:30:23
1011.014} 3, 03? 13182 19'9?? 88'0?2 (—Averaged 10 min - EFZ 1 - palissorb 20 0 02%, quarta-feira, 11 de abnl de 2042 15:33.26
12(1,008] 3018 | 13371 | 19596 | 88 281 | ||—~Averagad - 12 min - EFZ 1 - polissorb 20 0,02%, quartateira, 11 de abrl de 2012 15.34:45
15(1.0011 3.015 | 13.746 | 20.6866 | 958.495 -Averaged 15 min - EFZ1 - polissowb 20 0,02%, gquarta-feira, 11 de abnl de 2012 15:37:38
AMOSTRA: EFZ-1

Polissorbato 40 (0,02%)
Massa (média): 22 800 3 amostragens Grafico

Tempo Farts S Do

de d10 | d50 d90 dgs d100 6 Pz %
analise |(um) | (um) | (um) | (um) | (um) ; AR N
{min) Sl
?ltli 01 1 10

1.028] 3198 | 11,484 | 15851 | 49 864
Particle Size (um)
0.693] 2,937 | 10,915 | 15,513 | 50,916 | [CAc5ged 3 min - EFZ1 - Polissart 40 0,02%, terga-feira, 10 de abrl de 2012 15:21.30
09672774 | 10641 | 15.280 | 49 547 -Averaged 5 min - EF21 . polissorb 40 0,02%, terga-feira, 10 de abdl de 2012 15:23:25
= = = = T aae | —Averaged 8 min EFZ1 - polisord 40 0,02%, terca-feira, 10 de abril de 2012 16:26:28
1010.957) 2,726 | 10,598 | 15,243 | 80885 | | e 10 min EFZ 1 - poisserb 40 0,02%, tarca-era, 10 de abil de 2012 16.28:35
12]0.950) 2,697 | 10,570 | 15,200 | 52,373 | | Averaged 12 min EFZ 1 - polissorb 40 0,02%, targa-eira, 10 de abril de 2012 15:3028

1610.044 2678 | 10579 | 15.203 | 54.225 Averaged 15 min - EFZ 1 - polissarb 40 0.02%. terca-feira. 10 de abril de 2012 15:33 27
AMOSTRA: EFZ-1
Polissorbato 60 (0,02%)

Volume (96)

100 1000 3000

oo fon oo

Massa (média): 22 800 3 amostragens Grafico
Tempo — oy e DuERee
de d10 | d50 d90 d85 d100 §— 6 %
andlise | (um) | (um) | (um) | (um) | @m) | |57 / R
{min) > 4 . .
a[1.011] 3104 [ 11,209 [ 18,171 | 52.024 v o ! ' o 1000 3000
= o = - Particle Size (um)
5[0.974) 2,840 | 10,794 | 15,604 | 50.896 | [Saieaged 3 min - EFZ1 polissorb 60 0,02%, cextatena, 8 de junho de 2012 15 32.56
810952 2709 | 10 556 | 15380 | 47.303 +—Averaged 5 min - EFZ1 polissorb 60 0,02%, sexta-feira, 8 de junho de 2012 15:35:30
e r = +=~Averaged & min - EFZ1 polissorb 60 0,02%, sexta-feira, 8 de junho de 2012 15:37:54
1010942} 2 ?hi 10 4?9 1f 290 | 48,507 |—Averaged 10 min - EFZ1 polisserb 60 0,02%, sexta-feira, 8 de junho ds 2012 153943
12|0.834) 2,625 | 10,453 | 15,227 | 48,448 | | Avsraged 12 min - EFZ1 polissorb 60 0,02%, sextaeira. 8 de junho ds 2012 15:4137
15(0.025] 2501 | 10,400 | 15.118 | 47.212 Averaged 15 min - EFZ1 polissorb 60 0,02%_seta-feira,_§ de junho de 2012 15:44 49
AMOSTRA: EFZ-1
Polissorbato 80 (0,02%})
Massa (média): 22 800 3 amostragens Grafico
Tempo — [ E e ]
de |df0o| d50 | de0 | dss | d1o0 || ; / "\Q‘
analise | (pm) | (Mm) | (4m) (um) (um) é » \\“\=._
(min) = } 1 .
a[1.081] 5382 [ 11,661 | 16.157 | 34.380 " o oo 10 1000 3000
= ~ = — Particle Size (um)
5)1.059[ 3154 | 11,440 | 15699 | 34837 |—Averaged 3 min EFZ 1 - polissorb 80 0,02%, quarta-feira, 10 de outubro de 2012 15:30:34
S11.037 3017 | 11,327 | 15421 | 33.283 Averaged 5 min - EFZ 1_ polissorb 800,02%, quartafeira, 10 de autubro de 2012 15:32:41
c —Aweraged 8 min - EFZ 1 - polissorb 80 0,02%, quara-feira, 10 de outubro de 2012 15:35:26
10 102? 2,674 | 11 ?4? 1??89\ 33%84 Averaged 10 min - EFZ 1 - polissarb 80 0,02%, quarta-feira, 10 de outubro de 2012 15:38-13
1211.025) 2,077 | 11,528 | 16,136 | 39.571 | | Averaged 12 min - EFZ 1 - polissarb 80) 0,02%, quarta-fsira, 10 de outubro de 2012 15:39-40
1511.0211 2.969 | 11,580 | 16.293 | 42.065 Averaged 15 min - EFZ 1 - polissarb 80 0,02%, quarta-feira, 10 de outubro de 2012 15:42°38

AMOSTRA: EFZ-1
Polissorbato 85 (0.02%)
Massa (média): 22 800 3 amostragens Grafico
Tempo i o
de d10 | 50 d90 dss d100

: /»\
! b =

analise | (pm) | (m) | (pm) | (pm) | (pm)
0 1 10 100 0003000

-

Weluma (%)
-

301.300] 4794 | 15487 | 20,184 |250 456 ;

Particle Size (pm)
51,297] 4643 | 15648 | 20,600 |280 230 [“averaged 3 min - EFZ 1- polissarb 85 0,02%, sequndaeira, 9 de abril de 2012 143127
8(1.325| 4842 | 16 376 | 21,539 |287 244 -fveraged 5 min - EFZ 1 - polissorb 85 0.02%. segunda-feira. 9 de abril de 2012 14:33:25

- - - P |—Averaged 8 min - EFZ 1 - polissorb 85 0,02%, segunda-feira, 9 de abril de 2012 14:36 38

10[1.262] 5,128 | 17,320 | 23,300 |464.622) | 540 min- EFZ 1- polissorb 85 0.02%, sequndafeira, 9 de abii do 2012 14,36 43
12(1.412] 6,543 | 19,647 | 68,149 |691.408 -Averaged 12 min - EFZ 1 - polissarb 85 0,02%. segunda-feira, 9 de abal de 2012 14.40.40
151 445] 5,668 | 17.645 | 23.205 | 400 583 Averaged 15 min - EFZ 1 - polisserb 85 0.02%. sequnda-feira, 9 de abnil de 2012 14.:43:29
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ANEXO VI

Resultados obtidos durante a avaliacdo de diferentes tensoativos na analise de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA efavirenz (EFZ-A1)

Avaliagdo de diferentes tensoativos (0,02% - m/v)

AMOSTRA: EFZ-1
Igepal® (0,02%)
Massa (média): 22,800 3 amostragens Grafico
Tempo IR
de d10 d50 doo d100 g
R d95 (um s 4
analise | (um) | (um) | (um) (1) (um) _§ 2
(min) > 8
3] 1,255 | 7,572 [ 24560 | 30594 | 261613 J et LR
=y Particle Size (ym)
5| 1.187 6.629 | 24,088 31.234 135.378 t—Averaged 3 min EFZ 1 - Igepal (0,02%), quinta-feira, 10 de maio de 2012 15:39.42
8| 1,165 | 6,446 | 28.849 | 51,979 | 329,421 | [—~Averaged 5 min EFZ 1 - Igepal (0.02%), quinta-feira, 10 de maio de 2012 15:41:29
(—Averaged 8 min EFZ 1 - Igepal (0,02%), quinta-feira, 10 de maio de 2012 15:44:38
10| 1,167 6,557 | 37,692 12,475 332,819 (—Averaged 10 min EFZ 1 - Igepal (0,02%), quinta-feira, 10 de maio de 2012 15:46:29
12| 1,174 6,791 | 49,535 84.180 337,227 t—Averaged 12 min EFZ 1 - igepal (0.02%), quinta-feira, 10 de maio de 2012 15:48:30
15| 1,208 | 7677 | 74378 | 104617 | 346,407 Averaged 15 min EFZ 1 - Igepal (0.02%). quinta-feira. 10 de maio de 2012 15:51:27
AMOSTRA: EFZ-1
Triton X-100 (0,02%)
Massa (média): 22,800 3 amostragens Grafico
Tempo 2 6 S S Dt
de d10 d50 do0 d100 = 2
G2t d95 (um & 94 “
andlise | (um) | (um) | (um) |FFE™ ] my | |2 ZL /“A%% J
AL - 0 0. 1 0 00 000 3000
3| 1239 | 7.935 | 25819 | 32044 | 63426 . ! - i :
=] article Size (ym)
5] 1,207 7.470 | 26.056 33,457 137.799 |—Averaged 3 min EFZ 1 - Triton X100-0,02%, quarta-feira, 9 de maio de 2012 16:04:28
8l 1.198 7413 | 29574 | 46602 160.124 [—Averaged 5 min EFZ 1 - Triton X100-0,02%, quarta-feira, 9 de maio de 2012 16:06:30
|—Averaged 8 min EFZ 1 - Triton X100-0,02%, quarta-feira, 9 de maio de 2012 16:09:40
10] 1.217 7,847 | 41,011 74,487 249.713 (—Averaged 10 min EFZ 1 - Triton X100-0,02%, quarta-feira, 9 de maio de 2012 16:11:40
12| 1,233 | 8185 [ 51969 | 85,026 | 175,760 | |—Averaged 12 min EFZ 1- Triton X100-0,02%, quarta-feira, 9 de maio de 2012 16:13:56
15 1.281 9292 | 80.744 | 107.563 | 4582393 Averaged 15 min EFZ 1 - Triton X100-0.02%. quarta-feira. 9 de maio de 2012 16:16:43
. AMOSTRA: EFZ-1
Lauril Sulfato de Sodio - LSS (0,02%)
Massa (média): 22 800 3 amostragens Grafico
Tempo = Parice Vs Duteiton
de d10 d50 doo d100 £ 4
T d95 (um e
anlise | (um) | (um) | (um) [P0 Gmy [ E
(min) S )
3] 1224 | 5730 | 26,036 | 39535 | 467521 o o Ve i L Lk
~ article Size (pm)
5| 1,154 | 4968 | 29.387 | 66,738 | 495,922 | [“Aleraged 3 min EFZ 1- LLS 0,02%, quinta-feira, 12 de abrl de 2012 15.58.26
8| 1.115 4847 | 53983 | 140975 | 628.387 | [—Averaged § min EFZ 1-LLS 0,02%, quinta-feira, 12 de abril de 2012 16:00:46
- (—Averaged 8 min EFZ 1 - LLS 0,02%, quinta-feira, 12 de abnl de 2012 16:03:30
10] 1,102 4.932 | 85147 | 207,946 | 615,536 f—Averaged 10 min EFZ 1 - LLS 0,02%, quinta-feira, 12 de abril de 2012 16:05:29
12[ 1,122 | 5654 [150,414| 239,330 | 614,331 | |—Averaged 12 min EFZ 1 - LLS 0,02%, quintaeira, 12 de abril de 2012 16:07:53
15 1.185 8.587 |195413| 261309 | 463.138 Averaged 15 min EFZ 1 - LLS 0.02%. quinta-feira, 12 de abril de 2012 16:10:38
AMOSTRA: EFZ-1
Massa (média): 22,800 3 amostragens Grafico
Tempo = 6 Parice s DuiToUEoT
de d10 d50 doo d100 £ 4
S d95 (um ]
analise | (um) | (um) | (um) (0™ my |2
(min) > 8 S
3] 1936 | 11729 | 28925 | 35548 | 119.705 o o T i i e
article Size (ym)
5 2102 | 11,684 | 31.110 40,886 130,278 [—Averaged 3 min EFZ 1 - Cloreto (0.02%). quinta-feira, 17 de maio de 2012 15:31:32
8] 2365 | 12061 | 48762 | 72.251 317.785 | —Averaged 5 min EFZ 1 - Cloreto (0,02%), quinta-feira, 17 de maio de 2012 15:33:39
(—Averaged 8 min EFZ 1 - Cloreto (0,02%), quinta-feira, 17 de maio de 2012 15:36:31
10] 2.394 11.654 ?0'792 74,349 153.419 t—Averaged 10 min EFZ 1 - Cloreto (0,02%), quinta-feira, 17 de maio de 2012 15:38:42
12| 2731 12,129 | 64,265 83.486 155,827 t—Averaged 12 min EFZ 1 - Cloreto (0,02%), quinta-feira, 17 de maio de 2012 15:40:29
15 3.013 | 15592 | 92256 | 116.595 | 258.121 Averaged 15 min EFZ 1 - Cloreto (0.02%). quinta-feira. 17 de maio de 2012 15:43:26
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Resultados obtidos durante a avaliagédo de diferentes tensoativos (polissorbatos) na
analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA
efavirenz (EFZ-A2)

Avaliagao de diferentes tensoativos (0,02% - m/v)

AMOSTRA: EFZ-2
Polissorbato 20 (0,02%)
Massa (média): 22.800 3 amostragens Grafico
T d Fartce v Duoctor
empo de 3
,p. d10 d50 doo d100 £
analise d95 (um) g s
(min) (um) | (um) | (um) (#m) | |5
3
3 0972 | 2,985 | 8,960 | 12,194 | 20,944 Bor L L 1 109 1000 ;3000
Particle Size (um)
5| 0,935 | 2,653 | 7,438 | 10,218 | 61,527 | [TAGraged 3 min EFZ2 - polissarb 20 0,02%. quintafeira, 12 de abrl de 2012 13.59.08
8| 0,906 2,419 6,532 9,335 46,468 |—Averaged 5 min EFZ 2 - polissorb 20 0,02%, quinta-feira, 12 de abril de 2012 14:00:51
—Averaged 8 min EFZ 2 - polissorb 20 0,02%, quinta-feira, 12 de abal de 2012 14:03:46
10| 0,897 | 2,355 | 6,394 9;720 60,630 [—Averaged 10 min EFZ 2 - polissorb 20 0,02%, quinta-feira, 12 de abril de 2012 14:05:34
12| 0,889 | 2,298 | 6,229 | 15,774 | 64,154 | | Averaged 12 min EFZ 2 - polissorb 20 0,02%, quintafeira, 12 de abril de 2012 14:07:32
15| 0,883 2,254 6,280 23,305 72,547 Averaged 15 min EFZ 2 - polissorb 20 0.02%. quinta-feira, 12 de abril de 2012 14:10:33
AMOSTRA: EFZ-2
Polissorbato 40 (0,02%)
Massa (média): 22.800 3 amostragens Grafico
orks i e
T d =
eMPOCe | 410 | ds0 | dg0 at0 | |2 °
analise d95 (um) e =
: (km) | (um) | (um) (km) s
(min) s
B 01 1 10 100 1000 3000
3| 0,980 | 2,845 [ 7,049 8,715 17,728 Particle Size (ym)
5| 0,948 | 2,564 | 6,044 7,373 13,010 Averaged 15 min EFZ 2 - polissorb 40 0,02%, quanta-feira, 11 de abnl de 2012 13:52:35
t—Averaged 3 min EFZ 2 - polissorb 40 0,02%, segunda-feira, 2 de abnil de 2012 15:22:31
8| 0,948 2,359 5,271 6,378 10,836 t—Averaged 5 min EFZ 2 - polissorb 40 0,02%, segunda-feira, 2 de abril de 2012 15:45:26
10| 0,936 2,280 | 5,037 6,754 10,132 {—Averaged 8 min EFZ 2 - polissorb 40 0,02%, quarta-feira, 11 de abril de 2012 13:45:36
|—Averaged 10 min EFZ 2 - polissorb 40 0,02%, quarta-feira, 11 de abril de 2012 13:47:39
12] 0935 | 2,230 | 4871 5,885 9,490 Averaged 12 min EFZ 2 - polissorb 40 0.02%, quarta-feira, 11 de abril de 2012 13:49:35
15| 0,943 2,194 | 4,718 5,694 9,887
AMOSTRA: EFZ-2
Polissorbato 60 (0,02%)
Massa (média): 22800 3 amostragens Grafico
T d g
eMPOCE| 410 | ds0 | de0 dat0 ||
analise d95 (um) 2 s
: (rm) | (um) | (pm) (km) 3
(min) 3
3] 0,947 | 2,703 | 6,499 | 6,958 | 14,083 Bor o 5 190 1000:23000
article Size (ym)
5/ 0918 | 2,473 | 5816 | 7,106 | 12,172 | [Cajraged 3 min EFZ2- polissorb 60 0,02%, segundadeira, 11 de junho de 2012 142230
8| 0,898 2,318 5,355 6,531 11,976 —Averaged 5 min EFZ 2 - polissorb 60 0,02%, segunda-feira, 11 de junho de 2012 14:24:44
t—Averaged 8 min EFZ 2 - polissorb 60 0,02%, segunda-feira, 11 de junho de 2012 14:27:29
10f 0,889 2,247 5,155 5,289 10,798 t—Averaged 10 min EFZ 2 - polissorb 60 0,02%, segunda-feira, 11 de junho de 2012 14:29:43
12| 0,882 | 2,201 | 5,036 | 6,157 10,995 | I-Averaged 12 min EFZ 2 - polissorb 60 0,02%, segunda-feira, 11 de junho de 2012 14:31:49
15| 0,874 2,150 | 4,897 5,994 10,874 Averaged 15 min EFZ 2 - polissorb 60 0.02%. sequnda-feira. 11 de junho de 2012 14:34:33
AMOSTRA: EFZ-2
Polissorbato 80 (0,02%)
Massa (média): 22.800 3 amostragens Grafico
T d z
emPOCe| 410 | ds0 | ds0 ato0 | |
analise d95 (um) e 5
: (#m) | (um) | (um) (km) E
(min) 3
3] 0979 | 2,820 | 7,108 | 8900 | 19,781 Bor 5] L £ 10 1000 3000
Particle Size (ym)
5| 0,941 2,556 6,157 7,591 14,580 —Averaged 3 min - EFZ 2 - polissorb 80 0,02%, quarta-feira, 10 de outubro de 2012 16:39:35
8| 0,939 2,379 5,469 6,685 12,161 {—Averaged 5 min EFZ 2 - polissorb 80 0,02%, quartafeira, 10 de outubro de 2012 16:41:40
(—Averaged 8 min EFZ 2 - polissorb 80 0.02%, quarta-feira, 10 de outubro de 2012 16:44:45
10} 0,934 2,309 5,243 6,392 10,976 t—Averaged 10 min EFZ 2 - polissorb 80 0,02%, quarta-feira, 10 de outubro de 2012 16:46:30
12| 0,919 | 2,257 | 5108 | 6,222 | 10,976 | |- Averaged 12 min EFZ 2- polissorb 80 0,02%, quarta-eira, 10 de outubro de 2012 16:45:47
15| 0,911 2,214 5,007 6,110 11,069 Averaged 15 min EFZ 2 - polissorb 80 0.02%. quarta-feira. 10 de outubro de 2012 16:51:32

Polissorbato 85 (0,02%)

AMOSTRA: EFZ-2

Massa (média): 22,800 3 amostragens Grafico
SMPOCE | 410 | ds0 | doo d100 ||€
analise d95 (um) H 5
{min) (Hm) | (um) | (m) (#m) | |5
s
3] 1,123 | 3,313 [ 9,015 | 12,513 | 174,188 Bor 1 100853000
Particle Size (um)
5| 1,102 2,928 7,394 10,174 166,959 t—Averaged 3 min - EFZ 2 - polissorb 85 0,02%, segunda-feira, 9 de abril de 2012 15:47:37
8| 1,070 2,679 6,313 8,004 40,323 | [—Averaged 5 min - EFZ 2 - polissorb 85 0,02%, segunda-feira, 9 de abril de 2012 15:49:40
(—Averaged 8 min - EFZ 2 - polissorb 85 0,02%, segunda-feira, 9 de abril de 2012 15:52:27
10] 1,081 |. 2,599 | 5516 1442 20,7/8 [—Averaged 10 min - EFZ 2 - polissorb 85 0,02%, segunda-feira, 9 de abril de 2012 15:55:14
12| 1,209 | 2,573 | 5711 | 7,158 | 37,179 | | Averaged 12 min-EFZ 2 - polissorb 85 0,02%, sequnda-feira, 9 de abril de 2012 15:56:34
15| 1,124 2,564 | 5,627 7,056 34,106 Averaged 15 min - EFZ 2 - polissorb 85 0.02%. sequnda-feira. 9 de abril de 2012 15:59:27




174

ANEXO X

Resultados obtidos durante a avaliacdo de diferentes tensoativos na analise de
distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA efavirenz (EFZ-A2)

Avaliagdo de diferentes tensoativos (0,02% - m/v)

AMOSTRA: EFZ-2
Igepal® (0,02%)
Massa (média): 22,800 3 amostragens Grafico
b s DTOUBon.
Tempode | 15 | as0 d100 | [ ° =
analise d90 (um) | d95 (um) s 4
(min) (um) | (um) (um) £ 5 o
3 /
3] 1,269 | 9,079 | 30,195 38,616 | 454,911 67 01 1
5| 1,179 | 7,647 | 31,397 | 111,820 | 523,557 Particle Size (um)

[—Averaged 3 min EFZ 2 - Igepal (0,02%), terga-feira, 15 de maio de 2012 16.04.28
8] 1,171 | 7,225 | 64,670 | 193,840 | 568,218 | |- Averaged 5 min EFZ2 - Igepal 0.02%), terca-feira, 15 de maio de 2012 16:06:28
|—Averaged 8 min EFZ 2 - Igepal (0,02%), terga-feira, 15 de maio de 2012 16:09.26
10] 1,173 | 7,681 | 159,376 | 230,719 | 599,861 ged 10 min EFZ 2 - Igepal (0.02%), terga-feira, 15 de maio de 2012 16:11:28
12| 1,179 | 8,165 | 176,862 | 244,791 | 760,095 | |-Averaged 12 min EFZ2 - Igepal (0,02%), terga-feira, 15 de maio de 2012 16:13:32

15| 1,229 9683 | 189,000 | 331,061 | 845,746 Averaged 15 min EFZ 2 - Igepal (0,02%), terca-feira, 15 de maio de 2012 16:16:41

AMOSTRA: EFZ-2
Triton X-100 (0,02%)
Massa (média): 22.800 3 amostragens Grafico
Tempo de ey s
anslise | 910 | 950 400 (um)|dos (umy| 410 [|E =
e (um) | (um) (1m) i. L1
3 1,135 | 7,011 | 25613 [ 32034 [ 127647 |7 05 X E— 5 = 1000 00
5 1,073 | 5,813 | 24,490 | 32,437 [ 334,784 Paricle Size (um)

[—Averaged Result 3min EFZ-A2 - TritonX100-0,02%, quanta-feira, 9 de maio de 2012 14:57:26
8] 1,034 | 5082 | 29,685 | 56,579 | 300,807 Averaged Result Smin EFZ-A2 - TritonX100-0,02%, quanta-feira, 9 de maio de 2012 14:59:31
|—-Averaged Result 8min EFZ-A2 - TritonX100-0,02%, quarta-feira, 9 de maio de 2012 15.02:34
10| 1,026 | 4,951 | 40,577 | 74,138 | 198,502 ged Result 10min EFZ-A2 - TritonX100-0,02%, quarta-feira, 3 de maio de 2012 15:04:33
12| 1,031 | 5,083 | 57,157 | 95,915 | 322,836 | [—Averaged Resuit 12min EFZ-A2 - TritonX100-0,02%, quarta-feira, 9 de maio de 2012 15.06:38
Averaged Result 15min EFZ.A2 - TritonX100-0,02%, quarta-feira, 9 de maio de 2012 15:09:33
15| 1,048 | 5,605 | 82,244 | 116,582 | 374,213 a s

AMOSTRA: EFZ-2
Lauril Sulfato de Sédio - LSS (0,02%)
Massa (média): 22,800 3 amostragens Grafico
Tempo de
S 1 50 10 g ¢
analise (dr:) (dm) d90 (um) | d95 (um) ‘(’ m‘; ‘-;' A
(min) | ¥ H H E .
>
3] 1,121 | 5,047 | 29,185 38,046 | 107,559 Bo7 01 1000 3000
51 1,052 1 4,016 | 25068 | 34,703 | 159,216 Averaged 3 min EFZ 2 - LLS 0,02% Tmlcfosam wm)d 2012 13.16:37
weraged 3 min - ,02%, quinta-feira, e maio de
8| 1,013 | 3,554 | 23,761 | 35,955 | 197,217 | | Averaged 5 min EFZ2-LLS 0,02%, quintadeira, 10 de maio de 2012 13:19:43
10 1,000 3,422 24,894 45,073 210,112 {—Averaged 8 min EFZ 2 - LLS 0,02%. quinta-feira, 10 de maio de 2012 13:21:48
ged 10 min EFZ 2 - LLS 0.02%, quinta-feira, 10 de maio de 2012 13:23:36
12| 0,992 | 3,346 | 26,661 | 52,894 | 210,580 | |-Averaged 12 min EFZ 2-LLS 0,02%, quinta-eira, 10 de maio de 2012 13.25:33
15| 1,004 | 3,567 | 51,031 | 93,471 | 239,703 Averaged 15 min EFZ 2 - LLS 0.02%, quinta-feira, 10 de maio de 2012 13:28:34
AMOSTRA: EFZ-2
Massa (média): 22,800 3 amostragens Grafico
Tempo de — Trboe U5 Giitabon
analise d1 g0 d90 (um)| d95 (um) ¢100 § o 7
: (um) | (um) (um) g ¢
(min) g 2
3| 1,217 | 5,222 | 13,513 16,943 | 134,633 o7 01 =3 10 100 1000 3000
5] 1,150 | 4,518 | 12,078 16,202 | 160,774 Pasticls Sizs vl
[—Averaged 3 min EFZ 2 - Cloreto (0,02%), sexta-feira, 25 de maio de 2012 16:55:43
8] 1,119 | 4,129 | 13,964 | 91,871 | 206,191 |—Averaged 5 min EFZ 2 - Clorato (0,02%), sexta-feira, 25 de maio de 2012 16:57:41
|—Averaged 8 min EFZ 2 - Cloreto (0,02%), sexta-feira, 25 de maio de 2012 17.00.57
10| 1,113 | 4,032 | 36,247 | 106,893 | 235,975 ged 10 min EFZ 2 - Cloreto (0,02%), sexta-faira, 25 de maio de 2012 17:02:49
12| 1,104 | 3,927 | 68,685 | 112,365 | 274,297 [—Averaged 12 min EFZ 2 - Cloreto (0,02%), sexta-feira, 25 de maio de 2012 17.04:26
150 1.097 | 3.800 | 73.076 | 112,929 | 250 847 Averaged 15 min EFZ 2 - Cloreto (0,02%), sexta-feira, 25 de maio de 2012 17:07:32
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ANEXO Xl

Resultados obtidos durante a avaliacdo de diferentes concentracdes do tensoativo
polissorbato 40 na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz
laser do IFA efavirenz (EFZ-A1l)

Avaliagio de diferentes concentragées de Polissorbato 40
AMOSTRA: EFZ-1
Polissorbate 40 (0,01%)

Massa (média): 22800 3 amostragens Grafico
Vit S DOt
Tempode | yqy | g0 @00 ||z,
analise d90 (pm) | d85 (um) = 2
{min) (Wm) | (um) (um) E ¢ ¢ N
] 2 \\
3| 1025 2,191 11,355 15,938 47,592 B 04 1 10 100 1000 3000
5| 0,987 2,906 10,637 15,317 47,252 Particle Size (pm)
(—Averaged 3 min EFZ 1 - Polissorb 40 (0.01%). quana-feira, 17 de outubro de 2012 16:39:25
8 0,955 | 2,710 | 10,248 | 15015 | 45775 | | averaged 5 min EFZ 1- Polissorb 40 (0.01%). quartadeira, 17 de outubro de 2012 18:.41.34
10 0,944 | 2,651 | 10,169 | 14,949 45,763 | |—Averaged 8 min EFZ 1 - Polissorb 40 (0,01%). quarta-feira, 17 de outubro de 2012 1844 27
(—Averaged 10 min EFZ 1 - Polissorb 40 (0,01%), quana-feira, 17 de outubro de 2012 18:46:36
12| 0,535 | 2,606 | 10,099 | 14,863 | 45661 weraged 12 min EFZ 1 - Polissorb 40.{0.01%). quart feir. 17 de oulubro do 2012 1628 31
15| 0,923 2,575 9,972 14,643 45,345 Averaged 15 min EFZ 1 - Polissorb (0,01%), quarta-feira, 17 de outubre de 2012 1§:51:24
AMOSTRA: EFZ-1
Polissorbato 40 (0,02%)
Massa (média): 22 800 3 amostragens Grafico
Tempo de —
d10 d50 d100 £
analise (um) (am) d90 (pm) | d35 (pm) (um) g j
(min) H H M £
3] 1,028 | 3199 | 11484 | 158M 40,864 bor 04 100 1000 3000
5| 0693 | 2937 | 10915 15513 50,916 3 = MMFMW—'F'S'NWS"J ST
= - ~ = [~Awveraged 3 min - EFZ1 - Polissorb 40 0,02%, terafena, 10 de abril de 2012 1521
8 0967 | 2774 | 10641 | 15280 | 49547 || 4eraged 5 min- EFZ1 - polissorbd0 0.02%, teigaduia, 10 de sbiil de 2012 152325
10| 0957 2726 10 588 15 243 A0 845 t—Averaged § min EF21 - polisorb 40 0,02%, tercafeira, 10 de abril de 2012 15:26-28
- - - - - r—fweraged 10 min EFZ 1 - polissorb 40 0,02%, terca-feira. 10 de abril de 2012 15:28:35
12| 0950 | 2697 | 10570 15,200 52373 [—Averaged 12 min EFZ 1 - polissorb 40 0,02%, tergaeira, 10 de abril de 2012 15:30.28
15| 0044 | 2678 | 10579 | 15203 54225 Avsraged 15 min - EFZ 1 - polissorb 40 0,02%, terga-feira, 10 de abril de 2012 15:33:27
AMOSTRA: EFZ1
Polissorbato 40 (0,06%)
Massa (média): 22.800 3 amostragens Grafico
Faries B
Tempode | 445 | aso at00 ||z
anilise d90 (pm) | d95 (um) =,
; (m) | (pm) (pm) E
(min) §
3| 1,034 | 3,268 11,440 15,990 49,204 B 04 IR S T R T 1000 3000
5| 0,997 2,963 10,916 15,678 47,600 Patticle Size (i)
[FAveraged 3 min £FZ 1- Polissorb 40 (0.05%), quana-feia, 24 de outubro de 2012 1407 38
8] 0,963 | 2795 | 10,722 | 15,582 47,020 | | secaged 5 min EFZ 1 - Polissorb 40 (0,05%), quanadeica, 24 de outubro de 2012 14:08:50
10| 0,958 2,734 10,645 15,481 47,420 (—Averaged 8 min EFZ 1 - Polissorb. 40 (0,05%). quana-feira, 24 de outubro de 2012 14:12:26
7Avelaged 10 min EFZ 1 - Polissorb. 40 (0,05%), quarta-feira, 24 de outubro de 2012 14:14 29
12] 6,948 2,698 10,666 15,539 47,362 (—Averaged 12 min EFZ 1 - Polissorb. 40 (0.05%). quarta-feira. 24 de outubro de 2012 14:16:33
15| 0,939 | 2663 | 10,611 | 15411 46,915 Averaged 15 min EFZ 1 - Palissorb. 40 (0.05%), quartafeira. 24 de outubro de 2012 14:18 27
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ANEXO XII

Resultados obtidos durante a avaliacdo de diferentes concentracdes do tensoativo
polissorbato 60 na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz
laser do IFA efavirenz (EFZ-A1l)

Avaliagdo de diferentes concentragoes de Polissorbato 60
AMOSTRA: EFZ-1

Palissorbato 60 (0,01%})

Wassa (média): 22 800 3 amestragens Grafico
Tempe de oy
P d10 | dso di00 | [z =NaTTi
analise (m) (m) d90 (pm) [ d95 (pm) (m) <
(min) H W H _5 B [
= e
3| 1,077 3,540 13,374 18,360 45,346 [ 01 1 10 100 1000 3000
5| 1,030 3,148 12,117 17,198 50,801 Parlicle Size {pm)
[FAveraged 3 min EFZ 2 - Polissor. 60 (0,01%), quintadeira, 8 de novembro de 2012 15,52 26
8| 0,988 | 2,846 | 11,022 | 16,100 | 49,282 | | spiaged5 min EFZ 2 - Polissorb. 60 (0.01%), quintafeis, 8 de novsmbro da 2012 155436
10| 0,971 2,748 10,701 15,736 17,845 t=Averaged & min EFZ 2 - Polissorb. 60 (0.01%). quintafeira, 8 de novembro de 2012 15:57-27
{—Averaged 10 min EFZ 2 - Polissorb. 60 (3,01%), quinta-feira, 8 de movernbro de 2012 15:59:26
12| 0,960 | 2686 | 10,566 | 15,617 | 48,033 | | awiaged 12 min EFZ2. Paiicsorb 60 (0.015). quinta-fsiea, & d novernbes do 2012 16:01:60
15| 0,949 2,634 10,618 15,941 78,244 Averaged 15 min EFZ 2 - Polissorb. 60 (0,01%). quinta-feira, 8 Je movernbro de 2012 16:04:26
AMOSTRA: EFZ1
Polissorbato 60 (0,02%)
Massa (média): 22 800 3 amostragens Grafico
Tempo de — e s
P d10 | dso g0 | |2
anilise da0 (pm) | d95 (um) £ \
{min) (Hm) | (um) (Hm) 5 <
g I =L
3 1,041 | 3404 | 11,329 | 16171 52,024 Bar 0.1 1 10 100 1000 3000
5| 0,974 | 2,840 10,794 15,604 50,896 3 = T “R”'C'is‘Z?;PmJ T
[~ Aueraged 3 min - EFZ1 pelissorb %, sextateira, 8 de junha de 2012 1
8| 0,952 | 2,709 | 10,556 | 15350 | 47,303 | | aoragess min- EFZ1 polissorb 60 0.02%, sextadfeira, B de junho de 2012 15.35.30
10| 0,942 2,661 10,499 15,290 48,507 —Averaged 8 min - EF21 polissorb 80 0,02%, sexta-feira, B de junho de 2012 15:37-54
t—Avaraged 10 min - EFZ1 poliesord 60 0 02%_ sextafeira, 8 de junho de 2012 15:39:43
12| 0,934 | 2625 | 10,453 | 15227 | 48448 | | semged 12 min - EFZ1 polissorb 60 0,02%, sextadeirs, 8 de junho de 2012 15:41:37
15| 0,925 2,501 10,400 15,118 17,212 Averaged 15 min - EFZ1 polissorb 60 0.02%. sexta-feira, 8 de junho de 2012 15:44:49
AMOSTRA: EFZ-1
Polissorbato 60 (0,05%})
Massa (média): 22,800 3 amostragens Griafico
Tempe de
d10 d50 4100 2
analise () (1m) d90 (pm) [ d95 (pm) (1m) é _‘;
{min) H H M L -
=
3| 1,108 3,496 11,698 16,068 48,576 Exn 0.1 -1 18 100 1000 3000
5| 1,067 3,180 11,263 15,830 48,078 Particle Size (pm)
f—Awveraged 3 min EFZ 1 - Polissorb. 60 (0,05%), quintafeira, 8 de novembro de 2012 15:52:26
8| 1,040 | 3027 | 11,384 | 16,118 | 45773 |—Averaged 3 min EFZ 1 - Polissorb. 60 (0,05%), quinta-feira, 8 de novembro de 2012 18-34:51
10| 1,028 2,970 11,401 16,216 46,734 Awveraged 3 min EFZ 1 - Polissorb. 60 (0,05%), quinta-feira, 8 de novembro de 2012 18:37-28
Averaged 3 min EF2 1 - Polissorb. 60 (0,05%). quintafeira, 8 de novembro de 2012 183932
12] 1,024 | 3,004 | 11,917 | 16,916 | 54,029 | | Aueraged3min EFZ 1 - Polissorb. 60 (0.05%) quintadsira, 8 de novambro de 2012 184139
15| 1,003 2,872 11,021 15,657 43,370 Averaged 3 min EFZ 1 - Polissorb. 60 (0.05%). quintafeira, 8 de novembro de 2012 18:44:35
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ANEXO XIlI

Resultados obtidos durante a avaliagcéo de diferentes concentragdes do tensoativo
polissorbato 80 na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz
laser do IFA efavirenz (EFZ-A1l)

Avaliagao de diferentes concentragées de Polissorbato 80

AMOSTRA: EFZ-1

assa (média): 22 800 3 amostragens Grafico
o S
Tempode | 45 | aso g0 | |z 5
analise d90 (am) | d95 (pm) O
. (km) | (um) (um}) g
{min) 3
3| 1,073 3,722 14,943 19,943 43,087 B [X] 1 10 100 1000 3000
5| 1,014 3,180 12,877 17,786 43,024 Particle Size (ym)
[FPweraged 3 min EFZ 2 - Polissor. 80 (0,01%). quintateira, 11 de outubra de 2012 10.02.31
8| 0975 | 2,879 | 12,093 | 17,479 | 50,354 | | pcraged 3 min EFZ2- Polissorb 80 (0.01%) quintaeira, 11 de outubra de 2012 10.05.08
10| 0,961 2,794 12,023 17,709 56,511 —Aweraged 3 min EFZ 2 - Polissorb 80 (0,01%), quinta-feira, 11 de outubro de 2012 10:07:36
[—Averaged 3 min EFZ 2 - issorb. 80 (0,01%), quinta-feira, 11 de outubro de 2012 10:09:41
12| 0,950 | 2,728 | 11,978 | 17,943 | 59,655 | | avsraged 3 min EFZ 2 - Polissoro. 80 (0.01%), quinta-ieira, 11 de outubro de 2012 10:11:46
15| 0.940 2,681 12,182 18,961 62,787 Averaged 3 min EFZ 2 - Poligsorb. 80 (0.01%), quinta-feira, 11 de outubre de 2012 101432

AMOSTRA: EFZ1

Vassa (média): 22 800 3 amostragens Grafico

Tempo de — Parts Sios Oatmeen
d10 d50 d100 & =
analise d90 (pm}| 495 (pm) e \
. (Hm) | (pm) (pm) 3 g ~
(min) : 2 .
3] 1,001 | 3,382 | 11,961 16,167 34,380 Ba 01 - 1 10 100 1000 3000
o) L0%9 | 5154 | 11440 | 19,699 | 54837 A 3 man EFZ1 - pol beouu?fs:mide ?“ “;3" de 2012 15.30. 34
[—Averaged 3 min 1 - polissod b, quarta-feira, 10 de outubro de
8| 1,037 | 3,017 | 11,327 | 15721 | 33,283 || psuraged 5 min- EFZ1_polissord 80 0.02% quartadeits, 10 de outubro de 2012 153241
10| 1,027 2,974 11,347 15,780 33,284 | [—Averaged 8 min - EFZ 1 - polissorb 80 0,02%, quartafeira, 10 de outubro de 2012 15:35:26
f=Averaged 10 min - EFZ 1 - polissorb 80 0.02%. quarta-feira, 10 de outubro de 2012 15:38:13
12| 1,025 23977 11,528 16,136 39,571 (—Averaged 12 min - EFZ 1 - pohssorb 80 0,02%, quarta-feira, 10 de outubro de 2012 15:39.40
15| 1.021 2,969 11,580 16,293 42,065 Avetaged 15 min - EFZ 1 - polissorb 80 0.02%. quarta-feaira, 10 de outubro de 2012 15:42:28
AMOSTRA: EFZ1
Massa (média): 22.800 3 amostragens Grafico
P 410 | d50 at00 |[2 —
anilise d90 (pm) [ d95 (pm) PR %
; (m) | (jam) (bm) || £ !
{min) 3z I
Lol U0 ) ) VN Tl
1.039 | 3,212 | 11,285 15,897 55,717 Bo 01 1 10 100 1000 3000

Averaged 3 min EFZ 1 - Polissorb. 80 (0.05%). quartafeira, 17 de oulubro de 2012 14 56 39
0382 | 2813 | 10,652 | 15412 | 51,203 [| ajsiaged 5 min EFZ1 - Polissor 80 (0.05%) quanadeica. 17 de outubro de 2012 14:53:32
10| 0,970 | 2,760 | 10,586 | 15240 | 45,800 |f-Avetagedmin EFZ 1 - Polissom. 0 (0,05%). quanadeira. 17 de cutubro de 2012 15:01:28
| Averaged 10 min EFZ 1 - Polissorb. 80 (0,05%), quanta-feita, 17 e outubro de 2012 15:03.34
12] 0,962 | 2,721 | 10,489 | 15179 | 45769 [ pcrigeq 12 min EFZ 1 - Polissorb. 500.05%). quartafeira, 17 de cutubmo de 2012 15,05 44

15[ 0,953 2,689 10,446 15,073 45,622 Averaged 15 min EFZ 1 - Polissorb. 80 {0.05%), guarta-feira, 17 de outubro de 2012 15.08 29

3
5| 1,009 | 2,986 | 10,962 15,841 52,238 Particle Size (um)
8
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ANEXO XIV

Resultados obtidos durante a avaliacdo de diferentes concentracdes do tensoativo
polissorbato 40 na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz
laser do IFA efavirenz (EFZ-A2)

Avaliagae de diferentes concentragées de Palissorbato 40
AMOSTRA: EFZ-2
Polissarbate 40 (0,01%)

Massa (média);  22.800 3 amestragens Grafico
Tempo de = ey G
P a0 | dso dgt00 ||z
analise () (m) d90 (um) | d95 (um) (m) PR
E
{min) H H K 5
= iy o
3| 0,972 3,033 8,366 10,8149 16,541 Bt 01 ] o 100 1000 3000
5| 0,925 2,632 5,712 8,455 12,392 Particle Size (um)
(—Averaged 3 min EFZ 2 - Polissorb. (0,01%), quinta-feira, 18 de outubro de 2012 16:15:31
8| 0,894 2,378 5,767 7,147 10,037 (—Averaged 5 min EFZ 2 - Polissorb. 40 {0.01%). quinta-feira, 18 de outubro de 2012 16:17:28
10| 0,880 2,286 5,464 0,720 9,412 —Averaged & min EFZ 2 - Polissorb. 40 {0,01%). quinta-feira, 18 de outubro de 2012 16:20:28
(—Averaged 10 min EF2 2 - Polissarb. 40 (0.01%), quinta-feira. 18 de outubro de 2012 16:22:37
12| 0,872 2,231 5,299 6,547 9,145 [—Averaged 12 min EFZ 2 - Polissorb. 40 (0.01%). quinta-feira. 16 de outubro de 2012 16:24.32
15| 0,865 2,171 5,118 6,313 8,767 Averaged 15 min EFZ 2 - Polissorb. 40 (0,01%), quintaeira, 18 de outubro de 2012 16:27:43

AMOSTRA: EFZ-2

Polissorbato 40 (0,02%)
Massa (média): 22 800 J amostragens Grafico
Tempode | o | aso at00 |[z
analise () () d80 (pum) | d98 (um) (um) 5
fminy | ¥ W K L _
- e k2
3| 0,980 2,845 7,049 8,715 17,728 B 01 1 10 100 1000 3000
c Panticle Size (um)
5| 0248 | 2564 6,044 73713 13,010 Averaged 15 min EFZ2 - polissorh 40 0,02%, quarta-feira, 11 de abril de 2012 135235
8] 0,948 2,359 5,271 6,378 10,836 Aweraged 3 min EFZ 2 - polissorb 40 0 02%, segunda-feira, 2 de abril de 2012 15:22.31

—Avarsged & min EFZ 2 - palizzork 40 0 02%, segqunds-feirs, 2 de sbril de 2012 15:45:26
10| 0,836 2,280 5,037 6,754 10,132 | averaged 8 min EFZ 2 - policsorb 40 0 02%, quara-feira, 11 de abril de 2012 13.45:36
12| 0,935 2.230 1,871 L,885 9,490 f—awveraged 10 min EFZ 2 - polissorh 40 0.02%, quarta-eira, 11 de abril de 2012 13.47 39
Averaged 12 min EFZ 2 - polissorb 40 0,02%, quarta-feira, 11 de abril de 2012 13.45.35

15| 0,943 [ 2,194 4,718 5,694 9,887

AMOSTRA: EFZ-2

Polissarbate 40 (0,05%)
Wassa (média): 22 800 3 amostragens Grafico
Tem & de . PAITCe 08 OAtrECtcn
P d10 | dso dioo ||z 5
analise d90 (pm) | 95 (um) Py
} (Wm) | (um) (wm) E s
{min) 3
A N
3| 0,937 | 2695 | 8411 7,879 12,808 867 o1 1 100 1000 3000
ol 0,907 [ 2437 5,694 6,910 11,432 - — n Ooﬁp“"'ﬁ S'Z’E [P";’i ———
[—Averaged 3 min - Polissorb. 40 (0.05%). quarta-feira, 24 de outubro de 2012 16:21
8| 0,885 | 2,285 | 5287 6425 11,036 | | averaged 5 min EFZ 2 - Polissorb. 40 {0,05%), quarta-feira, 24 de outubro de 2012 16:23.24
10| 0,883 2,225 5,102 6,209 10,466 | [—Averaged 8 min EFZ 2 - Polissorb. 40 (0.08%), quarta-feira, 24 de outubro de 2012 16:26:31
[—Averaged 10 min EFZ 2 - Polissorb. 40 (0.05%), quarta-feira, 24 de outubro de 2012 16:28:33
12| 0,882 2,183 4,938 6,010 10,445 -Averaged 12 min EFZ 2 - Polissarb. 40(0,05%), quarts-feirs. 24 da sutubrs de 2012 16:30:32
15| 0,887 2,138 4,802 5,850 10,474 | -Averaged 15 min EFZ 2 - Polissort. 40 (0,05%), quarna-fiira. 24 de outubra de 2012 16:33:36
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Resultados obtidos durante a avaliacdo de diferentes concentracdes do tensoativo
polissorbato 60 na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz
laser do IFA efavirenz (EFZ-A2)

Avaliagio de diferentas concentragbes de Polissorbats 60

Polissorbato 60 (0,01%)

AMOSTRA: EFZ-2

Massa (média): 22800 3 amostragens Grafice
Tempo de
dio d50 d100 z
analisa | || 400 (um) | do8 (um) | £ @
- E
(min) 3 oz
3 1,017 | 3,126 | 8774 | 11,708 | 50,260 8.5 X i m ] 1000 5000
5| 0,970 2,743 7,180 9,379 51,015 Particle Size (ym)
[—Aweraged - 3 min - EFZ 1 - Polissorb 20 - 0,02%, quarla-feira, 11 de abril de 2012 15:25:30
38 0,939 2,499 6,252 8,094 45,121 |—Averaged - 5 min - EFZ1 - Polissorb 20 0.02%. quartafeira. 11 de abl de 2012 15-27-47
10| 0,947 2,410 5,824 7.570 42,323 [—Aweraged @ min - EFZ 1 - polissorb 20 Q.02%, quartafeira, 11 de akbnl ds 2012 15:30:28
|—Averaged 10 min - EFZ 1 - polissorb 20 0,02%, quattadsita, 11 de abnl de 2042 15:33.26
12| 0,927 | 2,352 | 5,687 7,305 | S7.018 || averaged - 12 min - EFZ 1 - polissorb 20 0,02%, quanadeira, 11 de abel de 2012 15:34:45
18] 0,926 | 2,283 | 5,505 7,763 41,087 | |[-Averaged 15 min - EFZ1 - polissorb 20 0.02%, quartafeira_11 de abri da 2012 15:-37:38
AMOSTRA: EFZ-2
Polissorbato 60 (0,02%)
Massa (média): 22800 3 amostragens Grafico
Tempe de o8 Glraton
P d10 | ds0 da100 |||z & g
analise 1) (um) d90 (pm) | d95 (pm) (um} P
{min) H H H £l
=4 }
3| 0,947 | 2703 | 6,499 | 6958 | 14,083 857 o 1 o o 1650 —To00
5| 0,918 2,473 5,816 7,106 12,172 Paticle Size (im)
Averaged - 3 min - EFZ 1 - Polissorb 20 - 0,02%, quartafeira, 11 de abal de 2012 15:25:30
8 0898 | 2,318 | 5355 6,531 | 11,376 | | aieraged - 5 min - EFZ1 - Pokissorb 20 0,02%, quatadeira, 11 de abrl de 2012 15:27.47
10| 0,889 2,247 5,153 5,289 10,798 —Averaged & min - EFZ 1 - polissorb 20 0,02%, quarta-feira, 11 de abal de 2012 15:30:28
|-Averaged 10 min - EFZ 1 - polissarb 20 0,00%, quanta-feira, 11 de abril de 2012 153326
12| 0,882 2,201 5,036 6157 10,995 p=Averaged - 12 min - EFZ 1 - polissorb 20 0.02%. quanadeira, 11 de abril de 2012 15:34°45
15| 0,874 2,150 4,897 5,994 10,874 Averaged 15 min - EFZ1 - polissorb 20 0,02%. quana-feira, 11 de abril de 2012 15:37:38
AMOSTRA: EFZ-2
Polissorbato 60 (0,05%)
Wassa (média): 22 800 3 amostragens Grafico
Tem I.] de . Partc Siw Duinbubon
o di0 | ds0 d10 | g
anilise d90 (um) | d85 (um) s
(mi (um) | (um) (um) E s
min) s
3| 0,965 2,793 6,702 8,173 14,557 B 01 1 10 100 1000 3000
5| 0836 | 2,550 | 6,021 7,362 12,771 Averaged 3 min EFZ 2 - Polissorb. 60 (0,05 F:]amé Si‘mu;]j bro de 2012 15 1829
—Aweraged 3 min = Polissorl [{ %), sexta-feira e novembro de
B8] 0908 | 2,354 | 5495 6,720 12,166 | | Averaged & min EFZ 2 - Polissorb. 60 (0,05%), sexta-feira, 9 de novembro de 2012 152032
10| 0,896 2,282 g,311 5,506 12,344 = Averaged 8 min EFZ 2 - Polizsorb. 60 (0.05%), sextafaira. 9 de novembro de 2012 15:23:35
t—Aweraged 10 min EFZ 2 - Polissorb. 60 (0,05%), sexta-fewra, 9 de novembro de 2012 15:25°45
12| 0,900 | 2,230 | 5,098 6,232 | 11,075 | | avoraged 12 min EFT 2 - Polissorb. 60 (0,05%), sextaeira, 9 de nosembro de 2012 16:27-54
15| 0,916 2,179 4,840 5,899 10,737 Averaged 15 min EFZ 2 - Polissorb. 60 (0.05%), sexta-feira, 9 de novernbro de 2012 15:31:08
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Resultados obtidos durante a avaliagéo de diferentes concentragbes do tensoativo
polissorbato 80 na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz
laser do IFA efavirenz (EFZ-A2)

Avaliagao de diferentes concentragbes de Polissorbato 80

AMOSTRA: EFZ-2

Massa (média): 22,800 3 amostragens Grafico
Tempo de —
P d10 | ds0 ao0 [ |2
analise d80 (pm) [ 485 (um) v 4
' (bm) | (um) (um) |15
{min) 3 2
3| 0,999 | 3,090 10,152 16,050 | 384,775 Bor 01 100 1000 3000
5 09063 | 2773 | 8391 | 15141 | 392,650 Pasticle Size (um)
|—Averaged 3 min EFZ 1 - Polissorb. 80 0.01%). quintafeira, 11 de outubro de 2012 05:52.24
8] 0,941 | 2,580 7,620 124,372 | 442,237 | | Averaged § min EFZ 1 - Polissorb. 80 (0,01%), quintaeira, 11 de outubro de 2012 08:54 32
10| 0,932 2,485 7482 147,545 | 454,886 | [—Averaged 8 min EFZ 1 - Pelissorb. 80 (0.01%). quintadeira, 11 de outubro de 2012 08:57.33
[—Averaged 10 min EFZ 1 - Pelissorb. 30 (0,01%), quinta-feira, 11 de outubro de 2012 08:59:31
12] 0,925 | 2451 7,458 161,852 | 431,465 | | Averaged 12 min EFZ 1 - Polissorb. 80 {0,01%), quintafeira, 11 de sutubro de 2012 09:01-47
1&) 0,920 2,404 7.580 181,279 | 431,064 Averaged 15 min EFZ 1 - Polis sorb. 801 (0.01%). guintaeira, 11 de sutubro de 2012 09:04-37
AMOSTRA: EFZ-2
Massa (média): 22 800 3 amestragens Grafice
Tempo de P DR
d10 d50 d100 3
analise (1m) (um) d90 (pm) | 495 (um) (um) § s
. E
{min) 5
3| 0,979 | 2,830 7,108 £,900 19,781 - Ik o1 100 1000 3000
5| 0,041 | 2,556 6,157 7,501 14,530 Particle Size {pm)
Averaged 3 min - EFZ 2 - polissorb B0 0.02%. quana-feira, 10 de outubro de 2012 16:39:35
3| 0,939 2,379 5,463 6,685 12,161 Averaged 5 min EFZ 2 - polissorb 80 0.02%, quarta-feira, 10 de ouiubro de 2012 16:41.40
10| 0,934 2,309 5,249 6,392 10,976 t—Averaged B min EFZ 2 - polissorb 80 0.02%, quaradeira. 10 de outubro de 2012 16:44:45
(—Averaged 10 min EFZ 2 - polissarb 60 0.02%. quanta-feira, 10 de outubro de 2012 16:46:30
12| 0,918 2,257 5,108 6,222 10,376 f—Averaged 12 min EFZ 2 - palissarb 80 0.02%. quarta-feira, 10 de outubro de 2012 16:48:47
15/ 0,911 | 2,214 [ 5,007 6,110 11,069 | |-Averaged 15 min EFZ 2 - polissorb 60 0.02%. guarta-feira. 10 de outubro de 2012 16:51:32
AMOSTRA: EFZ-2
Massa (média): 22,800 3 amostragens Grifico
Tempo de JRT 2
d10 ds0 d100 F3 \
analise d80 (pum) | d86 (um) =
iy | )| (um) wm) | £ s
2 S
3| 0,963 | 2,824 6,892 8,445 15,142 851 04 1 10 100 1000 3000
5| 0,933 | 2,558 6,068 7,379 12,815 Particle Sizer {pm)
[—Averaged 3 min EFZ 2 - Polisserb. 80 (0,05%), quarta-feira, 17 de oulubre de 2012 16.13:37
8| 0,929 | 2,355 | 5389 6,538 10,961 Averaged 5 min EFZ 2 - Polissorb, 80 [0,05%), quartafeira, 17 de outubro de 2012 16:15:29
10| 0,939 2,293 5,107 6,182 10,841 —Averaged 8 min EFZ 2 - Polissorb. 80 (0.05%), quanta-feira, 17 de outubro de 2012 16:18:29
—Averaged 10 min EF2 2 - Polisserb. 80 (0.05%), quartafeira, 17 de outubre de 2012 462033
12| 0,929 | 2234 | 4,946 5,985 10,455 | L averaged 12 min EFZ 2 - Polissorb. 60 (0.05%). quarta-feira, 17 de outubro de 2012 16:23.09
15| 0,921 2,189 4,843 5,876 9,929 Averaged 15 min EFZ 2 - Polissorb. 80 (0.05%). quana-feira, 17 de outubre de 2012 16:25:54
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Equacdes utilizadas na etapa de avaliagdo da massa dissolvida durante o periodo

de analise de distribuicdo granulométrica do IFA efavirenz por espalhamento de luz

laser

Curvade Calibragdo - EFZ -Dia 1
0.3
0,25
§ 0.2 /
2 013
2 o /
2 :
=12,730x- 0,006
0.03 Q/QM ! Rzzo.xggs
0 . . . . :
0 0,005 0.01 0,015 0.02 0,025
Concentracdo (mg/mL)
Curvade Calibragdo - EFZ -Dia 2
0.7
0.6 e
Z 0s ~
= ~
o 04
2 /
503
2 S =
0.2
J y=15,445x+0,010
0.1 =G * R®=0,995 -
0 T T T T |
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Concentragdo (mg/mL)
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ANEXO XVIII

Protocolo de Validacdo de metodologia analitica para a determinacao da distribuicdo

granulométrica por espalhamento de luz laser do IFA efavirenz

PROTOCOLO DE VALIDAGAO DE METODOLOGIA ANALITICA
PARA A DETERMINAGAO DA DISTRIBUIGAO GRANULOMETRICA
POR ESPALHAMENTO DE LUZ LASER DO INSUMO
FARMACEUTICO ATIVO EFAVIRENZ

PROTOCOLO DE \{ALIDA(}Z\O DE METODOLOGIA ANALiTICA PARA A
DETERMINACAO DA DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA POR
ESPALHAMENTO DE LUZ LASER DO INSUMO FARMACEUTICO ATIVO

AREA: Laboratorio XXXXXX

LOCALIZAGAO: Sala XXX

EFAVIRENZ

OBJETIVO: Validar a metodologia gnajitica desenvolvida pelo Laboratorio XXXXXX
para @ determinagé@o da distribuicdo granulométrica 4, insumo farmacéutico ativo

efavirenz Por espalhamento de luz laser.

Nome
Setor

Protocolo de Validacido de Metodologia

Data

| Assinatura | Rubrica

Autor:

Analise Critica:

Aprovacéao:
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PROTOCOLO DE VALIDAGAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A
DETERMINACAO DA DISTRIBUIGAO GRANULOMETRICA POR ESPALHAMENTO DE
LUZ LASER DO INSUMO FARMACEUTICO ATIVO EFAVIRENZ

1. INTRODUGAO
1.1 Efavirenz

O efavirenz ¢ um dos farmacos utilizados em combinagdo com outros
farmacos antirretrovirais e e classificado como um inibidor da transcriptase reversa
nao-nucleosidec (ITRNN) do virus HIV-1 (do inglés, Human Immunodeficiency
Virus). Liga-se diretamente a esta enzima e bloqueia as atividades da DNA (acido
desoxirribonucléico)-polimerase, RNA (acido ribonucléico) e DNA-dependentes,
causando a destruicdo do sitio catalitico da enzima (VIANA et al., 2006).

O Efavirenz é um dos insumos farmacéuticos ativos (IFA) utilizados em

Farmanguinhos para a produgao do comprimido revestido Efavirenz 600mg.

1.1.1 Caracteristicas Fisico-Quimicas

Segundo a Farmacopeia Brasileira 5% Ed. (2010):

v Formula estrutural:
F
F //
cl 3
0]
NAO
H
v Formula molecular: C4HgCIF3NO; .
v

Aspecto: po cristalino branco, ou quase branco, inodoro.

<

Solubilidade: praticamente insoluvel em agua, solavel em metanol e dicloromentano.

2. METODOLOGIA A SER VALIDADA

Abaixo encontra-se a metodologia desenvolvida pelo LEES para a analise de
distribuicao granulometrica por espalhamento de luz laser para o insumo farmacéutico ativo

Efavirenz.
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2.1 Reagentes
v Agua purificada;
v Polissorbato 80.
2.2. Preparacdo da solugédo tensoativa

Em bequer de vidro de 50mL pesar com exatiddo 100mg de polissorbato 80. Em
proveta de 1L, adicionar 500mL de agua purificada. Transferir 30 mL da agua purificada da
proveta para o bequer contendo o polissorbato 80 e com auxilio de uma espatula agitar
vigorosamente até que o tensoativo solubilize completamente. Transferir esta solugéo para
um béquer de 600mL e com o restante da agua purificada contida na proveta adicionar
novamente ao béquer que continha o polissorbato. Posteriormente, o volume deve ser
transferido para o béquer contendo a solugdo tensoativa. Este procedimento deve ser
realizado até que se esgote o volume de agua purificada mensurada na proveta. Para
finalizar, submeter a solugdo preparada (béquer de 600mL) em agitagdo magnética por 10
minutos. Por fim, tem-se uma solugdo tensoativa de polissorbato 80 na concentragéo 0,02%
(miv).

* Esta solugao tensoativa tem validade de 24h.

2.3. Parametros do equipamento

Equipamento: Mastersizer 2000

Médulo: HydroS2000

Modelo aptico: Fraunhofer

Meio de dispersao: agua purificada

Agitagado: 1750 rpm — durante todo o periodo de analise
Ultrassom: 50% - durante todo o periodo de analise
Tempo de Leitura da amostra: 10 segundos

Tempo de Leitura do backgound: 10 segundos

indice de refragdo do meio: 1,33

Tempo de acionamento da leitura da amostra apos sua inser¢do: 10 minutos

S N N N S N N N RN

Numero de leituras: 3 e destas uma média

Pagina 4 de 25



186

PROTOCOLO DE VALIDAGAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A
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2.4, Adequagédo do sistema

Proceder a limpeza do equipamento com consecutivos ciclos de limpeza até que o
mesmo apresente perfil de background adeguado. Realizar alinhamento do laser e em

seguida proceder o background.

2.5. Preparo da amostra

Pesar em um béquer de 50mL 22,5 mg + 2,5 e em seguida adicionar 10mL da
solugdo tensoativa preparada previamente. Realizar suaves movimentos manuais e
submeter a amostra a banho de ultrassom por 1 minuto. Em seguida, proceder novamente

movimentos manuais brandos.

* A massa pesada devera ser registrada no Formulério de Validagdo de Metodologia de
Analise de Distribuicdo Granulométrica por Espalhamento de Luz Laser do Efavirenz, Anexo

| deste documento.

2.6. Procedimento

Apos a realizagao do background no equipamento e preparo da amostra, adiciona-la
na cuba do equipamento contendo o meiec de dispersao (agua). Aguardar 10 minutos para o
acionamento do start e inicio da sequéncia de trés leituras. Imediatamente apds a realizagao
das leituras o equipamento fornecera uma média das medicdes. Este sera o resultado
referente a amostragem analisada.

O procedimento de analise devera ser realizado com 5 amostragens da mesma
amostra. Em fungao disso, apos a execucdo e leitura de cada amostra deve-se efetuar a
limpeza do equipamento acionando quantos ciclos de limpeza forem necessarios para se

atingir novamente um étimo background.
* A massa utilizada para cada uma das amostragens realizadas devera ser registrado no

Formulario de Validagdo de Metodologia de Andlise de Distribuicdo Granulométrica por

Espalhamento de Luz Laser do Efavirenz, Anexo | deste documento.
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3. LEVANTAMENTO DAS NECESSIDADES

Para a realizacao da validagdo da metodologia de analise do efavirenz de
distribuigdo granulométrica por espalhamento de luz laser, sdo necessarios 0s
materiais/recursos descritos abaixo. Devem ser registrados no Formulario de Validagao de
Metodologia de Analise de Distribuicdo Granulomeétrica por Espalhamento de Luz Laser do

Efavirenz, Anexo | deste documento, indicado os lotes, datas de validade e demais dados.

Materiais/Reagentes

Polissorbato 80: 100mg para cada 500mL de solugéo tensoativa preparada
Agua purificada: 500mL a cada solug@o tensoativa preparada

Amostras de efavirenz: 3 amostras de efavirenz com diferentes lotes
Lamina de vidro (Microscopia Otica)

Fita dupla face

Porta amostra para microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Metalizador para o preparo de amostras submetidas a analise de MEV

Equipamentos

Balancga semi-analitica

Banho ultrassom

Analisador de distribuigdo granulométrica por espalhamento de luz laser — Mastersizer 2000
- Malvern®.

Microscopio otico (MO) (magnificagao 500x) acoplado a uma camera ou Microscopio

eletrénico de varredura (MEV)
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4. EXATIDAO

A exatidao do metodo é a proximidade dos resultados obtidos pelo método em
estudo em relagéo ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003).

Comeo na analise de distribuicdo granulomeétrica nao possuimos um padrdo para 0s
insumos, ou seja, os mesmos s&o utilizados de acordo com a formulagéo, performance e
caracteristicas necessarias para se adequar ao produto final, utilizaremos como exatidao a
analise de microscopia das amostras a serem validadas. Esta tecnica € considerada como
uma medida direta da morfologia e dimensdo das particulas pois, ndo ha influéncia de
fatores externos durante a analise. Portanto, as imagens obtidas pela técnica de
microscopia (otica ou eletrbnica de varredura, de acordo com as caracteristicas e
necessidades da amostra) serao utilizadas para avaliagdo da exatidao das medidas. Ou
seja, de acordo com as imagens poderemos supor se a metodologia em questdo esta
traduzindo a distribuigdo granulométrica da amostra de forma real.

Os resultados obtidos por microscopia (ética ou eletrénica) devem ser anexados em
campo especifico do Formulario de Validagdo de Metodologia de Analise de Distribuigéo

Granulométrica por Espalhamento de Luz Laser do Efavirenz, Anexc | deste documento.

5. PRECISAO

A precisao é a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra.

A precisao de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrao (DP) ou
desvio padrao relativo (DPR) (coeficiente de variagdo — CV) de uma serie de medidas
(ANVISA, 2003).

5.1. Repetibilidade
A repetibilidade € a concordancia entre os resultados dentro de um curto intervalo de

tempo, com o mesmo analista e mesma instrumentacao (ANVISA, 2003).

5.1.1. Repetibilidade do sistema (equipamento)
A repetibilidade do sistema visa avaliar a repetibilidade do sinal de resposta do

equipamento utilizado para uma determinada solugao amostra.
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Procedimento

Selecionar 3 amostras, realizar uma analise (1 amostragem) de cada uma delas
exatamente conforme o procedimento descrito no item 2. deste protocolo, exceto, o niumero
de leituras do equipamento o qual devera passar de 3 para 6.

Todas as massas pesadas devem ser devidamente registradas no campo especifico
(Repetibilidade do Sistema) do Formulario de Validagdo de Metodologia de Analise de
Distribuicao Granulometrica por Espalhamento de Luz Laser do Efavirenz, Anexo | deste
documento.

Avaliagao

O desvio padrao relativo entre as 6 medidas ndo deve ser superior a 2,00% para 0s
cortes d10. d50 e d90.

Os valores encontrados para cada amostragem, de cada uma das amostras devem
ser devidamente registrados nos campos determinados no Formulario de Validacdo de
Metodologia de Andalise de Distribuicao Granulométrica por Espalhamento de Luz Laser do

Efavirenz, Anexa | deste documento.

5.1.2. Repetibilidade da metodologia
Procedimento

O analista A devera analisar 3 amostras de efavirenz em quintuplicata, ou seja, para
cada uma das amostras devera ser preparada 5 amostragens distintas e as mesmas
analisadas de acordo com a metodologia em validagao (item 2).

Todas as massas pesadas devem ser devidamente registradas no campo especifico
(Repetibilidade da Metodologia) do Formulario de Validacdo de Metodologia de Analise de
Distribuicdo Granulométrica por Espalhamento de Luz Laser do Efavirenz, Anexo | deste
documento.

Avaliagao

Deverao ser analisados os cortes d10, d50 e d90 da média (quintuplicata) de cada
uma das trés amostras analisadas e seus desvios padrfes relativos ndo deverao ser
superior a 5%, 3% e 5%, respectivamente. Para os cortes que apresentarem medidas
inferiores a 10pm o seu valor percentual limite dobra (1SO 13320, 2009).

Os valores encontrados para cada amostragem, de cada uma das amostras devem
ser devidamente registrados nos campos determinados no Formulario de Validagao de
Metodologia de Analise de Distribuicdo Granulométrica por Espalhamento de Luz Laser do

Efavirenz, Anexc | deste documento.
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5.2. Precisao Intermediaria

A precisdo intermediaria € a concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio,
mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou instrumentagdo diferente
(ANVISA, 2003).
Procedimento

O analista B devera repetir os ensaios descritos no item 5.1.2., em dia diferente
(intervalo minimo de 2 dias), com as mesmas amostras utilizadas pelo analista A.
Todas as massas pesadas devem ser devidamente registradas no campo especifico
(Preciséo Intermediaria) do Formulario de Validagdo de Metodologia de Andlise de
Distribuicao Granulométrica por Espalhamento de Luz Laser do Efavirenz, Anexo | deste
documento.
Avaliagao

Deverao ser analisados os cortes d10, d50 e d20 da média (quintuplicata) de cada
uma das trés amostras analisadas e seus desvios padrbes relativos ndo deverao ser
superior a 5%, 3% e 5%, respectivamente. Para os cortes que apresentarem medidas
inferiores a 10pym o seu valor percentual limite dobra. Posteriormente estes valores médios
dos cortes citados deverdo ser comparados com os do analista A e o resultado ndo podera

ser superior a 5%.
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6. RESUMO DOS RESULTADOS DA VALIDAGAO E CRITERIOS DE ACEITAGAO

Tabela 1. Resumo dos resultados obtidos nos ensaios da validacdo da metodologia do insumo
efavirenz na analise de distribuicdo granulométrica por espalhamento de luz laser.

Ensaio Critérios de aceitagao Resultado da validacao
Exatidao Informativo — de acordo com
distribuigao
Precisdo — DPR néo superior a 2,00%

Repetibilidade do
Sistema

para cortes de d10, d50 e d90
(seis leituras da mesma
amostra)

Amostra A

Amostra B

Amostra C

Precisédo —
Repetibilidade da
Metodologia

DPR nao superior a 5%, 3% e
5% para os cortes de d10. d50
e d90 (5 amostragens de cada

amostra — 3 leituras de cada
amostragem)

Amostra A

Amostra B

Amostra C

Precisdo Intermediaria

DPR entre os analistas Ae B,
obtidos em dias diferente de
analise (minimo de 2 dias) — 3
resultados médios de cada
analista, nao superior a 5,00%
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8. ANEXO |

FORMULARIO DE VALIDAGAO DE METODOLOGIA DE DISTRIBUICAO
GRANULOMETRICA POR ESPALHAMENTO DE LUZ LASER

INSUMO: Efavirenz

AREA: Laboratorio XXXXXX - Sala: XXX

LOCALIZACAO:

OBJETIVO: Validar a metodologia analitica desenvolvida pelo Laboratdrio XXX para a
determinacédo da distribuicéo granulométrica do insumo farmacéutico ativo efavirenz por
espalhamento de luz laser.

ABERTURA

Nome | Data | Assinatura | Rubrica

Responsavel pelo desenvolvimento da metodologia

Analista A (Responsavel)

Analista B

Responsavel pelo LEES

ENCERRAMENTO

Responsavel pelo desenvolvimento da metodologia

Analista A (Responsavel)

Analista B

Responsavel pelo Laboratorio XXXXXX
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FORMULARIO DE VALIDAGAGC DE METODOLOGIA DE DISTRIBUIGAO
GRANULOMETRICA POR ESPALHAMENTO DE LUZ LASER

Insumao farmacéutico:

Analista (A) responsavel:

Analista B:

METODOLOGIA EM VALIDACAO

Equipamento:

IMédula:

IMetodologia nimera:

Parametros do equipamento

IModelo dptico:
Indice Refrac&io do meio dispersante: { )literatura ( ) medido - Resultado:
indice Refracéio da particula: ( )literatura ( ) medido - Resultado:
Tempo de leitura da amostra (segundos):
Tempo de leitura do background (segundos):
MNomero de leituras: Media? { )Sim ( )Nao
Faixa de ohscuragdo (%)
Agitacdo (rpm}: Ultrassom (%)
Tempo para acionamento da leitura apds insercdo da amostra (minutos):
Preparo de solugdes { )Sm { )Nao

Reagente/lnsumao:

Lote/Registro Far:

Validade: Fabricante:

Descricdo do preparo da solucdo (incluir massa e volumes exatos utilizados)

Validade da solucao:

pH solugéo: ||'ndice de refracdo da solugdo:

Descricdo dos equipamentos e instrumentos de medigdo utilizados nesta etapa (marca, modelo,
certificacdo (nimero e validade), faixa, etc )

Analista responsavel: Data:
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Meio de dispersio

Agua ( )Sim ( )Nao

L L

pH: ||'ndic.e de refracdo: Temperatura (C°)
Informacdes meio dispersante

Mome:

Lote/Reqgistro Far: Fabricante:

indice de refracio: pH:

Prepare da amostra

Descricdo do preparo da amostra para analise:

Descricao dos equipamentos e instrumentos de medic&o utilizados nesta etapa (marca, modelo,
certificacdo (nUmero e validade), faixa, etc.)

Amostras

Quantidade de amostras para validacdo do método:

Registro/Lote:

Fabricante:

Microscopia: ( JMO ( YMEV ( )Estereo Morfologia:

Registro/Lote:

Fabricante:

Microscopia: { JMO { JMEVY ( ) Estereo IMorfologia:

L L

Registro/Lote:

Fabricante:

Microscopia: ( JMO ( YMEV ( )Estereo IMorfologia:
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RESULTADOS

MICROFOTOGRAFIAS

Compilacdo de imagens obtidas por microscopia

Anexar a este espaco algumas microfotografias que traduzam as
caracteristicas de dimensdes e morfologias das particulas presentes
naAmostra 1 da validacdo.

Equipamento: Marca:

IModela: IMagnificagao:
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RESULTADOS

MICROFOTOGRAFIAS

Compilacdo de imagens obtidas por microscopia

Anexar a este espaco algumas microfotografias que traduzam as
caracteristicas de dimensdes e morfologias das particulas presentes
na Amostra 2 da validacéo.

Equipamento: Marca:

IModelo: Magnificacio:
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RESULTADQS

MICROFOTOGRAFIAS

Compilacdo de imagens obtidas por microscopia

Anexar a este espaco algumas microfotografias que traduzam as
caracteristicas de dimensdes e morfologias das particulas presentes
naAmostra 3 da validacdo.

Equipamento: IMarca:

IModelo: IMagnificagdo:
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RESULTADOS

Repetibilidade do sistema

Registro/Lote/Cadigo:

Analista: Data Data de
inicio: términao:
Hora de inicio Hora de [ JAnalistas [ )AnalistaB
termino:
Métado andlise: I dula:
. Obscurcd | af )| ) ) Mzzzs Tempo
Amostragem | Corrids dm (pm, residua! span i
e o (%) (um} (um} (um} L 5 = (mg) (analise)
IMédia
DF
CV (%)
Resultado:
Observacies:
Reqgistro/Lote/Cddigo:
Analista: Data Datalde
inicio: termino:
Hora de inicio H-:ral de { rAnalistaA ([ AnalistaB
termino:
Metado analise: Madula:
. Obscurcd |df of ) g ) . \Mzsss Tempo
Amostragem| Corrida . . . dm (pm) | residua! zpan o
5 o (%) om | om | um) 5 (mg) | randiiss)

Media

DF

CV (%)

Resultado:

Observacies:
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RESULTADOS

Repetibilidade do sistema

Registro/Lote/Cddigo:

Analista: Data D@ta_de
inicia: termina:
Hora de inicio I—!-:ra_de { yAnalistad ( )AnalistaB
términag:
Método anadlise: Madula:
. Obscurcd |df ) ldr J|dr . \zzzs Tempo
Amostragem| Corrids dm (pm, residual span P
¢ o) | (um | um | (pm) o = (mg) | (enslise)
IMedia
DP
CV (%)
Resultado:
Observacies:
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RESULTADOS

Repetibilidade da metodologia

Reqgistro/Lote/Cadigo:

Analista: Data Data de
inicio: término:
Hora de inicio Hora de ANALISTA A
terming:
Métodao analise: Madula;
. Obscurgé | dff ) ar ) ar )] . Mzszs Tempo
Amostragem | Corrids dm (pm residua! E0EN e
s o (%) (um) {um) {um) L = img) | rensiise)
Média
DF
CV (%)
Resultado:
Ohbservacies:
RESULTADOS
Repetibilidade da metodologia
Reqgistro/Lote/Cadiga:
Analista: Data D_ata.de
inicio: término:
Hora de inicia Hora de ANALISTA A
término:
Métoda andlise: Mddula:
: Obscurgs | dff ) ar ) ar )] : Mzzzz Tempo
Amostragem | Comrida dm (pm, residual! span L
¢ o)) | com | com | cum (o i (mg) | (snslise)
Média
OP
CV (%)
Resultado:
Observacies:
Pagina 06/14
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PROTOCOLO DE VALIDAGAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A
DETERMINAGAO DA DISTRIBUIGAO GRANULOMETRICA POR ESPALHAMENTO DE

LUZ LASER DO INSUMO FARMACEUTICO ATIVO EFAVIRENZ

RESULTADOS

Repetibilidade da metodologia

Registro/Lote/Cddigo:

Analista: Data Dlata.de
inicio: término:
Hora de inicio Hora ds ANALISTA A
termine:
Método analise: Médulo:
. Obscurgd | dif di ) |dr J . Mzzzz Tempo
Amostragem | Corrida dm {um, rezidual S0EN o
° os) | qum | qum | cum o - (mg) | (enstise)
Média
DF
CV (%)
Resultado:
Observacies:
Pagina 09/14
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PROTOCOLO DE VALIDAGAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A
DETERMINAGAO DA DISTRIBUIGAO GRANULOMETRICA POR ESPALHAMENTO DE

LUZ LASER DO INSUMO FARMACEUTICO ATIVO EFAVIRENZ

RESULTADOS

Precisdo intermediaria

Registro/Lote/Cddigo:

Analista: Data Data de
inicio: término:
Hora de inicie Hora de ANALISTAB
térming:
Metodo analise: Madulo:
) Obscurcd (df ) g ) g ) . Mazzs Tempo
Amostragem | Corrids dim (um residua! span .
¢ oce) | om | com | com) o > (mg) | anslise)
Média
DF
CV (%)
Resultado:
Observacies:
Registro/Lote/Cddigo:
Analista: Data Data de
inicio: término:
Hora de inicie Hora ae AHALISTA B
término:
Metodo analise: Madula:
: Qbscurcd : Massa | Tempo
1
Amostra | Corrida o (%) d10 (um)|as0 (um) |d90 (um) | dm (um) | residual | span mg) | anaise)
Média
OF
CV (%)
Resultado
Observacies:
Pagina 10/14
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PROTOCOLO DE VALIDAGAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A
DETERMINAGAO DA DISTRIBUIGAO GRANULOMETRICA POR ESPALHAMENTO DE
LUZ LASER DO INSUMO FARMACEUTICO ATIVO EFAVIRENZ

RESULTADOS

Precisao intermediaria

Registro/Lote/Cddiga:

Analista: Data Data de
inicio: término:
Hara de inicic Hora de ANALISTA B
termina:
Método andlise: Madula:
. Qbscurgs | df df of ) . Mzszs Tempo
Amostragem| Corrids dm {jum, residus! =pEn L
¢ o (%) Cum) (umj} (um) e = (mg) (analise)
[Media
DP
CV (%)
Resultada:
Observaches:
Pdagina 11/14
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PROTOCOLO DE VALIDAGAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A
DETERMINAGAO DA DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA POR ESPALHAMENTO DE
LUZ LASER DO INSUMO FARMACEUTICO ATIVO EFAVIRENZ

RESULTADOS
Precisédo intermedidria - COMPILACAO
Reqgistro/Lote/Cadiga:
Analista: Data Data e
inicio: término:
Hora de inicio Hora de ANALISTA B
término:
Método andlise: Mddulo:
: Obscurcd | df )l Jlar } : Massa Tempo
Amostragem | Corrida dm (um, residual span P
¢ o) | um | cum | cum) o i img) | (ensiise)
Média
OP
CV (%)
Resultada:
Observacies:
Pagina 12/14

Pagina 23 de 25



205

PROTOCOLO DE VALIDAGAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A
DETERMINAGAO DA DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA POR ESPALHAMENTO DE
LUZ LASER DO INSUMO FARMACEUTICO ATIVO EFAVIRENZ

RESULTADOS

Precisdo intermediaria - COMPILAGCAO

Reqgistro/Lote/Cddigo:

Analista: Data D_atalde
inicio: terming:
Hora de inicio Hora de ANALISTA B
término:
Métodao analise: Madula;
. Obscurgs | df ) ar ) er )] . Mzzzz Tempo
Amostragem| Corridzs dm {pm, residusl! =0EN L
¢ o (%) (umj Cpm) (um) = - (mg) (analise)
[Media
DP
CV (%)
Resultado:
Ohservacies:
Pagina 13/14
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PROTOCOLO DE VALIDAGAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A
DETERMINAGAO DA DISTRIBUIGAO GRANULOMETRICA POR ESPALHAMENTO DE
LUZ LASER DO INSUMO FARMACEUTICO ATIVO EFAVIRENZ

RESULTADOS
Precisdo intermediaria - COMPILAGAO
Reqgistro/Lote/Cadigo:
Analista: Data Data de
inicio: términa:
Hora de inicio Hora de ANALISTA B
terming:
Métodao analise: Madule:
) Obscurgd | df 3 ar 3 ar J ) Mzzzs Tempo
Amostragem | Corrida dim (um residual Epan o
g ope | m | cum | cum o i (mg) | (endlise)
IMédia
CP
CV (%)
Resultado:
Ohbservacies:
Pagina 14/14
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ANEXO XIX

Resultados da etapa de validacao — Repetibilidade do sistema — EFZ-A3; EFZ-Bl e
EFZ-C1

N

MASTERSIZER <2idD

Result Analysis Report
Sample Hame: SOP Name: Measured:
Efavirenz quinta-feira, 22 de novembro de 2012 10:50:17
Sample Source & type: Measured by: Analysed:
Supplier Malvemn quinta-feira, 22 de novembro de 2012 10:50:19
Sample bulk lot ref: Result Source:
o T T T T T TTTTa Measurement
| EFZ-A3 :
Particle Name: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity:
Fraunhofer Hydro 2000S (A) General purpose Normal
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
0.000 0 0.020 to 2000000 um 2717 %
Dispersant Name: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
Water 1.330 0.600 % Off
Concentration: Span: Uniformity: Result units:
0.0090 %ol 2.985 1.04 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
299 mig 2.004 um 4162 um
Particle Size Distribution
§

£ 6

)

£ 4

2

Gl

> 2

8‘01 01 1 10 100 1000 3000

Particle Size (pm)
I—Efavrenz, quinta-feira, 22 de novembro de 2012 10:48:10
I—Efavirenz, quinta-feira, 22 de novembro de 2012 10:48:35
—Efavirenz, quinta-feira, 22 de novembro de 2012 10:49:01
— Efavirenz, quinta-feira, 22 de novembro de 2012 10:49:26
I—Efavrenz, quinta-feira, 22 de novembro de 2012 10:49:52
— Efavrenz, quinta-feira, 22 de novembro de 2012 10:50:17

[SEe(um) voumen® [SzE(pm vauen%  [Sze(om|voumens| [Sze(pm Voumente  [Sze(um|vamEn% [ Sze(pm)] voumens]
0010 0.905 1096 11482 120.26 125805
4 !
oo gz 0120 gﬁg 1259 :i 13183 : ‘; 138.038 g$ 1445440 :z
oe w00 = | Ol = [ SR = |GE] ® s @
0o 000 651 086 ¥ 000 [ile]
0017 0182 1905 13953 206,530 2187762
00 002 683 048 000 00
i 52 e b 2188 e 293 o 20883 o 2511386 n
03 o 0249 s 2512 == 26303 = a3 o 2884032 =
oms A 027 s 2884 2 0200 = 316228 e B[N e
080 s 03% s ERI] - 67 o ®078 — 3801804 o
gz a0 zj: 003 :g 517 ::‘:; a1s :;:: 000 ::ﬁ;z 0o
! < ; { 3
0046 :ﬁ 047 g";’: 5012 ;’; 52481 g':; 40541 g'gg 575430 35:
oo i 0.550 T 5754 = 6025 S 630,957 2 £605.334 =
0050 i 063t 1'72 SE07 e 62183 o 724435 u.uu 7585776 7
005 W 0724 5 758 P 72433 S 831.764 o 570963 e
oone DER a710 21201 54933 : 10000000
it} L 085 303 10000 22 04713 o 1056.478 o
om0 : a3 170 ; a0 3 00
0405 1056 11482 120226 1258.925
Operator notes:
Malver Instruments Ltd. Mastersizer 2000 Ver. 5.54 Flle name: Repatibidade do sistema
Malvem, UK Senal Number - MAL1023326 Record Number: 20

Tei = +{44] (0) 1534-392456 Fax +44) (0) 1534-832783 04 f2y 2013 13:46:34
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Result Analysis Report

208

Sampla Hams: SOF Nama: Mazeurad:
Efavirenz quinta-felra, 28 de novembro de 2012 15:43:06
Sampla Source & fypa: Magsured by analysed:
Supplier [REVEL quinia-feira, 29 de novembro o2 2012 15:43:08
Sample bulk lofret: , Result Source:
Ieasurement
' EFZ-B1 1
Partlcle Hame: Accessory Mame: analysls modal: Sansltvity:
Fraunnofer Hydno 20005 (A) General purpose Marmal
Particle RI: abeorption: Size ranga: Obecuration:
000D 0 1.020 o 2000.000 um X816 %
Dlzperzant Hame: Dispersant RI: Walghtad Resldual: Rasult Emulation:
Wiater 1.330 0.313 " o
concantration: Span : Uniformity: Rasult units:
Loy el 2353 0.733 Wolums
Specific Surface Area: Surtace Walghtad Maan D[3,2]- Yol Weightad Maan DJ4.3]:
2iEL Mg 2273 um 4202 ur
Parficle Sizs Diziribution
— &
#
E 4
=
= z
B
M 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)
—Efavirenz. quinta-feira. 29 de novembro de 2012 15:40:58
—Efavirenz. quinta-feira. 29 de novembro de 2012 15:41:24
—Efavirenz. quinta-feira. 28 de novembro de 2012 15:41:50
—Efavirenz. quinta-feira. 28 de novembro de 2012 15:42:15
—Efavirenz. quinta-feira. 29 de novembro de 2012 15:42:41
—Efavirenz. quinta-feira. 29 de novembro de 2012 15:43:08
Sloa | veormin % i (e | Woamein % Sraiur] Yo s Szeiprm) Yousain s - i [ [T ‘T n %
(1% s 1ims T 20020 pr .t
oadm Ll (I u L 1> i 1EIES b TIa00e Loind A Lol
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(=) g a2 o cmw aco
oo o0 (i P 280 B3 i) S0 TS am s 0w 68
oxe o0 1 P 20834 BT paie. i S0 B -] am mm 68
o (182 3an METL o ENT R
[ 1Rl - ux . san v =WEN en Eh - fosns A 122 .-
00 - [IEAF iy L .. o 45 ., EI-2-a 1) - aLen Lol
00 [IE & ~ B oo com - 18]
L 00 Ly an e sasr ﬂ.iﬂl oo Lo o L 18]
18- =3 oo (IR e LNy B4 s S0 [ am o] s
[ s - L B ES S A3 s e
e - s IM e ‘?’ FRAEE i - Y Loind amEee Lol
s Ll (IR ya BV e "an i b Loind 0S80 Ll
00 3 341 oo oo
[i%:-3] . (IR a8 o 28 TS ang nee e a0
0 e o 120058 hr_ ko
Oparator notas:
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Sampls Hama:
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S0P Nama: Maasurad:
Efavirenz quinta-felra, 22 de novembro de 2012 1018007
Sampla Source & fypa: Magzured by analysed:
Suppller [RERE quinta-falra, 22 de novembro ge 2012 10:19:08
Sample bulk lof ref: Result Source:
T =
EFZC1 '
Particle Hama: Accessory Mame: Analysls modal: Sansltviky:
Fraunnofer Hydro Z000S (A) General pupose Maormal
Particls RI: absorption: Siza rangs: Obscuration:
o000 0 0.020 o 2000.000 um 3239 %
Dizperaant Mams: Diepersant RI: Walghted Resldual: Razult Emulation:
Water 1.330 0775 £ of
Concantration: Span : Uniformity: Ragult units:
oa02 S\ol 1.775 0.549 Wolums
Specific Surface Area: Surface Walghtad Maan D[3,2]- Wol. Welghtad Maan 0[4.3]:
325 mg 1644 um 2711 um
artigle §ize Disiripaticn
10 E
— E
#
o i
E
o
= 2
ﬂl. 01 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)
—Efavirenz. quinta-feira. 22 de novembro de 2012 10:16:59
—Efavirenz. quinta-feira. 22 de novembro de 2012 10:17:24
—Efavirenz. quinta-feira. 22 de novembro de 2012 10:17:50
—Efavirenz. quinta-feira. 22 de novembro de 2012 10:18:18
—Efavirenz, quinta-feira. 22 de novembro de 2012 10:18:41
—Efavirenz. quinta-feira. 22 de novembro de 2012 10:18:07
Sira pmi| vaomin i Gani o] | vibarein % Simiurr| Wour R Sewipe Yoursins 1 i u R Wubare %
(18, s 1iEe T pr e =3
aim Lnsl (LR R Lo 1= sl 1EES am 132008 Lo T Ll
00 [i=8 am am (i) 1]
oo ot (L B2 e 148 BTa RERE] S0 TERAED o0 e 65
ams (I L 18 1¥ 58 1D A
oo - (L b= L 1905 i RS i oA D Lol . Tl Ll
axc - urs v P e reed L1 ., TR -. LR .-
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aan -~ (L . .J!J . EIE ang THATT . =l 68
aoe -~ 1 . 2a Fas X ang L -] . em 68
o o0 ame e 2m . HETL am W00 atn R o6l
s [ San 'I BN AnEEm EE B LL
[Rh & - [IE L i L o 45700 i 483D Lol arLen Ll
00 [ ~ B am (i) - 1]
[RR o 045 i i wip E.lﬂl S0 ] 00 seaE 188
o o (IR L sS4 ai S025E S0 [ 00 O 188
ax [18-53] . .1 i S A b -Tr
0= - (L | _'E raae I’;: TRAES ., [ fosed ANEER bl
axg - nED Lo BTG b " ., b b fosed Ll Ll
300 ann Oas o oo
(i8] oo (IR 408 10 noe L Ra k] S0 e o0
(A = e nao 12028 TSaE0S
Oparator notas:
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ANEXO XX

Resultados da etapa de validacao — Repetibilidade da metodologia — EFZ-A3; EFZ-
Bl e EFZ-C1

.

i

MASTERSITER <o

Result Analysis Report

Sampla Nama:

S0P Mama: Mazsurad:
Efaviranz - Average 1erca-teira, 11 de dezembro g2 2012 170826
Sampla Source & typa: Magsurad by Anatysed:
Supplier talvern terga-felra, 11 de dezemibro de 2012 17:09:27
Sample bulk lot raf: Result Source:
| I 7 Aweraged
) EFZ-A3 (Repet. Metod.) |
Particle Mame: ACCERE0rY Hame: analysls modal: Sansltivity:
Fraunnofar Hydno 20005 (A) Gangral purpose Marmal
Partlcls R Abaorption: Slze rangs: Obecuration:
0,000 0 0.020 o 2000.000 um 2830 %
Disperaant Name: Dispersant RI: ‘Walghted Resldual: Razult Emulation:
Water 1.330 0.363 % o
Concantration: Span : Uniformity: Ragult units:
D.oos4 “eviol 34T 1 Volums
Specific Surface Arsa: Surtace Walghtad Masn D[3,2] Vil Welghtad Maan DJ4.3]:
203 g 1.231 um 405 um
Parficle Sizs Diziributicn
]

£

£ 4

=]

&

=z

B
M 01 1 10 100 1000 200D

Particle Size (pm)

—Efavirenz - Averags, tergafeira. 11 de dezembro de 2012 15:41:13
|—Efavirenz - Average, terga-feira, 11 de dezembro de 2012 15:57:47
[—Efavirenz - Average, terga-feira. 11 de dezembro de 2012 16:13:48
—Efawirenz - Awerage, terga-feira, 11 de dezembro de 2012 16:30:19
—Efavirenz - Avwerage, terga-feira, 11 de dezembro de 2012 17:08:28
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Sampls Namsa:

Result Analyzis Report

211

S0P Nama: Mazsurad:
Efavirenz - Average quinta-felra, 2% de novembro de 2042 17:56:33
Sampla Source & typa: Maagzurad by Analysed:
Suppller [REVE quinia-felra, 29 de novembro o 2012 17:56:35
Sampla bulk lof raf: Result Source:
TTOTT T T T T T T TT T T mweraged
L ERZEBI (Repet. Metod,) )
Partlcle Hame: Accessory Name: analysls modal: Sansltrity:
Fraurnofar Hydro Z000S (A) General pumose Mermal
Parilcle RI- absorption: Slze range: Obscuration:
0,000 0 0.020 o 2000.000 um 3147 %
Dlaperzant Name: Diepereant RI: Walghted Resldual: Razult Emulation:
Water 1.330 0,366 ] ofr
Concantration: Span : Uniformity: Razult units:
a8 e\iol 2373 0.735 Volums
Specliic Surface Srea: Surface Walghtad Maan D[3,2]- Wal. Welghtad Maan D]4.3):
272 maig 304 um 4030 um
Parflcle Sizs Dlziribulicn
g
£ 0
E 4
]
= 2
B
M 0.1 1 10 100 1000 2000
Particle Size (pm)
—Efavirenz - Avwerage, guinta-feira, 29 de novembro de 2012 16:42:30
—Efavirenz - Average, guinta-feira, 29 de novembro de 2012 17:03:37
—Efavirenz - Average, guinta-feira, 29 de novembro de 2012 17:18:31
—Efavirenz - Average, guinta-feira, 29 de novembro de 2012 17:38:31
—Efavirenz - Average, guinta-feira, 29 de novembro de 2012 17:58:33
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Operater notas
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Sampls Hama:

Result Analysis Report

S0P Nama: Mazaurad:
Aneraged Result quinta-feira, 22 de novembro o2 2012 182644
Sampla Source & fypa: Maszured Dy analysed:
Suppller Malvarn quinia-felra, 29 de novembro ge 2012 17-26:46
Sample bulk lotref: Result Source:
§ 1 Averaged
1 EFZ-C1 (Repet. Metod) |
Particle Hame: Accessory Mame: &nalysle modal: Sansltivity:
Fraunnofer Hydro 20005 (A) General pupose Memal
Parilcle RI: abaorption: Slze range: Obscuration:
0,000 0 0.020 o 2000.000 um 2818 %
Dlzperaant Name: Diepersant RI: Walghted Resldual: Razult Emulation:
Water 1.330 0.363 k] o
Concantration: Span : Uniformity: Ragult units:
o1 Selol 2083 0655 Volume
Specific Surface Area: Surtace Walghtad Maan D[3,2] Wol. Weightad Maan DJ4.3]:
3435 mig 1.73E um 2811 um
Parficle Sizs Dlziribulicn
]
£ 8
£
)
= -
-
B
| 0.1 1 10 100 1000 20DO0
Particle Size (pm)
—Efavirenz - Average, segunda-feira. 28 de nowembro de 2012 17:48:27
—Aweraged Result, guinta-feira, 28 de nowembro de 2012 15:31: 31
—Averaged Result, guinta-feira, 20 de nowembro de 2012 15:47:37
—Aweraged Result, quinta-feira, 28 de nowembro de 2012 18:09:32
—Aweraged Result, guinta-feira, 28 de nowembno de 2012 18:28:44
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ANEXO XXI

Resultados da etapa de validacao — Precisdo intermediaria — EFZ-A3; EFZ-B1 e

LN

i

MASTERSIZER <

Sampls Hame:

Result Analysis Report

EFZ-C1

S0P Nama: Mazsurad:
Efavirenz - Average quinta-eira, 20 de dezembro ge 2042 161257
Sample Source & typa: Magsurad by Analyped:
Supgller Mahvern quinia-felra, 20 de oezemoro o2 2012 1612053
Sample bulk lot rat: Result Source:
“““““““““““ 7 Aweraged

| EFZ-A3 (Prec. Interm.)

N —————— g
Particle Mams: ACCERE0NY Mame: analysls modal: Sansltvity:
Frauriofer Fwdro 20005 (A) General purpose Momal
Parilcle RI: abeorption: Slze range: Obzcuration:
0.000 0 0.020 lo 2000.000 um 3439 %
Dilzperaant Name: Dispersant RI: Walghted Resldual: Rezult Emulation:
Water 1.330 0.763 ] o
Concantration: Span : Uniformity: Rasult units:
o2z el 2836 133 Volume
Specific Surface Area: Surtace Walghtad Maan D[3,2]: vol. Welghtad Mean D[4.3]:
295 mAig 2032 um 3.850 um
Earficle 5izs Diziribution
- ]
#
: .
g 4
2 2
B
M 01 1 10 100 1000 2000
Particle Size (pm)
—Efavirenz - Average, terga-feira, 11 de gezembro de 2012 15:41:13
—Efavirenz - Awerage, terga-feira, 11 de gezembro de 2012 15:57-47
—Efavirenz - Average, tergadeira, 11 de dezembro de 2012 16:13:48
—Efavirenz - Average, terga-eira, 11 de dezembro de 2012 16:30:19
—Efavirenz - Average, terga-feira, 11 de gezembro de 2012 17:08:28
—Awraged Result, guirta-feira, 20 de dezembro de 2012 14:43:29
Efawvirenz - Awerage, guinta-feira, 20 de dezembro de 2012 15:21:34
— LI\~ Wi = L | L S k|~ P 10 VT~ B T
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MASTERSITER <

Sampls Namsa:

Result Analysis Report

214

S0P Name: Mazaurad:
Efaviranz - Average quints-felra, & de dezembro de 2012 14:33:30
Sampls Source & fypa: Magsured Dy analysed:
Supplier Malvarm quinia-falra, & de dezembrno de 3012 14:33:32
Sample bulk lof ref: Reault Source:
T TTTTTTTTTTTTTT T g Averaged
- EFZ:B1 (Prec. Interm.) _
Partlcle Hams: ACCERE0Y Mame: analysle modal: Sanslivity:
Fraurngfer Hydro 20005 (A) General pumose Nomal
Partlcle RI: abeorption: Slze ranga: onscuration:
0,000 0 0.020 o 2000.000 um 26836 %
Dlapersant Hams: Disperaant RI: Walghtad Resldual: FRasult Emulation:
Water 1.330 0.925 % o
Concantration: Span : Uniformity: Ragult units:
L03 el 2118 1653 Wolume
Specific Surface Area: Surtace Walghtad Maan D[3,2]- Yol. Weightad Maan D[4.3]:
253 mig 2371 um 4024 urn
Parfcls §zs Diziribulion
— ]
£ g
a
= 4
=
}0 2
|
E.IIH 01 1 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)
—Efavirenz - Average, guinta-feira, 28 de novembro de 2012 16:42:30
—Efavirenz - Average, guinta-feira, 28 de novembre de 2012 17:03:37
—Efavirenz - Average, guinta-feira, 28 de novembro de 2012 17:18:31
—Efavirenz - Average, guinta-feira, 29 de novembro de 2012 17-38:31
—Efavirenz - Average, guinta-feira, 28 de novembro de 2012 17:58:33
—Efavirenz - Average, guinta-feira, § de dezembro de 2012 13:34:25
Efawvirenz - Awerage, guinta-feira, 8 de dezembro de 2012 13:50:02
— oo — oo o oo e R R T
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MASTERSILER <2

Sampla Nama:

Result Analysis Report

215

S0P Nama: Mazaurad:
Efaviranz - Average quinta-felra, & de dezembre de 2012 16:00:42
Sample Source & fypa: Magsured by analysed:
Supgplier Malvarm guinia-falra, € de dezembno de 3012 16:00:44
Sample bulk lof raf: Reault Source:
So oD o s
1 1 Averaged
\ EFZ-C1 (Prec. Interm.) ]
Partlcle Hamea: ACCess0ory Hame: Analysls modal: Sansltlvity:
Fraurnofar Hydno 20005 (A) General pupose Maormal
Partlcle RI- absorption: Size range: Obscuration:
o.ooD 0 0.020 o 2000.000 wum 3752 %
Dlapereant Name: Diepersant RI: Walghted Resldual: Rasult Emulation:
Water 1.330 0367 S of
Caoncantration: Span : Unifarmity- Ragult units:
22 Felol 2035 063 Wolumsa
Specific Surface Area: Surtace Walghtad Maan D[3,2] Vol. Weightad Maan Df4.3]:
319 g 1.626 um 2354 um
Parficle §izs Diziribulicn
g e
e 6
E 4
2 i
|
B.IZH 0.1 1 10 100 1000 2000
FParticle Size (pm)
+—Efavirenz - Average, segunda-feira. 26 de nowembro de 2012 17:48:27
—Aweraged Result, quinta-feira, 28 de nowembro de 2012 15:31: 31
—Aweraged Result, quinrta-feira, 20 de novembro de 2012 15:47:37
—Aweraged Result, quinta-feira, 28 de novembno de 2012 18:08:32
—Aweraged Result, guinta-feira, 28 de nowembno de 2012 18:28:44
—Efavirenz - Average, guinta-feira, @ de dezembro de 2012 15:05:55
Efavirenz - Average, guinta-feira, § de dezembro de 2012 15:18:57
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ANEXO XXII

Equacdes utilizadas como base para os calculos de aproximacéo do indice de

refracdo da particula de efavirenz

indice de refragao - EFZ-1 - Acetonitrila indice de refragdo - EFZ-2 - Acetonitrila
1,34560
1,34580 S
1,34560 / o 1,34540 /
& 1,34540 8 134520
o 3 / s /
£ 13452 - 5 134500
13 3
S 1,34500 O 131480 /
o - 3 §
T 1,34480 @
9 k] 1,34460
S 1,34460 B
£ 134440 _ = £ 134440 1 = _
=1 y=0,0016x + 1,3440 y = 0,0015x + 1,3440
1,34420 R? =0,9997 1,34420 1 R?=0,9983  —
1,34400 1,34400 T T T T T )
0 02 0,4 06 08 1 12 0 0,2 04 0,6 08 1 12
Concentragdo (mg/mL) Concentragdo (mg/mL)
indice de refragio - EFZ-1 - Acetona Indice de refragéo - EFZ-2 - Acetona
1,36060 1,36040
1,36040 o 136020 2
_ S /
g 136020 = < 1,36000 /
g 1,36000 = 135980
@ / % L /
% 1,35980 o
® ~ @ 135060
o 1,35960 _ - 8 -~
] —_~ y=0,0016x + 1,3588 © 135940
g 135940 D R =0,0993 ke = O e
o T 1,35920 1000 iSS88]
T 1,35920 & £ R2 =0,9982
= 1,35900 g 1,35900 o«
1,35880 1,35880
0 02 0,4 0,6 0,8 1 1,2 0 0,2 04 0,6 08 1 12
Concentrago (mg/mL) Concentrag&o (mg/mL)
Indice de refragéo - EFZ-1 - Alcool Isopropilico Indice de refragio - EFZ-2 - Alcool Isopropilico
1,37870 1,37880
.
8 1,37840 / o 1,37850
g / g 1,37820
~ = -
® 1,37810 5 /
@ / @ 1,37790
B -
> 1,37780 b4 /
k] y=0,0014x + 1,3772 £ 1,37760 y =0,0013x + 1,3772
2 P= L 2 QX' R?=0,9997
£ 1,37750 R?=0,9998 E 230 F
1,37720 1,37700
0 02 0,4 0,6 0,38 1 1,2 0 0,2 0,4 0,6 0,38 1 1,2
[¢ trags L
Concentragdo (mg/mL) oncentragéo (mg/mL)
ihdice de refrag&o - EFZ-1 - Cloroférmio indice derefragéo - EFZ-2 - Cloroférmio
1,44690 1,44700
Y 1,44690
1,44680 ,
] ~ S 1,44680 P
S 144R70 oy /
g prd £ 144670 —
$ 144660 7 T 1,44660
2 1, 7
8 1,44650 8 144650
g 144640 3 144640
2 144630 T 1,44630
1,44620 y =0,0008 + 1,4460 — 1,44620 y =0,0009x + 1,4460 —
1,44610 R? =0,9959 1,44610 R?=0,9995
1,44600 ' ' ' ' , . 1,44600 T T T T - \
0 0,2 04 0,6 08 1 12 0 02 0,4 0,6 0,38 1 1,2
Concentragdo (mg/mL) Concentragdo (mg/mL)
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indice de refragéo - EFZ-1 - Diclorometano Iindice de refragdo - EFZ-2 - Diclorometano
1,42540 | La2510 -
S 142520 o 1,42500 /
g ‘S 1,42490
£ 142500 g b rd
] $ 142480 7
g Le2s0 o 142470
o°
8 142460 g 142460
i y=0,0010x +1,4242 g 1,42450
= LA R?=0,9974 1,42440 y=0,0009x + 1,4242 ~
1,42420 T T T T T ] 1,42430 R?=0,9969 B
0 02 04 06 08 1 12 1,42420 T T T . . )
0 0,2 0,4 0,6 08 1 1,2
Concentragdo (mg/mL] .
6o (me/mL) Concentragdo (mg/mL)
Indice de refragéo - EFZ-1 - Etanol Indice de refragdo - EFZ-2 - Etanol
1,36440 1,36440
1,36420 S 1,36420 o
2 136400 — o 136400 /
£ 136380 g 1,36380
] — & -
£ 136360 T 136360
a -~ 4 /
T 136340 g 136340
3 136320 y=0,0014x+1,3627 g 136320 4
£ 1,36300 - R2=00999 T 136300 - y =0,0015x + 1,3627 —
1,36280 A 2 = 136280 - R? =0,9959
1,36260 1,36260
0 02 04 08 08 : 2 0 02 04 06 08 1 12
Concentragdo (mg/mL) Concentragdo (mg/mL)
indi refragdo - EFZ-1 - Metanol . N
dice de refrag Indice de refragéo - EFZ-2 -Metanol
1,33080 1,33080
1,33060 A 1,33060
o - o i
8 133040 > § 133040 =
£ 133020 = £ 133020 =
£ 133000 £ 133000 —~
T 132980 T 132980
% 1,32960 y =0,0014x +1,3292 - E 1,32960 -
2=
£ 132040 R?=0,9967 £ 132040 y=0,0015x+1,3291 —
1,32920 ' ' ' . . ! 1,32920 - R?=09990 —
0 0,2 04 06 038 1 12 1,32900 T T T T T )
0 0,2 04 06 038 1 12
Concentragdo (mg/mL,
s80 (me/ml) Concentragdo (mg/mL)
indicederefragéo-EFZ-1-Tolueno indicederefracdo -EFZ-2-Tolueno
1,49670
1,49670 1,49665
1,49665 - 1,49660 <3
o 3
8 149660 8 P
& 1 40msR & 1,49655 /
% 1,49650 £ 149650 =
T 2 149645
5 149645 5
S 149640 S 149640
@ 1,49635 o 1,49635
o 7 =0,0004x+1,4962 _ o
£ 149630 Elywa e S 1,49630 y=0,0004x+1,4962 —
£ i,igggg g - £ 1,49625 R?=0,9978 -
v ' ! ! ' | ! 1,49620 T T T T d
2 4 6 08 1 1,2
o o o ] 02 04 06 038 1 12
Concentragdo (mg/mL) Concentragdo (mg/mL)




