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RESUMO - Os métodos analiticos séo ferramentas de confiabilidade da cadeia produtiva
industrial, que impactam diretamente na qualidade do processo. O estudo de
desenvolvimento e validacdo do método analitico para o ativo PHMB (Polihexametileno
de Biguanida) para dois desinfetantes hospitalares de nivel intermediario apresentados no
presente trabalho, foi desenvolvido através de parametros estatisticos. Avaliou-se a
seletividade, linearidade, exatiddo, precisao intermediaria, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo do método analitico, atraves da leitura das solucbes analiticas no
espectrofotdmetro na regido UV-VIS na faixa de 237 nm. Desenvolveu-se o estudo do
analito versus desinfetante diluido e desinfetante concentrado, avaliando o
comportamento das matrizes de cada um dos produtos acabados. Os critérios de aceitagdo
de cada pardmetro foram definidos de acordo com a orientacGes da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), RDC 166 de 24 de Julho de 2017. Para seletividade
quantificou-se para ambas formulagdes a interferéncia na matriz na formulacéo, o método
apresentou-se linear, exato e preciso, definiu-se o limite de quantificacdo e o limite de
deteccdo na concentracdo de 0,5 p.p.m. Perante os resultados obtidos, 0 método analitico
foi validado para ser utilizado na liberacdo de lotes para o mercado, garantindo a

qualidade da andlise no processo de quantificacdo do teor do ativo PHMB nas

formulac@es estudadas.

INTRODUCAO

A Validacdo de Metodologia Analitica é
0 processo na qual o laboratério demonstra que
0 método é adequado ao “propdsito”, no que
diz respeito a resultados confidveis e precisos,
independente dos possiveis interferentes. A
Validacdo do Método Analitico envolve a
definicdo dos parametros a serem validados
(identificacdo) quantificacdo de
ativo/impurezas), por exemplo. A Validacédo
de Metodologia Analitica envolve diversas
resolucdes e guias, porém ainddstria saneante
é regida pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) e segue a RDC N° 47, de
25 de Outubro de 2013 que prevé as Boas
Préticas de Fabricagdo para ProdutosSaneantes
e para a Validagdo de Método Analitico RDC
N° 166 de 24 de Julho de 2017 que dispde

sobre Validacdo de Métodos Analiticos.

O PHMB ¢ uma solucéo aquosa de 20%
de polihexametileno de biguanida, estrutura de
polimero composta por duas guanidinas unidas
por um nitrogénio (CgHi7Ns),, podendo ser
representada com uma faixa de massa
molecular de 400 a 8000, com tamanho de n=2
a n=40, comumente com a media n=11
(Regulation (EU) N° 528/2012, 2015).

@) desenvolvimento de cepas
multiresistentes aos antibioticos em ambientes
hospitalares, vem ganhando notoriedade no
cenario da saude. Estudos recentes, trazem
evidéncias que o0 risco de pacientes
imunosuprimidos adquirirem uma infeccdo

com microrganismos multiresistentes é alto, se

0 processo de limpeza e desinfecgdo ndo forem
adequados. Porém, a desinfeccdo com o ativo
correto nas areas hospitalares podem reduzir a
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carga microbiana, trazendo seguranga e bem
estar ao paciente (RUTALA, et al. 2019).

A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), disponibiliza um guia de
Limpeza e Desenfecgdo de Superficies, com
orientacOes estratégicas. O desenvolvimento
de técnicas incorretas de limpezas e
desinfeccdo de superficies, pode favorer a
proliferacdo dos mircorganismos.

Segundo o guia de (Seguranga do
Paciente em Servicos de Saude Limpeza e
Desinfec¢do de Superficies, 2010), os setores
com alto risco de contaminagdo podem ser
classificadas como: areas criticas, semicriticas
e ndo criticas. As areas criticas sdo definidas
como as que existem o maior risco de
transmissdo, onde se  realizam  ©0sS
procedimentos de riscos, como por exemplo,
Unidade de Terapia Intensiva, Centro
Cirargico e Centro de Obstetricia. As areas
semicriticas sdo aquelas ocupadas por
pacientes com baixa transmissibilidade e
doencas nao infecciosas, exemplo,
enfermarias, apartamentos, ambulatérios e
banheiros. As areas n&o criticas, sdo as demais,
exemplo, copa e vestuarios.

No cenadrio  hospitalar, existem
legislacGes especificas para os critérios de
avaliacdo dos fornecedores de produtos de
limpeza a serem utilizados, no intuito de
assegurar a qualidade e eficacia (formatar) da
limpeza. Além, das orientagdes dos acessorios
e equipamentos utilizados no processo.

O hospital contard com uma equipe
SICH (Servico de Controle de Infeccdo
Hospitalar), responsavel por selecionar, testar
e aprovar os produtos saneantes, dentro do
hospital (Souza, et. al. 2021). Dentre as
diversas diretrizes legais a serem seguidas
dentro dos hospitais, pode-se destacar as RDC
n° 700 de 13 de Maio de 2022, que dispde
sobre 0 Regulamento Técnico para produtos
com ac¢do antimicrobiana utilizados em artigos
criticos e semicriticos.

Para um desinfetante hospitalar ser
comercializado, o fabricante devera envolver
uma série de exigéncias regulatdrias no intuito
de assegurar a qualidade e desempenho do
produto. Dentre diversas pode-se citar 0s
registros com os laudos comprovando a
eficacia frente a diversos microorganismos,
prevista a RDC n° 700 de 13 de Maio de 2022.

O presente trabalho, foi desenvolvido a
partir da necessidade de analise quantitativa do
ativo PHMB (Polihexametileno de Biguanida)
no produto acabado em dois desinfetantes
hospitalares fabricados na cidade de Uberaba-
MG, por uma empresa que fornece para o
mercado nacional produtos para higiene e
limpeza  profissional.  Inicialmente, o
desenvolvimento do método de analise
comegou na Universidade de Uberaba, pelo
Programa de Mestrado Profissional em
Engenharia Quimica. Os primeiros testes para
0 desenvolvimento do método quantitativo
foram realizados em Espectrofotdmetro UV-
VIS da Universidade de Uberaba.

METODOLOGIA

Para o estudo de validacdo do método
preparou-se as curvas a partir do desinfetante
concentrado, desinfetante diluido e analito. Os
parametros de estudos foram a seletividade,
linearidade e faixa de trabalho, preciséo,
através da repetibilidade e precisdo
intermediaria, e olimite de quantificacdo e
limite de deteccéo.

Para avaliacdo da Seletividade, realizou-
se as calibracbes das curvas de analises
conforme representagdo na Figura 1.
Realizaram-se as leituras no espectrofotdmetro
UV-VIS na faixa de 237 nm. Para cada
concentracdo, realizaram-se as leituras em 7
(sete) réplicatas conforme orientacbes da
ANVISA e aplicaram-se testes estatisticos de
hipdtese para avaliacdo entre as variancias (F-
Snedecor) dos dois grupos (matriz desinfetante
concentrado versus analito) e (matriz
desinfetante diluido versus analito), conforme
Figura 1 que representa a diluicdo das solucdes
para leitura no espectrofotdmetro.

Para o parametro linearidade e faixa de
trabalho, repetiram-se 0S mesmos
procedimentos  descritos no  parametro
seletividade, entretanto utilizou-se como
amostra os produtos desinfetante concentrado,
desinfetante diluido e o analito. Aumentou-se
uma diluicdo, de 1 mL em 100 mL, que
equivale a 1 p.p.m. Para cada concentracao,
realizaram-se as leituras em 3 (trés) réplicas
conforme orientagdes da ANVISA, realizando
0 estudo estatistico da linearidade na faixa de
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trabalho para cada um dos grupos.

Etapa 1 — 3,333 g Matriz desinfetante concentrado

Etapa 2 — 133,333 g Matriz desinfetante diluido

Etapa 3 — 0,5 g Analito

I L &L &I 1

‘100mL | [ 100mL | [ 200mi | [ 100mL | 200mL |
2mL 5mL 10mL 15 mL 20 mL
2 ppm 5 ppm 10 ppm 15 ppm 20 ppm

Figura 1: Representacdo das diluigdes

Avaliou-se a precisdo do método
através da repetibilidade e precisdo
intermediaria, as curvas de calibracdes
seguiram 0s mesmaos critérios da linearidade e
faixa de trabalho, entretanto reduziu-se as
quantidades de solugdes analisadas em 5
p.p.m, 10 p.p.m e 15 p.p.m.

Para repetibilidade, usou-se a estratégia
de analises realizadas no mesmo dia, com um
mesmo analista e wusando 0 mesmo
equipamento. Realizaram-se as leituras em 6
(seis) réplicas por concentracdo conforme
orientacdes da ANVISA, calculou-se a média,
desvio padréo e desvio padrdo relativo.

Para as andalises para 0 parametro
precisdo intermediaria utilizaram-se dois
analistas em dois dias diferentes, usando as
mesmas condi¢fes analiticas, ou seja, mesmo
método analitico e mesmo equipamento.
Realizaram-se as leituras em 6 (seis) réplicas
por concentracdo conforme orientagcdes da
ANVISA e aplicou-se 0 programa estatistico
ANOVA para avaliagbes estatisticas do
método comparando analistas e dias.

A exatiddo foi avaliada realizando-se as

forticacbes das amostras de desinfetante
concentrado e desinfetante diluido com
analito. Para Solucdo Amostra 1: pesou-se
133,333 g de desinfetante diluido, transferiu-se
para o baldo de 1000 mL e completou-se com
agua destilada. Solu¢do Amostra 3: pesou-se 0,
5 g de analito, transferiu-se para o baldo de
1000 mL e completou-se com agua destilada. A
fortificacdo da Solugcdo Amostra 1 com a
Solugdo Amostra 3, chamou-se de Solugéo
Amostra 4, técnica descrita conforme Figura 2.
Para Solugdo Amostrab, repetiu-se 0 mesmo
processo, porém usou-se a amostra do
desinfetante concentrado.

Para verificacdo da exatiddo, realizou-se
as leituras em 7 (sete) réplicas, conforme
orientacbes da ANVISA e posteriormente, 0s
calculos da recuperacdo (%) do desinfetante
diluido e desinfetante concentrado.

Para as analises de limite de
quantificacéo e limite de deteccdo, fortificou-
se as matrizes do desinfetante concentrado
com analito e as matrizes do desinfetante
diluido com o analito, conforme (Figura 3).
Para a determinacdo do limite de deteccdo e
limite de quantificacéo aplicou-se
respectivamente, as Equacdo (1) e Equacéo

).

LD =3So (1)

sendo, LD = Limite de deteccdo; So =
Desvio padréo

LD =10 So 2)

sendo, LQ = Limite de quantificacdo; SO =
Desvio padréo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A seletividade do método analitico
espectrofotométrico deve ser demonstrada por
meio da sua capacidade de identificar ou
guantificar o analito de interesse,
inequivocamente, na presenca de componentes
que podem estar presentes na amostra, Como
impurezas, diluentes e componentes da matriz
(Inmetro, 2020).
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Foi evidenciado através dos valores de F
que, para todas as concentragdes em ambos
desinfetantes Fcu > Fwp  (variancias
estatisticamente diferentes), ou seja, existe o
efeito matriz sobre os resultados do método.

Através das leituras obtidas, avaliou-se a
linearidade atraves da regressdo linear para as
trés  amostras  (desinfetante  diluido,
desinfetante concentrado e analito). Para o
desinfetante diluido obteve-se o valor de R2
=1; para o desinfetante concentrado obteve-se
o valor de R%2=0,9993 e para o analito obteve-
se Rz =0,9999, conforme (Figura 2) e (Figura
3).

E"-; 1,6
fl‘;l 1,2 Matriz
£ 0,8 dE5|f1f.
.= Diluido
2 04
em B
£ 0 B Analito
2 0 20 40
< Concentragdao (p.p.m)
Figura 2: Grafico para avaliacdo da

seletividade matriz desinfetante diluido versus
analito.

ELE

~ 1,2

] r . .

= 08 / Matriz desinf.
conc.

< 04

= Analito

£ 0

2 0 20 40

=

= Concentracio (p.p.m)

Figura 3: Grafico para avaliacdo da

seletividade matriz desinfetante concentrado
versus analito.

O estudo estatistico aplicado ANOVA
para 0 parametro precisdo intermediaria,
demonstrou através dos valores que ndo houve
diferenca estatistica entre analistas e dias, isso
porque F >F¢ i ; com o p-valor < 0,05 para o
desinfetante diluido e desinfetante
concentrado. Para repetibilidade avaliou-se o
DPR% (Desvio Padréo Relativo), observou-se
que o desinfetante diluido para as
concentragdes de 2 p.p.m obteve-se um DPR%

de 3,215%; para 5 p.p.m DPR% 1,312 e para 10
p.p.m DPR% 0,741, esses valores se encontram
dentro dos critérios de aceitacdo, 0 mesmo
acontece para o desinfetante concentrado, para
as concentragdes de 2 p.p.m obteve-se um
DPR% de 0,514%; para 5 p.p.m DPR% 0,306
e para 10 p.p.m DPR% 1,311. A recuperagéo
das amostras estudadas, esté descrita na Tabela
1. Os resultados encontram-se dentro dos
critérios de aceitacdo, recomenda-se que a
recuperacdo (%) das amostras estejam entra
90% e 107%, de acordo com a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria).

Tabela 1: Recuperacdo das amostras
forticadas com  analito, Amostra 4
(desinfetante  diluido) e  Amostra 5
(desinfetante concentrado).

Nivel de AMOSTRA4 AMOSTRAS
fortificacao Recuperacdo  Recuperacio
(P-p-m) (%) (%)

7 98,975 102,461

10 101,186 96,987

13 99,463 101,275

O limite de deteccdo e o limite de
quantificacdo definidos para o método
analitico esta descrito na Tabela 2.

Tabela 2: Limite de deteccéo e limite de
quantificacdo da metodologia analitica.

Sol. Nivel Média DP LD LQ
analitica de fort. (Abs. 2= (p.p.m) (p.p.m) (p.p.m)
(p-p-m) 237 nm)

Desinf. 0,5 0,008
Diluido

Desinf. 05 0010 0,001 0,002 0,007
Conc.

Analito 05 0,012 0,001 0,002 0,006

0,001 0,003 0,009

CONCLUSAO

Ao final do estudo de Validagdo do
Método  Analitico Espectrofotométrico
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UVIVIS, conclui-se que, o método atendeu
todos os requisitos estatisticos de validagdo na
verificacdo do teor do PHMB para liberagdo
dos produtos acabados para o mercado. Sendo
assim, o0 método de andlise garante a
confiabilidade na quantificacdo do teor de
ativo no produto acabado. Toda a
documentacdo do processo de Validagdo do
Método Analitico, fica disponivel para a
avaliacdo da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigidncia Sanitaria) e rastreabilidade de
processo.
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