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RESUMEN

Para garantizar la confiabilidad, exactitud y reproducibilidad de los resultados generados
en un sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucion Waters (constituido por los
médulos: automuestreador (717Plus), detector de Absorbancia (2487 doble 1), sistema de
entrega multisolvente (600E), y el sistema de computo (hardware), y configurado con el
software cromatografico Millenium® versién 3.20, el equipo fue sometido al proceso de
calificacion para evaluar su funcionamiento, previo a la generacion de datos que
involucren o sean parte de la decision de aseguramiento de calidad de los medicamentos.
Este proceso se divide en cuatro etapas: Calificacion de Diseno (se desarrolio un
documento con los requenmientos y especificaciones, que involucran la decision para
seleccionar un equipo HPLC), Calificacion de instalacién (se venficé y documento que el
equipo fue instalado en el ambiente seleccionado), Calificacién de Operacién (se
comprobo y documento que los aspectos clave de operacion de cada modulo funcionen
de acuerdo a las especificaciones predeterminados) y Calificacion de Desempeiio (se
demostré y documento el funcionamiento de todo el sistema HPLC, a través de la
evaluacién de los pardmetros cromatograficos: reproducibilidad de los tiempos de
retencién, dreas y alturas de los picos de acido benzoico, metilparabeno y propilparabeno,
y se comprueba que el sistema es capaz de generar resultados confiables, exactos y
reproducibles).

Las pruebas fueron realizadas a través de protocolos disefiados y desarrollados para cada
etapa del proceso de calificacién, en estos fueron descritas las pruebas criticas
desarrolladas a cada componente del sistema. Con base en estas actividades, el sistema
de cromatografia de liquidos de alta resolucién, cumple con las especificaciones de
fabnicante y los criterios de aceptacién de desempeiio para su uso rutinario, ya que-se
tiene la evidencia documentada de que el equipo es capaz de generar resuitados
confiables, exactos y reproducibles.

_ Pig.4.de 46



INTRODUCCION

La industria farmacéutica, por la complejidad de sus procesos y fines a los que estan
dedicados sus productos, es una industria muy regulada. Los productos farmacéuticos
deben satisfacer un gran conjunto de regulaciones y el cumplimiento de las mismas es
sometido frecuentemente a inspeccion y auditorias, tanto por autoridades nacionales
como internacionales; los laboratorios farmacéuticos estan obligados a generar la
evidencia documentada y asegurar con un alto grado de seguridad que se producen
medicamentos que cumplen con las especificaciones de manera uniforme y con los
atributos de calidad predeterminados.

Para el cumplimiento de lo anterior, la industria farmacéutica se soporta de la validacién,
definido como un proceso de aseguramiento de la calidad que permite demostrar, que,
cumpliendo los principios de buenas practicas de manufactura (GMP's), los procesos,
sistemas, equipos, materiales y métodos analiticos usados para la fabricacion de
medicamentos logran consistentemente lo que se espera de los mismos.

Los laboratorios de control de calidad de la industria farmacéutica también cumplen con
los principios de las GMP’s, mas especificamente se suelen denominar estos principios
como GLP's (Good Laboratory Practice por sus siglas en ingles), Buenas Practicas de
Laboratorio. La responsabilidad de los laboratonos de control de calidad es asegurar la
calidad de los medicamentos que son fabricados, es decir, su fin es comprobar, que
cumplen con los requisitos y especificaciones establecidas y aprobadas para su
disposicién en el usuario final.

Para garantizar que los resultados generados en los laboratorios de control de calidad son
validos, los equipos/sistemas utilizados para la generacién, medicion, o analisis de datos;
deben ser sometidos a calificacién. La estrategia de calificacion usada en la industria
farmacéutica se basa en los requerimientos regulatorios, practicas de proveedores, y el
resultado de las practicas de la industria. Ejemplo de equipo analitico de laboratorio son
cromatégrafos (HPLC), espectrofotometros, sistemas computarizados para el control de
instrumentos, etc.

La calificacién es un proceso que consta de las siguientes etapas: Calificacion de Diseno
(DQ), Instalacion (1Q), Operacion (OQ) y Desemperio (PQ), las cuales proporcionan la
garantia de que un sistema cumple con los requerimientos, de instalacién en el ambiente
operativo, que su operacion es correcta y su desempeno cotidiano cumple con los criterios
de aceptacién predeterminados y requeridos para su uso, de acuerdo a protocolos de
calificacién.

Asi mismo, en la industna farmacéutica la estrategia de calificacion presenta grandes
variaciones de una compania a otra en cuanto a la manera de interpretar y desarrollar la
calificacién de un equipo de laboratorio, sin embargo, el objetivo de esta tesis es proponer
una estrategia de calificacion a un sistema de cromatografia de liquidos de alta Resolucion
y el desarrollo de las cuatro etapas de la calificacion, aplicadas a cada uno de los médulos
que componen el sistema, hardware y software del sistema de computo; con el fin de
asegurar la validez de los datos, que son generados como parte del proceso de
aseguramiento de la calidad de los medicamentos.
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El alcance de este proyecto es aplicar una estrategia de calificacién al sistema HPLC
constituido por los médulos: automuestreador (717 Plus), detector de absorbancia (2487
doble 1), sistema de entrega multisolvente (600E) y el sistema de computo (hardware), y
configurado con el software millenium® del fabricante Waters.

En la calificacién del sistema HPLC, se comprobaran las especificaciones técnicas,
diseno, construccion, ambientales, operacionales y desempeno. Para proporcionar la
evidencia de que este sistema de laboratorio es adecuado para cumplir con su propésito
durante su uso, a través de generar resultados confiables, exactos y reproducibles, como
parte del aseguramiento de la calidad de los medicamentos.
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. MARCO TEORICO

A. Historia de la Cromatografia.

El botanico ruso Mikhail Tswett (Mikhail Semenovich Tsvett, 1872-1919) empled por
primera vez en 1906 el término "cromatografia” (del griego chroma y graphein que
significan respectivamente “color" y “escribir").

A comienzos del afio 1903, Mikhail Tswett usé columnas de adsorcion de liquidos para
separar pigmentos vegetales (por ejemplo, clorofilas). Las disoluciones se hacian pasar a
través de una columna de vidrio rellena de carbonato de calcio, que finamente dividido da
un material poroso que interacciona de forma diferente con los componentes de la mezcla,
de forma que éstos se separaban en distintas bandas a lo largo de la columna.

Los primeros equipos de cromatografia de gases aparecieron en el mercado a mediados
del siglo XX. A su vez, la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) comenzé a
desarrollarse en los afos 1960, aumentando su importancia en las décadas siguientes,
hasta convertirse en la técnica cromatografica mas empleada’ 2.

La cromatografia engloba a un conjunto de técnicas de andlisis basadas en la separacion
de los componentes de una mezcla y su posterior deteccion.

Las técnicas cromatograficas son muy variadas, pero en todas ellas hay una fase movil
que consiste en un fluido (gas, liquido o fluido supercritico) que arrastra a la muestra a
través de una fase estacionaria que se trata de un sélido o un liquido fijado en un sélido.
Los componentes de la mezcla interaccionan de distinta forma con la fase estacionaria y
con la fase mavil. De este modo, los componentes atraviesan la fase estacionaria a
distintas velocidades y se van separando; después de haber pasado los componentes por
la fase estacionaria y haberse separado pasan por un detector que genera una senal que
puede depender de la concentracion y del tipo de compuesto'?.

B. Instrumentacion para Sistemas de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.

Los componentes basicos de un Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Resolucion se
esquematizan en la figura 1. El sistema de bombeo (sistema de entrega de solvente)
impulsa la fase movil a través de la columna en la que se separan los componentes de la
muestra que han sido introducidos en ella mediante el sistema de inyeccion
(automuestreador). Una vez separados, los componentes son detectados y registrados
dando lugar al cromatograma de la muestra. Actualmente los equipos de HPLC incluyen
un sistema de computo, para controlar cada uno de los componentes del cromatégrafo y
para realizar la adquisicion y tratamiento de los datos®.

1. Sistemas de Entrega de Solvente

La funcién del sistema de entrega de solvente es proporcionar a la columna una velocidad
de flujo controlado, reproducible y constante. Ademas, las bombas empleadas en HPLC
deben cumplir las siguientes condiciones: estar construidas con un material inerte a la
fase movil, poder trabajar a presiones elevadas y suministrar flujos adecuados al diametro
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de la columna empleada y libre de pulsaciones para no disminuir la sensibilidad de la
deteccion.

Automuestreador

7a%%:
R

c m
ww@’—- w—— |

m_‘; A

ﬂ'l : BN, gm de } P " Desechos
i . e,
Saolvente .3 |

Controlador del
Sistema

Figura 1. Instrumentacién de un Sistema de Cromatogratia de Liquidos de Alta Resolucidn.

Las bombas pueden clasificarse en neumaticas y eléctricas, dependiendo si el origen de la
fuerza motriz es un gas comprimido o un motor eléctrico. Las mas empleadas en HPLC
son las eléctricas y, dentro de ellas, las alternativas o reciprocas, sin embargo, también se
utilizan las bomhas de l:po jeringa cuando se trabaja con columnas de pequerio diametro
en modo isocratico? ?

a. Bombas Alternativas o Neumaticas

Cuentan con una camara de pequefo volumen, en las que un pistén avanza y retrocede
de forma ciclica, provistas de valvulas antirretorno. Una valvula antirretorno consiste en
una esfera de zafiro que cuando pasa el flujo del disolvente se desplaza del asiento conico
en el que se apoya. Al terminar el flujo, la esfera regresa al asiento, cerrandose la valvula
e impidiendo el retroceso del disolvente. Durante el retroceso del piston se abre la valvula
antirretorno inferior y se cierra la superior, produciéndose la aspiracion del liquido desde el
recipiente de la fase movil al interior de la camara, y durante el avance del pistén la
posicién de las valvulas antiretorno es la contraria, de modo que el liquido es impulsado
desde la camara hacia la columna. Este modo de funcionamiento origina pulsaciones en el
flujo de la fase movil, con flujo nulo durante el llenado de la camara. Actualmente la
disminucion de las fluctuaciones de flujo se realiza mediante el empleo de bombas con
multiples cabezas. El caso mas habitual es utilizar bombas de doble piston en las que el
desplazamiento de estos estd desfasado, de tal manera que mientras un piston esta
enviando liquido a la columna, la cdmara del otro se esta llenando. Otros fabricantes optan
por utilizar bombas con mayor niimero de pistones para eliminar pulsaciones ***
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Columna

Figura 2. Esqg de una bomb ip

b. Bombas de Tipo Jeringa

Consisten basicamente de una jeringa capaz de trabajar a presiones elevadas y un
engranaje de cremallera que transforma el movimiento circular del motor en un
desplazamiento lineal. La pequena compresibilidad de los liquidos hace necesario que
trascurra cierto tiempo antes de que se estabilice el flujo cuando el gradiente de presion
es de 50-70atm, lo que unido a su capacidad limitada, que obliga a interrumpir el flujo para
rellenar la jeringa, ha hecho decaer el uso de estas bombas. La introduccién de columnas
de pequeno didmetro y capilares, que requieren flujos de fase moévil de orden pL/min que
evitan tener que rellenar frecuentemente la jeringa, ha provocado el resurgimiento el uso
9? este tipo de bombas que tienen la ventaja de proporcionar flujos libres de pulsaciones®

2. Automuestreadores ’

El procedimiento empleado para introducir la muestra en la columna tiene gran
importancia. Tanto el volumen inyectado como la anchura de la zona en que se introduce
la muestra deben ser reproducibles. El sistema de inyeccién debe ser capaz de introducir
la muestra en la columna en una zona lo mas estrecha posible ya que esta anchura es un
factor determinante de la que van a tener los picos a su paso por el detector. Ademas, el
inyector debe ser de facil manejo y capaz de trabajar a presiones elevadas sin producir
fugas. Dentro de los sistemas de inyeccion hay que distinguir los de tipo de jeringa y las
valvulas de inyeccién® 45,

a. Inyectores de Tipo Jeringa
Los inyectores de jeringa, estan practicamente en desuso debido a la dificultad de su
utilizacion y de la obtencién de reproducibilidades aceptables, la produccién de fugas a

presiones elevadas y la sobrepresién que se produce por acumulacion de fragmentos de
la junta del inyector (septum) en la entrada de la columna® 5.
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b. Valvulas de Inyeccion

El sistema de introduccién de muestra mas generalizado es la valvula de inyeccion,
generalmente de seis vias. Existen varios disefos, pudiendo encontrarse valvulas con una
espira externa y otras empleadas para pequefios voliimenes de inyeccion en las que la
espira esta grabada en el interior de la valvula. Ambos tipos funcionan de manera similar,
en la figura 3 se encuentra representado el esquema de funcionamiento de la véivula de
seis vias con espira externa. Dos de las vias, las correspondientes a las posiciones 1y 4,
se encuentran conectadas entre si por la espira. En la fase de carga, con ayuda de una
jeringa se introduce la muestra en la espira a presion ambiente mientras la fase mavil
pasa por la columna. Para realizar la inyeccion gira el rotor de la valvula de modo que,
impulsada por la fase moévil, la muestra contenida en la espira pasa al interior de la
columna. Estas valvulas son reproduc:b!es y permiten trabajar a Eresnones elevadas. Su
desventaja respecto a las de tipo de jeringa es su mayor costo?

-l m-ﬁ\cgw]x
Bessthos Al [ e o

Figura 3. Esquema de una vilvula de seis vias.
3. Columnas
Las columnas son el corazon del cromatograma, representa la separacién de una mezcla
de componentes. La selectividad, capacidad, y eficiencia de la columna son afectadas por

la naturaleza del material de empaque o de los materiales de construccion, la longitud y el
diametro. La figura 4, indica como los componentes de la columna contribuyen al

desempefio cromatografico.

[

| Material de Empaque | Contenedor
|
Superficie d:; - R | Tamaio de Particula J I Lungum | | Diametro | | Nichertal
I K = Pacior do ) ] I N-Nmummm
Resolucitn Tiempo de Vida, Eficiencia, Velocidad

Figura 4. Esquema que representa la importancia de la columna.
La mayoria de las columnas para cromatografia de liquidos tienen una longitud entre 10 y

30cm. El didametro interno de las columnas es a menudo de 4 a 10mm y los tamanios de
las particulas de los rellenos mas comunes son 3, 5y 10um"%*,
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4. Detectores

El detector convierte un cambio de la fase movil de la columna en una sefal eléctrica que
es registrado por el sistema de datos. Los detectores son clasificados como selectivos o
universales dependiendo de la propiedad medida. Detectores selectivos (dependen de
una propiedad del soluto), tal como los detectores fluorescentes, la medida de una
propiedad quimica o fisica que es caracteristica del soluto(s) en la mezcla; solo estos
componentes que poseen caracteristicas que pueden ser detectados. Detectores
universales (dependen de una propiedad del eluente), miden una propiedad fisica del
eluente. En los detectores de indice de refraccion, por ejemplo, todos los solutos los
cuales poseen un indice de refraccion diferente que el eluente pueden ser detectados. Los
detectores selectivos tienen una mayor sensibilidad que los detectores universales, y son
mucho mas ampliamente utilizados. Los detectores universales son mas comunmente
utilizados en cromatografia preparativa, donde una respuesta universal es deseada y el
tamafio de la muestra es grande" **.

a. Detectores de Absorbancia.

Los detectores de absorbancia son no destructivos y responden solo a sustancias que
absorben la radiacion en la longitud de onda de la fuente de luz. Son clasificados como
selectivos. Los detectores que miden solo en el rango de 190-350nm son detectores de
absorbancia ultravioleta (UV). Mientras que los detectores que miden en el rango de 350-
700nm son visibles (vis). Los detectores que abarcan el rango 190-700nm son conocidos
como detectores UV/Vis. Son los detectores mas ampliamente utilizados, no solo por la
insensibilidad relativa del detector a los cambios de temperatura o gradiente, si no también
por el gran nimero de compuestos que absorben radiacion en el rango UV.

La funcién del detector es monitorear la luz que pasa a través del eluente. Cuando un
compuesto con absorcion UV, disuelto en el eluente, pasa a través del detector, este
absorbe un poco de luz, de tal modo previene alcanzar la luz del sensor. El decrecimiento
en los resultados de la luz en la respuesta eléctrica va del detector al sistema de datos.

La concentracion del soluto y la intensidad de la luz transmitida a través de la celda de
flujo estan relacionadas a la ley de Lambert-Beer™**.

b. Detectores de Indice de Refraccion.

Son refractémetros diferenciales que marcan una diferencia entre el indice de refraccion
de la fase movil y el eluente de la columna.

Los hay de diferente tipo: Los de tipo deflector tienen un intervalo amplio de linealidad. Los
de tipo reflexivo de intervalo mas limitado y los que miden el efecto christiansen.

La sensibilidad de estos detectores es menor que otros; su deteccién esta en el orden de
Hg y las modificaciones de temperatura alteran el indice de refraccion por lo que se

requiere un control de 0.001° C. No es (til para las eluciones en gradiente. La [}” cipal
ventaja de este detector radica en su respuesta casi universal a todos los solutos™**,
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c. Detectores Fluorométricos.

Mide la fluorescencia de un soluto que tenga esta propiedad o de fase(s) mévil(es) que lo
sean, revelandose los solutos como picos negativos; o despues de la columna puede
hacerse una reaccion con un reactivo fluorescente para que el soluto presente esta
propiedad, esto se le conoce como derivatizacion post-columna. Es un método que
aumenta la selectividad y la sensibilidad, puede usarse en eluciones isocraticas o de
gradiente. Las sustancias fluorescentes tipicas son aromaticos polinucleares, esteroides,
pigmentos vegetales, vitaminas alcaloides, catecolaminas, aflatoxinas, etc®**.

d. Detectores Electroquimicos

Estos detectores son simples y extremadamente sensibles a aquellos analitos que pueden
detectar. Para emplearlos, las moléculas de soluto han de tener una caracteristica
voltamperométrica en una fase movil acuosa o acuosa-organica. Hay detectores que
miden la conductividad eléctrica, fuerzas couldémbicas, reacciones redox y se pueden
utilizar en eluciones isocraticas o con gradientes® > *.

5. Sistema de Datos.

Actualmente los equipos de cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (HPLC), pueden
ser controlados a través de un software (sistema de computo), desarrollado
especificamente con gran capacidad de almacenamiento, tratamiento y presentacion de
datos.

Las ventajas de los sistemas de computo se-basan en su capacidad practicamente
ilimitada de almacenamiento de datos procedentes de la conversion analogico/digital de la
senal, mediante el uso de soportes externos, y en las distintas opciones que permite el
procesado y, sobre todo, la presentacion de datos. Los cromatogramas pueden
examinarse en pantalla, compararse o imprimirse de la forma mas adecuada a partir de la
sefial digital almacenada. Los célculos necesarios para obtener resultados cuantitativos se
ejecutan directamente, permitiendo la elaboracion inmediata de un informe" %3,

C. Forma de un Pico Cromatogréfico

El examen del pico de un cromatograma (figura 5), revela una semejanza con las curvas
de error normal o gaussianas, la cual representa un pico cromatografico ideal.

En este pico gaussiano, la anchura en varios niveles de su altura, se puede relacionar con
la desviacion estandar (o). En la figura 5, se ilustra una manera sencilla de deducir ¢ a
partir de un cromatograma experimental. Se trazan las tangentes en los puntos de
inflexion a los dos lados del pico cromatografico (d), y se extienden para formar un
triangulo con la linea base del cromatégrama. De manera relativa en casi un 96% del area
bajo la curva de un pico gaussiano se encuentra dentro del intervalo comprendido entre
mas y menos dos desviaciones estandar (tc) alrededor de su maximo (c). Asi las
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intersecciones, tienen lugar a una distancia del maximo aproximadamente +2¢ y W =4ag,
donde W corresponde a la base del triangulo (b).

Mientras que 2.354¢ representa un medio de la altura del pico (a). A partir de esto se

obtiene:

Donde:

Amplitud

0124 1 (b)

l'J" A
g= N=|=L
s
t,= Tiempo de retencion.

N = Nimero de platos tedricos que contiene la columna.
o = desviacion estandar.

4
H ,r(-p— (d)
1.000 4+ AR
' ) |
0.607 + (c) W =20
0.500 + {a) wh=2.35%0

LR
=

-
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
Ancho del Pico ((7)
Figura 5. Esquema de un Pico Cromatégrafico ideal.

A medida que aumenta N, los picos son mas estrechos y por lo tanto la columna serd mas
eficiente. Pero como N también depende de la longitud de la columna (L), se emplea otro
parametro que se llama altura del plato tedrico (H), que mide su eficiencia por unidad de

longitud" -

H=L
N
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D. Adecuabilidad del Sistema

La adecuabilidad del sistema forma parte de los métodos de cromatografia (HPLC). Se
emplean para comprobar que la resolucion y la reproducibilidad del sistema
cromatografico son aptas para realizar una corrida cromatografica. Para estos ensayos se
considera que el equipo, las operaciones analiticas y las muestras a ensayar constituyen
un sistema unico que puede evaluarse como tal.

Los parametros de aptitud del sistema se determinan para el pico de la sustancua a
menos que se especifique de otro modo en la monografia correspondiente.

Si es necesario, pueden realizarse ajustes en las condiciones operativas para cumplir con
los requisitos de aptitud del sistema, entre ellos, las proporciones de los componentes de
la fase movil y la velocidad de flujo.

Para evaluar si se cumplen los requisitos de adecuabilidad del sistema se realizan
inyecciones repetidas de un estandar, empleada en la valoracién u otra solucidn estandar.
A menos que se especifique de otro modo en la monografia correspondiente, para calcular
el % del coeficiente de variacion (% CV), se emplean los datos de cinco a seis inyecciones
repetidas del estandar. El % del coeficiente de variacion, se calcula segun la formula

siguiente:
% CV = [100 MZ —~
X N-1

Las pruebas de adecuabilidad es una parte integral de muchos procedimientos analiticos.
Los paramelros de prueba de adecuabilidad del sistema, mas importantes no se limitan a
los siguientes®’

1. Altura del Pico Cromatografico.

La altura de un pico cromatografico se obtiene uniendo las lineas base a cada lado del
pico por una linea recta, y midiendo la distancia perpendicular desde esta linea al pico. Es
importante considerar, sin embargo, que las alturas del pico estan inversamente
relacionadas con las anchuras del pico (Ver figura 5). Por ello, con las alturas del pico se
obtienen resultados exactos solo si las variaciones en las condiciones de la columna no
alteran el ancho del pico durante el tiempo necesario para obtener los cromatogramas de
la muestra y de los estandares. Las variables que deben controlarse estrechamente son la
ge;nperatura de la columna, la velocidad de flujo y el volumen de inyeccién de la muestra "

2. Area del Pico Cromatografico.
El area del pico es independiente de los efectos del ensanchamiento del pico debido a las
variables que se han mencionado, las areas son un parametro analitico mas adecuado

que las alturas del pico, sin embargo esta condicionada por el volumen de inyeccion de la
muestra™
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3. Tiempo de Retencion del Pico Cromatografico.

El tiempo de retencion que transcurre después de la inyeccion de la muestra, para que el
pico del analito alcance el detector se denomina tiempo de retencion y se le da el simbolo
tr. Es caracteristico de un soluto dado, siempre y cuando se conserven las mismas
condiciones de operacion.

El tiempo de la retencién (tg), es una de las medidas mas faciles de realizar y seguir en
una corrida cromatografica. La reproducibilidad del tiempo de retencion, es un parametro
de desempeno del equipo, principalmente de la columna, el sistema de entrega de
solvente y la temperatura de la columna. Por otro lado, el sistema de datos utiliza el
tiempo de retencion para identificar picos; es decir, los picos que se encuentran fuera del
intervalo del tiempo de retencion no son reportados por el sistema de datos. Sin embargo,
el tiempo de la retencion, por si mismo, no es importante y puede variar de un instrumento
idéntico a otro.

En la figura 6, se representa un cromatograma, donde se muestra el tiempo de retencion,
de dos picos cromatograficos (pico 2y 3) "%,

tRi |

rn.Z |

Unidades de Absorbancia (AU)
1

L] T
36 42 43 54 &0
Tiempo (min)

00 06 12 18 24 30

Figura 6. Esq de un Cr
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4. Platos Tedricos.

El nimero de platos tedricos N, es una medida de la eficiencia de la columna. Para los
picos gaussianos, se calcula por la formula siguiente:

N=16[—‘—]'
W

7
N=554]
W

en la cual t es el tiempo de retencién de la sustancia, W es el ancho del pico en su base,
obtenido al extrapolar los lados del pico con la linea de base y t' es la diferencia entre el
tiempo de retencion de la sustancia y el tiempo de elucién de una sustancia que no es
retenida (tiempo muerto). El ancho maximo a media altura, W, es obtenido directamente
por integradores electrénicos. El valor de N depende del analito, asi como de las
condiciones oeerativas, como por €j., la fase movil, la velocidad de flujo, la temperatura y

la columna"®’,

5. Resolucion.

La resolucion R, es una funcion de la eficiencia de la columna N, y se especifica para
asegurar que las sustancias que eluyan muy cercanas se resuelvan entre si y para
asegurar que los estandares internos se resuelvan de las sustancias a ensayar. La
eficiencia de la columna puede especificarse también como un requisito de adecuabilidad
del sistema, especialmente si hay un solo pico de interés en el cromatograma, sin
embargo, el valor aislado de eficiencia no puede asegurar la resolucion para el sistema en
estudio. La eficiencia de la columna es una medida de la agudeza de los picos, importante
para detectar componentes en baja concentracion.

Para la separacion de dos sustancias en una mezcla, la resolucién, R, es determinada por
la formula siguiente:
t,—1,

R=

S v -w,)

Donde: t; y t; son los tiempos de retencién de los dos componentes y W, y W, son los
anchos de la base de los picos correspondientes, obtenidos al extrapolar los lados con la
linea de base"®’.

6. Factor de Capacidad
El factor de capacidad k', estd relacionado con el coeficiente de distribucion de la

sustancia a ensayar entre ambas fases. El factor de capacidad depende de la naturaleza
quimica de la sustancia; del &rea, naturaleza y cantidad de fase estacionaria; de la
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temperatura de la columna y la velocidad de flujo de la fase mévil. Cada sustancia tiene un
factor de capacidad caracteristico para un conjunto especifico de condiciones
experimentales. La separacion cromatografica solo se produce si las sustancias
involucradas poseen diferentes factores de capacidad. El factor de capacidad se calcula
por la formula siguiente:

K'= In—lo

Iy

Donde: t, es el tiempo requerido para que la sustancia a ensayar eluya a través de la
columna (tiempo de retencion) y t, es el tiempo de elucién de una sustancia que no es
retenida (tiempo muerto) %7,

7. Factor de Asimetria.

El factor de asimetria F, es una medida de la simetria del pico, es 1 para los picos
perfectamente simétricos y su valor aumenta a medida que la asimetria es mas
pronunciada. En algunos casos, pueden observarse valores menores de la unidad. Como
consecuencia de la asimetria del pico, la integracion y la precision se tornan menos
confiables.

El factor de asimetria se calcula por la formula siguiente:

_Woos
2f
Donde: W05 = ancho del pico al 5% de altura
f = es la distancia entre el borde simétrico del pico y el centro del mismo
medida al 5% de la altura.

Estos datos se obtienen a partir de Inyecciones repetidas del estandar u otras soluciones
segun se especifique en la monografia correspondiente’ 7.
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E. Calificacion de Equipos

La calificacién de equipos es un proceso formal que provee evidencia documentada de
que un equipo funciona correctamente, para el propdsito requerido y guarda un estado de
mantenimiento y calibracién consistente para su uso.

La calificacion de equipos consiste de una serie de verificaciones y pruebas efectuadas
sobre el equipo con la finalidad de asegurar que el mismo cumple con las especificaciones
de disefo, instalacion, operacién y que todas las operaciones futuras seran confiables y
estaran dentro de los limites de operacion especificados. De esta manera se pueden evitar
problemas en el funcionamiento de los equipos y sus posteriores repercusiones sobre la
calidad del producto elaborado. Todas las actividades a desarrollar durante la calificacion
del equipo deben ser planeadas, aprobadas y documentadas en protocolos de calificacion,
los cuales serviran como guia de los pasos a seguir®* '

La calificacion de equipos es dividida en cuatro etapas: Calificacion de Disefio (DQ),
Instalacién (1Q), Operacion (0Q) y Desempeiio (PQ). El rol de cada etapa es resumido en
la siguiente figura:

" . . Define las Especificaciones del Equipo y los
Calrﬁwu(d;;)e Dissfio D con el fin de realizar una desicién en

la seleccién del equipo.

Establece que el equipo es recibido como es
- . d:seﬂaoo y especificado, que es
Calificacion de > instalado en el ambiente
Instalacion (1Q) “seleccionado, y que este ambiente es
l adecuado para la operacién del equipo.
¥ : Elprocesodundesedmueslraqueunequpn
Calificacion de ’
¢ 3 3 de acuerdo a I.a espeaﬁmon
Operacion (0Q) 1 en el ambi
: : Esel roceso de demostrar que un equipo se
Calificacion de i de doa Ms
Desempefio (PQ) apropiadas para su uso de rutina.

Figura 7. Proceso de Calificacién de Equipos.

La calificacion de equipos provee evidencia importante de que un equipo se desempefia
satisfactoriamente y este se encuentra dentro de los fines de cada compania
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farmacéutica. Sin embargo, la calificacion de equipos es una parte de las actividades que
contribuyen a demostrar el aseguramiento de la calidad de los datos, entre otros factores
que deben ser considerador se encuentran: la validacion de métodos analiticos, pruebas
de adecuabilidad del sistema y verificacion del control de calidad de los datos® ™.

La documentacién que se genera en la calificacion de equipos debe cumplir con los
siguientes lineamientos (enunciativos mas no limitativos):

Toda la documentacion debe ser escrita en espaniol, impresa en un medio que asegure su
legibilidad, empleando vocabulario sencillo, indicando el tipo, naturaleza, propésito o uso
del documento. La organizacion de su contenido sera tal que permita su facil compresion.

Todos los documentos maestros deben incluir: titulo, tipo de documento, paginacién, fecha
de emision, nombre, firma y posicion dentro de la empresa de las personas que
elaboraron, revisaron y autorizaron el documento.

Los documentos destinados al registro de datos durante el proceso deben ser disenados
con suficiente espacio para los datos que habra de registrarse'" ' '* ',

Por otro lado, la SSA a través de la NOM-059-SSA1-1993, establece los lineamientos y
requisitos para la fabricacion de medicamentos en México, sin embargo, en la norma no
se define de manera clara el término calificacion, asi como los lineamientos a seguir en la
calificacion de equipos, Unicamente se menciona de manera textual las siguientes
secciones de la norma:

En la seccién 7. Documentacion legal y técnica, aparatado 7.5 “Se debe contar con los
registros de los resultados analiticos de materias primas, material de acondicionamiento y
producto terminado, asi como la documentacion que avale los resultados del laboratorio
de control conforme a los requerimientos de las buenas précticas de laboratorio™"".

En la seccion 9.11 Validacion, apartado 9.11.4 “Los sistemas criticos y equipos de
produccion y acondicionamiento deben ser calificados de acuerdo a protocolos que tomen
en cuenta su disefio, construccion, instalacion y operacion’ .

En la seccion 10.5 Equipo automatico, mecanico y electronico, apartado 10.5.2 “Con e/ fin
de asegurar la exactitud de los datos manejados por estos sistemas, se debe implementar
un sistema de proteccion de los mismos para evitar modificaciones a las formulas o
registros efectuados por personal no autorizadd” y el apartado 10.5.3 “Se debe mantener
un respaldo en copias fieles, cintas o microfilms de toda /a informacion archivada en las
computadoras o los sistemas relacionados, para asegurar que la informacion emitida por
eslos sistemas es exacla, completa y que no existen modificaciones inadvertidas’ "'

Sin embargo, en la NOM-059-SSA1-1993 no es un requerimiento presentar la

documentacion relacionada a calificacion de equipos analiticos de laboratorio. Ya que el
enfoque de la norma es netamente hacia el area de produccion (manufactura).
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1. Calificacion de Disefo (DQ).

Define las especificaciones del equipo y detalles de la decisién concisa para la seleccion
del proveedor. El DQ es la parte de planeacion del Proceso de Calificacion de equipos, y
es enfocado frecuentemente, como parte del proceso de compra de un equipo nuevo. La
Calificacion de disefio es una actividad para especificar los requerimientos funcionales y
operacionales que son requeridos por el usuario de acuerdo al proceso. Asi mismo, no se
limita a estas especificaciones, también es requerido que los fabricantes o proveedores
tengan el soporte para actividades de instalacion, servicio y entrenamiento & % ' 2

El documento no se limita al contenido de las siguientes secciones:

= Uso del Sistema y Descripcion: En este apartado se da una referencia de las
necesidades, y cuales son las razones por las que es requerido el equipo.

= Especificaciones de Requerimientos de Usuario: Se deben documentar los
requerimientos generales, con los que debera cumplir el equipo, para cubrir las
necesidades especificas del usuario.

= Especificaciones de Requerimientos Funcionales y/o Operacionales: Se deben
documentar todas las especificaciones funcionales y operacionales requeridas, que
debe ser capaz de desarrollar el equipo, de acuerdo a las necesidades del proceso.

2. Calificacion de Instalacion (1Q).

Establece que el equipo es recibido como es disenado y especificado, que es
apropiadamente instalado en el ambiente seleccionado, y que este ambiente es adecuado
para la operacion del equipo, y algunas veces incluye una respuesta al encendido inicial,
aunque también puede ser incluido como parte del OQ.

La calificacion de la instalacion (IQ), es la segunda etapa de la calificacion. Las
actividades especificas de la instalacion, no se limitan a: incluir el equipo dentro del
programa de mantenimiento, asignar una identificacién Unica, etiquetandolo y creando un
registro. Poslenormente los proveedores deben realizar la instalacion y ejecucion de los
protocolos®*

Las actividades y la documentacion asociada con el IQ no se limita a la siguiente:

= Descripcion del Equipo o Sistema. Provee una descripcion general del equipo. Pueden
ser usados dibujos y diagramas cuando sea apropiado. Si en un sistema complejo,
debe darse una descripcién de cada modulo que lo conforma.

= Recepcion del Equipo o Sistema. Asegurar que el equipo, software, manuales,
refacciones, y algun otro accesorio que este asociado al equipo, como es especificada
la orden de compra sea recibidos y se encuentren sin algun dafio visible.

= Reguerimientos del Sitio de Instalaciérr. Verificar que el sitio de instalacion sea
adecuado a los requerimientos ambientales especificados por el fabricante. Dentro de
las consideraciones importantes se encuentra la superficie, requerimientos eléctricos,
humedad y temperatura ambiental.
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= Ensamble e instalacior. El ensamble e instalacion del equipo, debe ser realizado por
el proveedor y son los encargados de establecer y/o recomendar las pruebas y guias,
para evaluar que el equipo se encuentre dentro de los pardmetros establecidos.

= [dentificacion de los Componentes. Provee la descripcion de cada componente del
sistema o equipo como son, marca, modelo, No. de serie, caracteristicas de disefio,
version del software, etc.

= Red y Almacenaje de Datos. Para equipos analiticos (provistos de un sistema de
computo), equipos que requieren conexion a red de datos y tienen la capacidad de
almacenar datos. Se debe conectar el equipo a la red y verificar su funcionalidad® %'

3. Calificacién de Operacion (OQ).

Verificacion que confirma los aspectos clave de desempefio en ausencia de que
contribuya a introducir efectos al método. Las pruebas de OQ aseguran que el equipo es
capaz de desempefarse dentro de los criterios de funcionamiento especificados, de
acuerdo a los rangos usados para todas las pruebas. La selemlon de pruebas de OQ se
basa en las bases tedricas, técnicas y el uso previsto del equipo *

Las actividades y la documentacion asociada con el OQ no se limitan a la siguiente:

= Verificacion de Operaciom. Tiene el objetivo de desarrollar el diagnostico inicial y
pruebas del equipo o de cada modulo después de la instalacion. En la obtencion de
resultados aceptables, debe proceder con las pruebas de operacion del sistema *'°,

= Pruebas de Operacion del Equipo. Las pruebas a desarrollar se deben enfocar, en las
funciones criticas del equipo, para verificar y comprobar que opera como es descrito
por el fabricante y como es requerido por el usuario. El usuario debe seleccionar los
parametros a probar, por lo que es requendo utilizar la informacién del proveedor—
vendedor para identificar estos parametros *

Las siguientes pruebas son criticas para la calificacion del sistema de cromatografia de
liquidos de alta resolucién, ver tabla 1.

4. Calificacion de Desempeno (PQ).

Verificacion documentada de que un sistema es capaz de desarrollar o controlar las
actividades del proceso requerido, de acuerdo a especificaciones escritas y pre-
aprobadas. La calificacion de desempefio involucra las pruebas del equipo usando el
método o andlisis especifico para asegurar que el método esta produciendo datos validos.
El PQ puede consistir de las pruebas de validacion del método, pruebas de adecuabilidad
del sistema, andlisis y tendencia de las muestras de control. EIl PQ complementa el OQ
por adicién de pruebas usando el método especifico. Los procedimientos de prueba del
PQ deben ser basados en la teoria, y dependiendo del método especifico usado * % ' 2,
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Tabla 1. Ejemplos de Pruebas para la Calificacion de Of ion para Sist HPLC.

Sistema Mdédulos Pruebas

» Exactitud de la velocidad de Flujo.
Sistema de Entrega | « Prueba de Proporcion de Gradiente.
de Solvente (Bomba). | «  Exactitud y Estabilidad de la Temperatura de la Columna.

Automuestreador +  Exactitud del Volumen de Inyeccion.

Cromatégrafo de * Prueba de Exactitud de la Longitud de Onda.

Liquidos de Alta | petector « Linealidad de Respuesta del detector.
Resolucidn.

+ Operacion del Software de Aplicacion Millenium™ version
3.20.

Software

Cromatogréfico

Creacion del Método de Proyecto.
Creacion del Método de Instrumento.
Secuencia de Muestras.

Creacion del Método de Proceso.
Generacion y Diseno de Informes.
Administracion de la Configuracién.

Dooo0o0O0

Las actividades'y la documentacion asqciada con el PQ no se limita a la siguiente:

Verificacion de Desempeno. Se debe desarrollar una prueba o serie de pruebas para
verificar un desempeno aceptable del equipo para el uso destinado. Las pruebas de PQ
son usualmente basadas en la aplicacion tipica requerida en el sitio usuario. Algunas
pruebas pueden parecerse a las realizadas en el OQ, pero los criterios de aceptacion para
estos resultados pueden ser diferentes si es requerido, ver tabla 2.

Las pruebas de PQ deben ser desarrolladas independientemente de las pruebas analiticas
de rutina desarrolladas en el equipo. Generalmente, también las pruebas del PQ, son
repetidas a intervalos definidos para documentar el desempeiio del ec!ui?o histérico y se
verifique que sigue encontrandose dentro de estado calificado'™ 161718 19.20.21.22

Tabla 2. Ejemplos de Pruebas de Calificacién de D fio para Si de Cromatografia.

Sistema Pruebas

Precision del tiempo de retencion del pico.
Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucién, Precision del rea del pico.

Precision de la altura del pico.

5. Re-Calificacion.

En general, un equipo experimentara una variedad de cambios durante su vida util. Estos
pueden variar desde el reemplazo rutinario de una parte simple, consumible, hasta
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cambios significativos que afectan el sistema completo. Los ejemplos de tales
circunstancias incluyen:

= Movimiento o re-localizacion del equipo.

= |nterrupcion de los servicios o suministros.

= Mantenimiento de rutina y reemplazo de refacciones

= Modificacion (p. ej. actualizacion del sistema o mejora)

= Cambio de las funciones de uso.

Cada vez que ocurran tales cambios, es esencial repetir aspectos relevantes del proceso
de calificacion original. Este procedimiento es ampliamente referido como re-calificacion.

El nivel de re-calificacion requerida dependera del alcance de los cambios y su impacto
sobre el equipo. En muchos casos, la re-calificacion puede ser realizada utilizando los
mismos protocolos de calificacion, revisiones y pruebas, los cuales fueron llevados a cabo
previo al uso rutinario del equipo. Sin embargo, la re-calificacién no es necesariamente
repetir todo el proceso. Pero es requerido cubrir el cambio realizado y re-calificar aquellas
partes (refacciones y/o accesorios, e(‘uipos acoplados, entre otros) del sistema, que
fueron afectados por dichos cambios® * 7.

6. Roles y Responsabilidades en la Calificacion de Equipos
a. Usuarios

Los usuarios son responsables por la operacion del equipo y la calidad de los datos
generados. El grupo de usuarios incluye analistas, sus supervisores, y el gerente del area.
Los usuarios deben ser entrenados en el uso de los equipos, y sus registros de
entrenamiento deben ser mantenidos como es requerido por las regulaciones.

Sus entrenamientos y habilidad en su uso hacen un grupo bien calificado para el propaésito
de las especificaciones y pruebas del equipo para una exitosa calificacion de equipos
analiticos.

Consultores, especialistas de validacion y el personal aseguramiento de la calidad puede
dar recomendaciones y asistir como sea necesario, en la calificacion de equipos'® 2.

b. Aseguramiento de la Calidad

El rol de aseguramiento de la calidad en la calificacion de equipos, permanece en la
verificacion del cumplimiento de algunas regulaciones. El personal debe entender el
proceso de calificacion de equipos. Finalmente, deben revisar el proceso de calificacion
de equipos para determinar si se encuentra dentro de los requerimientos regulatorios y se
debe verificar que la documentacion sea clara concisa y completa'® '2,

c. Fabricante

El fabricante es responsable del DQ cuando es disefado el equipo. Es también
responsable para la validacion del proceso relevante para manufactura y el montaje del
hardware para la validacion del software asociado con el equipo para el trabajo analitico.
Este debe proveer las funciones criticas de prueba escritas, usadas para la calificacion del
equipo y software en el sitio usuario.
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Finalmente, el fabricante debe notificar para conocimiento de todos los usuarios acerca de
los defectos del hardware y software descubiertos después de la liberacion del producto,
entrenamiento a usuarios, soporte de la instalacion, servicio de mantenimiento, calibracion
y partes reemplazables'® 2.

7. Aseguramiento de la Calidad de los Datos.

La calificacion de equipos ayuda a justificar el uso continuo del equipo, pero no asegura
por si solo la calidad de los datos generados. La calificacion de equipos es uno de los
cuatro elementos criticos de la calidad de los datos. La figura 8, muestra estos
componentes. La calificacion de equipos representa la base para la generacion de la
calidad de los datos, los otros componentes esenciales son los siguientes: validacion de
mélodo;:a gnaliticos. pruebas de adecuabilidad del sistema y verificacion del control de
calidad™ *“.

a. Validacion de Métodos Analiticos.

La validacion de métodos es el proceso para establecer que las caracteristicas de
desempefio sean adecuadas para la aplicacion buscada. La validacion de métodos
cromatograficos se realiza cuando:

= Antes de la introduccién en el uso de rutina.

= Cuando las condiciones del método validado han cambiado, por ejemplo un
instrumento con diferentes caracteristicas o0 muestras con diferente matriz.

= Cuando el método es cambiado, y los cambios estan fuera del alcance original del
método.

Para obtener resultados exactos, todas las variables del método deben ser consideradas,
incluyendo procedimiento de muestreo, preparacion de muestras, separacion
cromatografica, deteccion y evaluacion de datos, etc'™ '2.

b. Pruebas de Adecuabilidad del Sistema.

Tipicamente son realizadas, antes del desarrollo de métodos analiticos y del analisis
muestras, las pruebas de adecuabilidad del sistema verifican, que el sistema trabaja de
acuerdo a su desempefo esperado y dentro de las especificaciones del método,
asegurando que las pruebas se encuentren dentro de los limites permisibles'® ' 2,

c. Verificacion del Control de la Calidad.
La verificacion del control de calidad, se refiere al uso de muestras de control de calidad,
llamadas también muestras de concentracion conocida que son intermezcladas con las

muestras en estudio durante una corrida cromatografica. La finalidad es demostrar que el
método es desarrollado segun lo esperado.
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Asi mismo, algunas veces este concepto también es referido al mantenimiento y
calibracion del equipo de manera regular, para mantener el estado calificado del equipo,
mediante estandares de calibracién o de referencia, que correlacionan la respuesta del
equipo con un analito conocido en cantidad o cualidad'® ',

Verificacion del
Control de
Calidad

Pruebas de
Adecuabilidad del
Sistema
/ Validacién de Métodos Analiticos \
Calificacion de Equipos \

Figura 8. Los Componentes de la Calidad de los Datos.

8. Validacion Contra Calificacion

El termino validacion y calificacién son usados amplia y frecuentemente para trasmitir el
mismo concepto. Sin embargo, la validacion es una aplicacion orientada y relacionada o
un método de medicion especifico o aln proceso, mientras que la calificacion es orientada
aln equipo y debe ser relacionada primariamente a proveer evidencia del desempefio
satisfactorio de un equipo.

Los términos de validacion y calificacion frecuentemente son mezclados y muchas veces
combinados. La calificacion de equipos verifica que un equipo-sistema cumple con
especificaciones funcionales y de desempefio definidas previamente. Para la calificacion
de operacion, los estandares genéricos y las condiciones analiticas son usados mas que
las condiciones reales de las muestras que van a ser procesadas. La validacion relaciona
mas o intenta procesar las muestras reales, preparacion de muestras, analisis y
evaluacion de datos' 2.

a. Validacion de Procesos

La validacion es aplicada a muchos aspectos de la manufactura farmacéutica, incluyendo
servicios, equipo, sistemas, procesos y limpieza. En cada caso el objetivo es para reunir la
evidencia documentada, la cual provee un alto grado de aseguramiento que todas las
partes de las instalaciones son consistentemente correctas para el trabajo. Para un nuevo
equipo, la validacion ocurre de una manera prospectiva involucrando ambos usuario y
proveedor, y sigue una extensa progresion secuencial.

Segln los principios generales de validacion de procesos por la Food and Drug

Administration (FDA), la validacion de procesos se define como "establecer una evidencia
documentada que proporciona un alto nivel de garantia de que un determinado proceso
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producird consistentemente un producto clue se ajuste a las especificaciones y a los
atributos de calidad definidos para é|" '% 2242,

b. Validacion de Sistemas Computarizados.

Un rango extenso de sistemas incluye pero no se limitan a equipo de manufactura, equipo
de laboratorio computarizado, control de proceso, ejecucion de manufactura,
administracion de la informacion de laboratorio, planeacion de los recursos de
manufactura, administracién de datos de pruebas clinicas y administracion de la
documentacion de sistemas.

Los sistemas computarizados consisten de hardware, software y componentes de red
junto con las funciones controladas y la documentacion asociada. Los sistemas
computarizados son algunas veces referidos a sistemas automatizados.

El incremento de uso de sistemas computarizados en la industria farmacéutica en las
ultimas décadas ha requerido incrementar los esfuerzos en la validacion del software y el
hardware. La validacion de sistemas computarizados estd enfocada a los principios
utilizados en la validacion de procesos o métodos analiticos. Hoy en dia las inspecciones
oficiales en las companias farmacéuticas se concentran cada vez mas y mas en la
validacion de sistemas computarizados con base en las GMP. Diversas guias e
interpretaciones de estas guias existen, pero no hay alguna que este disponible y detalle
todos los aspgzsctos a considerar para validar los sistemas computarizados para todos los

paises'? 26.2/.28,

Diferentes definiciones existen del término sistema computarizado. La definicion de la
comunidad europea de un sistema computarizado, es la siguiente:

Sistema computarizado: un sistema incluye las entradas de datos, procesamiento
electronico y la salida de la informacion a ser usada para reportes o control automatico.

Sistema computarizado (USA, PDA): es definido por un sistema de computadora puro y la
funcién controlada. El sistema de computadora incluye hardware y software. La funcion
controlada es el equipo o puede ser una operacion la cual no requiera otro equipo de
hardware en el sistema de computadora. Esta definicion de sistema computarizado es
ilustrada en la figura 9.

| =1
e

Sisterna de Computo Funcitn Controlada

Figura 9. Sistema Computarizado.

La validacién de sistemas computarizados significa la validacién del sistema de computo y
el proceso de produccion controlado. La validacién de computadoras en la industria
farmacéutica es un campo nuevo, por lo que hoy en dia es dificil encontrar una base
concreta en las guias® 2 ¥,
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Las regulaciones mas sobresalientes se encuentran concentradas en la comunidad
europea, Estados Unidos y Suiza.

La validacion hoy en dia debe llevarse paralelamente con el desarrollo del sistema. Esto
representa una ventaja al realizar una conexion entre la validacion y el desarrollo del
sistema, y sigue un esquema de cambios razonable en la aprobacion. El orden a seguir
para administrar las actividades necesarias para producir un sistema validado, es
recomendable que los proveedores sigan un sistema de administracion de la calidad
formal. Hoy en dia hay muy pocas metodologias disponibles para la validacion de
sistemas computarizados. Solo se mencionara el Modelo-V que manejan las guias
GAMP4, esta metodologla debe ser desarrollada para describir el procedimiento de
validacion 22 2728.%

Requerimientos de  [4——— - —Verificg——— | PQ

oQ

Figura 10. Modelo-V.

Especificacion de Requerimientos de Usuario.- describe que es lo que el equipo o sistema
debe hacer, y por lo tanto normalmente debe ser escrito por el usuario. El documento de
especificacion de requerimientos de usuario puede ser enviado a los proveedores como
parte del proceso de seleccion del vendedor. Esta version debe incluir todos los
requerimientos esenciales, y de ser posible prioritizar los requerimientos de configuracion
deseables'?

Especificaciones Funcionales.- Este es normalmente escrito por el proveedor y describe
las funciones detalladas del equipo o sistema. Una version inicial de las especificaciones
funcionales debe ser producida como parte de la respuesta del proveedor.

Especificaciones de Disefo.- documentan como un sistema es construido.

Compra del Sistema.- Una vez seleccionado el vendedor con base al cumplimiento de los
documentos anteriores se compra el sistema.

1Q, OQ, PQ.- El IQ es ligado a las especificaciones de disefio y verifica que el sistema este
correctamente instalado y el OQ verifica que opera como es especificado. El OQ también
esta ligado a las especificaciones funcionales y prueba la operacion correcta de todas las
funciones especificadas. El PQ esta ligado a las especificaciones funcionales del usuario,
y verifica que se cumpla con estas'* >
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c. Validacion del Software

El software de un sistema puede ser analizado y categorizado. Estas categorias del
software deben ser evaluadas utilizando la evaluacion de riesgos (Risk Assessment) y la
evaluacion del proveedor, para determinar la estrategia adecuada de validacion.

Las categorias son basadas en el incremento del riesgo del sistema para fallar, y se
clasifican como sigue:

Categoria 1: Sistemas Operativos.- Sistemas operativos disponibles comercialmente. Las
aplicaciones son desarrolladas para correr bajo el control de estos sistemas operativos.
Los sistemas operativos establecidos no son sujetos a una validacion especifica; porque
sus caracteristicas son funcionalmente probadas e indirectamente retadas durante las
pruebas de la aplicacion. Ejemplos incluyen: UNIX, Windows NT, etc.

Categoria 2: Firmware.- La combinacién de un dispositivo de hardware e instrucciones
programadas que son almacenadas en una unidad de memoria de solo lectura. La
instrumentacion y controladores frecuentemente cuentan con un firmware. Ejemplos
incluyen: Balanzas, Tituladotes, Potencidometros, etc.

Categoria 3: Paquetes de Software Estandar: Software comercialmente disponible,
paquetes de software estandar, que provee una solucién comercial (‘off-the-shelf’) para un
negocio o proceso de manufactura, el paquete no es configurable. Ejemplo incluyen:
paquetes de analisis estadistico, software para instrumentos de laboratorio.

Categoria 4: Paquetes de Software Configurable: Los paquetes de software configurables
proveen interfaces estandar y funciones que permitan la configuracion especifica de los
usuarios. Esto involucra la configuracién predefinida de los médulos del software y la
posibilidad de personalizarlos. Ejemplos de paquetes categoria 4 incluyen los sistemas de
control distribuido (DCS), Paquete de Supervision de control y adquisicion de datos
(SCADA), Sistemas de ejecucion de manufactura (MES) y LIMS.

Categoria 5: Software Personalizado: Estos sistemas son desarrollados de acuerdo a
necesidades especificas de una compania. El desarrollo personalizado puede ser un
sistema completo o algin componente adicional de un sistema existente.

La validacion de software es realizada por el dasarrollador del sistema, siguiendo alguna
metodologia de ciclo de vida de sistemas'> 227 28.31. 32

9. Plan de Validacion.

En la industria farmacéutica se recomienda ampliamente que la validacion sea
considerada como parte integral de todos los proyectos apropiados como sea posible para
programar y asegurar que las etapas necesarias tienen que ser realizadas durante cada
fase del proyecto. Donde la planeacion del proyecto, utiliza una metodologia de validacion
de ciclo de vida para sistemas relacionados a computadoras la cual provee las bases para
realizar un plan del proyecto de validacion.
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El propdsito de un plan del proyecto de validacion es para identificar los sistemas a ser
incluidos y el procedimiento a ser seguido en el proyecto de validacion especifico. Los
procedimientos descritos en el plan del proyecto de validacién deben ser consistentes con
las politicas establecidas y las referencias apropiadas, PNO. Un propésito importante del
plan del proyecto de validacion es para establecer responsabilidades especificas y
expectativas para cada tarea de la validacion.

En esta seccion un ejemplo del entorno presentado con las formas pertinentes, hojas de
trabajo, e informacion para asistir en los detalles del proceso de validacion presentadas
para la implementacién de un plan del proyecto de validacion.

El formato de la documentacion de un plan del proyecto de validacién debe ser
consistente, propio de cada compania. Los encabezados y los pies de pagina deben
incluir un espacio para el nombre de la compania, el nombre del proyecto, fechas,
designaciones, numeros de revision, numeros de pagina, y los nombres de los
responsables, departamento, y firmas junto con los nombres de los revisores,
departamento, y firmas. Los titulos pertinentes, nombres de prueba, instrucciones,
referencias, texto, y comentarios deben ser incluidos en el cuerpo principal de las paginas
de los documentos, datos detallados, y resultados de prueba en una manera clara, que es
Ibgica y facil para leer '%2*
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[l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la industria farmacéutica, la funcién principal del laboratorio de control de calidad, es
realizar pruebas y ensayos para acreditar y documentar que un medicamento, cumple con
los requisitos y especificaciones establecidas y aprobadas de manera uniforme. Estos
resultados obtenidos son confiables, exactos y precisos, si se tiene evidencia
documentada de la calificacion de equipos, validacion de métodos analiticos, pruebas de
adecuabilidad del sistema y la verificacion del control de calidad, en las pruebas
cromatograficas. Estos resultados, permiten elaborar conclusiones sobre la calidad de los
productos y servir como base adecuada para cualquier accion administrativa o legal que
se deba tomar, de ahi la importancia de confirmar que el sistema de laboratorio que
genere estos resultados, demuestre que va a funcionar de acuerdo a especificaciones
predeterminadas antes de utilizarlo para su fin destinado.

Por lo anterior, es indispensable el desarrollo y aplicacién de una estrategia de calificacion
a un sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucién, que incluya las pruebas
criticas a ser desarrolladas, para demostrar que el equipo genera resultados confiables,
exactos y reproducibles. Por lo que se proponen algunos lineamientos a seguir para llevar
acabo la seleccién adecuada de equipos de cromatografia de liquidos (DQ), que permitan
instalar ef sistema en el ambiente operativo (IQ), verificar y comprobar que opera cada
parte del sistema de manera satisfactoria (OQ) y a partir de estas etapas previas, evaluar
el desemperfio del sistema total (PQ), mediante la integracion de cada parte que compone
el sistema, a través del disefio, elaboracién y ejecucion de protocolos de calificacion.

lll. HIPOTESIS

Al instalar el sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucién en el ambiente
operacional, y comprobar que cada médulo opera de acuerdo a especificaciones
predeterminadas, al desarrollar una prueba de integracion del sistema total (corrida
cromatografica), los resultados generados deben encontrarse dentro de los criterios de
aceptacion para la reproducibilidad de los tiempos de retencion, altura y area del pico; de
los estandares de acido benzoico, metilparabeno y propilparabeno; con lo que se asegura
que el sistema genera resultados confiables, exactos y reproducibles.

IV. OBJETIVOS
A. Objetivo General
* Desarrollar la Calificacion de un Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion
(HPLC), para asegurar que el sistema genera resultados confiables, exactos y
reproducibles.
B. Objetivos Particulares
= Desarrollar una Estrategia de Calificacion de un Sistema de Cromatografia de

Liquidos de Alta Resolucién.
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= Desarrollar la Calificacion de Disefio (DQ), de un Sistema de Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion a partir de sus caracteristicas criticas.

= Desarrollar las pruebas criticas de Calificacion de Instalacion (1Q), de los
componentes del Cromatografo de Liquidos de alta Resolucién.

= Desarrollar las pruebas criticas de Calificacion de Operacién (0Q), de los
componentes del Cromatdgrafo de Liquidos de alta Resolucion.

= Desarrollar una prueba que integre el desempeno del sistema total a traves de la

Calificacion de Desempefio (PQ), de los componentes que conforman el
Cromatoégrafo de Liguidos de alta Resolucion.

V. DISENO DE LA INVESTIGACION

A. Tipo de Estudio

1. Comparativo.
El desarrollo y ejecucién de pruebas 1Q y OQ para software, hardware y moédulos del
sistema HPLC (cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucién), son del tipo comparativo, ya
que estas pruebas son enunciados que tnicamente son verificados con respecto al diseno
y construccion del sistema.

2. Experimental.
El desarrollo y ejecucion del OQ y PQ es del tipo experimental, el desarrollo de pruebas y
los resultados obtenidos, estan comprendidos en un intervalo especifico, pero estos son
obtenidos mediante el control de las variables que puedan afectar al desarrollo de una
corrida de prueba cromatografica.

3. Prospectivo.
El desarrollo y coleccién de datos se va a realizar en los protocolos de prueba que van a
ser generados; asi mismo, la instalacién y operacién del sistema va a ser implementada

para poder generar datos y evidencia de que el sistema ha sido instalado y opera de
acuerdo a especificaciones predeterminadas.

VI. POBLACION:
A. Componentes del Sistema de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién.
1. Automuestreador 717 Plus

El automuestreador 717 Plus inyecta muestras dentro del sistema de Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion. El automuestreador, puede ser utilizado como una unidad
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estacionaria Unica o como un componente en un sistema HPLC basado en una interfase
IEEE-488.

2. Sistema de Entrega Multisolvente 600E

El modulo Waters 600E, es un sistema de entrega multisolvente para cromatografia de
liquidos de alta resolucion. Su funcion principal es el mezclado de las fases o eluentes
colocados en el reservorio, y va a proporcionar el movimiento de la muestra dentro del
sistema para su separacién y cuantificacion.

3. Detector de Absorbancia 2487 doble A.

El Detector de absorcion Waters 2487 doble A, es un detector ultravioleta/visible (UV/Vis)
ajustable de dos canales disefado para aplicaciones de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC). El Detector de absorcion Waters 2487 doble A funciona de 190 a 700
nm.

4. Software Millenium® Versién 3.20

El software Millenium®? ofrece una interfaz grafica basada en iconos para adquirir,
procesar, administrar y presentar los datos cromatograficos de la base de datos
Millenium®. El software millenium® es compatible con windows 98 y windows NT. El
sistema windows permite tener abiertas varias ventanas al mismo tiempo. El sistema
windows y multitarea le permiten ver la adquisicion de datos de un ciclo de analisis en
tiempo real mientras se calculan los resultados de los datos adquiridos anteriormente, o se
ajustan los parametros de integracion de cualquier inyector anterior.

5. Hardware del Sistema de Cémputo.

El sistema de coOmputo esta formado por un ordenador que ejecuta el software Millenium™?
y la base de datos Millenium®2. La configuracion del hardware es una estacion de trabajo.

La estacién de trabajo Millenium® es un ordenador personal de uso individual e
independiente. Incluye una tarjeta de interfase busLAC/TM, una tarjeta de interfase de 8
puertos en serie y/o puerto COM y una base de datos local que soporta el software de
aplicacién cromatografica Millenium®2.

La estacioén de trabajo incluye:

* Ordenador PentiumTM Millenium®? (incluye la tarjeta busLAC/E Waters, la tarjeta
con 8 puertos en serie, y/o un puerto COM).

= Software de Aplicacion Millenium®.

= Sistema Operativo Windows NT.

La tarjeta busLAC/E es un microprocesador basado en una tarjeta de interfase que
permite al software Millenium®? para comunicar con los instrumentos cromatograficos. La
tarjeta transmite los comandos del software Millenium™?, para los detectores,
automuestreadores, bombas, y otro aparatos que tienen conexion IEEE-488. Los datos de
los moédulos son ‘trasmitidos a través de la tarjeta busLAC/E a la computadora para su
andlisis.
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VIl. METODOLOGIA
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VIIl. RESULTADOS

Los resultados para la calificacion del cromatografo de liquidos de alta resolucion son
organizados de la siguiente manera:

En el apéndice Il se presenta el documento generado para la Calificaciéon del Disefio del
Cromatégrafo, donde se describen los reguerimientos de wusuario y algunas
especificaciones funcionales y operaciones del equipo.

En el apéndice Ill se presenta el documento generado para la Calificaciéon de Instalacion
del Cromatdgrafo, donde se documento la recepcion del sistema, sitio de instalacion,
conexiones e identificacién de los componentes del sistema de cromatografia de liquidos.

En el apéndice IV se presenta el documento generado para la Calificacion de Operacion
del Cromatografo, donde se documentaron las pruebas de encendido e inicio de cada uno
de los modulos cromatograficos y las pruebas operativas requeridas para verificar su
funcionamiento.

En el apéndice V se presenta el documento generado para la Calificacion de Desempefio
del Cromatdégrafo, donde se documentaron las pruebas operativas realizadas al software
cromatografico y la prueba de desempeno del equipo.

A continuacién se resumen los resultados mas relevantes de los protocolos de calificacion:

A. Calificacién de Instalacion

Tabla 3. Resumen de resultados de las pruebas de calificacién de instalacion del sistema de cromatografia.

Referencia Prueba Criterio de Aceptacion Resuitado
de Prueba
3. Recepcion del sistema. Los componentes del sistema HPLC se
encuentran sin dafo fisico, completas y Cumple
de acuerdo a las caracteristicas previstas.
4. Requerimientos del sitio de Cumple con lo requerimientos de! sitio de
instalacion. instalacion, ambientales, eléctricos y Cumple
servicios.
5. Verificacion de ia instalacion Los componentes del sistema HPLC
de las conexiones del sistema. | estan instalados con base en el
S o Cumple
cumplimiento de los criterios de
aceptacion.
6. Identiticacion de tos Documentacién de las caracteristicas de
componentes del sistema de diseno e identificacion de los
cromatografia de liquidos de componentes del sistema de entrega Cumple
alta resolucion. multisolvente 600E, 2487 doble A,
automuestreador 717Plus y el sistema de
computo.

'
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B. Calificacién de Operacién

acion del sistema de cromatografia.
Criterio de Aceptacién

Tabla 4. Resumen de resultados de las pruebas de calificacion de ope
Referencia
de Prueba

Resultado

2. Premrequisitos. Los componentes del sistema HPLC deben
estar instalados de acuerdo a los criterios de Cumple
aceptacion.
3.1 Inicio del software El software inicia correctamente al ingresar a
millenium™. la aplicacion y revisar la configuracion de los Cumple
instrumentos cromatograficos.
4.1 Encendido del sistema de El modulo inicia correctamente mediante el
entrega multisolvente 600E. | encendido y desarrollo de los autodiagnésticos | Cumple
de rutina.
4.3 Prueba de exactitud de la Exactitud de la velocidad de flujo Velocidad de flujo
velocidad de flujo. 1) 0.25 + 0.0025mL/ min. 1) 0.2515
2) 1.0 + 0.01mL/ min. 2) 1.0095
3) 2.5 + 0.025mL/ min. 3) 2.469
4) 5+ 0.05mL/ min. 4)5.043
Cumple
4.4 Prueba de Proporcion de Proporcion de Gradiente Lineas A/B Lineas C/D
Gradiente. 1) (Etapa inicial) 100% 1) 100% 1) 100%
2) (Etapa 1) 80 + 2% 2)81.7%  2)81.6%
3) (Etapa 2) 60 + 2% 3)61.4%  3)61.5%
4) (Etapa 3) 40 + 2% 4)4N.7% 4)41.8%
5) (Etapa 4) 20 + 2% 5)21.1% 5)21.2%
6) (Etapa 5) 0 + 2% 6)0.19% 6)0.17%
Cumple Cumple
5.1 Encendido del El modulo inicia correctamente mediante el
Automuestreador 717Plus. encendido y desarrollo de los autodiagnésticos | Cumple
de rutina.
5.2 Prueba de exactitud del Exactitud de la inyeccion Exactitud de la inyeccién
volumen de inyeccion. 1) 25pL + 0.5puL 1) 25.34pL
2) 50pL + 1.0pL 2) 50.62pL
3) 100pL + 2.0pL 3) 100.95pL
Cumple
Precisién de la inyeccién Precision de la inyeccion
4) 25uL < 0.5% CV 4) 0.43% CV
5) 50pL < 0.5% CV 5) 0.35% CV
6) 100pL <0.5% CV 6) 0.37% CV
Cumple
53 Prueba de exactitud y Exactitud de la temperatura Exactitud de la temperatura
estabilidad de la 1)15z1°C. 1) 15.32°C
temperatura. 2)25:1°C. 2)25.20°C
3)40:1°C. 3)40.22°C
Cumple
Estabilidad de la temperatura Estabilidad de la temperatura
1)1520.5°C. 1) 15.38°C
2)25+05°C. 2)25.33°C
3)40x0.5°C. 3) 40.36° C
Cumple
6.1 Encendido del detector 2487 | El modulo inicia correctamente mediante el
doble A. encendido y desarrolio de los autodiagnésticos | Cumple
de rutina.
6.4 Prueba de exactitud de la Exactitud de la longitud de onda del 257nm
longitud de onda. propilparabeno 256 + 2nm Cumple
6.5 Linealidad de respuesta del | Linealidad de respuesta 2.81% CV
detector. < 5% CV de la Sensibilidad Cumple
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C. Calificacién de Desempeno

Tabla 5. Resumen de resultados de las pruebas de calificacion de desempeiio del sistema de cromatografia.

Referencia
de Prueba

2.

Prueba

Prerrequisitos.

Criterio de Aceptacion

Los componentes del sistema HPLC
deben estar correctamente instalados y
las pruebas operativas cumplen las
especificaciones.

Resultado

Cumple

Operacion de! software
mitlenium®2.

El software cromatografico millenium“,
crea un proyecto, un método de
instrumento, una secuencia de muestras,
un método de proceso, genera y diseha
informes, respalda y recupera informacién
cromatografica y genera un audit trail
(registro de modificaciones).

Cumple

Pruebas de desempeno del
sistema de cromalografia de
liquidos de alta resolucion.

Estandar acido benzoico
Precision del tiempo de retencién
% CV<10

Precisién de las areas de!l pico
% CV<1.0

Precisién de la altura del pico
% CV<1.0

Estandar &cido benzoico
Precision del tiempo de retencion
0.1% CV

Precision de las areas del pico
0.2% CV .

Precisién de la altura del pico
0.2% CV
Cumple

Estandar de metilparabeno
Precisién del tiempo de retencién
% CV<1.0

Precision de las areas del pico
% CV <1.0

Precisién de la altura del pico
% CV<10

Estandar de metilparabeno
Precisiéon del tiempo de retencion
0.1% CV

Precision de las areas del pico
0.2% CV

Precision de la altura del pico
0.4% CV
Cumple

Estandar de propiiparabeno
Precision del tiempo de retencion
% CV<1.0

Precisién de las areas del pico
% CV <1.0

Precision de la altura del pico
% CV<1.0

Estandar de propilparabeno
Precision del tiempo de retencion
0.1% CV

Precisién de las areas del pico
0.6% CV

Precision de la altura del pico
0.2% CV
Cumple
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D. Estrategia de Calificacion de un Sistema de Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion.

Calificacion de Cromatografos de Liguidos de Ala Resolucion (HPLC).

v

Calificacion de Disefio (DQ)

v
I
Yy = 0 =y
Requerimientos de Usuario | Especificacion d.e Requenmientos
Funcionales
[ ]
Verfficacion de tos Componentes }47 Calificacion de Instalacion (1Q) ~—>| Instalacion en el Ambiente Adecuado |
v
. " N Calificacion de Operacion (OQ)
Calificacion de Desempeno (PQ) e Modulo Pardmetros Crilicos
Sistema de Entrega de Solvente
— Sistema de Bombeo . - " .
Exactitud y Precision de la velocidad de flujo
T Exactitud del Gradiente
Y
Automuestreador
e Automuestreador B
Precision y Exaclitud del Volumen de
Cromatografo de Liguidos de Alta Inyeccion

Resolucion

Reproducibilidad de Area { _
Reproducibilidad de Tiempo de Retencion ¥ Detector de Absorbandia UV/ VIS
Reproducibilidad de Alturas.

N Detector I Lineatidad de la Longitud de Onda
T Exactitud de la Longitud de Onda.
l
Yy
Horno de la Columna
le—] Accesorios EE—
y tud de la T
T
|
h 4
Software Cromatografico
«—| Sistemade Computo |- M
Verificacion de Op det
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IX. ANALISIS DE RESULTADOS

La calificacién de equipos de laboratorio es una parte importante e integral para asegurar
que un equipo o instrumento se desempena consistentemente durante su uso, ya que
para obtener resultados con un alto grado de aseguramiento de calidad, se debe contar
con equipos calificados, métodos analiticos validados, pruebas de adecuabilidad del
sistema y verificacion del control de calidad.

En la presente tesis fue realizada cada una de las cuatro etapas de la calificacién, desde
el DQ (Desing Qualification, Calificacion de Disefo), donde se especificaron los
requerimientos de usuario y los requerimientos funcionales/operacionales del sistema
HPLC, la intencién del DQ es asegurar la seleccién y compra adecuada de un equipo de
acuerdo a los requerimientos de las companias (cabe sefalar que el equipo ya habia sido
comprado, (ver apéndice |l, Protocolo de Calificacion de Diseno).

Posteriormente, se realizé el 1Q (Installation Qualification, Calificacién de la instalacion),
desde el desarrollo hasta la ejecucion del protocolo respectivo en el cual se verifico que
los componentes del sistema HPLC estan completos, sin dafios fisicos visibles y
comparados contra el disefio original (Ver tabla 3, referencia de prueba 3 y 6). Por otro
lado, se realizé la evaluacién de las condiciones del sitio de instalacion, cabe senalar que
el sistema ya se encontraba instalado (ver tabla 3, referencia de prueba 4). Finalmente se
verificd que las conexiones y servicios relacionados con el sistema, se encontraran
instalados de acuerdo con el proveedor/fabricante, para cumplir con los criterios de
aceptacién para su correcta operacion (ver tabla 3, referencia de prueba 5).

Por otro lado las pruebas realizadas en el OQ (Operational Qualification, Calificacion de
Operacion) a cada componente del sistema HPLC, fueron realizadas comenzando con la
respuesta inicial (encendido), con fa finalidad de verificar y asegurar que cada modulo
desarrolla el reconocimiento del sistema y los autodiagnésticos de rutina, segun lo
especificado por el fabricante, como parte de su buen funcionamiento (Ver tabla 4,
referencia de prueba 4.1, 5.1 y 6.1. Una vez realizadas estas pruebas se procedié a
realizar la prueba de exactitud de la velocidad de flujo en el sistema de entrega
multisolvente 600E, en la cudl se encontro que la bomba provee los caudales de fase
movil requeridos de manera exacta y precisa, contra la selecciéon realizada en el
controlador del sistema de entrega multisolvente (ver tabla 4, referencia de prueba 4.3).

Asi mismo, para este modulo se realizo la prueba de exactitud de gradiente, donde se
comprobo, que las cuatro lineas del sistema de entrega de solvente, son capaces de
proporcionar una mezcla de solventes de manera gradual, en un intervalo definido de
tiempo (ver tabla 4, referencia de prueba 4.4).

Estas pruebas son criticas para evaluar la correcta operacion del modulo de entrega de
solvente ya que puede afectar la reproducibilidad de los tiempos de retencién en los
resultados cromatograficos finales.

Para el Automuestreador 717Plus se realizd la prueba de exactitud y precision del
volumen de inyecci6n, para verificar que el inyector es capaz de introducir los volumenes
de muestra seleccionados por el usuario, de manera exacta y reproducible, obteniendo
resultados que comprueban su operacién adecuada (ver tabla 4, referencia de prueba
5.2).
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Para el horno de la columna, que por lo regular es un modulo individual, pero en este
caso, el horno de la columna se encuentra como parte del disefo del sistema de entrega
multisolvente 600E: la prueba realizada en este componente se fundamenta en verificar la
exactitud y estabilidad de la temperatura. Los resultados encontrados demuestran que el
horno de la columna es capaz de operar en la temperatura seleccionada por el usuario
(ver tabla 4, referencia de prueba 5.3).

Una operacion defectuosa del modulo de inyeccion de muestras puede afectar el area y la
altura de los picos cromatograficos, mientras que una exactitud pobre y mala estabilidad
de la temperatura del horno de la columna puede afectar los tiempos de retenciéon y
estabilidad de la muestra

Por ultimo, en el detector 2487 doble A, fueron desarrolladas las siguientes pruebas, la
prueba de exactitud de la longitud de onda y la prueba de linealidad del detector.

Para la primera prueba se realizdé un barrido de 190 a 600nm, utilizando un estandar de
(propilparabeno), de propiedades bien definidas, con la finalidad de comprobar, la
desviacion de la lectura de la longitud de onda en una banda de emisién o absorcién de la
longitud de onda de una banda conocida, de las sustancias que puedan ser detectadas
por esta propiedad (ver tabla 4, referencia de prueba 6.4).

Por otro lado, para la prueba de linealidad se utilizé el propilparabeno a diferentes
concentraciones, para verificar que el detector es capaz de detectar el analito de interés a
diferentes concentraciones y ser capaz de producir una respuesta lineal con respecto a la
variacion de la concentracién dentro de un rango (ver tabla 4, referencia de prueba 6.5).

Con el desarrollo de estas pruebas se reto y comprobd que el detector opera de acuerdo a
los criterios de aceptacién, y que la exactitud del area del pico y altura del pico, no se
veran afectadas por la operacion del detector.

Para la parte del sistema de cémputo del HPLC, en la etapa de calificacién de operacién
solo se realiz6-la prueba de verificacion del encendido inicial y verificacion de la
configuracion de los médulos cromatograficos (ver tabla 4, referencia de prueba 3.1). Y
como parte, del PQ (Performance Qualification, Calificacion de Desempeno), se realizo la
creacion y desarrollo de una corrida cromatografica, para verificar la correcta operacion
del software cromatografico millenium® (Ver tabla 5, referencia de prueba 3); cabe sefalar
que el software es validado por el proveedor, ya que todas las funciones y operacion del
software son validadas durante las fases de desarrollo del software, por lo que es
requerido la entrega de un certificado de validacion del software por parte del fabricante.
Sin embargo, en el sitio usuarnio solo se verifico que efectivamente el software “haga /o
que dice que hace’, de manera general.

Asi mismo, en la Calificacién de Desempeio (PQ), se realizé una corrida cromatografica
en gradiente con tres estandares (acido benzoico, metilparabeno y propilparabeno), para
evaluar la integracion y desempeno del sistema completo, a traves de la reproducibilidad
de los parametros: tiempos de retencion, aitura del pico y area del pico, para cada uno de
los analitos en estudio, comprobando que el desempeno del sistema cumple con los
criterios de aceptacion y que el sistema HPLC es capaz de generar resultados confiables,
exactos y reproducibles (ver tabla 5, referencia de prueba 4).
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Cabe mencionar que cada una de las pruebas y verificaciones realizadas en las etapas de
calificacion, son propuestas basadas en los fundamentos tedrico-cientificos, practicas de
proveedores y de manera general las practicas que son desarrolladas en la industna
farmacéutica.

Es importante mencionar que solo se hizo referencia al resumen de los resultados de las
pruebas mas relevantes de la calificacion del cromatégrafo, por su mayor sencillez y
comprension, sin embargo, en los protocolos de calificacién se presenta cada una de los
procedimientos, condiciones y resultados de cada una de las pruebas de manera
especifica.
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X. CONCLUSIONES

El objetivo general de esta tesis fue desarrollar la calificacién de un cromatdgrafo de
liquidos de Alta Resolucién (HPLC), y desarrollar una estrategia de calificacién para un
sistema HPLC, ya que es una practica que no se realiza usualmente en la mayor parte de
la industria farmacéutica de México y es un tema que no es contemplado en los estudios
de licenciatura de la camrera de Quimico Farmacéutico Bidlogo.

La calificacién de equipos es un concepto general que dificilmente puede resumirse en un
procedimiento Unico y general, por lo que el grado de calificacién requerido varia
dependiendo el tipo de equipo, su complejidad y el proceso en el cual esta involucrado; en
el presente trabajo se proporciona un propuesta de calificacién de un sistema de
cromatografia de liquidos de alta resolucion, sin embargo, el grado de calificacion, no es
limitativo al descrito.

Por otro lado, los resultados de prueba obtenidos desde el disefio de protocolos de
calificacidon, hasta la realizacion de las actividades descritas en cada etapa de la
calificacion DQ, 1Q, OQ y PQ; fueron considerados los aspectos criticos a ser incluidos,
realizando la instalacién del sistema HPLC en el ambiente operacional y comprobar que
cada modulo del sistema opera de acuerdo a especificaciones predeterminadas.

La propuesta (estrategia) presentada para la calificacion del sistema de cromatografia de
manera general, describe los aspectos criticos a ser evaluados para verificar y comprobar
el buen funcionamiento del equipo.

Por otro lado, la hipdtesis propuesta es correcta ya que a través de realizar la instalacion
del sistema en el ambiente operacional, y al comprobar que cada médulo opera dentro de
especificaciones predeterminadas. Al desarroilar una prueba de integracién del sistema
total (corrida cromatografica), se encontré que los resultados de prueba estan dentro de
los criterios de aceptacion, para la reproducibilidad de los tiempos de retencion, altura del
pico y area del pico, con lo que se asegura que el sistema genera resultados confiables,
exactos y reproducibles.
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XI. RECOMENDACIONES

1) La calificacién de equipos analiticos es un concepto que ha evolucionado en la industna
farmacéutica mexicana y actualmente el nuevo proyecto de norma PROY-NOM-059-
SSA1-2003, incluye algunos lineamientos y requerimientos para la calificacién de equipo,
instalaciones, sistemas criticos y computacionales, que impacten la calidad de los
productos, (calificacion de diseno, instalacién, operacién y desempefo). Ya que en la
revision vigente de la norma este proceso estd enfocado al area de produccion
(fabricacién de medicamentos) y no al area de laboratorio (andlisis de medicamentos).
Esto quiere decir, que también los estudiantes de la carrera de QFB, deben contar
préximamente con los conceptos generales sobre calificaciéon de equipos, ya que en la
industria sera ahora un nuevo requerimiento regulatorio.

2) La calificacién de equipos ayuda a comprobar y documentar el buen funcionamiento
operacional de un equipo, para tener la certeza de que genera datos confiables, exactos y
reproducibles a través de su uso. Sin embargo, se deben de tener en cuenta otros factores
como son el mantenimiento y/o calibracion, control de cambios, reporte de problemas y re-
calificacion de los equipos, para mantener el estado calificado de un equipo.

3) La etapa de calificacién de diseno es realizada para verificar que es lo que requiere que
el sistema haga, y que consideraciones técnicas deben ser oportunamente visualizadas, el
éxito en la compra de un equipo para los fines requendos radica en la evaluacién y
compra acertada. Para el caso de la presente tesis, la calificacién de disefio fue
desarrollada como un ejemplo, ya que el sistema de cromatografia se encontraba dentro
del laboratorio.

4) Para la prueba de estabilidad de temperatura se coloco Ia sonda de un termohigrografo
patrén para el monitoreo de la temperatura, sin embargo, lo ideal al desarollar esta
prueba es utilizar un sistema de monitoreo de temperatura, a través del uso de termopares
calibrados y distribuidos dentro del compartimiento de la columna, de esta manera los
resultados son mas confiables y exactos.

5) En algunos articulos de divulgacion cientifica se especifica realizar la prueba de sefal-
ruido para el detector, sin embargo, esta prueba es considerada como parte de la
validacidon del método analitico para el analito de interés, por eso no fue realizada en el
OQ. Sin embargo, puede ser realizada dentro de este.
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XlIl. APENDICES

APENDICE I: CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.
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1. INTRODUCCION

La calificacion de disefio (DQ) es parte de la planeacion del Proceso de Calificacion de equipos,
y es enfocado frecuentemente, como parte del proceso de compra de un nuevo equipo.
Actualmente la calificacion de diseno del equipo es responsabilidad de los fabricantes de
equipos, los usuarios de los equipos, quienes tienen un rol importante en el DQ, para asegurar la
admision de una nueva especificacion de requerimientos de usuario, la cual debe satisfacer el
uso pretendido.

1.1. Propésito

E! propdsito de este documento es definir los requerimientos del usuario y las especificaciones
funcionales, para definir la arquitectura, componentes e interfases y otras caracteristicas del
sistema o componentes, para la seleccion de un Sistema de Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion.

1.2. Alcance

El sistema Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion de acuerdo a sus caracteristicas debe
ser capaz de interactuar adecuada y facilmente, con el usuario final, para el control de calidad de
los medicamentos.

1.3. Definiciones

Termino Definicion

Software de Aplicacion El software de aplicacién es definido como configurable y que ha sido desarrollado
para un propésito general como solucién computarizada y los elementos del sistema
operativo asociado para un uso particular o aplicacion.

Hardware Es un témino usado para describir los componentes de computadora, CPU y equipos
periféricos tal como impresoras, equipo de comunicacion, etc.

Calificacion de La Calificacion de Instalacion es una actividad de verificacion documentada para

Instalacién proveer evidencia que todos los aspectos criticos de la instalacion del sistema se

encuentran acorde a las especificaciones de hardware y software, servicios y
requerimientos eléctricos, provee recursos y soporte satisfactoriamente.

Calificacion de La Calificacién de Operacion es una actividad de verificacion documentada para
Operacion proveer evidencia que el software y el hardware instalado es configurado y funcicna de
acuerdo con las especificaciones de fabricacion.

Software Software, en general, es la coleccién de programas, rutinas, y subrutinas que controlan
la operacion de una computadora o sistema computarizado.

Sistema Un sistema es definido como la coleccién de componentes de hardware y software
para e} control de una funcién o serie de funciones, para el control de proceso en
tiempo real o administracion de la informacion. Esta constituido, por una coleccién de
componentes cominmente.

Equipo Instrumentos de medicion analitica, que en conjunto con el firmware, es montado para
desarrollar un proceso mecanico, para producir un resultado. En un sistema
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computarizado, el equipo es controlado por el sistema de computadora. La
computadora colecta los datos medidos por el equipo.

Instrumento Un aparato (quimico, eléctrico, mecanico, magnético, hidraulico, éptico) usado para
probar, observar, medir, monitorear, generar, registrar, calibrar, administrar, o controlar
propiedades fisicas, movimientos u otras caracteristicas. Es decir, este aparato toma
una medida fisica y muestra un valor en pantaila y no liene unia funcién analitica. Por
ejemplo, cronémetros, controladores de tiempo y termémetros. )

2. USO DEL SISTEMA Y DESCRIPCION

El cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucion sera utilizado para el andlisis rutinario de
medicamentos, como parte del aseguramiento de la Calidad. El sistema debe ser controlado por
un sistema de computo, funcionar adecuadamente para realizar analisis en modo isocratico y
gradiente y la deteccion estdndar debe operar dentro del rango UV. La adquisicion,
procesamiento y reporte de los datos, es requerido como parte de las GLP, que rigen la industria
farmacéutica. :
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3. ESPECIFICACIONES DE REQUERIMIENTOS DE USUARIO.

3.1. Consideraciones Generales.

Parametro Caracteristica

Control y Configuracion e  Sistema modular.
del Sistema e Compatibilidad entre médulos (mismo fabricante).
e Configuracién y Control de las condiciones de operacién y parametros, a
través del software.
e  Adquisicion de datos, proceso y presentacion de datos.

Introduccién y * Inyeccion de muestras automatico/ auto lavado del inyector.
colocacion de muestras o  Introduccion y colocacion de muestras manual.

Materiales de e Resistencia a la corrosion y contaminacion.
Construccién * Inerte a solventes y muestras.
Documentacién e Clara y fécil de usar, la documentacién consiste de: Manuales de

operacidn, calibracién, mantenimiento y limpieza, etc.
e Identificacién de los documentos tinico, por nimero de revisién y fecha de

emision.
Requerimientos de * Requerimientos de energia eléctrica de acuerdo al voitaje del area de
servicios, energia y instalacién (110 + 10V AC), sistema de tuberia y contenedor de desechos
espacio (solventes), dimensiones del sisterna total (130cm largo x 90cm de ancho).

Soporte y Mantenimiento «  Facilidad al realizar el mantenimiento y limpieza.
+ Costo y disponibilidad de piezas y partes.
« Costo y disponibilidad de proveedores de servicio y soporte técnico.
e Intervalos sugeridos y procedimientos de mantenimiento y calibracién para
el sistema.
e Periodo de garantia y soporte (Calificacién, mantenimiento, calibracién,
partes reemplazables, etc.).

Requerimientos de e EI nivel de entrenamiento requerido para operar el sistema de
Entrenamiento cromatografia de liquidos de alta resolucion y. detalles de algun
entrenamiento necesario y cursos realizados por el proveedor.

Condiciones * Las condiciones ambientales deben ser adecuadas, dentro de los rangos
Ambientales de operacion de los médulos.

o Temperatura: 4 a 40° C. .

o Humedad Relativa: Maxima 80% HR.

Seguridad e Seguridad y cuestiones ambientales y/o requerimientos.
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4. ESPECIFICACION DE REQUERIMIENTOS FUNCIONALES Y/O OPERACIONALES.

4.1. Sistema de Entrega de Solventes.

Parametro

Caracteristica

Especificacion

Especificaciones
generales del
Sistema de Entrega
Multisolvente

Especificaciones
Ambientales

Especificaciones
Eléctricas

Dimensiones

Namero de Eluentes

Modos de Operacion

Rango de flujo de operacién

Rango de composicion de gradiente

Presién Maxima
Perfiles de Gradiente

Limites de Presion Programables
Materiales
Compatibilidad con eluentes

Temperatura de funcionamiento
Humedad de funcionamiento
Frecuencia

Voltaje

Dimensiones de la bomba (Alto, largo
y Ancho).
Dimensiones del Controlador
largo y Ancho).

(Alto,

1ad

Gradiente, Isocratico y flujo
programable.

0.00 a 20.0 mU/min.

Programable de 0 a 100%, en
incrementos de 1%, para cada
reservorio.

6000psi (420Kg/cm?) a 10mL/min.

11 curvas de gradiente

Bajo: 0 a 5950psi (0 a 420Kg/cm?).
Alto: 51 a 6000psi (3.6 a 420Kg/cm?).

Acero inoxidable 316, rubi, zafiro,
polimero de fluorocarbono.

Compatible con los eluentes de
acuerdo con los materiales de
construccion.

Ded4ad0°C.

De 20 a 80%, sin condensacién
50 a 60HZ.

100 a 240Vca.

24.4x 52.1x 28.3cm.

18.3x 55.3x 28.8cm.

fecha: 07/Agosto/2004
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Parametro

Caracteristica

Especificacion

Especificaciones
generales del
Automuestreador

Horno de la
Columna

Especificaciones

Ambientales

Especificaciones
Eléctricas

Dimensiones

Rango de Volumen de Inyeccion

Linealidad (1 a 100pL)

Arrastre

Precision (5 a 50ulL)

Volumen de lavado por inyeccién
Namero de viales con muestra

Numero de inyecciones

Materiales

Exaclitud de la Temperatura
Compartimiento de la Columna.

Estabilidad de la Temperatura
Compartimiento de la Columna.

Temperatura de funcionamiento
Humedad de funcionamiento
Frecuencia

Voltaje

Alto, largo y Ancho

del

del

0.1 ul a 2000 pL., en incrementos de
0.1 uL

> 0.99
<0.1%
<05%CV

> 0.4mL

1 a 96 muestras

Programable de 1 a 99 inyecciones
por vial.

Acero inoxidable 316, Teflon®, vidrio.

>+1°C

210.5° C.

De4ad40°C.
De 20 a 80%, sin condensacién
50 a 60HZ.

100 a 240Vca.

8.8x 59x.53cm.
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Parametro

Caracteristica

Especificacion

Especificaciones
generales del
detector

Especificaciones de
los componentes
opticos

Especificaciones
Ambientales

Especificaciones
Eléctricas

Dimensiones

Intervalo de Longitud de Onda
Exactitud de longitud de onda
Linealidad

Intervalo de valor de sensibitidad.

Ruido longitud de onda simple

Ruido longitud de onda doble

Fuente de lampara
Celda de fiujo
Longitud del recormido
Volumen de la celda
Limite de presion

Materiales

Temperatura de funcionamiento
Humedad de funcionamiento
Frecuencia

Voltaje

Alto, largo y Ancho

190 a 700nm

+ thm

5% a 257nm con propilparabeno.
0.0001 a 4,0000 AUFS
<+0.35x10° AU, celda seca,
254nm, constante de tiempo =
1,0seg.

<+25x%x10° AU, celda seca, 254nm/
280nm, constante de tiempo =
2,0seg.

L.Ampara de arco de deuterio
Diseno de celda de flujo TaperSlit.
10mm (estandar analitico)

10uL (estandar analitico)

1000psi / 70 bar

Acero inoxidable 316, silice fundido,
Teflon®

De4ad40°C.

De 20 a 80%, sin condensacion
50 a 60HZ.

100 a 240Vca.

20.8x 50.3x 28.4cm.
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4.4. Software Cromatografico.

Revisidn: 1.0

Marca: Waters

Parametro

Caracteristica

Especificacion

Especificaciones
generales del
Software
Cromatografico

Ambiente de
Operacion del
Software

Método de Proyecto.

Método de Instrumento.

Secuencia de Muestras.

Método de Proceso.

Generacién y Diseno de Informes.

Administracion de la Configuracion.

Disponibilidad para operar

sistema operativo Windows NT®

version 4.00.

Fecha: 07/Agosto/2004

Creacion del Método de
Proyecto.
Creacion del Método de
Instrumento.
Secuencia de Muestras.
Creacion del Método de
Proceso.
Generacion y Disefio  de
Informes.
Administracion de la
Configuracion.
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1. INTRODUCCION

La cromatografia es una técnica desarrollada a principios de siglo, que permite la separacion de
sustancias que se encuentran en una mezcla. La cromatografia es un proceso de migracion
diferencial en los cuales los componentes de una mezcla son transportados por una fase mévil,
liquida y retenidos selectivamente por una fase estacionaria que puede ser un liquido o un sélido.
La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), es conocida esta técnica también como
Cromatografia de Liguidos de Alta Presion.

El éxito en la aplicacion de la CLAR para un compuesto dado depende de la combinacion
correcta de las condiciones de operacién, es decir: el tipo de columna, la fase mévil, fa longitud y
el diametro de la columna, la velocidad de flujo de la fase movil, etc.

La migracién diferencial en el CLAR es resultado del equilibrio de distribucién de los
componentes de una mezcla entre la fase estacionaria y fa fase mévil. Dichos componentes se
separan en la columna y al salir de esta son conducidos por la fase moévil y en el orden en que
emergieron, hacia un detector, donde se registran sus concentraciones y sus tiempos de
retencién. El cromatégrama resultante muestra cada compuesto que sale de la columna en
forma de picos simétricos con un tiempo de retencidn caracteristico por lo que este tiempo puede
emplearse para identificar el compuesto. Este tiempo de retencién, tr, se mide desde el momento
de la inyecciéon de la muestra hasta el momento en que aparece el maximo del pico en el
cromatégrama.

Un cromatografo de liquidos de alta resolucion consta de las siguientes partes:

Sistema de bombeo.- tiene por objeto impulsar la fase movil a través de la columna y debe
cumplir ciertas especificaciones como reproducibilidad y precision, manteniendo un flujo
constante.

Sistema de inyeccion.- debe ser un inyector automatico que minimice los errores en la
introduccion de la muestra. Este dispositivo ayuda a mantener la reproducibilidad entre
inyecciones y elimina el error en la medicién del volumen por inyectar.

Columna.- se considera la columna la parte fundamental de 1a cromatografia ya que es en esta,
donde se va a llevar a cabo la separacion.

Registrador de senales.- al emerger un compuesto ya separado en la columna y pasar por el
detector, la senal que provoca en esté debe ser registrada en un graficador o integrador
electronico 6 un software cromatografico realiza la adquisicion.

1.1.. _Propésito

Este protocolo de Calificacion de Instalacién, evalua que el sistema es entregado como es
disenado y especificado, que es apropiadamente instalado en el ambiente seleccionado y que
este ambiente es adecuado para la operacién y uso del sistema.

- 1.2, Alcance

Este protocolo verifica los aspectos claves de la instalacion del Sistema “Cromatdgrafo de
Liquidos de Alta Resolucion” Marca Waters, constituido por un sistema de entrega muitisolvente
B600E, automuestreador 717Plus, Detector 2487 doble A y el sistema de computo que controla el
equipamiento.
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1.3. Instrucciones de Prueba
1) Registrar las instrucciones que deban ser seguidas para ejecutar este documento.

2) El Protocolo de Calificacion de Instalacion del Sistema debe ser completado y aceptado con
base en el Cumplimiento de las condiciones siguientes:

a) Lainstalacion del sistema cumple con las especificaciones.
b) Cuando proceda, todas tas no conformidades han sido documentadas adecuadamente en
el reporte y resueltas (Seccion 8).
= Una no conformidad se presenta cuando no alcanza o no iguala el criterio de
aceptacion.
= Se cambia el criterio de aceptacion.
= No se sigue el procedimiento o instrucciones de prueba.
c) Firma cada apartado de prueba una vez concluido y fecha el dia en que se realizé la
accioén, en el momento en que se genera.
d) Para su Aprobacién Final, todas las no conformidades deben estar cerradas (o ausencia
de toda no conformidad).

3) El protocolo ha sido concluido de acuerdo con las Buenas Practicas de Documentacion.

2. DESCRIPCION DEL SISTEMA.
2.1. Sistema de computo
2.1.1. Hardware

El sistema Millenium™ esta formado por un ordenador que ejecuta el software Millenium™ vy la
base de datos Millenium™®. La configuracion del Hardware es una estacion de trabajo.

La estaci6n de trabajo Millenium™ es un ordenador personal de uso individual e independiente.
Incluye una tarjeta de interfase busLAC/E, una tarjeta de interfase de 8 puertos en serie y/o
puerto COM y una base de datos local que soporta el software de aplicacién cromatografica
Millenium®.

La estacién de trabajo incluye:

» Ordenador Pentium™ Millenium® (incluye la tarjeta busLAC/E Waters, la tarjeta con 8 puertos
en serie, y/o un puerto COM).

= Software de Aplicacion Millenium®.

« Sistema Operativo Windows NT.

Tarjeta busLAC/E es un microprocesador basado en una tarjeta de interfase que permite al
software Millenium® para comunicar con los instrumentos Cromatograficos. La tarjeta transmite
los comandos del software Millenium®, para los detectores, automuestreadores, bombas, y otro
aparatos que tienen conexion IEEE-488. Los datos de los modulos son trasmitidos a través de la
tarjeta busLAC/E a la computadora para su analisis.
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2.1.2. Software

El software Millenium™ ofrece una interfaz grafica basada en iconos para adquirir, procesar,
administrar y presentar los datos Cromatograficos de la base de datos Millenium®. Todas las
acciones del usuario estan realizadas para poder situar el puntero y hacer clic con el raton.

El software millenium™ es compatible con windows 98 y windows NT. El sistema windows y la
multitarea, permite tener abiertas varias ventanas al mismo tiempo. El sistema windows y
multitarea le permiten ver la adquisicion de datos de un ciclo de analisis en tiempo real mientras
se calculan los resultados de los datos adquiridos anteriormente, o se ajustan los parametros de
integracion de cualquier inyeccién anterior.

Las funciones del software son:

= Creacion de Métodos de Proyecto.

» Creacion de Métodos de Iinstrumento.

= Secuencia de Muestras.

= Creacién de Métodos de Proceso.

» Creacion de Curvas de Calibracién con Multiples Componentes.
= Generacién y Disefio de Informes.
= Administracion de la Configuracién.
= Almacenamiento, Respaldo y Recuperacion de Proyectos de Datos.

.

2.2, Detector 2487 doble A.
2.2.1. Descripcion

El Detector de absorcién Waters 2487 doble A, es un detector ultravioleta/visibie (UV/Vis)
ajustable de dos canales disefado para aplicaciones de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC).

El Detector de absorcion Waters 2487 doble A funciona de 190 a 700nm. El Detector 2487 utiliza
componentes 6pticos, con un sistema de iluminacién que permite obtener un alto rendimiento, lo
que mejora la linealidad.

222 Componentes

Los componentes Opticos del Detector de absorcion Waters 2487 doble A se basan en un
monocromador ajustable Fastie Ebert e incluyen lo siguiente:

= Lampara de deuterio (D2).

* Dos espejos: uno elipsoidal descentrado y uno esférico.

= Obturador, filtro de calibracién de longitud de onda vy filtro de segundo orden.

= Ranura de entrada.

s Rejilla de difraccién holografica plana espejada.

= Separador de haz.

* Fotodiodos de muestra y referencia.

= Celda de flujo Waters TaperSlit. (Su entrada es la ranura de salida del monocromador).
= Soporte de cubeta.

Los componentes electronicos del Detector 2487 controian los siguientes componentes:
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Placa preamplificadota: Recoge y procesa las senales de entrada analdgicas enviadas por los
fotodiodos al microprocesador para su mayor acondicionamiento. Las sehales de muestra y
referencia se integran y se realiza su conversion analdgica-digital (A/D) en forma simultanea. De
esta manera, se obtiene el maximo rechazo de ruido en modo comun en los dos haces y, en
consecuencia, una linea de base sumamente silenciosa.

Placa de control: Recibe datos de la placa preampliticadora, el teclado y eventos externos, y
controla los subsistemas de posicionamiento de los componentes opticos y la alimentacién de la
lampara.

Interfaz IEEE-488: La comunicacién IEEE-488 permite al Detector 2487 comunicarse con otros
madulos Waters que tengan la capacidad de interfaz IEEE-488 y el software adecuado.

Teclado: Permite al usuario acceder al sistema de control, programar métodos, calibrar y
solucionar los problemas del Detector 2487.

Alimentacion de la lampara: Es controlada por el CPU para permitir el funcionamiento estable
de Ia lampara de deuterio.

Alimentacion de CC: Proporciona tensién para los circuitos analdgicos y digitales. Es fa fuente
de alimentacion continua del detector.

23. Automuestreador 717Plus.
2.3.1. Descripcion.

El automuestreador 717Plus inyecta muestras dentro del sistema de Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucion. El automuestreador, puede ser utilizado como una unidad estacionaria unica
o como un componente en un Sistema HPLC basado en una interfase IEEE-488.

2.3.2. Componentes y Subsistemas.

Panel frontal: Contiene una pantalla, teclas, y funciones clave, y provee acceso al sistema de
control.

Controlador del Automuestreador: contiene un microprocesador y memoria para el control de
todos los componentes del automuestreador.

Sistema de Transporte de la Muestra: Posicion de las muestras en el vial, bajo el inyector.
Empaquetado del Liquido: Contiene todos los componentes involucrados en la fase movil y
muestra directamente en la columna. Desamolla purgas y pruebas de compresion de la fase
movil.

Inyector: Toma de la muestra (alicuota) del vial de la muestra, y llevada en el inyector hasta la
fase movil..

Jeringa: arrastra la muestra y comprime la fase mévil durante la prueba.

Sistema de Lavado de la Aguja: Limpia la salida de la aguja para prevenlr la contaminacién-
arrastre de las muestras.

24. Sistema de Entrega Multisolvente 600E.
2.4.1. Descripcion
El modulo Waters 600E, es un sistema de entrega multisolvente para cromatografia de liquidos
de alta resolucién. Su funcion principal es el mezclado de las fases o eluentes colocados en el

reservorio, proporciona el movimiento de la muestra dentro del sistema para su separacién y
cuantificacion.
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2.4.2. Componentes
El Sistema de Entrega Multisolvente 600E esta dividido en dos componentes:

Controlador 600 (unidad electronica): Controla automaticamente la elusién del gradiente,
velocidad de flujo, temperatura del compartimiento de la columna, eventos externos.

Provee terminales en las conexiones y puertos de comunicacién para la operacién y control
externo de otros médulos, tal como detectores, automuestreadores, y sistema de computo.

Bomba 600E: Contiene los componentes requeridos para mezclar y para entregar los eluentes
del reservorio de los solventes para el inyector y la columna. Tiene la capacidad de mezclar
cuatro eluentes (automezclado). Consiste de los siguientes componentes:

« Cabezal de la bomba: con 225 ul o 100 pL de volumen.
= Montaje de la vélvula de proporcion de eluente.

= Inyector manual.

= Valvula de descarga.

Fecha: 07/Agosto/2004 Pagina: 7 de 19



Protocoio de Calificacién de Instalacion
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3. RECEPCION DEL SISTEMA

Propdsito: Revisién para confirmar que el equipo, sus

Revision: 1.0

suministrado como se solicitaron, en ausencia de presencia de algtn dano.

Marca: Waters

modulos y accesorios se han

Fecha

Instrucciones:
1) Desempaca los componentes del sistema de las cajas.
2) Revisa los componentes del sistema recibido contra la orden de compra.
3) Revisa que los mdédulos, periféricos y sistema de cémputo, se encuentren en buenas
condiciones.
E:tapa E bescn'pcién de Prueba Resultado Espera;;o e " Resultado Actual Cumple | Iniciales/
No. | ra S R : L X Fecha
1. Detector 2487 doble A. E! detector 2487 doble A se Ef detector 2487 doble A se 9L
encuentra sin dafo fisico tra sin dario fisico visible. v 99
visibie encuentra sin GM/UICO . 08/250/04
2. | Automuestreador 717Plus | El Automuestreador 717Plus, se | Ef Automuestreador 717Plus, s 9LGG |
] encuentra sin dafio fisico encuentra sin dario fisico visible. Vv 08/2g0/04
visible. —
3. istema de Entrega El Sistema de Entrega Ef Sistema de Entrega : JLGG
| Multisolvente 600E. Multisolvente 600E, se Multisolvente 600F, se encuentra | v 08/2g0/04
| encuentra sin dafo fisico sin dario fisico visible |
; | visible, |
4. | Monitor Compaq E! monitor del sistema de El monitor del sistema de computo, | JLGG
| cémputo, se encuentra sin dano | se encuentra sin dario fisico visible. | v 08/8g0/04
B oftsic visiblu vy covnn g o i o, )
5 | CPU Compaq E! CPU de! sistena de cémputo, | ELCPU del sistema de computo, se ILGG
| se encuentra sin dario fisico encuentra sin dario fisico visible. ) 08/2g0/04
TRERFSS NI i ik visible. =4 =iy — —4
6. | Teclado y Mouse Compaq | Elteclado y mouse, se El tecladp y mouse, se encuentra sin JLGG
| encuentra sin dano fisico dasio fisico visible. ¥ 08/2g0/04
| visible.
7. | Software Millenium™ Se cuenta con CD del software | Secuenta con CD x{elsojtware" o JLGG
1 Millenium®. Millenium™. v 08/2go/04
Verifico: VAL ) 08/Agol04 -

Nota: (V) significa “Cumple” y (x) No cumple.

fecha: 07/Agosto/2004
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4. REQUERIMIENTOS DEL SITIO DE INSTALACION

Revision: 1.0

Marca: Waters

Propésito: Verifica que las condiciones de instalacion sean adecuadas para el Sistema de

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion, para comprobar que su ambiente de operacién no
afecte su funcionamiento.

Instrucciones:

1. Verifica el Sitio de Instalacion.

Etapa Descripcién de Prueba Resultado Esperado Resultado Actual Cumple | Iniciales/
No. /x Fecha
1. Dimensiones del banco de | Longitud minima 130cm x Longitud 154cm x Ancho JLGG
Instalacién Ancho 90cm. 104cm, V 08/Ag0/04
2. Localizacién El sistema no debe encontrarse | £/ sistema se encuentra en un JLGG
en un espacio cerrado, bajo un espacio abierto sobre una mesa. 08/Ago/04
estante o cerca de una fuente v
de calor.
3. Temperatura Entre 4 a 40° C de temperatura. | 22°C J JLGG
08/8g0104
a. Humedad Relativa Maxima 80% HR. 43% HR. N JLGG
08/9g0/04
5. Voltaje 110+ 10V AC 119.3volts N JLGG
08/90/04
6. Frecuencia 50/60Hz 60.04Hz JLGG
* 08/Ag0/04
7. Servicio de Red La red esta Instalada. La red se encuentra instalada J JLGG
08/2go/04
3. Desechos de Reactivos Sistema de Desechos Instalado. | E/ sistema de desechos esta JLGG
instalado. Vo | osiagoros
! Verifico: YAL 08/250/04
Iniciales Fecha
Nota: ( ‘J) significa “Cumple” y (x) No cumple.
Instrumento de Prueba Modelo No. de Serie Fecha de Calibracion/ Fecha | Iniciales/
Utilizado de Préxima Calibracién Fecha
Termohigrémetro Digital 0 JLGG
Vaisala (Sensor Temperatura) HMP3SE was2 30/ADr/04 | 30/Abr/05 08/Ago/04
Termohigrémetro Digital JLGG
Vaisala (Lector Temperatura) HMI38 V2050010 30/Abr/04 / 30/Abr/05 08/Ago/04
Termohigrémetro Digitat JLGG
Vaisala {Sensor Humedad HMP35E W3320004 29/Abr/04 / 29/Abr/05 08/2g0/04
Relativa)
Termohigrometro Digital JLGG
Vaisala {Lector Humedad HMI38 V2050010 29/Abr/04 / 29/Abr/05 08/2g0/04
Relativa)
Multimetro Digital Fluke 187 775000269 29/May/05 / 29/May/05 JLGG
08/Ag0/04
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5. INSTALACION DEL SISTEMA DE COMPUTADORA Y MODULOS CROMATOGRAFICOS.

Instrucciones

pOd=

Desempaqué y cologue la estacién de trabajo en el lugar designado.

Instalar el teclado y ratén.

Instalar el sistema de computadora y ei monitor.

Conecte la estacion de trabajo directamente con los médulos cromatograficos usando la
tarjeta de interfase buslLAC/E (interfase IEEE-488). Asegurar que la tarjeta este
instalada correctamente en la Unidad de Procesamiento Central del sistema de la
estacion de trabajo.

Conectar los modutos cromatograficos en la tarjeta busLAC/E usando la interfase del
cable IEEE-488.

Conectar y configurar los periféricos (Impresora).

Figura 1. Esq delal lacién del Si HPLC.
Cable IEEE-423
Computadons
Tarjeta bUILACYE
Cable IEEE-13
Sivtema os Enbregs Automusatreador Detecior 2847
Consctor IEEE-433 Muitiorvents GOE 7R squipado con IEEE-
a3

Figura 2. Esquema de las conexiones de los médulos al Sistema de Computo.
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Proposito: Verifica y documenta que la instalacion de las conexiones entre los médulos del

Protocoio de Calificacion de Instalacién
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5.1.

Revision: 1.0

Marca: Waters

Verificacion de la Instalacién de las Conexiones del Sistema.

sistema de computo, se encuentren adecuadamente conectados.

Instrucciones:

1. Verifica la Instalacion de las Conexiones del Sistema.

Etapa Descripcién de Resultado Esperado Resultado Actual Cumple | Iniciales/
No. Prueba x Fecha
| 1. Cable de energiaala | El cable de energia se encuentra El cable de energia estd conectado en la JLGG
i Unidad de | conectado de la parte trasera det parte trasera del CPU a la v 08/3go/04
| Procesamiento : CPU a la alimentacién eléctrica. alimentacion electrica.
Central (CPU). -
| 2. Tarjeta busLAC/E Se encuentra en la parte trasera de Se encuentra en la parte trasera de la J JLGG
i - . la unidad de Procesamiento Central. | unidad de Procesamiento Central, 08/Ago/4
3. Red o Se encuentra en Ia salida del Se encuentra en [ salida del MODEM JLGG
MODEM de la Unidad de de la Unidad de Procesamiento ) 08/3g0/04
Procesamiento Central. Central,
4. Monitor Se encuentra conectado a la salida | Se encuentra conectado a la salida RS- JLGG
RS-232 de la Unidad de 232 de {a Unidad de Procesamiento V 08/2g0/04
Procesamiento Central Central
5. Impresora El cable de energia se encuentra EL cable de energia se encuentra JLGG
conectado de la parte trasera del conectado de la parte trasera del ) 08/3g0/04
monitor a la alimentacién eléctrica. monitor a [a alimentacion eléctrica.
Se encuentra conectada en la salida | Se encuentra conectada en (a salida del JLGG
del puerto paralelo de la Unidad de | puerto paralelo de (a Unided de ) 08/8g0/04
Procesamiento Central. Procesamiento Central.
6. Sisterna de Entrega El cable de energia se encuentra El cable de enepgia se encuentra JLGG
Multisolvente 600E conectado de la parte trasera del conectadp de (a parte trasera del N 08/2g0/04
sistema de entrega multisolvente a sistema de entrega multisofvente a la
la alimentacion eléctrica. alimentacion eléctrica.
Conectado por un cable IEEE-488, Conectado por un cable ITEE-488, de JLGG
de la tarjeta busLAC/E a un conector | (g tarjeta busLAC/E a un conector J 08/2g0/04
IEEE-488 del controlador de la IEEE488 del controlador de a
bomba. bomba.
17 Automuestreador El cable de energfa se encuentra El cable de enengia se encuentra JLGG
717Plus conectado de la parte trasera del conectado de [a parte trasera def J 08/2g0/04
automuestreador a ia alimentacién automuestreador a [a alimentacion
eléctrica. eléctrica.
Conectado por un cable IEEE-488, Conectado por un cable IEEE-488, del JLGG
| del Sistema de Entrega Sistema de Entrega Multisolvente al J 08/2g0/04
Muitisolvente al conector IEEE-488 conector IEEL-488 del
| del Automuestreador 717Plus. Automuestreador 717Plus.
l's. Detector 2487 doble | El cable de energia se encuentra El cable de energia se encuentra JLGG
A conectado de la parte trasera del conectadp de [a parte trasera del v 08/Ago/04
detector a la alimentacién etéctrica. detector a la alimentacion eléctrica.
Conectado por un cable IEEE-488, Conectado por un cable IPEE-488, del JLGG
del Automuestreador 717Plus al Automuestreador 717Plus al Detector vV 08/2g0/04
Detector 2487 doble A. 2487 doble ).
Verifico: YAarL 08/Ag0/04
Iniciales Fecha

Nota: (‘]) significa “Cumple” y (x) No cumple.
pie”y
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6.

Propésito: Verifica y documenta las caracteristicas de diseno e identificacion del Sistema de
Entrega Multisolvente 600E.

Protocolo de Calificaciéon de Instalacién
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Revision: 1.0

Marca: Waters

IDENTIFICACION DE LOS COMPONENTES DEL SISTEMA.

6.1.

Instrucciones:

Sistema de Entrega Multisolvente 600E.

1. Verifica las caracteristicas del Sistema de Entrega Multisolvente 600E.

—

| Etapa Descripcién de Prueba ! Resultado Esperado } Resultado Actual Cumple | Iniciales/
| _No. I Vx Fecha
L Nombre del Modulo Sistema de Entrega | Sistema de Entrega J JLGG
| Multisolvente, Serie 600. | Multisolvente, Serie 600. 08/240/04
2. | Marca | Waters | Waters T v JLGG
08/Ago/04
3. Modelo [ 00E 600 JLGG
08/8g0/04
4. Nimero de Serie de la J9960F007M 99960 F007M J JLGG
bomba 08/Ago/04
5. Nimero de serie del M996CE3 18T MI96CE318T J JLGG
controlador 08/Ago/04
6. Nidmero de Revisién del a2 42 J JLGG
| Firmware 08/Ag0/04
. Localizacién " [ Cuarto 512 B Cuarto 512 J JLGG
i 08/8g0/04
I'g. Uso Entrega de solvente, para Entrega de solvente, para JLGG
cromatografia de liquidos de cmrrmmgmﬁa e Equifaf de alta v 08/Ag0/04
alta resolucion. resolucion
9. Dimensiones de la Bomba | 22.8x 55.8x 27.9cm (Altura, 22.8x 55.8x 27 Scm (Altura, JLGG
longitud y ancho). ﬁyrgihu{ y ancho). Vv 08/2g0/04
10. Dimensiones del 17.7x 53.9x 28.5cm. 17.7x 5395 28.5cm. JLGG
Controlador (Altura, longitud y ancho). (Altura, a,,y,-m‘{y ancho). y 08/Ago/04
T1. | Manuales Guia del Instalaciony Guia del Instalacion y JLGG
Mantenimiento. Sistema de Mantenimiento. Sistema de 08/Ag0/04
Entrega Multisolvente Waters .
600E, Guia del Usuario. Entrega ﬂrl{u[ma[vmbz‘ ’Wa.tzrs
Sistema de Entrega 600F, Guia del Usuario. Sistema J
Multisolvente Waters 600E y de Entrega Multisolvente
Guia de Inicio Rapido. Sistema Waters 600E y Guia de Inicio
de Entrega Multisolvente ‘o ; ”
Waters GO0E. Rapu{a. Sistema de Entrega
Multisolvente Waters 600E.
Verifico: YAL 03/Ag0/04
Iniciales Fecha

Nota: ( \/) significa “Cumple” y (x) No cumple.
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6.2. Detector de Absorbancia 2487 Doble A.

Propdsito: Verifica y documenta las caracteristicas de diseno e identificacion del Detector de
Absorbancia 2487 doble A.

Instrucciones:

1. Verifica los componentes del Detector de Absorbancia 2487 doble A.

Etapa T Bés&ipcio’n de Prueba | Resultado E&;e}ado . Resultado Actual Cumple | Iniciales/ 3 |
| No. | ] N - Wx | Fecha |
1. | Nombre del Modulo | Detector de absorbancia. Detector de absorbancia. 4 iJLGG |
| | 08/Ago/04 |
2. | Marca | Waters. Waters. B VI N7
. e oot . | 08/3g0/04 |
3. Modelo | 2487 doble A. | 2487 doble ). JLGG |
; v 08/840/04
4 Numero de Serie M99487214M T M99487214M J ILGG
E 08/2g0/04
(5. [ Nimero de Revisiéndel | 1.01 Fror J JLGG
Firmware | 08/3go/04
| 6. Localizacién Cuarto512 | Cuarto 512 J ILGG
| 08/Ago/04
7 7 Juse Detector del Analito de Interés. | Detector del Analito de Interés. J JLGG
‘ ! 08/2g0/04
3. Dimensiones del Detector | 20.8x 50.3x 28.4cm. |" 20.8x 503 28.4cm. T JLGG
(Aitura, longitud y ancho). (Altura, brgihllfy ancho). v 08/2go/04
9. Manuales [ Guia del Usuario. Detector de | gﬁ:ﬁ"({e[’(lsuanb. Detector de JLGG
| absorbancia Waters 2487 doble | ,4corbancia Waters 2487 doble J 08/2g0/04
A |
] I L o i
| Verifico: YAL 08/3g0/04
Iniciales _ Fecha

B No_ta_:"(—\’)- :7gniﬁca “bumple”y (;() No _tum-p[;.
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6.3. Automuestreador 717Plus.

Propésito: Verifica y documenta las caracteristicas de diseo e identificacion del
Automuestreador 717Plus.

Instrucciones:

1. Verifica los componentes del Automuestreador 717Plus.

| E_'lapa | Descripcién de Prueba Resultado Esperado " Resultado Actual Cumple | Iniciales/
t ND- J — e _— — — —
F i ) l Nombre del Modulo Automuestreador 717Plus Automuestreador 717Plus J
"2 | Marca Waters Waters - =s—le= J TG
08/8g0/04
3 { Modelo 717Plus. ) 717Plus. J ILGG
08/8g0104
>y Nimero de Serie AGO71P030M ' | A0071P030M J ILGG
08/3go/04
: Ty g g o - S A ey A ; GG
. Firmware I - 08/240/04
I's. Localizacién Cuarto 512 | Cuarto 512 J ILGG
| 08/2g0/04
Fe— fuge T | Inyeccién de las Muestras. hlnyec.a:o'.n de las Muestras. JLGG
v 08/2g0/04
8. | Dimensiones del 8.8x 59x.53cm. B [ 8.8y 59x.53cm. i JLGG
| Automuestreador {Altura, fongitud y ancho). (Altura, ﬁzryirw{y ancho). i v 08/3g0/04
9. [ Manuales | Manual del Usuario. | Manual del Usuario. i JLGG
Automuestreador Waters Automuestreador Waters : N 08/Ago/04
717Plus, it |
[Verifics: Yar T 08/3g0/04 T
Iniciales ~_ Fecha

" Nota: ) significa “Cumple” y (x) No cumple.
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6.4. Hardware.

Revision: 1.0

Marca: Waters

Propésito: Verifica y documenta las caracteristicas de diseno e identificacion del Hardware del
Sistema de Computo.

Instrucciones:

1. Verifica los Componentes de la Computadora.

2. Verifica los aparatos periféricos.

| Etapa | Descripcidn de Prueba Resultado Esperado | Resultado Actual Cumple | Iniciales/
| Neo. | | SNPRT. o8 ! ﬁ( Fecha
1: { Modelo del CPU Compag BLS i Compaq BLS J i JLGG
o { o 08/8g0/04
P No. de Serie del CPU 6943BZL2K155 6943BZ L2K155 J JLGG
i | i 08/3g0/04
1 3. Procesador Mayor a 166MHz VlsMH: i N JLGG
A _;__ - 08/3g0/04
4. Memoria RAM Minimo 64Mb | 25406 N JLGG
L 08/2g0/04
I's. Capacidad Total de Disco | Minimo 2.5Gb | 8Gb n JLGG
! Duro | 08/2g0/04
6. | Monitor SVGA B0OX600 pixeles, I SVGA 8001600 pixeles, o JLGG
i Conexién RS232. Conexidn RS232. | 08/740/04
1 |
i 7 Teclado Compagq, conexién PS/2 | Compag, conexidn PS/2 | J ﬂgz/figg/"m
| | 07
(8. | Mouse Compaq, Conexion PS/2 | Compag, Conexion PS/2 ; JLGG
| i . 03/3g0/04
['9. | Disquete 3.5 Puigadas 1.44Mb | 3.5 Pulgadas 1.44M6 v JLGG
08/2g0/04
\ 10. | Impresora HP Lasser, conexion en | 9P Lasser, conexion en Paralelo. | | JLGG
| Paralelo. \ 08/2g0/04
‘ |
| Verifics: AL o © 08/Ago/v4
|
Iniciales Fecha

Fecha: 07/Agosto/2004
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6.5.

Software Millenium®

Revision: 1.0

Marca: Waters

Propésito: Verifica y documenta Ias caracteristicas de diseno e identificacion del software y la

Instalacion del Software Millenium™

Instrucciones:

, versién 3.20.

1. Instalar la configuracién Estacion de trabajo, y verificar. que los componentes son
apropiadamente |nstalados

la seccion 6.6.

danados y son idénticos a los archivos de WATERS.
-4. Verificar los archivos del software.

= Durante la instalacion del software millenium®,

El software Millenium® ha sido apropiadamente instalado, siguiendo el procedimiento de

Los archivos del software Millenium® han sido instalados en el sistema y no estan

la corrida automatica del software

verifica la integridad de los archivos. Esta verifica que los archivos del disco no
estén danados durante la instalacion.

volver a correr la instalacion y la verificaciéon de archlvos

Verificar el éxito de la Instalacion del Software Millenium™

Si se detecta algun archivo danado, la instalacion es abortada. Para esto se tendra que

(Archivo 1Q.TXT).

» El programa esta configurado para realizar una verificacién de los archivos,
durante la instalacion, y crea una bitdcora de verificacion de archivos con el
nombre Q. TXT.

= En una instalacién exitosa, el archivo IQ.TXT no presenta errores (archivos
perdidos, cambios en la hora, fecha, o cambios en el tamano de los archivos).

.= Guarda una copia del archivo IQ.TXT para verificar que la instalacion del software
ha sido llevada acabo satistactoriamente.

: Etapa [ Descripcién de Prueba Resultado Esperado Resultado Actual . Cumple | Iniciales/
| No. | v el B T L Fecha
1. | Nombre del Software Millenium™. Millenium?, J JLGG
. . 08/7g0/04
e e 55 e T s .\l. 7
! | | 08/2g0/04 |
| 3. | Licencia oftware | Cuenta con licencia. "} Cuenta con licencia. J JLGG
| | cromatografico. 08/2g0/04
4. | Sistema Operativo Windows NT Windows NT J JLGG
| | 08/840/04
Is. Version 4.0 4.0 J JLGG
I 08/9gol04
G | Copia de Respaldo del Se cuenta con copia de Se cuenta con copia de respaldo J JLGG
| : ﬁoﬂ_ware respaldo del software. z{e{sa rware. [ 08/2g0/04
| Archivo1Q.TXT Indica una Instalacién del Indica una Instalacion del | JLGG
E Sottware exitosa. Software exitosa. v 08/9g0/04
L |
I8 | Disquete 3.5 Pulgadas 1.44Mb 3.5 Pulgadas 1.44Mb JLGG
: ! | 08/2g0/04
'e
Y | Impresora HP Lasser, conexion en HP Lasser, conexion en Paralelo. | JLGG
‘ £X10 | J
! Paralelo. i 08/2g0/04
Verifics: yaL 08/3g0/4 - T
L . Iniciales Fecha _ e
Nota: {\/) significa “Cumple” y (x) No cumple.

Fecha: 07/Agasto/2004
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6.5.1. Instalacion del Software Millenium™

1. Cerrar todas las aplicaciones que se estén utilizando y reiniciar la computadora.

2. Verificar %ue el espacio en disco duro sea adecuado para instalar el software
Millenium?

3. Insertar el CD dentro de la unidad de CD-ROM. La instalacion del programa comienza
automaticamente, y aparece la pantalla Bienvenido (figura 3).

‘Wakoma o the Mienrium® Setuz picgram This
progrem wil netal Milemust™ on 9o computer,

It & sronghy f ecormended hatyousst d'Wndows crogans
beizee mrning this 5 oup proram.

Oick Canced to quit S etup and then coe any PIOJIaTe wou
bave runing Ok Nextto confinua with tha Setua pioziam.

VWARNING. This program is proteciad by copynicht law and
intamational weatos.

P duction o1 diirbasion of thie T
poshion of & mapresuitin ievess givit and cimmatpendiica. and
nitte posecedio the macsmur edenl prashie Lnde: low.

Figura 3. Mensaje de bienvenida del software Millenium™.

4. Hacer clic en Next. Aparece la caja de dialogo de contrato de la licencia del software.

5. Lee el contrato, haz clic en Yes para aceptar el contrato. La informacion que aparece en
la caja de dialogo es importante para la informacion de instalacion.

6. Lee el cuadro de dialogo teeme y posteriormente haz clic en Next, aparece la caja de
dialogo.

7. Haz clic en Tipical para instalar el software Millenium™®. La instalacién de los archivos
comunes DLLs aparece.

8. Para instalar todos los archivos DLLs, hacer click en Yes (recomendado), llena los
espacios con los datos solicitados.

9. Haz clic en Next. Confirma el registro en el cuadro de dlalogo que aparece, presiona
Yes.

10. Haz clic en Yes. La caja de dialogo de la instalacion del controlador busLAC/E aparece.

11. Seleccione el tipo de instalacién apropiada para el BusLAC/E, entonces haz clic en Next.
La caja de dialogo de instalacién del sistema DLLs aparece.

12. Haz clic en Yes. La caja de dialogo del programa dlrectono selecciona el disco duro
para la instalacién de los archivos del programa Millenium®, posteriormente hacer click
en Next.

13. Selecciona el disco duro para la instalacion de la base de datos de Millenium™, entonces
haz clic en Next. El programa seleccionado de la caja de dialogo Seleccion del
programa.

14. Haz clic en Next. La pantalla de configuracion de Millenium® aparece (figura 4).

15. Después que los archivos del software Milenium™ hayan sido -instalados, en la
computadora. Haz clic en Yes, | want to restart my computer now, entonces haz clic en
Finish para reiniciar la computadora y terminar la instalacion.
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Revision: 1.0

16. Después que la estacion de trabajo ha sido iniciada, un comando en la ventana aparece,
indicando que los archivos DLLs han sido registrados.

Iralalng etk . .
dhmibrimidertddal cob

Figura 4. Pantalla de configuracién del Software Millenium™.

7. REPORTE DE NO CONFORMIDADES.

No. de No Referencia de g s 2
Conformidad PRsba Prueba/ Parametro Resolucion Firma/ Fecha
3. Requerimientos Frecuencia No existe impacto en el
del sitio de desempefio de los
1 instalacion. Especificacion: 50/60Hz componentes del sistema
Etapa No. 6 conectados a la energia ya TLGG 08/Ago/04
Resultado: 60.04Hz que los Hz se refieren al
numero de ondas de luz.
N/A
1LGG 08/250/04

Fecha: 07/Agosto/2004
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8. ANEXOS.
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1. INTRODUCCION

La Calificacion de Operacion del Sistema de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
Marca Waters, debe demostrar y proporcionar evidencia documentada, de que cada modulo del
sistema funciona de acuerdo a la especificaciones operacionales de fabricante, en el ambiente
seleccionado de instalacion.

1.1. Propésito

Este protocolo aplica a la Calificacion de Operacidn, del Sistema “Cromatografo de Liquidos de
Alta Resolucion” Marca Waters.

1.2. Alcance

Este protocolo cubre los requerimientos criticos para verificar, evaluar y documentar, la
operacion correcta de cada componente del sistema.

1.3. Instrucciones

1) Registrar las instrucciones que deban ser seguidas para ejecutar este documento.
2) El Protocolo de Calificacién de !nstalacion del Sistema debe estar cerrado para poder
continuar con el presente Protocolo de Calificacion de Operacion.
3) El Protocolo de Calificacion de Operacion del Sistema debe estar completo y aceptado con
base en el Cumplimiento de las condiciones siguientes:
= Las pruebas de operacién del sistema, cumple con las especificaciones o criterios de
aceptacion.
» Cuando proceda, todas las no conformidades han sido documentadas adecuadamente en
el Reporte y Resueltas (seccién 7).
* Una no conformidad se presenta cuando no alcanza o no iguala el criterio de
aceptacion.
e Se cambia el criterio de aceptacion.
o No se sigue el procedimiento o instrucciones de prueba.
= Firma y fecha cada apartado de prueba una vez realizada la accién, es decir, en el
momento en que se genera.
= Para su Aprobacién Final, todas las no conformidades deben estar cerradas (o ausencia
de toda no conformidad).

3} El protocolo ha sido concluido de acuerdo con las Buenas Practicas de Documentacion.
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2. PRERREQUISITOS.

Revision: 1.0

Marca: Waters

Propésito: Antes de realizar y ejecutar las pruebas de la Calificacién de Operacion debe haber

sido completada la Calificacion de Instalacion, para evitar alguna contribucién de error, al método

de prueba, que pueda tener impacto en los resuitados de la Calificacion de Operacién y

Desempeno.
| El&pa —Descr;p;.‘i;)';z de Prueba Resultado Esperado | " Resultado Actual Cumple | Iniciales/
No. rx Fecha
Ll Hardware, instalado. El Hardware esta instalado. | Ef Hardware estd instaladp. J JLGG
b | | _ | 05/Ag0/04
2. | Software Millenium®, El Software Millenium™= esta | L Software Millenium™ esta 9LGG
instalado. i . | 7
| instalado instalado instalado. v 09/agor04
It - _I.. -
3. Sistema de Entrega Sistema de Entrega | Sistema de ‘Entrega Multisolvente
| Multisolvente 600E, Multisolvente 600E esta | OOE estd instalado. N JLGG
i instalado. instalado. | 09/Ag0/04
4. Detector 2487 doble A, Detector 2487 doble A esta Detector 2487 doble X estd 1266
i . i Y
nstalado. instalado. instalado. V 09/Agorod
5. Automuestreador 717 Automuestreador 717 Plus esta | Automuestreador 717 Plus estd IL6G
Plus, instalado. i ] ’ ’
us, instalado. instalado. instalado. N 0973004
6. Protocolo de Calificacion Protocolo de Callificacion de Protocolo de Calificacion de
de Instalacién Instalacién completado Instalacion completado. N JLGG
completado. 09/3g0/04
7. Mantenimiento Preventivo, | Mantenimiento Preventivo Mantenimiznto Preventivo 9LGG
realizado. terminado. terminadp. v 09/Agor04
[ Verificé: T AL B 09/3g0/04 )
|L | Iniciales Fecha

Nota: (V) sigr;lﬁcd “Cumple” y (x) No cmn;le._.

Fecha: 09/Agosto/2004
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3.

Protocolo de Calificacion de Operacion
Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucién

SOFTWARE MILLENIUM®.

3.1. Inicio del Software Millenium®.

Revision: 1.0

Marca: Waters

Propdsito: Verifica y comprueba que el software de aplicacion Millenium™ inicia correctamente,
mediante el ingreso a la aplicacion y revision de la configuracion de los instrumentos
cromatograficos asociados al sistema HPLC.

Instrucciones:

Encienda los instrumentos como a continuacion se indica.

1.
2. Instrumentos Cromatograficos (rutinas de diagnostico).
3. Dispositivos periféricos (impresora).
4. Estacion de trabajo Millenium®.
5.
tareas.
6.
sesion).
7. Ingresar User (Usuario)
8.
9.

seleccionar acquisition.

y Password (Contrasena).

Verificar la configuracion de los sistemas Cromatograficos.
Posicionarse con el puntero en Configure System y con el botén derecho del mouse

10. Verificar los instrumentos cromatograficos configurados.

Haga clic en el Botdn Start (inicio) del software Millenium®, que se encuentra en la barra de

Seleccionar programs (programas) Millenium™ y a continuacion Millenium® Login (iniciar

[ Etapa |  Descripcion de Prueba Resultado Esperado | Resultado Actual Cumple | Iniciales/ |

| No. | Ly = i ) 5 3, x Fecha |

1. | Inicio del Software de Inicia la sesién | Inicia la sesion el software 66 |

| Aplicacién Millenium®. automaticamente el software | afiffoniym32. \ 09340104 |

i | ] Millenium™, | I S N 5

2 | Ingreso de Usery El acceso al sistema es exitoso | El acceso al sistema es exitoso y [

Password para acceder el | y se visualiza la pantalla de Run | ., ;o070 fa panta[[a de Run N JLGG |

sistema. | Samples. i 09/2g0/04 |

| Samples. |

ER | Verificacién de los | Aparece el sistema o Aparece el sistema " se6 |

instrumentos | cromatografico configurado: cromatografi canf{qura:[a: 99 |

cromatograficos | 600717 2487 System. 60071 7524{;;05 stem. v 09/3g0/04 |

| | configurados. B & |
| Verifico: YAL 09/2g0/04

Iniciales __ Fecha

Nota: (\/) significa “Cumple” y (x)

No cumple.

Fecha: 09/Agosto/2004
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Revision: 1.0

Marca: Waters

4. VERIFICACION DE OPERACION DEL SISTEMA DE ENTREGA MULTISOLVENTE 600E.

4.1.

autodiagndsticos de rutina.

Encendido del Sistema de Entrega Multisolvente 600E.

Propésito: Verifica que el modulo inicia correctamente mediante el encendido y desarrollo de los

; Etap(.z. [ Descripcign de Prueba | Resultado_fisperado_ Resultado Actual Cumple Iniciales/
| _No. | o 4 SCS  EE | N W g, Vix Fecha
l. Asegure que ej cable de Ei cable de energia se El cable de energia se encuentra
| energia del panel posterior encuentra co_r}eclado alafuente | yuertadoa [afuentz de | ILGG
| se encuentre conectado a | de alimentacion. fimentacic | v 09/270/04
i la fuente de alimentacion, ULmERLACion,. 7
- - | del sistema 600E. | o SRR R
2. ; Presiona el botén de El sistema automaticamente ‘El sistema automaticamente |
| encendido On/ Off, en la realiza un autodiagndstico y en realiza un gum;{i%ng'sn'w yen : ’
| Tz . L
| posicién encendido (ON). la pantalla aparece el indicador L |
{ (ON) “Pgwer up Dli):gnostic Status: | ‘apantalla aparece el indicador | J ILGG
| oK. “Power up Diagnostic Status: | 09/3g0/04
1 600E Gradient Controller | 0K '
L _ | 600E Gradient Controller i
3 Después que aparezca el Aparece en la pantalla el | Aparece en la pantalla el sistema |
ilr;'dicadorr. “Psc:u;er ugK sisltema o?nﬁg::jurag?;:&n el | canfgumzfo conel
| Diagnostic Status: OK", automuestreador us y | 12
| presionar la tecla Setup en | Detector 2487 doble A. | automuestreador 71 7T[u5y v Osgﬂgog/;o:l
| la pantalla del controlador, | Detector 2487 doble A g
| ap
| presionar System | |
.| Configuration. __ | _ | | I I
| Verifico: YAar 09/Ago/04
Iniciales Fecha

Nota: ("]) significa “Cumple” y (x) No cumple.

4.2, Verificacion de la Exactitud de la Presion.

Propésito: Verifica y comprueba la calibracién de la presion a Opsi, como diagnostico de
funcionamiento del sistema de entrega multisolvente 600E.

i_l-z.';apa E Descripcidn de Prueba Resultado E.s:ﬁrdda Resultado Actual ; Cumple | Iniciales/
| No. | _ b Qe [ W Fecha
1. | Seleccionar en la bomba Aparece la pantalla Diagnostic. Aparece ﬁz[;anm[[a Diangstic. .
| flujo de OmUmin., en el J JLGG
| menu main, presionar la 09/3g0/04
. |teclaDiagPage | _
12, | Presionar la tecla User | Aparece la pantalla User | Aparece umua[[a User J . JLGG
B ’ Main page. Maintenance. | Maintenance. 05/Ago/04
| 3. i Presionar la tecla Cal Aparece la pagina Calibration. | Aparece la pdgina Calibration. N JLGG.
: ! page. I 09/9g0/04
[ 4. Presionar la tecla Aparece la pagina AutoZero. | :.’-‘lparece (a pagina AutoZero. J JLGG
| Autozero page. | 09/250/04
[s. | Presionar Autozero La presion final del sistema | La presion final es Opsi. N JLGG
| | Pressure. mostrada en la pantalla es Opsi. | 09/g0/04
[ Verific: yar T 09/3g0/04
Iniciales Fecha

~ Nota: ™) significa “Cumple” y (x) No cumple.
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Cromatografo de Liquidos de Alta Resoluciéon Marca: Waters

4.3. Prueba de Exactitud de la Velocidad de Flujo

Propdésito: Verifica y documenta que el modulo de entrega de solvente tiene la capacidad de
mantener exacta y consistentemente el flujo de la fase moévil preseleccionado, para proveer
interacciones estables y repetibles entre los analitos y la fase estacionaria. Ya que una exactitud
pobre en la velocidad de flujo puede afectar los tiempos de retencion en la separacién de un
analito.

Instrucciones:

El sistema de entrega multisolvente debe encontrarse encendido.

Coloca 2000mL de agua grado HPLC e inserta las cuatro lineas A, B, C y D, previamente
filtrada (filtro de 0.45micras) y desgasificada (desgasificacién con helio por 45 minutos).

En el controlador de la bomba, selecciona para cada linea 25%.

Selecciona velocidad de flujo de 4mL/min.

Después de 10 minutos reduce la velocidad de fiujo a 0.0mUmin.

Coloca un vaso de precipitado de 100mL, a la salida de la tuberia antes de insertarlo a la
columna del automuestreador 717 Plus.

Verifica que el desgasificador se encuentre encendido, selecciona velocidad de purga 100%
A.

Establece un flujo de 0.25mL/min, en el campo de velocidad de flujo en la pantalla status, y
presionar Enter.

Cuando el flujo y la presion son estables, paralelamente inserta a la salida de la linea una
probeta graduada de 50mL y mide el tiempo con un cronometro.

10) Para el cronometro hasta colectar el volumen descrito en la siguiente tabla.
11) Registra el tiempo en minutos. Y registra la presion del sistema.
12) Calcula la velocidad de flujo utilizando fa siguiente ecuacion y registrala; repite nuevamente

la prueba para cada una de las siguientes velocidades de flujo por duplicado.

Velocidad de Flujo = mL de agua colectados en la probeta/ tiempo en minutos.

Prueba g -B;.;cn'pcidn de Prueba Presion del Sistermna , Aﬁ;mpo (Min) Flujo Calculado Promedio
___No.. T S R (Psi) ‘ il Lot il
1.
Velocidad de Flujo 0.25mL/min. d | 1985 0252 02515
3 Coleccién de Volumen 5mL. 35 i 19.92 0251
| Velocidad de Flujo 1.0mbL/min. 52 o 1007 1.0095
2. { Coleccién de Volumen 10mL. &3 9.88 1.012
- . v
I | Velocidad de Fiujo 2.5mUimin. 272 6 2475 2.469
| Coleccién de Vol 20mL. ’
2. f oleccion de Volumen 20m 174 8.12 2.463
L |- IS SR 5.1 =S
1. |
Velocidad de Fiujo 5SmL/min. 2 I _9_‘9:’_ 5050 5.043
2. Coleccién de Volumen 50mL. 275 | 9.89 5056 ’
I 3
Revisé: JLGG 09/2g0/04
Inicial Fecha
Veritico: YaL 09/2g0/04
Iniciales Fecha

Fecha: 09/Agosto/2004
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Revision: 1.0

Marca: Waters

Elapa_-i—__- Descripcion de Prueba T Ees_u_lt;d;E_.w;rédo . ] Resultado Actual | C.umﬁe ] Iniciales/
No. | - ] | o _ i e { Wx Fecha
B Velocidad de Flujo 0.25mL/min. -} JILGG
Coleccion de Volumen 5mL. 0.25+ 0.0025mL/min. 02515 v | 09/ag0r04
2. i Velocidad de Flujo 1.0mLimin. - g
Coleccién de Volumen 10mL. 1.0 0.01/mUmin. 1.0095 v 09&5431’/,04
3. | Velocidad de Flujo 2.5mL/min. ILGG
| Coleccion de Volumen 20mL. 2.5+ 0.025mL/min. 2469 v 09/3g0/04
4. Velocidad de Flujo SmL/min. i JLGG )
| Coleccion de Volumen 50mL. 51 0.05mL/min. 5043 v 09/8g0/04
Verificé: yaL - 09/8g0/04 T
I Iniciales ~~~~~ Fecha S
Nota: (\]) significa “Cumple” y (x) No cumple.
" Instrumento de Prueba |  Modelo |  No.deSerie | Fecha de Calibracién/ Fecha de | - Iniciales/
Utilizado | l Préxima Calibracion Fecha
i i - O : 926G
rCronometro Cole Parmer | 9441020 SN | 24/May/05 09/8g0/04
b | T s B iz e P R . SRl dshata:

Fecha: 09/Agosto/2004
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4.4,

Prueba de Proporcién del Gradiente.

Revision: 1.0

Marca: Waters

Proposito: Comprueba y documenta la capacidad de la bomba para trabajar con perfiles de
gradiente, al proporcionar una mezcla de las lineas de solventes de manera gradual, en un

intervalo de tiempo definido.

Instrucciones:

1. Crea un Método de instrumento en Millenium™, para desarrollar la prueba de proporcion
de gradiente de acuerdo a las siguientes composiciones.

Etapa Tiempo (min.) | Velocidadde | _ Pruebal |  Prueba2 |
L ) ) Flujo (mL/min.) | % LineaA | % Linea B | % Linea C | 9 Linea D
1 20l 08 b @y oo W00 [ D
| 2 20 0} 100 100
fa 3 B ) 20 80 80
L 20 40 | 60 60
» 5 2.0 60 [ 40 40
{ 3 20 80 | 20 | 20
{ e 2.0 I 100 0 0
b siean B0 20 t 100 0 _ 0
l 9. 2.0 | 100 0 0

2. Hazclic en la lista de instrumento en el automuestreador 717Plus y selecciona Off.

3. Guarda el método como Prueba de Proporcion de Gradiente (A/B y C/D).

4. Coloca en la linea de entrega A y C, 500mL de metano! al 100%, y en la linea B y D
coloca una solucidn de propilparabeno (0.0056mg/ mL) en Metanol 500mL.

Noon

Coloca una tuberia para conectar el sistema.
Purga todas las lineas por 10 minutos a una velocidad de flujo de 2mL/min.
Desarrolla un inyeccion sencilla de 1yl de metanol de 24 minutos de tiempo de corrida

usando los iconos Prepare (preparar) e Inyector (Inyectar).
8. Proceso de resultados: Llevar el channel dentro de Review. Haz click en Processing

Method Wizard.

9. Con el ratén verifica que los resultados de AU (Unidades de absorbancia) en el

cromatograma.

10. Realiza los calculos de proporcion de gradiente, tomando como base el 100% de la AU
(unidades de absorbancia) del pico maximo del cromatograma.

| Etapa Descripcion de Prueba | Resultado Esperado | Resultado AU Resultad Cumple Iniciales/
| No. ‘ (Unidades de Actual rx Fecha
] | | Absorbancia) )
1. Proporcién de gradiente | | JLGG
linea A/B etapa inicial. 100% i 0.5004 ! 100% \ 09/2g0/04
2. | Proporcién de gradiente - ) i ILGG
linea A/B, etapa 1. 80 +2% | 0.4089 81.7% % 09/Ag0/04
3. Proporcion de gradiente T | R T T ILGG
linea A/B, etapa 2. 60 £ 2% 03004 4Lé% v 05/Agol04
4 Proporcién de gradiente JLGG
linea A/B, etapa 3. 40 £ 2% 02091 4re v 09/9g0/04
3. Proporcién de gradiente JLGG
linea A/B, etapa 4. 20 + 2% 0.1057 21.1% v 09/2g0/04
i e P T A L e - o
i | linea A/B, etapa 5. i 0* 20_/° L 00?10 0.19% v 09/Ago/04
Verificé: YaL o 9/Ago/04
Iniciales _ Fecha -

Fecha: 09/Agosto/2004
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Protocolo de Calificacién de Operacion

Cromatoégrafo de Liquidos de Alta Resolucién

Revision: 1.0

Marca: Waters

Nota: (\I) significa “Cumple” y (x) No cumple.
Nota,: Ver resultados de la Prueba de Proporcion de Gradiente, Anexo 1.

Etapa _Ee:\'}:;ibéién de Prueba § Resultado E:sperm}b | Resultado AU Resultad
No. i (Unidades de Actual
A 1 . | Absorbancia)
gl Proporcion de gradiente
| linea C/D etapa inicial. 100% 0.5010 100%
8. | Proporcion de gradiente T
linea C/D, etapa 1. 80 £+ 2% 0.4092 81.6%
i
9. | Proporcion de gradiente = o
i linea C/D, etapa 2. 60 + 2% 03086 61.5%
10. H Proporéiéh de gradiente S . i o
| linea C/D, etapa 3. 40 + 2% 02098 41.8%
11. | Proporcion de gradiente o T
linea C/D, etapa 4. 20+ 2% 0.1067 212%
[[12. | Proporcién de gradiente T T
linea C/D, etapa 5. 0+2% 0.0009 0.17%
Verifico: - .?’F{IL ) T T 09/2g0/04
Iniciales __Fecha

é‘umpl; R

Vx !
|

j ILGG |

L 09/2g0/04

Iniciales/
Fecha

09/_250_/04 B

JLGG |
09/Ag0/04

JLGG
09/8g0/04

JLGG

JLGG
09/2go/04

JLGG
09/Ago/04

Fecha: 09/Agosto/2004
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Protocolo de Calificacion de Operacion

Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucion

Revisién: 1.0

5. VERIFICACION DE OPERACION DEL AUTOMUESTREADOR 717Plus.

5.1.

Encendido del Automuestreador 717Plus.

Marca: Waters

Propésito: Verificar-y comprobar que el modulo opera correctamente mediante el encendido y el
desarrollo de los autodiagndsticos de rutina.

| Etapa | Descripcio’r; de Prucba B Resulladl;iEspem-do | " Resultado Actual [ Cumple | Iniciales/
No. | S, _ b BT R e b W L Raukd
1. Antes de encender el | Eicable de energia se | El cable de energia se encuentra
modulo  Automuestreador | encuentra conectado a la fuente | ouectado a [a/uemz de |
7I17P|t::, azegurese (Ele qduti I de alimentacion. | alimentacion. J ILGG
el cable de energia del | | 09/2g0/04
panel posterior se |
encuentre conectado a la |
fuente de alimentacion. R | = |
2. Presiona el botdén de | El sistema automaticamente | E[sistema automdticamente {
encendido/Apagado /O en | realiza un autodiagnostico y en | -0 un autmﬁagno’sh’wyell ; J ILGG
la posicion encendido (§), | pantalla aparece el indicador s 09/270/04
del panel frontal. i “OK”. | Eantz:lﬂz aparecee[udu:an{ar %
3. Esperar a que se complete | Aparece el mensaje IDLE enla | Aparece e/mensaje IDLE enla
la secuencia inicial y el esquina superior izquierda de la esquina superior L'zquien{a de la |
mensaje /IDLE debe pantalla. | antalla | |
aparecer en la esquina | P : i g i JLGG
superior izquierda, como i | 09/Ago/04
indicador de que el
autodiagnéstico resulto
i exitoso. e ol
[ Verifice: AL 09/2g0/04
| Iniciales Fecha o
Nota: (‘/) significa “Cumple” y (x) No cumple.
Fecha: 09/Agosto/2004 Pagina: 11 de 21



Protocolo de Calificacion de Operacién Revisién: 1.0
Cromataografo de Liquidos de Alta Resolucidon Marca: Waters

5.2. Prueba de Exactitud del Volumen de Inyeccion.

Propésito: Verifica y comprueba la capacidad del inyector para introducir la cantidad de muestra
preseleccionada de manera exacta y la misma cantidad de muestra en inyecciones repetidas. Si
la variabilidad de la muestra y el estandar que es inyectado dentro.de la columna no es
controlada estrictamente, el principio basico para la cuantificacion del estandar externo es
seriamente comprometido. Una comparacion significativa entre las respuestas de la muestra y el

estandar no puede ser realizado.
Instrucciones:

1) Colocar en la linea A, agua grado HPLC 100%.
2) Purgar el inyector, verificar que no exista alguna presencia de burbujas.

3) Colocar en un vial 4.0mL de agua grado HPLC con una pipeta volumétrica, colocar su tapa.

4) Pesar el vial con agua en una balanza analitica, registrar el peso P1.

5) Colocar el vial pesado previamente en la posicion 1 del carrusel del automuestreador

717Plus.
6) Colocar la salida del automuestreador a un contenedor de desechos.
7) Colocar el flujo de la bomba a 1.0mbL/min.
8) Presionar la tecla Main Page.
9) Programar la tecla Stat Page.
10) Presiona la tecla de la pantalla Direct Funtion.
11) Selecciona la funcién Inject samples en la pantalla de inyeccién de muestras.
12) Selecciona los siguientes valores en la pantalla Inject samples.

i Pardmetro S _ Especificacion =
—____Rango de viales -~ I I 3 ]
[ Inyecciones por vial 1 8 f 4 i
_ Tiempo de corrida ! _05min. | ~0.5min__ 0.5min. |
Volumen deinyeccién |  25ub | 50puL 100uL |

13) Presionar la tecla OK para comenzar la corrida.

14) Una vez terminada la corrida remover los viales, pesarlos y registrar el peso P2, de cada

uno.

15) Usar la siguiente formula para calcular el volumen promedio de agua inyectado por

inyeccién.

(P1-P2)/ Inyecciones por Vial x 1000 = mg de agua por inyeccion = pL por inyeccién. El agua
usada para esta prueba tiene una densidad de 0.99823 g/mL a 20° C y 0.99707 g/mL a 25° C,
introduce un error de 0.3% entonces el volumen es igual al peso en gramos (gramosx1000 = ul).

Etapa Descripcién de Prueba Peso Inicial del Vial | Peso Final del Vial uL por Inyeccién
No.
1. Inyecciones de 25uL 8.1512 7.7477 252188
! 8.1624 7.7564 25375
| s | rms | 4|
2. Inyecciones de 50ul. 81879 7.7827 50.650
81612 7.7578 50425
81756 7.7694 [ 50.775
3 Inyecciones de 100y T e 7 10135
_ 8.1589 7.7553 10090
, 8.1817 7.7793 10060
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Protocolo de Calificaciéon de Operacion

Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucién

Revision: 1.0

Marca: Waters

Etapa Descripcidén de Prueba " Resultado Esperédo . Resultado Actual E E‘un;ple Iniciales/

No. Tl i V¢ Fecha

L Exactitud de la Inyeccién 25l 2534uL ' N JLGG

S ki S (e 8 R

2. Exactitud de la Inyeccidn 50uL 50 £ 1.00L 50.62uL i v JLGG
+ 1.0p I— ) 09/2g0/04

3. " Exactitud de la Inyeccién 100uL 10095uL | VN T
100 + 2.0puL P o 09/5120/04

Verificé: YAL 09/2go/04
Iniciales Fecha R S T
Nota: (V) significa “Cumple” y (x) No cumple.

Etapa Descripcion de Prueba Resultado Esperado Resultado Actual Cumple Iniciales/

No. i 2 ! Wx Fecha

4. Precisién de la Inyeccion 25uL JLGG
<0.5% CV 043% CV -‘f_ ‘ 09/3g0/04

5. Precisién de la Inyeccién 50pL o JLGG
<0.5% GV 035% CV by 09/350/04

6. Precision de ta Inyeccién 100pL o JLGG
<0.5% GV 037%CV v 05/840/04

Verifico: YaL 09/2g0/04
Iniciales Fecha
Nota: (V) significa “Cumple” y (x) No cumple.

Instrumento de Prueba Modelo No. de Serie Fecha de Calibracion/ Fecha de | [Iniciales/

Utilizado : " Proxima Calibracién Fecha

. JLGG
Balanza Analitica AT201 1118361951 Nov/04 / Nov/05 09/240/04

Fecha: 09/Agosto/2004
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Protocolo de Calificacion de Operacion
Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion

Revision: 1.0

Marca: Waters

5.3. Prueba de Exactitud y Estabilidad de la Temperatura de la Columna.

Propésito: Verifica y comprueba que la temperatura del compartimiento de la columna es
exacta, con respecto al valor seleccionado en la pantalla del controlador 600E; y que la
temperatura es capaz de mantenerse estable durante un periodo de tiempo determinado. Para
demostrar que el sistemna no afecta los tiempos de retencion y la respuesta del detector.

1.

2.

S0P NO RN

-+ O

Coloca la sonda de un termohigrometro patron calibrado, a la mitad del compartimiento de la

columna.
Con el teclado del controlador presiona Set up la pantalla de configuracién de la bomba
aparece.
Ingresa los siguientes parametros de prueba en la pantalla Pump Setup.
Reservoir sparge: disable.
Pump Col. Temp. Heater Limit: 15° C.
Press Limits: Low: 0 High: 4000Psi.
Chart Out: No.
Flow Factor: 1.00.
Autostart: Enable.
Coloca un flujo de 1ml/ min en la velocidad de flujo.
Verifica que la presion del sistema no varié en mas de + 120psi.
Espera a que se estabilice la temperatura por 15 minutos.
Registra la temperatura tres veces cada 3 minutos.
Realiza los pasos 2 a 7 nuevamente para la temperatura de 25° C y 40° C.
Calcula el promedio de las tres mediciones y registralo en el formato de resuitados.
. Para la prueba de estabilidad de temperatura de la columna, realiza los pasos 2 a 6.
. Para cada temperatura (15° C, 25° C y 40° C), monitorear la temperatura a intervalos de 1

minuto, durante 30 minutos.

12. Calcula el promedio de las temperaturas y registralo en el formato de resultados.

' Etapa
__No.
1.

B

| Verifico:

Nota: () si’gmﬁca “Cumple” y (x) No c;u;p;e

Descripcit-ir-t de Prueba | Resultado -Espe;‘ado | Resultado de la ! Resultado Actual | Cumple | Iniciales/
RS oL RN I, Medicibn("C) | | Vx| Fecha
Exactitud de = 1.5£4_ ILGG
Temperatura Punto 1 15+1°C. I5.18 1532°C v 09/9g0/04

! 1545
5 2517 i :
Exactitud de 1 _— ;
| : i 2520°C | ILGG
| Temperatura Punto 2 25+ 1°C. | .".’5.24_1 | v 09/9g0/04
| E 25.19 |
St ———— i
| Exactitud de : 025 LogG6
i o o,
Temperatura Punto 3 1 40+1°C. L _J(]E —=d 402z °C v 09/Ago/04
| | : 4029
T ==—————== T 9Agoiod
Iniciales ___ Fecha

Fecha: 09/Agosto/2004
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Protocolo de Calificacion de Operacion

Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucidon

i Etapa | Descripcion de Prueba
[ No. | g

| Estabilidad de Temperatura
Punto 1

2. Estabilidad de Temperatura
Punto 2

3. | Estabilidad de Temperatura

" Punto 3

Resultado Esperado

15+£0.5°C.

25+ 0.5°C.

Nota: (\]) significa “Curhple”y (%) No cumpl;

40 +0.5°C.

Revision: 1.0

Marca: Waters

Resultado Actual | G um;l; "1 Iniciales/ |
W= Fecha |
18 | JLGG
M . 09/3goro4 |
! e |
2533 v 09/3go/04
L JLgG
406 v 09/8go/04

Nota,: Ver resultados de la Prueba de Estabilidad de la Temperatura de la Columna, Anexo 2.

Vaisala (Lector Temperatura)

Instrumento de Pruzba | Modelo
__Utilizado ! |
Termohigrémetro Digital p ’ 1
. Vaisala (Sensor Temperatura) | HMPSSE
Termohigrémetro Digital ! HMI38 |
4 e —
94410-20 i

Cronometro Cole Parmer

~ No. de Serie

W3320004

12050010

SN

Fecha de Calibracién/ Fecha de ? " Iniciales/ j{
i Préxima Calibracién | Fecha
30/A6r/04 / 30/Abr/05 ILGG i
TR | ooimgoros |
2 JLGG |
30/A6r/04 / 30/2?/.05 | 09/3g0/04 ‘
| JLGG
30/2b1/04 / 24/May/05 | 09/2g0/04 !

Fecha: 09/Agosto/2004
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Protocolo de Calificacion de Operacion Revision: 1.0

Cromatodgrafo de Liquidos de Alta Resolucion

6. VERIFICACION DE OPERACION DEL DETECTOR 2487 DOBLE A.

6.1. Encendido del Detector 2487 doble A.

Marca: Waters

Proposito: Verifica y comprueba que el detector opera correctamente mediante el encendido y el
desarrollo de los autodiagnésticos de rutina.

‘ Etapa | Descripcion de Prueba ¥ -Ré.s:x'liit;iaiE;p;rada Resultado Actual Cumple | Iniciales/ |
| No. | . S Vx| Fecha |
0L Antes de encender el | El cable de energia se 'E{cable de energia se encuentra [ I
detector 2487 doble A, | encuentra conectado a la fuente conectado a &zfuentz fe |
| aseglrese de que el cable | de alimentacion. alimentacion ’ 9266
i de energia del panel | v 09/Ag0/04
; | posterior se encuentre
| conectado a la fuente de
| | alimentacién. - N ) 3
| 2. | Presiona el botéon de | El sistema emite tres tonos y | Ef sistema emite tres tonos y
| encendido/Apagado automaticamente  realiza  un | gy pomikiegmente realiza un
On/Off en la posicioén | autodiagnéstico, cuando rodiagmésti 15 teratin J JLGG
i | encendido (On). termina a aparece en la pantalla BrEQL LAHOS TN CURT i | 09/2g0/04
i “Absorbance”. | aaparece en la pantalla !
o | “Absorbamee”. 1
| En caso de fallo de unoc o No se muestra ningin mensaje | Np se muestra ninguin mensaje |
| | més de los de error. { deerror: |
| autodiagnésticos de | i J JLGG
| | inicializacién, el detector ! 09/840/04
| muestra un mensaje de
i | error. N T
| Verificé: YAL 09/Ago/04
- Iniciales _ Fecha e
Nota: (V) significa “Cumple” y (x) No cumple.
6.2. Verificacion de la Respuesta de un Pico.
Propésito: Verifica y comprueba que el detector es capaz de obtener una respuesta de un pico.
Instrucciones
1. Defina la longitud de onda en 254nm en la pantalla Absorbance y presione Enter.
2. Presione Enter nuevamente para activar el campo Sensitivity.
3. Defina la sensibilidad en 2.0 AUFS.
4. Defina la velocidad de flujo de la bomba en su sistema HPLC en 1.0mbL/min.
5. Inyecte 1mL de propilparabeno.
6. -Cuando la prueba se realiza con éxito, el detector mostrara un pico.
Etapa [ Descripcion de Prueba Resultado Esperado Resultado Actual : Cumple Iniciales/
| No. | 3 NG | 0 s ot R L B L Fecha
1 | Inyeccion de la muestra de El detector muestra un pico a | Ef detector muestra un pico | J JLGG
| propllparabeno. 254nm. i a254nm. | 09/g0/04
Verifico: AL 05/7g0/04 o
Iniciales Fecha

. Nt_.‘;taT(‘]) significa “Cumple” y (x) No cumple.

Fecha: 09/Agosto/2004
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Protocolo de Calificacion de Operacion
Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion

6.3. Prueba de Calibracion de Longitud de Onda.

Revision: 1.0

Marca: Waters

Propésito: Veritica y comprueba que el detector desarrolla correctamente la auto- calibracién de

la longitud de onda.

Instrucciones

1. Presione Calibrate (Shift DIAG) en el teclado del Detector 2487.

2. Presione Enter para continuar el ciclo de calibracion.
3. Para verificar que la calibracion fue desarrollada adecuadamente, emite tres tonos y

muestra el error maximo en nanémetros de la mayor variacion de calibracion.

4. Presione Enter para completar la calibracion.

Etapa “I:);ciripciﬁnﬁd;l’meba Resultado Esperado Resultado Actual | Cumple Iniciales/
No. R ) V/x Fecha
1. Variacion de Calibracién Menor a + 1nm. 0.09nm. J JLGG
! o e e JOHAGUIOR
2. | Veriticacion de la Calibracion Aparece el mensaje Calibration Aparece el mensaje
Completa complete, y se muestra 1a | cufipration campléte,yse o ILGG
pantalla absorbance. muestra (a pantalla Cump 09/9g0/04
3 absorbance. o] B
Verificé: T AL 09/8g0/04
L Iniciales Fecha - -
Nota: (V[) significa “Cumple” y (x) No cumple.
Pagina: 17 de 21

Fecha: 09/Agosto/2004



Protocolo de Calificacién de Operacién Revision: 1.0

Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucion Marca: Waters

6.4.

Prueba de la Exactitud de la Longitud de Onda.

Propésito: Verifica y comprueba que el detector no presenta desviacion en la lectura de la
longitud de onda contra la banda de una longitud de onda conocida.

Instrucciones

T3ooNoOsELN A

Encienda el detector 2487 doble A, por 60 minutos antes de desarrollar las pruebas.
Purgar el detector 2487 con metano! grado HPLC, por lo menos 15 minutos.

Correr un Scan cero colocando agua dentro de la celda de flujo.

Presionar SCAN, 1, New Scan, entonces presionar 2, Zero Scan.

Presionar Next para avanzar el segundo parametro de la pantalla Zero Scan.
Introducir 257nm y presionar Enter.

Especificar 100nm/min en el campo de velocidad de barrido.

Presionar la tecla Next e introducir 2 en el valor de AUFS y presionar Enter.
Presionar Run para comenzar el barrido.

. Limpie la cubeta para asegurar gue no se encuentre sucia y la lectura sea incorrecta.
. Pesar exactamente 40mg de propilparabeno y colocarlo en un matraz volumétrico de

200mL; disolver y aforar con metanol grado HPLC.

. Llenar la celda con la solucién de propilparabeno de 0.2mg/mL.

. Esperar 15 minutos y correr el barrido de la solucion en el detector 2487, como sigue:

. Presionar SCAN, 1, New Scan, entonces presionar 1, Sample Scan.

. Asegurarse de que los parametros sean los mismos de cuando se corri6 el Scan cero.
. Ajustar el rango de barrido de190nm a 600nm.

. Presionar Run para iniciar el barrido.

. Al concluir el barrido, el detector despliega el espectro de propilparabeno.

. Presionar Next para desplegar la longitud de onda con absorbancia maxima.

Etapa Descripcién de Prueba Resultado Esperado Resultado Actual Cumple Iniciales/

No. A o i : ix Fecha
1. Longitud de Onda de Absorcion

Maxima de Propilparabeno. 256 = 2nm 257nm v 09&;5304
Verificé: TyaL 09/3g0/04
Iniciales - . Fecha
Nota: (V) significa “Cumple” y (x) No cumple.

Estdndar de Prueba Utilizado | Marca Lote Fecha de caducidad Iniciales/
oY ' 3 PRt > : ' Fecha
Propilparabeno . Merck Co, Inc. L-000510208-000V006 31/May/05 09351;304
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Protocolo de Calificacién de Operacién Revision: 1.0
Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion Marca: Waters

6.5. Linealidad de Respuesta del Detector

Propésito: Verifica y comprueba que el detector es capaz de mostrar una respuesta lineal a
diferentes concentraciones de! analito.

Instrucciones

1. Preparacién de soluciones estandar de propilparabeno.
= Pesar exactamente 25mg de propilparabeno y colocarlo en un matraz aforado de
250mL y aforar con agua grado HPLC.
= Tomar una alicuota de 5, 10, 20, 30, 40mL de esta solucién y colocar cada una
de estas alicuotas en un matraz volumétrico de 100mL diferente (etiquetar cada
solucién como estandar de concentracion de 5, 10, 20, 30 y 40mg/L,
respectivamente).
Colocar metanol 100% en la celda de flujo y colocar en cero la lectura del detector.
Colocar la longitud de onda en el detector a 272nm.
Registrar la lectura de absorbancia obtenida en la pantalla.
Colocar 3mL de la primera solucion de prueba (5mg/mL) y colocarlos en la celda de flujo.
Esperar 15 segundos para estabilizar la lectura.
Registrar la lectura de absorbancia
Colocar 3mL de la segunda solucién de prueba (10mg/mL) y colocarlos en la celda de
flujo. Esperar 15 segundos para estabilizar la lectura.
8. Realizar los mismos pasos para las soluciones de prueba restantes (20mg/mL, 30mg/mL
y 40mg/mL).
9. Calcular la linealidad de respuesta.

apwn

No

Etapa Descripcién de Prueba Resultado Esperado | Resultado Actual Sensibilidad= Abs/Conc |
i _No. |
it | Blanco 0 mg/mL 0 NA
g ;. Concentracion de la solucion 1. Smg/mL . 0.4563 0.09126
B Concentracién de la solucion 2. 10mg/mL 0.9172 [ 0.09172
4. . Concentracion de la solucién 3. 20mg/mL 1.8167 0.09084
! 5. Concentraci la solucién 4. 30mgimL . 26254 . 0.08751
6. Concentracién de la solucién 5. 40mg/mL | 3.4468 0.08611
! Etapa Descripcién de Prueba Resultado Esperado Resultado Actual [ Cumple Iniciales/ |
No. | Vix Fecha
Linealidad de R ta | JLG
77' R | <5%CV dela Sensiviidad 281% CV | 09&25304
| Verificé: YaL 09/2g0/04
' Iniciales o Fecha
Nota: (V) significa “Cumple” y (x) No cumple.
| Estindar de Prueba Utilizado | ~ Marca |  Lote Fecha de caducidad | Iniciales/
[ - | | | Fecha
Propilparabeno l Merck Co, Inc. I L-000510208-000006 31/May/05 | ovsagoros |
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7. REPORTE DE NO CONFORMIDADES

No. de No

Conformidad Prueba/ Parametro Resolucién Firma/ Fecha

ILGG 09/2g0/04
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8. ANEXOS.
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Anexo 1.

Resultados de la Prueba de Proporcion de
Gradiente.



AU

Calificacién de operacién

Prueba de Proporcién de Gradiente, lineas A/B
Estandar: Propil Parabeno
Realizd: Juan Luis Garcia G.

Cromatograf o de liquidos de alta resolucion: Waters

Software: Millennium 32 Versién: 3.20

CROMATOGRAMAS

0.40

[0+

0.200

8

IEAEL]

0.00

I
12.00
Minutes

T
14.00

—— SampieName Prueba de Proporcion A/B Vial 1 Injection 2 Injection Volume (uL) 10.00

Tiempo de :
Nombre de la muestra po . Area Altura
retencién (min)
1 | Proaba de Proporcion AB 01| sx8 562.7
2 | Prueba de Proporcion AB 6.4 | 67078286 | 355784.7

20/08/04

i
18.00

e
20.00

22.00

24.00



Calificacién de operacién

Prueba de Proporcion de Gradiente, lineas C/D
Estandar: Propil Parabeno

Realizg: Juan Luis Garcla G.

Cromatografo de liguidos de alta resolucion: Waters
Sof tware: Millennium 32 Versién: 3.20

CROMATOGRAMAS

i

0.50

0.40

0.307

2 0.201

010~~~ —~——— —~—

U148

0.00

-0.1

L A e B

L i e A FENL A A S s T

i T —T— —T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

Minutes
SampleName Prueba de Proporcién C/D Vial 1 Injection 1 Injection Volume (uL} 10.00

20/08/04

20.00 22.00 24.00



Anexo I1.

Resultados de la Prueba de Estabilidad de
Temperatura de la Columna.



CALIFICACION DE OPERACION

PRUEBA DE ESTABILIDAD DE LA TEMPERATURA DE LA COLUMNA
Realizo: Juan Luis Garcia G.

Condiciones Ambientales Inicial Final
Temperatura 16°C. 16°C
Humedad Relativa 55% HR. 57% HR
Instrumento de Medicion Marca Modelo
Termohigrémetro Digital (Sensor Temperatura) Vaisala HMP35E
Termohigrometro Digital (Lector Temperatura) Vaisala HMI38
Cronometro Cole Parmer 94410-20
FECHA TIEMPO Temperatura Medicion Temperatura Medicion
(Minutos) (°C) (°C) °C) (°C)
Verificacién de Temperatura 09/08/2004 0.00 15 15.34 25 2543
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 1.00 15 15.46 25 25.37
Verificacién de Temperatura 09/08/2004 2.00 15 15.27 25 25.33
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 3.00 15 15.45 25 25.39
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 4.00 15 15.36 25 25.34
Verificacién de Temperatura 09/08/2004 5.00 15 15.28 25 25.32
Verificacién de Temperatura 09/08/2004 6.00 15 15.45 25 25.41
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 7.00 15 15.29 25 25.35
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 8.00 15 15.42 25 25.32
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 9.00 15 15.39 25 25.20
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 10.00 15 15.27 25 25.36
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 11.00 15 15.47 25 25.33
Verificacién de Temperatura 09/08/2004 12.00 i5 15.37 25 25.21
Verificacién de Temperatura 09/08/2004 13.00 15 15.46 25 25.36
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 14.00 15 15.45 25 25.28
Verificacién de Temperatura 09/08/2004 15.00 15 15.35 25 25.32
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 16.00 15 15.29 25 25.29
Verificacion de T"emperatura 09/08/2004 17.00 15 15.41 25 25.24
Verificacién de Temperatura 09/08/2004 18.00 15 15.29 25 25.34
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 1900 15 15.45 25 25.32
Verificacién de Temperatura 08/08/2004 20.00 15 15.39 25 25.47
Veriticacién de Temperatura 09/08/2004 21.00 i5 15.27 25 25.32
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 22.00 15 15.47 25 25.29
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 23.00 15 15.43 25 2532
Verificacién de Temperatura 09/08/2004 24.00 15 15.27 25 25.35
Verificacién de Temperatura 09/08/2004 25.00 15 15.46 25 25.28
Verificacién de Temperatura 09/08/2004 26.00 15 15.37 25 25.26
Verificacion de Temperatura 08/08/2004 27.00 15 15.26 25 25.39
Verificacion de Temperatura 09/08/2004 28.00 15 15.45 25 25.28
Verificaciéon de Temperatura 09/08/2004 29.00 15 15.27 25 2542
Verificacién de Temperatura 09/08/2004 30.00 15 15.49 25 25.30
Promaedio 15.38 25.33

Numero de Serie

W3320004
V2050010

°C)
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40

Nota: La temperatura, corresponde a la seleccionada en la pantalla def automuestreador 717 Plus, y la medicién se refiere a la
temperatura obtenida en el termohigrometro patrén. Las lecturas fueron registradas después de 15 minutos de estabilizacién.

Realizo: 7LGG 09/2g0/04
Verificod: YAL 09/Ago/04

S/N

Temperatura

Medicién

(C)
40.20
40.41
40.34
40.29
40.22
40.38
40.42
40.35
40.32
40.29
40.43
40.40
40.39
40.32
40.41
40.40
40.28
40.21
40.39
40.42
40.30
40.39
40.41
40.39
40.33
40.43
40.39
40.40
40.37
40.39
40.44
40.36



APENDICE V. PROTOCOLO DE CALIFICACION DE DESEMPENO



Protocolo de Calificacién de Desempefio

Sistema: Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion

Marca: Waters Revision: 1.0

Fecha: 15/Agosto/2004 Paginas 27
Totales:

Realizado por: Juan Luis Garcia Guzman Revisado por: Ramon Rodriguez Herndndez

Verificado por: Yanet Angélica Lizarraga




Protocolo de Calificacién de Desempefio Revision: 1.0
Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion Marca: Waters

Tabla de Contenido

Lo INTRODUGCION ..o e eeeeee e eeasn e 3
1.1 PTOPOSIO 1ttt et bbb b
1.2 Alcance...
1.3 Instrucciones

3.1 Creacion del ProYECTO ..........ccooooiiiiiei it

3.2 Creacion del Método de Instrumento

3.3  Secuencia de MUESIIAS ...t

3.4 Creacion del Método de Proceso..........coceevreieinniniecc s

3.5 Generacion y Disefio de INformes. .........ooerceerreerennernnensecineeecnces

3.6 Administracién de la Configuracion.............ccocceeieceervioenicnicninne
3.6.1 Respaldo de ProyeCtos .........ccoiioieiirieer e e s s
3.6.2 Recuperacion de ProYECIOS ...........coecuiiviireiierereeeieetee e sreses s seeen e esenenessmee e

4. PRUEBAS DE DESEMPENO DEL SISTEMA DE CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS DE
ALTA RESOLUCION ..ottt seee e ene e senas b b saenn s nsnsen 15

4.1 Estandar de Acido Benzoico .............ccocevenee.. .15
4.2 Estandar de Metilparabeno ...........cc.ccccoenee

4.3 Estandar de Propilparabeno..........c.cccooirmeoncciccnnnicicnenenn. RN 17
5. REPORTE DE NO CONFORMIDADES ..ottt cee s e mse e 18
6. ANEXOS ..o et st 19

fFecha: 15/Agosto/2004 Pagina: 2 de 19



Protocolo de Calificacién de Desempefio : Revisién: 1.0
Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucién Marca: Waters

1. INTRODUCCION

La Calificacion de desempefo, del sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucién,
contiene las pruebas criticas para evaluar la integridad del sistema, a través de los
requerimientos para su uso rutinario.

1.1. Propésito

Este protocolo aplica a la Calificacion de Desempeio, para el Sistema “Cromatégrafo de
Liquidos de Alta Resolucién” Marca Waters.

1.2. Alcance

Este protocolo cubre los requerimientos criticos de desempeno, para la evaluacién del sistema
completo a ser verificado y evaluado.

1.3. Instrucciones
1) Registrar las instrucciones que deban ser seguidas para ejecutar este documento.

2) El Protocolo de Calificacion de Instalacién y Operacién del Sistema debe estar terminado para
poder continuar con el presente Protocolo de Calificacion de Desempefio.

3) El Protocolo de Calificacion de Desempeno del Sistema debe ser completado y aceptado con
base en el Cumplimiento de las condiciones siguientes:
= Las pruebas de Desempeiio del sistema cumple con las especificaciones.
= Cuando proceda, todas las no conformidades han sido documentadas adecuadamente en
el Reporte de No Conformidades y Resueltas (apartado 11).
» Una no conformidad se presenta cuando no alcanza o no iguala el criterio de
aceptacion.
e Se cambia el criterio de aceptacion.
* No se sigue el procedimiento o instrucciones de prueba.
= Firma y fecha cada apartado de prueba una vez realizada la accién, es decir, en el
momento en que se genera.
= Para su Aprobacion Final, todas las no conformidades deben estar cerradas (o ausencia
de toda no conformidad).

3) El protocolo ha sido concluido de acuerdo con las Buenas Practicas de Documentacion.
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Protocolo de Calificacién de Desempefio Revision: 1.0
Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion Marca: Waters

PRERREQUISITOS

Proposito: Antes de realizar y ejecutar las pruebas de la Calificacion de Desempeiio, debe
haber sido completada la Calificacion de Instalacion y Operacion, para evitar no conformidades e
impacto en los resultados de la Calificacion de Desempeno.

Etapa
. No.
I

|39

! Verifico:

3.

~ Descripcion de Prueba | Resultado Esperado Resultado Actual Cumple
. e | A - sy i MR
Protocolo de Calificacion de
Instalacién Completado Camp&m:{n J
""Protocolo de Calificacién de P ) s e e
Operaci6n Completado Completado ; vV
T 9’5.1:_ o i T 16-/,‘450/04 ) -
_ Iniciales . Fecha

OPERACION DEL SOFTWARE MILLENIUM™.

Propdsito: Verificar y comprobar que el software opera adecuadamente al desarrollar los
operaciones requeridas en una corrida cromatografica.

1.

2.

Para verificar y comprobar que el software opera correctamente deben ser seguidas y
desarrolladas las etapas 3.1 a 3.7; y documentadas en la tabla de este apartado.

Después de realizar la introduccién de datos en las pruebas de operacién del software
Millenium®, se realizaran las pruebas de calificacion de desempeno, con las etapas previas,
para generar una corrida cromatogréfica y evaluar la funcionalidad del sistema completo.
Antes de iniciar la verificacion de operacion del software es necesario preparar el sistema de
cromatografia para realizar la prueba de desempeiio, subsecuentemente.

Preparacion de la fase mévil.

a. Fase movil A: Mezclar 2000mL de agua grado HPLC con 2mL de &cido fosforico
(HsPOy).

b. Fase moévil B: Mezclar 2000mL de acetonitrilo grado HPLC con 2mL de acido
fosforico (HsPO,).

c. Filtrar cada fase movil por un filtro de 0.45 Micras.

d. Desgasifica cada fase moévil durante 30 minutos con helio.

Preparacion de la mezcla de prueba de los estdndares de propilparabeno, metilparabeno y
acido benzoico.

a. Preparar una solucién de 0.08mg/mL de propilparabeno con 0.04mg/mL de
metilparabeno y 0.5mg/mL de acido benzoico.

b. Pesar exactamente 50mg del estandar de acido benzoico y colocarlo en un matraz
volumétrico de 100mL, disolver con 50mL. de agua grado HPLC y sonicar por 30
minutos.

c. Pesar exactamente 40mg de propilparabeno y colocarlo en un matraz volumétrico de
25mL; disolver con agua grado HPLC a una temperatura de 40° C aproximadamente
y sonicar por 30 minutos; aforar y transferir 5mL de esta solucién a la solucion de
acido benzoico.

Fecha: 15/Agosto/2004 Pagina: 4 de 19

Iniciales/ |
Fecha |
JLGG

| 15/9go/04

JLGG
15/3g0/04




Protocolo de Calificacion de Desempefio Revision: 1.0

Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucién Marca: Waters

d. Pesar exactamente 50mg del estandar de metilparabeno y colocarlo en un matraz
volumétrico de 50mL, disolver con 25mL de agua grado HPLC y sonicar por 30
minutos; aforar y transferir 4mL de estd solucién con una pipeta graduada al matraz
volumétrico del estandar de acido benzoico.

e. Aforar el matraz con la mezcla de estandares, con agua grado HPLC.

f. Coloca la fase mévil en la linea A, y sumerge completamente el filtro de la linea.

g. Coloca la fase mévil en la linea B, y sumerge completamente el filtro de la linea.

6. Crear un proyecto con el nombre Calificacién_PQ, seguir lo descrito en la seccién 3.1
Creacién del proyecto.
7. Crear el método de instrumento tomando en cuenta las condiciones de prueba descritas en
la seccioén 3.2 Creacién del Método de Instrumento.
a. Conectar una columna Symmetry® C,g (3.9 x 150mm) 5y y estabilizar el sistema a
flujo de 0.5mL/min durante 30 minutos.
b. Verifica que la presién se estabilice y que no presente fluctuaciones de + 120psi.
c. Enciente todos los médulos y espera 30 minutos a que la ldmpara del detector se
estabilice.
d. Coloca 6 viales con la mezcla de prueba de estandares.
8. Realizar la secuencia de muestras de los estandares a procesar, segin lo descrito en la
seccidn 3.3 Secuencia de Muestras.
a. Hacer clic en setup.
b. Cuando la barra de estado indique que el sistema esta inactivo, haga clic en Monitor
y aparecera una linea base en tiempo real.
¢. Cuando la linea base se haya estabilizado, haga clic en la herramienta abort para
detener el proceso.
d. Haga clic en el botén inject para iniciar la adquisicién de datos.
9. Crear un método de proceso de datos de acuerdo a la seccién 3.4 Creacién de un Método de
Proceso. )
10. Siga los descrito en la seccidn 3.5 Revisién de resultados y Crear una curva de calibracién
de cada estandar procesado, con base en las areas.
11. Crear un Informe personalizado de acuerdo a la seccién 3.6 Generacion y diseno de
Informes.
12. Una vez que se ha llevado acabo la adquisicion, se procesan datos y el software genera
automaticamente un informe impreso. .
13. Comprobar que el respaldo y recuperacion de los datos electronicos generados en una
corrida cromatografica, a través del software Millenium®, seguir las instrucciones de prueba
y operacién del software de la seccién 3.7. : :
Etapa Descripcién de Prueba- Resultado Esperado Resultado Actual Cumple | ‘Iniciales/
No. X Fecha
1. Creacién del Proyecto El software Mille‘nium opera ﬂsdmm{?ﬁ@um crea el J 926G
Caticantan. oy mprovecto. | proyeo CalficaconPQ 157250004
2. Creacién del Método de El software Millenium opera Ef software Millenium crea el 9266
Instrumento _correctamente allcrear gt método de método de instrumento v 15/970/04
instrumento (Calificacién_PQ). CdWé"_m g
3 Secuencia de Muestras. | El software Millenium opera El software Millenium crea la ILGG
correctamente al crear la secuencia de | secuencia de muestras. v 15/9g0/04
[S— trbeiicnng muesxras'
4. Creacién del Método de El software Millenium opera El software Millenium crea el ILGG
Proceso. ;c:nectamente al crear el método de : método de proceso. ¥ 16/9g0/04

Fecha: 15/Agosto/2004
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Etapa Descripcion de Prueba Resultado Espenui;) . Resultado Actual Cumple Iniciales/
NN, i} : ; /x Fecha
5. Creacién de una curva El software Millenium opera L software Millenium crea- una
de calibracién de cada correctamente al crear unacuvade | curva de calibracion de cada N JLGG
estandar. calibracién de cada estandar. estdndar. 16/3g0/04
6. . | Generacién yDisefiode | Elsoftware Millenium opera El software Millenium genera el ._Aﬁ,g.‘g‘"
Informes. correctamente al generar el Informe Informe de Resultados. v 16/950/04
; v de Resultados. 4
7. Administracion de la £l software Millenium realiza EL software Millenium respalda
Configuracién correctamente e! respaldo de de informacion mediante el uso de N JLGG
informacion mediante el uso de copias copias de seguridad. 16/2g0/04
de segufd@d. - -
8. El software Millenium realiza Ef software Millenium recupera
correctamente la recuperacion de los proyectos resguardados como ILGG
proyectos resguardados como respaldo de informacion mediante v 16/9g0/04
respatdo de informacion mediante en en copias de seguridad.
copias de seguridad.
9. Creacién de Audit Trail El software Millenium crea un registro | E/ software Millenium crea un
(registro de de modificaciones al final de la corida. | registro de modificaciones al final J JLGG
modificaciones) de la corrida. 16/2g0/04
Verifico: YAL 16/Ag0/04
Inicial _Fecha
Nota: (V) significa “Cumple” y (x) No cumple.
Esténdar de Prueba Marca Lote Fecha de caducidad - Iniciales/
. Utilizado Fecha
- JLGG
Acido Benzoico Merck Co, Inc. L-000481100-0005022 30/26r/07 15/8g0/04
. JLGG
Metilparabeno Merck Co, Inc. L-000474898-000V009 30/9un/08 151940104
Propilparabeno Merck Co, Inc L-000510208-0007006 31/May/05 JLGG
- fuc. Y 15/9go/04

Fecha: 15/Agosto/2004
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Protocolo de Calificacion de Desempefio Revision: 1.0
Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucién Marca: Waters

3.1. Creacion del Proyecto.

Propésito: Verifica la creacion de un proyecto para la coleccion de métodos, resultados, campos
personalizados y datos sin procesar en el software cromatografico Millenium™2.

Instrucciones.

1. Haga clic con el botén derecho del raton en Configure System en la ventana login de
Millenium y seleccione Projects del menu contextual.

T Millennium® M= e
Fie View JTools Help
D8: Local User: admin .
L | Logout |
Proect |
i Configure Sy{’m1
%
Print Data

Fot Help, press F1

Figura 1. Pagina de acceso al proyecto Calificaciéon_PQ.

2. Haga clic con el botdn derecho del raton en el recuadro de arbol de la ventana configuration
Manager, seleccione New del ment contextual y, a continuacién, seleccione Project del
menu de cascada. Se activara New Project Wizard. Aparecera la pagina Tablespace.

3. Acepte la seleccion propuesta por defecto de 10Mb.

4. Haga clic en la casilla de Full Audit Trail Support (Registro obligatorio de modificaciones).
Para crear un registro de datos de todos los cambios que se han realizado en los elementos
del proyecto.

5. Haga clic en Next. Aparecera la pagina New Project Wizard Access Control.

6. La pagina Access control establece el nivel de acceso que tendran los usuarios al proyecto,

introduzca la informacion necesaria y haga clic en Next. Aparecera la pagina New Project

Wizard- Copy Selection (Seleccionar que copiar).

Haga clic en Next, aparecera la pagina New Project Wizard- Name Entry.

Introduzca el nombre de proyecto Calificacion_PQ, en el campo Project Name.

Haga clic en Finish. Volvera aparecer el Configuration Manager.

© o~
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Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucién " Marca: Waters

3.2. Creacion del Método de Instrumento.

Propésito: Verifica y comprueba que el método de instrumento controla los instrumentos
- cromatograficos del sistema. Mediante la introduccion de los pardmetros de prueba requeridos
en una corrida cromatografica.

o0~

15.
16.

Instrucciones:

En Run Samples en la ficha single seleccione Develop Methods (Desarrollar métodos).
Aparece la pagina New Method Set, seleccione Create New, para editar el método de
instrumento, aparecera la ventana Method Instrument Editor, haga clic en General
(muestra los médulos configurados).

Haga clic en el icono del Sistema de Entrega Multisolvente 600E, y a continuacion en la ficha
Flow (Flujo).

En los limites de presion bajos y altos seleccione 0 y 4000psi.

Seleccione el modo de bomba gradiente y velocidad de flujo de 1TmL/min.

Programe un gradiente automatico de 0 a 80% de B en 40 minutos: Introduzca la siguiente
tabla de gradiente:

Flujo
(mL/min)
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0

En la ficha Degas verifique que se encuentre sin desgasificar.

Haga clic en el icono del detector 2487, aparece la ficha de propiedades General, seleccione
Enable (activar) en la seccion Channel 1.

Seleccione la ficha Channel 1, y especificar 254nm en los pardmetros de longitud de onda
(wavelength) y acepte los valores predeterminados.

. Haga clic en la herramienta Save (guardar). Aparecera el cuadro de dialogo Save Current

Instrument Method (guardar actual método de instrumento).

. Guarde el método como Calificacion_PQ.
. Cierre el editor de método de instrumento. Aparecera Ia pagina New Method Set- Select

Instrument Method (Nuevo conjunto de métodos — Seleccionar Método de instrumento).

. Seleccione el nombre del método de Instrumento: Calificacion_PQ y haga clic en Next

(siguiente).

. Aparece la pagina Select Default Methods (seleccionar metodos por defecto), presione -

Next (siguiente).

Aparecera en la pagina Name Method Set (Nombre de ConJuntos de Metodo)

Teclee el nombre Calificacion_PQ, afada los comentarios pertinentes y haga clic en Finish
para salir. Volvera a aparecer la ventana de run samples. :
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3.3. Secuencia de Muestras.

Propésito: Comprueba la operacion del software al editar una secuencia de muestras utilizando
las aplicaciones para realizar inyecciones multiples y la adquisicion de datos.

D IRIE LT Tialen o [iateby 1b aviea/L et o - Tun Supples

by T
2 n i RS
[T W o g Lk 00 =
: &(\Dg ﬁ Losiat 13}
@ o Sl Sy aer: fglesin)
Fogrbdy g F1 e e pri | Hed  13T8

Figura 2. Run samples con informacién procedente del asistente del editor de secuencias de muestras.

1. Acceda a Run Samples y haga clic en !a ficha Samples (Muestras). Aparecera la ficha de la
ventana Samples.

2. Enlalista de seleccién de modalidad seleccione Run only (solo corrida).
3. Seleccione en la lista de seleccion del Instrument Method: Calificacion_PQ.
4. Introduzca la siguiente secuencia de muestras:
Vial Nombre de la i Volumen de | #de |
| Inyeccién (ul) |  Inyecciones |
1 : 2
2 : s
3
4 — —
5 Estandar-4
6 Estandar-5 | 200 1
7 Estandar-6
8 Blanco-2
5. Verifique que en el apartado Run time (tiempo de analisis) 50.0. minutos.
6. Haga clic en el botén Inject (Inyectar).
7. En el recuadro de la gréfica de tiempo real se visualiza la linea base y el desarrollo de la

corrida cromatografica.
8. En la parte baja de la ventana samples, se visualiza el cambio de gradiente automatico a
través del tiempo.
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3.4. Creacion del Método de Proceso.

Proposito: La creacion de un método de proceso, debe ser comprobada para evaluar el
procesamiento de datos mediante el software Millenium™; Para indicar al software como:

= Integrar datos.
= Calibrar estandares.
= Cuantificar muestras problema.

Instrucciones:

1. Después que se hayan eluido los picos de interés, acceda a la ventana Project, haga
clic en la ficha channel para poder acceder a los datos de los canales no procesados.

M Calficacion_PQ in Calificacién_PQ as admin/Administrator - Sample Sel Method Editor
Fo E& Viw Heo

£l o] ~=I-—~I_J [@el|

B -
@I Vish | Sampleame vu 'r: Function ngp‘d 2; B
: () ! : (Moudes)
1|9t |BLancoPBA | 200 3 | inject Samples Caiificacion_PQ 50.00
2|1 | sLanco-t 200 1 | inject Samples Caificacion_PQ 50.00
3|2 |ESTANDAR1 | 200 1 | Inject Samples Caificacion_PQ 50.00
413 |ESTANDAR2 | 200 1 | inject Samples Caificacion_PQ 50.00
S|4 |ESTANDAR-3 | 200 1 | inject Samples Cabficacion_PQ! 50,00
8|5 |ESTANDAR4 | 200 1 | inject Samples Caliticacion_PQ 50.00
7|6 | ESTANDARS | 200 1 | iryect Samples Cakficacion_PQ 5000
a7 ESTANDAR-G | 200 1| nject Samples Calificacon_PQ 5000
9|8 BLANCO-2 200 1 | infect Sampies Caificacion_PQ 5000 |
i s | Condition Conann LAVADO 5000 |+
| 2]

For Help, press F1

Figura 3. Ventana principal Results, previo al desarrollo del método de proceso.

2. Seleccione todas las muestras adquiridas y haga clic en la herramienta Review para
transferir las muestras a Review.

3. Haga clic en la herramienta Set Method Peak Width. El software determina -
automaticamente el valor del ancho de pico del método de proceso (auto- peak width).

4. Haga clic en la herramienta Set Method Threshold (Definir el umbral de método). El
software determina automaticamente el valor el valor del umbral del método de proceso
(auto-Threshold).

5. Haga clic en la herramienta Integrate para integrar el cromatograma utilizando las
configuraciones Peak width y Threshold.

6. Haga clic en la herramienta Processing Method para acceder a la ventana Processing
Method. Si fuera necesario, haga clic en la ficha Integration.

7. Ena ficha Integration, seleccione en Time: 0.0, Stop: 50.0 y Type: Valley to Valley.

Fecha: 15/Agosto/2004 Pagina: 10 de 19



Protocolo de Calificacion de Desempefio Revision: 1.0
Cromatoégrafo de Liquidos de Alta Resolucién Marca: Waters

|
i

@ Calificacion_PQ in Calificacién_PQ as admin/Administrator - Processing Method E... =] B3 |

)
0| s(wwe||

KiD | Components | Dafed Amourts |NamedGroups|Tmed0m'®s‘]Smabi‘ | timas !
PeskWidh - ‘[ ] Theshd 0000 , E
MikumAes [0 MommHeoht [0

@ Time Type : Value Siop

1 0.000 | valley to Valley 50.000 !

]

Figura 4. Ventana Processing Method, ficha Integration

8. Haga clic en la ficha de propiedades Components. Aparecera la ficha de propiedades
de los componentes.

9. Haga clic en la herramienta Fill from Results (rellenar con los resultados), para
introducir los parametros de calibracion en la tabla con los picos de integracién actual.
Cambie los nombres por los siguientes:

Pico 1: Acido Benzoico.

Pico 2: Metilparabeno.

Pico 3: Propilparabeno.

@ Calificacion_PQ in Calificacién_PQ as admin/Administrator - Processing Method Editor [_ O] x]
HolYos Moo - o Y :

sores | Detauk Amotnts | Named Groups | Timed Groups | Sute |Lm\s|Nc
Avesags By m Update RT m
Riwindowp 500 coamen [
" Inchude Intermal Std Amounts in % Amount Calcuistion
Sample Vae Type [hmont =

3 Name: Retertion Time | RT Window mméh Y vaue | X Vaue (71
1| ACIDO BENZOKCO 27.102 0.775 | Closest Area Amount Linear
2 | METIL PARABENO 28.087 0805 | Closest Area Amourt Linear
3 | PROPIL PARABENO 34718 1.155 | Closest Area Amount Linear
< »
Ready ' oo e T E

Figura 5. Ventana Processing Method, ficha de propiedades Components.
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10. Haga clic en la herramienta Review Main Window. Aparecera la ventana principal de

Review.
11. Guarde el método de proceso, como Calificacion_PQ en el campo nombre y escriba el

comentario actualizacion.
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3.5. Generacion y Disefio de Informes.

Propésito: Verifica y comprueba que los datos procesados son presentados en un informe
de resuitados.

pory

Acceda a la ventana Project y haga clic en la ficha de visualizacién Results.
2. Seleccionar los resultados y haga clic en la herramienta Preview (Vista preeliminar).
Aparecera el cuadro de dialogo Open Report Method (Abrir Método de Reporte).

A Calificacidn_ PO as admin/Administialor » Project

Jm |

‘]:]mgm[m]'am|mlms¢| |peaks | curves | View Fiters | Custom Fieids

Oale Acoured

Bl=|z|mislE (o] & mep| rAm ey 3

1

- EXEEFRFNETE A «

= = . = -
Fot Help, press F1 - [ Selected P

Figura 6. Ventana Results, procesando la vista preeliminar del informe.

3. Seleccionar Use the following Report Method (Utilizar el siguiente método de informe),
seleccione el método de informe Calificacion_PQ de la lista desplegable, haga clic en OK.
Aparece la ventana Report Publisher Preview (Vista preeliminar del editor de informes) y
mostrara los datos cromatogréficos en el formato de informe especificado.

4. Haga clic en la herramienta Print, aparecera el cuadro de dialogo Print y haga clic en OK.
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3.6. Administracion de la Configuracion (Configuration Manager).

3.6.1.  Respaldo de Proyectos.

Propdsito: Comprueba que el respaldo de la informacion, es realizado mediante el uso de
copias de sequridad que aseguren la integridad y mantenimiento de los datos ante un posible
fallé en el sistema. Archivar la informacién de un proyecto inactivo, con la finalidad de liberar
espacio en disco duro, y archivar los datos fuera del sistema y borrandolos en el disco duro.

1.

Para realizar la copia de seguridad de un proyecto (Backup), hacer clic con el botdn derecho
del ratén en configure System de la ventana Login de Millenium™ y seleccione Projects del
menu contextual.

Del recuadro visualizacidn, seleccione el proyecto que desee copiar.

Haga clic con el botén derecho del ratén en los proyectos y seleccione Backup Project
(Copia de seguridad del proyecto). Aparecera la pagina Backup Project Wizard-Comment
Entry, introduzca los datos solicitados y haga clic en Next (Siguiente).

Aparecera la pagina Backup Project Wizard- Select Destination (Asistente para realizar
copias de seguridad-seleccionar destino).

Haga clic en el botén browse, (previamente crear una carpeta de respaldo en el disco duro),
y a continuacién haga clic en Next. Y los datos son exportados, una vez terminada la
operacion haga clic en Finish. Volvera aparecer el Configuration Manager (Administrador
de la Configuracion).

Copie esta carpeta en discos de 3 1/2 con ayuda del programa Winzip 8.0.

3.6.2.  Recuperacion de Proyectos.

Propésito: Comprobar que la informacién de respaldo guardada en copias de seguridad, se
puede recuperar, para comprobar la integridad y mantenimiento de lo datos.

1.

2.

Antes de recuperar el proyecto utilice el explorador de windows, para examinar la unidad A
ejecutable y buscar los directorios y subdirectorios de la copia de back up del proyecto.

Para realizar la recuperacion de un proyecto se debe acceder a la pantalla de Administrador
de la configuracion.

Haga clic con el botén derecho del raton en el recuadro de arbol del Configuration Manager
y seleccione Restore Project del menu contexiual Aparecera la pagina Restore Project
Wizard- Start Software.

Inicie el programa de backup para recuperar la copia de seguridad del proyecto, haga clic en
Start Backup Software, y haga clic en Next. Aparecera fa pagina Restore Project Wizard-
Couta Entry.

Modifique si es necesario los campos Project Name (Nombre del Proyecto) y Tablespace
details (Detalle del Espacio de la Tabla). Realice los cambios necesarios y a continuacion
haga clic en Next. Aparecerd la pagina Restore Project Wizard- Restore Display y haga
clic en Finish.

Aparecera el proyecto recuperado en la visualizacion Projects del Administrador de la
Configuracién mediante la seleccion Refresh def men( View.
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4. PRUEBAS DE DE$EMPENO DEL SISTEMA DE CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS DE
ALTA RESOLUCION.

Propésito: Verifica y comprueba que el sistema es capaz de desarrollar una prueba de
integracion del sistema, al realizar y controlar las actividades de proceso rutinario, mediante la
medicién de los parametros: precision del tiempo de retencién, como parametro primario de la
identificacion de los picos cromotagraficos, (evalua la capacidad de la bomba para entregar la
fase movil a la velocidad seleccionada y la estabilidad de la temperatura de la columna);
precisién del drea y la altura del pico cromatografico como respuesta a la integracion del
software y la capacidad del autoinyector de introducir volumenes reproducibles de las muestras.

Instrucciones

1. Una vez 3gue haya desarrollado las etapas de la seccién 3. Operacion del Sqftware
Millenium™; calcular con el software los resultados de la corrida cromatogréfica de
prueba.

4.1. Estandar de Acido Benzoico.

Mm;lr{; T—é;;rtpo de Retem:kén F Area deIcho Altura .d-él Pu:o e I';’:’:I’ZS/

1 271 4940114 446423.7 P sﬁjﬁm
2 271 4944445 447572.8 16%3304
3 271 4954248 447793.5 15%5304
4 1 27.1 4959247 4468693 16]/;;304 i
5 27.1 4956893 4489693 N iﬁ;jz@*
} 6 27.1 4;587].2 448878.4 1 6225«304_
B R 2 | s
Verificé: VAL 16/240/04 ;
= Iniciales Fecha s
Etapa Descripcion de Prueba ‘Resultad.o Esperado Resultado Actual Cumple Iniciales/
No. = . /x Fecha
Precisién del Tiempo de
L Retencién P %CV<i10 01%CV v légﬂggm
2. Precisién de las Areas del Pico %wCV<10 02% CV J 16{%(_;‘04
3. Precision de la Altura del Pico W V<10 02% CV J 15’322304
4. Arrastre del Estandar en Areas Z‘l’sc;?r’; ;espe(l:to al promedio de No Detectada N 163;5304
5. del Estdndar en Altura e con especto No Detectada J 153;5;504
AR T " T e _ N S
Iniciales _Fecha

Fecha: 15/Agosto/2004
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4.2. Estandar de Metilparabeno.

Revision: 1.0

Marca: Waters

Muestra Tiempo de Retencion 1 Area del Pico Altura del Pico l’;.“_ha
- JLGG
1 281 6795397 804165.7 16430104
JLGG
2 281 6798019 804594.2 16/3g0/04
JLGG
3 s 28.1 6784834 799946.5 16/3g0/04
N e ILGG
4 281 6798970 802852.6 16/9g0/04
T ILGG
5 281 6822977 796738.6 16/340l04
JLGG
6 | 28.1 6809515 7981454 161390104
[ Promedio R ] ILGG
281 6801618.8 801073.8 161340104
% Coeficiente de LGG
Variacion. 01 02 04 161890104
Verifico: yaL 16/3g0/04
Iniciales Fecha
Etapa Descripcién de Prueba Resultado Esperado Resultado Actual Cumple Iniciales/
No. Vx Fecha
1. Precision del Tiempo de b
Retencion %CV<1.0 01%CV v 1 5/;';304
2. Precision de las Areas del Pico 7
%CV<1.0 02% CV v 1 61,4;’:304
3 Precisién de la Altura del Pico o ) 1L
%CV<1.0 04% CV v 15{;45504
4. Arrastre del Estandar en Areas % con respecto al promedio de JLGG
las 4reas < 0.20 No Detectada v 16/840104
5. Arrastre del Estdndar en Altura % con res; N 9L
o pecto al promedio de GG
las alturas < 0.40 No Detectada v 16/Ago/04
Verifico: VAL 16/2go/04
Iniciales Fecha

Nota: (- ‘/) significa “Cumple” y (x) No cumple.

Fecha: 15/Agosto/2004
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4.3. Estandar de Propilparabeno.
T T
Muestra i{ Tiempo de Retencion Area del Pico Altura del Pico ";f;v ha
- . L
1 ‘ 34.7 10051446 14570731 1 63%; S
1
i L
2 47 10075884 14551096 | 5{250 S
L
3 | 34.8 9984155 14530263 16325504
B L
4 348 9997069 14453810 . éﬂﬂggm
LG
5 3.8 10141936 1457800.5 P 5@;’304
L.
6 347 10030953 14534682 i sZﬂjga %4
- = L
Promedio 347 100469073 14536431 . éﬂjv 6
% Coeficiente de JLGG
Variacién. o1 06 03 16/2g0/04
Verifico: YacL 16/Ag0/04
Iniciales Fecha
Etapa Descripcién de Prueba Resultado Esperado Resultado Actual Cumple Iniciales/
No. Vix Fecha
1. Precisién del Tiempo de JLGG
Retencién %CV<1.0 01% CV v 16/2go/04
2. Precision de las Areas del Pico JLGG
%CV<1.0 06% CV v 16/2g0/04
3. Precisién de la Altura del Pico JLGG
% CV<1.0 03%CV v 16/Ago/04
4. | Arrastre del Estandar en Areas | o, .o respecto al promedio de JLGG
las 4reas € 0.20 0.044% CV v 161340704
5. Arrastre del Estdndar en Altura | o, o1 oo ) JLGG
o pecto al promedio de
las alturas < 0.40 ooatECY v 16/2g0/04
Verifico: AL 16/8g0/04
Iniciales Fecha

Nota: (V) significa “Cumple” y (x) No cumple.
Nota,: Ver Reporte de Resuitados y Cromatégramas, Anexo 1.
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5. REPORTE DE NO CONFORMIDADES.

No. de No

Conformidad Prueba/ Parametro Resolucién Firma/ Fecha

JLGG 08/790/04
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6. ANEXOS.
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Resultados de la Prueba de Desempeﬁo
del Sistema de Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion.

a) Tabla de Resultados
b) Cromatogramas.



Calificacion de Desempefio

Estandares: Acido Benzoico, Metil Parabeno y Propil Parabeno
Realizd: Juan Luis Garcia G.
Cromatografo de liquidos de alta resolucién: Walers
Sof tware: Millennium 32 Versién: 3.20

21108/04

TABLA DE RESULTADOS

:‘m;’: Nombre Vial Xj“; | Aea | Awra mgﬂ"
1 | ESTANDAR-1 | aciboBENZOICO |2 | 20| 1| a0s0114 | aseaza7 274
2 | ESTANDAR-2 | ACIDOBENZOICO |3 | 20| 1 404445 | 4475728 271
3 | ESTANDAR-3 | ACIOOBENZOICO |4 | 20| 1| 4os4248 | 4477935 7.1
4 | ESTANDAR.4 | ACIDOBENZOICO |5 | 20| 1| 4050047 | 446860.3 7.1
5 | ESTANDAR-5 | ACIDOBENZOICO |6 | 20| 1| aos6893 | 4489603 7.1
6 | ESTANDAR-6 | ACIDOBENZOICO |7 | 20| 1| 4058712 | 4488784 274
Mean 49522766 | 447751.2 271
% RSD 02 02 0.1
::m:: Nomore vial Xj"; | Aea | Alra Em:
1 | EstanDAR-1 | METILPARABENG |2 | 20| 1| 67esae7 | Boates 7 2.1
2 | ESTANDAR-2 | METILPARABENO |3 | 20| 1| 6798019 | B04504.2 281
3 |esTanDAR.3 | METILPARABENO [4 | 20| 1| 6784834 | 7099465 281
4 | ESTANDAR-4 | METILPARABENO |5 | 20| 1| 6708070 | 8028526 28.1
5 |esTanpar-s | MeTLPARABENO [6 | 20| 1| 6822077 | 7067386 2.1
6 | ESTANDAR-6 | METILPARABENO |7 | 20| 1| 6809515 | 7081454 2.1
Mean 6801618.8 | 801073.8 28.1
% RSD 02 04 0.1
gm:: Nomore vial Xf; | Area Attura :zl:r\;!:
1 | EsTANDAR-1 | PROPILPARABENO |2 | 20| 1] 10051246 | 14570731 47
2 | ESTANDAR-2 [ PROPILPARABENG |3 | 20| 1| 10075884 | 1455100.6 347
3 | ESTANDAR-3 | PROPILPARABENG |4 | 20| 1| 9984155 | 14530263 48
4 [Eestanpar-4 | PROPILPARABENO |5 | 20| 1| ogo7060 [ 14453810 348
5 | ESTANDAR-5 | PROPILPARABENO |6 | 20| 1| 10141936 | 14578005 348
6 |Estanpar-6 | PROPILPARABENG |7 | 20| 1] 10030953 | 14534682 u7
Mean 10086007.3 | 14536431 U7
% RSD 06 03 01




CROMATOGRAMAS

Calificacién de Desempefio

Estandares: Acido Benzoico, Metil Parabeno y Propil Parabeno
Realizé: Juan Luis Garcia G.

Cromatografo de liquidos de alta resolucion: Waters
Software: Millennium 32 Version: 3.20
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0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00
Minutes
—— SampleName ESTANDAR-1 Vial 2 Injection 1 Injection Volume (ul) 20.00
Tiempo de
Nombre de la muestra Nombre po . Area Altura
retencion {min})
1 [ EsTANDAR-$ 0.4 | 193542 18026.8
2 | ESTANDAR-1 10 | 73245 5558.7
3 | ESTANDAR 1.3 | 884788 217416
4 | ESTANDAR-1 17.0 | 18682 1184.1
& | ESTANDAR-1 ACIDO BENZOICO 27.1 | 4940114 | 4464237
8 | ESTANDAR-1 METIL PARABENO 28.1 | 6795397 | B8O4165.7
7 | ESTANDAR-1 322 2288 338.0
8 | ESTANDARA PROPIL PARABENO 347 | 10051446 | 14570731
@ | ESTANDARA1 426 | 2026 4137
10 | ESTANDAR-1 444 | 2202 3291
11 | ESTANDAR-1 474 | 803336 42677
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Calificacion de Desempedo
Estandares: Acido Benzoico, Metit Parabeno y Propil Parabeno
Realiz6: Juan Luis Garcla G.
Cromatografo de liquidos de alta resalucion: Waters
Software: Millennium 32 Version: 3.20

CROMATOGRAMAS
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0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00
Minutes
SampleName ESTANDAR-2 Vial 3 Injection 1 Injection Volume {ul) 20.00
Tiempo de
Nombre de la muestra Nombre po Area Altura
retencion (min)
1 | ESTANOAR:2 04| 142265 12804.2
2 | ESTANDAR-2 09 75427 62407
3 [ ESTANDARZ 13| 223433 9606.8
4 | ESTANDAR2 37.0 | 16867 1175.4
5 | ESTANDAR:2 ACIDO BENZOICO 27.1 | 4944445 | 4475728
6 | ESTANDAR2 METIL PARABENO 28.1 | 6798010 | B04584.2
7 | ESTANDAR2 322 1839 3123
® | ESTANDAR:2 PROPIL PARABENO 34.7 | 10075884 | 1455100.6
9 | ESTANDAR:2 428 | 2048 4216
10 | ESTANDAR.2 44.4 2984 357.6
11 | ESTANDAR-2 47.5 33986 858.8
12 [ ESTANDAR-2 486 10056 260.3
13 | ESTANDAR-2 49.1 139 418
14 [ ESTANDAR2 496 | 10812 374.0
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Calificacion de Desemperio
Estandares: Acido Benzoico, Melil Parabeno y Propil Parabeno
Realizé: Juan Luis Garcia G.
Cromatogral o de liquidos de alta resolucién: Waters
Sof tware: Millennium 32 Versién: 3.20

CROMATOGRAMAS

21/08/04
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0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00
Minutes
SampleName ESTANDAR-3 Vial 4 Injection 1 Injection Volume {ul) 20.00
Tiempo de
Nombre de la muestra Nombre po . Area Altura
retencidn (min)
1 | ESTANDARD 0.5 | 103804 8718.7
2 | ESTANDARS 09| 64s9g 5670.0
3 | ESTANDARS 13| 121473 5388.1
4 | ESTANDARS 170 | 17307 1199.1
5 | ESTANDARS ACIDO BENZOICO 27.1 | 4954248 | 4477935
. 6 | ESTANDARS METIL PARABENO 28.1 | 6784834 | 799846.5
7 | ESTANOARS 323 | 2041 331.6
8 | ESTANDAR3 PROPIL PARABENO 34.8 | 0984155 | 1453026.3
9 | ESTANDARS3 427 | 2048 438.1
10 | ESTANDARS ae5 | 3134 3716
11 | ESTANDARS 67| 2419 110.3
12 | ESTANDARS 415 | 12237 594.4
13 | ESTANDARS 479 | 263 51.3
14 [ ESTANDARS 491 | 75502 967.7



Calificacion de Desempeno
Estandares: Acido Benzoico, Metil Parabeno y Propil Parabeno
Realizd: Juan Luis Garcia G.
Cromatografo de liquidos de alta resolucién: Waters
Software: Millennium 32 Version: 3.20
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SampleName ESTANDAR-4 Vial 5 Injection 1 Injection Volume (ul) 20.00
Tiernpo de
Nombre de la muestra Nombre p . Area Altura
; retencion (min)
1 | EsSTANDARS 0s| 81518 6424.9
2 | ESTANDAR4 08| 57544 5045.0
3 | ESTANDARS4 13| sr1a3 3840.6
4 | ESTANDARS 171 | 17741 1221.7
5 | ESTANDAR4 ACIDO BENZOICO 27.9 | 4859247 | 44668693
6 | ESTANDARS METIL PARABENO 28.1 | 6798970 | 802852.8
7 | ESTANDARS4 323 | 2418 354.8
8 | ESTANDAR4 PROPIL PARABENO 34.8 | 997069 | 1445381.0
S | ESTANDAR- 427 | 2888 424.9
10 | ESTANDAR4 ass5| 3039 366.4
11 | ESTANDAR4 459 | 2344 185.9
12 | ESTANDARS4 47.9 | 255028 1954.6
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Calificacion de Desempeiio

Estandares: Acido Benzoico, Metil Parabeno y Propil Parabeno
Realizd: Juan Luis Garcla G.

Cromatografo de liquidos de aita resolucion: Waters
Software: Millennium 32 Versién: 3.20
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Minutes

SampleName ESTANDAR-5 Vial 6 Injection 1 Injection Volume (uL) 20.00

Nombre de ta muestra Nombre Tiempo de- Area | Altura
retencion (min)

1 | esTanDARS 05| 67085 51423
2 | EsTANDARS 00| a1 4236.4
3 | ESTANDARS 13| 68019 2091.0
4 | ESTANDARS 170 | 16453 11753
5 | ESTANDARS ACIDO BENZOICO 27.1 | 4056803 | 448960.3
6 | ESTANDARS METIL PARABENO 281 | 6822077 | 7067386
7 | estanpars 323 | 2484 377.1
8 | ESTANDARS PROPIL PARABENO 348 | 10141936 | 14578005
o | EsTANDARS 27| 203 4155
10 [ ESTANDARS 45| 1240 4636
11 [ esTanDARS B 472
12 [ ESTANDARS 46| 86150 844.4
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Calificacién de Desempedio

Estandares: Acido Benzoico, Metil Parabeno y Propil Parabeno

Realizé: Juan Luis Garcia G.
Cromatografo de liquidos de alta resolucion: Walers
Software: Millennium 32 Version: 3.20
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Minutes

SampleName ESTANDAR-6 Vial 7 Injection 1 Injection Volume (ul) 20.00

Nombre de la muestra Nombre Tlern'po de. Area Altura
retencion (min)

1 | EsTANDARS 05| 57493 4324.4
2 | ESTANDARS 09| 44342 3921.0
3 | ESTANDARS 13| e0r23 2689.1
4 | ESTANDARS 170 17113 1180.8
5 | ESTANDARS ACIDO BENZOICO 27.9| 4958712 | 488784
6 | ESTANDARS METIL PARABENO 28.1 | 6809515 | 7981454
7 | ESTANDARS 322 | 2329 3701
8 | ESTANDARS PROPIL PARABENO 347 | 10030953 | 1453468.2
9 | ESTANDARS 27| 2172 423.1
10 | ESTANDARS 445 | 2073 353.4
11 | ESTANDARS 45.5 757 98.7
12 | ESTANDARS asp | 1527 138.4
13 | ESTANDARS 46.2 103 178

14 | ESTANDARS 486 | 92216 834.8
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