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1. INTRODUCCION

En la comercializacién de productos farmacéuticos es necesario asegurar que
éstos sean seguros, puros y efectivos, y asi lograr que el consumidor tenga el
efecto terapéutico esperado. Es por tanto que la industria farmacéutica debe
cumplir con los criterios de calidad que cada producto requiere. Entre ellos, la
pureza del producto; una caracteristica que debe estar presente desde la
adquisicién de insumos hasta la fabricaciéon y comercializacion del mismo.

La produccion, generalmente, requiere de un gran control, pues en la industria, el
equipo de fabricacién se utiliza para producir diversos productos que contienen
diferentes principios activos, y la contaminacion cruzada debe ser evitada para
asegurar tal caracteristica. Por esta razon la limpieza de las superficies que estan
directa e indirectamente en contacto con el producto es de suma importancia. Asi
la validacion de limpieza es una herramienta que asegura que un proceso no tiene
activo o detergente alguno, procedente de un proceso de fabricacién anterior al
producto actual.

En este trabajo se transfiere y valida un método analitico que permite la
determinacién de trazas de Nistatina por Cromatografia de Liquidos de Alto
Desemperio, en superficies de equipo de acero inoxidable, y se adecua para
utilizarlo en superficies de pared, piso y ventanas, posterior a un proceso de
limpieza del area.

La validacién de limpieza permitira a la empresa en cuestién, principalmente
asegurar la calidad de sus productos, aumentar la competitividad y a la vez
cumplir con el requerimiento oficial nacional e internacional, en cuestiéon de
exportacion.

Este trabajo se desarrolla de acuerdo a las regulaciones vigentes, tanto oficiales
como internas, y a las normas relacionadas del pais destino del producto, ademas
de considerar fuentes bibliograficas que apoyen el desarrollo del método.

Posteriormente se realizan pruebas para llevar a cabo un protocolo de validacion,
que reditue resultados que estadisticamente determinen el cumplimiento de los
criterios de aceptacion y se genere un reporte de validacién.

El desarrollo esta principalmente enfocado a la limpieza de agentes quimicos
sobre superficies y el aspecto microbioldgico, y la deteccion de detergentes no se
abordan en este trabajo.



2. GENERALIDADES

2.1 Calidad y validacidn
La industria farmacéutica es un sector que siempre ha tenido gran rigor regulatorio
por ser un tema de salud publica, ademas de permanecer en mejora continua. En
México se tiene un ambiente sanitario regulado tanto por instituciones nacionales
(SSA) como internacionales (OMS, FDA, etc.) encargados de monitorear y mejorar
la calidad de los productos farmacéuticos en el pais.

La calidad es un objetivo dependiente de un sistema farmacéutico regulado, para
asegurar la efectividad, pureza e inocuidad de sus productos. Entre todos estos
factores se encuentran los insumos, los procesos de fabricacion, y la aprobacion
del producto, que necesitan de una regulacién estricta y que por medio de la
documentacion expresen que su fabricacion ha sido ejecutada de manera
responsable y eficaz, y por consiguiente el fabricante cumpla con el requisito de

calidad para comercializar.

2.1.1 Definicion y objetivos

Calidad es definida como el conjunto de propiedades inherentes a algo, que
permiten juzgar su valor. Este concepto definido en parte por la validacién. La Real
Academia Espafiola '”) define validacion como “la firmeza, fuerza, seguridad o
subsistencia de algun acto”, y esto aplicado a los procesos de produccion es “la
evidencia documentada que demuestra que a través de un proceso especifico se
obtiene un producto que cumple consistentemente con las especificaciones de
calidad establecidas”, de acuerdo a la NOM-059-SSA1-2006.

Esta misma especifica que “Los fabricantes de medicamentos deben determinar
las actividades de validacion que son necesarias para demostrar el control de los
aspectos criticos de sus operaciones particulares con un enfoque de analisis de
riesgos” ademas de que “Los proveedores, las instalaciones, equipos, sistemas
criticos y computacionales que impacten en la calidad del producto, deben estar
calificados y los métodos analiticos, de limpieza y de produccion vy
acondicionamiento, deben validarse al inicio de la operacion y terminados antes de

la liberacién de un producto™®!.



Esto establece que el equipo de fabricacion debe por tanto ser limpiado
apropiadamente para eliminar residuos de producto, residuos de limpieza y
microbios previamente a la fabricacion. De este modo se previene el riesgo de
contaminacién cruzada al validar los métodos de limpieza y los métodos analiticos
desarrollados que la evallan. En consecuencia es importante establecer los
limites del método, la seleccidén de técnicas apropiadas y el método de deteccion.

2.1.1 Tipos de Validacion
Existen varios tipos de validacion, cada uno de ellos parte de diferentes

circunstancias y/o antecedentes!'®'®!:

Validacion retrospectiva: Es la validacién de un producto que se encuentra ya
comercializado, y no cuenta con validacion previa. Se basa en antecedentes
histéricos del producto, obtenidos a partir de los registros de produccion y control
de calidad.

Validacion prospectiva: Es la validacién hecha previa a la distribucion ya sea de
un nuevo producto, o de un producto hecho bajo un proceso de produccién
vigilado. La validacion se completa y los resultados se aprueban previamente a la
liberacién del producto.

Validaciéon concurrente: Es aquella que se realiza durante la fabricacién de
rutina. Su aplicacion es util en productos existentes que no tienen un gran historial
y en productos nuevos en sus primeros lotes de fabricacién.

Revalidacion: Se hace para evaluar un cambio en equipos, empaque,
procedimientos operativos de formulaciéon, o proceso que pueda impactar en la
seguridad, eficacia o potencia del producto. Es importante determinar un programa
de revalidacién para equipo critico para mantenerlo validado.



2.1.2 Validacion de métodos analiticos

2.1.3 Definicion:

La validaciéon de un método analitico es el proceso por el cual se establece por
estudios de laboratorio que las caracteristicas de desempefio del método cumplen
con los requerimientos planteados para su uso.

La validacion de estos métodos es importante y se debe tener en cuenta los
requerimientos y las opciones con las que se cuenta para hacer un desarrollo
optimo. A pesar de que la validacién es un requerimiento oficial, la practica real de
las actividades de validacién su aplicacion es amplia y en consecuencia, las

practicas difieren mucho entre organizaciones ",

2.1.4 Porqué validar los métodos

Existen varias razones por las que se debe validar los procesos o métodos en la
industria, entre ellas; que la validacién es un requerimiento oficial, es parte de las
buenas practicas, ademas de una necesidad para el control de calidad de modo
que la gestion de ésta dentro de la empresa pueda asegurar que los métodos
analiticos que son utilizados por el laboratorio para liberar los productos, estén
validados adecuadamente y los productos sean seguros para Su CONSUMO
humano. ElI Cédigo de Regulaciones Federales (CFR, Estados Unidos de
Norteamérica, 21CFR211.165), establece que “la exactitud, sensibilidad,
especificidad, y reproducibilidad de los métodos empleados por la empresa deben
estar establecidos y documentados”.

Por otro lado, la validacion trae consigo beneficios a la empresa. La validacién
permite un rapido arranque de equipo nuevo, mantenimiento sencillo, facil
escalamiento y mejora en la automatizacion del proceso, asi, se necesitara menos
pruebas en proceso y en producto terminado, y se tendra menos quejas
relacionadas a fallas de proceso, ademas de una reduccion de rechazos y
retrabajos. En consecuencia, se tiene una reduccidn de costos de utilidades y un
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incremento del rendimiento, ambos grandes objetivos de la empresa. Contar con

estas caracteristicas la hace mas competitiva ''12,

2.1.5 Caracteristicas de la validacion de métodos analiticos
Las agencias gubernamentales piden informacion exacta y detallada ademés de
datos registrados en archivos actualizados que documenten las operaciones
relacionadas a manufactura y las pruebas.
Desde una perspectiva farmacéutica, los analistas necesitan asegurar la exactitud
y la confiabilidad de los datos generados por los métodos de analisis. Existen
elementos y controles fundamentales que aseguran la calidad de los datos
analiticos a reportar "%

e Analistas entrenados y calificados

e Métodos desarrollados adecuadamente y robustos

e Metodologia validada y correcta adecuabilidad del sistema

e Estandares de referencia certificados

e Transferencias de métodos efectivas

¢ Instrumentos de laboratorio calibrados y calificados (IQ,0Q,PQ)

e Exacta documentacién y reporte de datos

Estos elementos se correlacionan para asegurar la calidad de los datos

reportados 101114,

2.1.51 Exactitud

Se define como el grado de concordancia entre el valor que es aceptado, ya sea
como un valor verdadero convencional o un valor de referencia aceptado y el valor
encontrado. Para un farmaco la exactitud puede ser definida al aplicarse un
método analitico a un analito de pureza conocida (por ejemplo un estandar). Para
un medicamento, la exactitud se determina aplicando el método analitico a
muestras sintéticas de los componentes del medicamento a las cuales se han

agregado cantidades conocidas del analito dentro del rango del procedimiento 2.
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2.15.2 Precision

Se define como precisién el grado de concordancia de una serie de mediciones
de multiples muestreos de la misma muestra bajo condiciones establecidas.
Usualmente se busca precision en tres niveles: repetibilidad, precision intermedia
y reproducibilidad.

Repetibilidad:

Es la medicién de la precisidon bajo las mismas condiciones de operacion dentro de
un corto periodo de tiempo, es decir, bajo condiciones normales de operacién del
método analitico con los mismos equipos. También es denominado precision

intraensayo.

Precisién intermedia:
Es la variacion dentro del mismo laboratorio, ya sea diferentes dias, diferentes
analistas, diferentes equipos, etc.

Reproducibilidad:
Mide la precisiébn entre laboratorios. Este parametro se considera en la
estandarizacion de un procedimiento analitico (inclusibn de métodos en

farmacopeas y transferencias entre laboratorios).

2153 Especificidad

Especificidad es la habilidad para evaluar inequivocamente un analito en
presencia de componentes que se esperan estén presentes. En las pruebas de
identidad, los compuestos de estructura parecida que puedan estar presentes
deben ser discriminados uno de otro.

2154 Limite de Deteccion (LOD)
El limite de deteccién de un procedimiento analitico individual es la cantidad
minima de analito en una muestra que puede ser detectado pero no

necesariamente cuantificado con un valor exacto bajo las condiciones



experimentales establecidas. ElI LOD se expresa comunmente como

concentracion en la muestra °!

2155 Limite de Cuantificacion (LOQ)
El limite de cuantificacion de un procedimiento analitico individual es la cantidad
minima de analito en una muestra que puede ser determinado cuantitativamente

con adecuada precisién y exactitud.

2.1.5.6 Linealidad
Es la habilidad (en un rango dado) para obtener resultados de pruebas que son
directamente proporcionales a la concentracién (cantidad) del analito en la

muestra.

2157 Rango

Es el intervalo entre las concentracidén (cantidad) superior e inferior de del analito
en la muestra (incluyendo estas concentraciones) para las cuales ha demostrado
que el método analitico tiene un nivel adecuado de precisién, exactitud vy
linealidad.

21538 Robustez
Es la medida de su capacidad para mantenerse inalterado por pequefias pero
deliberadas variaciones en los parametros del método y provee un indice de su

confiabilidad durante su uso normal

2159 Estabilidad

Es la medida de la capacidad de las soluciones estandares de trabajo y las
muestras para permanecer inalteradas y sin impurezas a condiciones ambiente,
ambiente protegido de luz, y en refrigeracion. Esta capacidad es evaluada contra
una solucion estandar de trabajo recién preparada.



2.1.6 Etapas de la validacion de un método analitico

La validacién de un método analitico no se lleva a cabo solo una vez, sino este
método se desarrolla y se valida para utilizarlo en la evaluacion de muestras del
activo o del producto en desarrollo o produccion, hasta que el método final sea
adecuado para el producto a comercializar. En caso de que en la fabricacion del
producto exista algun cambio que tenga el poder de modificar el perfil analitico del
activo, el método analitico necesitara revalidarse para asegurar que todavia sea

adecuado para evaluarlo ",
El proceso tipico que se sigue se menciona cronolégicamente 1'%

1.- Planear y decidir las pruebas en la validacién del método
2.-Escribir y aprobar el protocolo de validacién del método
3.- Llevar a cabo el protocolo de validacion del método
4.-Analizar la informacion de la validacion

5.-Reportar la validacién analitica del método

6.- Finalizar el Procedimiento del método analitico

Las pruebas para la validacion del método se deben planear bien y establecerlos
para asegurar el uso eficiente de tiempos y de los recursos durante la validacién
del método. La mejor forma de asegurar un estudio de validacion bien planeado
es escribiendo un protocolo de validacion que se revisa y se aprueba por las
personas apropiadas (Por ejemplo, jefatura de laboratorio y aseguramiento de la
calidad).

Los parametros de validacién que se evaluaran dependen del tipo de método que
se validara. Los métodos analiticos que se validan cominmente se pueden
clasificar en tres principales categorias: Identificacién, deteccién de impurezas, y

ensayos!'!,

La siguiente tabla es tomada de la guia Q2A de la ICH [, y enlista algunos de los
parametros de validacion recomendados para métodos de identificacion,

impurezas y ensayo.



Tipo de procedimiento Pruebas para e -
anetiee s Contonido/Potencia
Caracteristicas Cuantificacion | Limite
Exactitud - + - +
Precision
Repetibilidad - + - +
Precision intermedia - +° - +2
Especificidad ° + + + +
Limite de deteccion (LOD) - - + -
Limite de cuantificacion ; + - -
(LOQ)
Linealidad - + - +
Rango - + - +
Estabilidad de la solucion - + - +

“La precision intermedia no es necesaria en casos donde ya se lleva a cabo la reproducibilidad
°La falta de especificidad de un procedimiento analitico se puede compensar con un procedimiento secundario
“Puede gue no sea necesario en algunos casos
"-"Significa que esta caracteristica no es cominmente validada
"+"Significa que esta caracteristica es cominmente validada

Tabla 2.1: Parametros de validacion necesarios para Identificacion, impurezas y ensayo

Normalmente un protocolo de validacién tiene como minimo los siguientes

puntos[1°’”’13]:

e Obijetivo del protocolo

e Parametros de validacion que seran evaluados

e Criterios de aceptacién para todos los parametros evaluados
e Detalles de los experimentos que se realizaradn

e Borrador del procedimiento analitico

Los datos de la validacion se deben analizar tan pronto se obtengan y se procesen
para asegurar un buen flujo de la informacién. Si se detecta un error experimental,
se debera resolver tan pronto sea posible para reducir el impacto que pueda tener
en experimentos posteriores. El andlisis de los datos incluye examinacion visual
de los valores numéricos de los datos y los cromatogramas seguidos de un

tratamiento estadistico en caso de ser necesario.
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Una vez terminada la experimentacién, todos los datos se recopilan en un reporte

de validacion detallado, el cual dictara el éxito o fallo de la validacion. De acuerdo

a las estrategias de la empresa también se debe generar un resumen de los datos

de la validacion. Una ejecucion satisfactoria de la validacién conlleva a un

procedimiento analitico final que puede ser utilizado por el laboratorio para

analizar futuros analisis del principio activo o de los medicamentos.

La informacién minima que debe incluir el procedimiento final es ['"13l;

Explicacion del procedimiento analitico y descripcion de la habilidad del
método. Si es revalidacion se debe incluir las ventajas y mejoras que
ofrece la nueva version.

Propuesta del método analitico: Contiene una descripcion completa del
procedimiento a gran detalle para aumentar la posibilidad de su
repetibilidad por medio de los analistas. El escrito debe incluir todos los
parametros operacionales importantes e instrucciones especificas, por
ejemplo, la preparacibn de reactivos, pruebas de adecuabilidad,
precauciones, y férmulas explicitas para el célculo de los resultados de la
prueba.

Lista de impurezas permitidas y sus niveles en un ensayo de impurezas
Datos de la validacion: Se incluye ya sea un grupo detallado de datos o un
resumen de los mismos.

Historial de revisiones

Firma del autor, revisor, jefe, y aseguramiento de la calidad

Verificacion de métodos farmacopeéicos

La FDA en su BPF’s en el CFR21 211.194(a)(2), establece que aquellos que
utilicen los métodos analiticos incluidos en la USP no necesitan validar la exactitud

y confiabilidad de los mismos, pero deben verificar la adecuabilidad del método en

las condiciones reales de uso.
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La verificacion consiste en evaluar algunas caracteristicas de su validacion
analitica para generar informacién relevante apropiada en vez de repetir el
proceso de validacién para el producto comercial. La guia incluida en la USP para
tal propdsito, es aplicable a pruebas como titulaciones, procedimientos
cromatograficos (relacionados a ensayo, pruebas limite) y pruebas
espectroscopicas. Las pruebas generales (por ejemplo agua, metales pesados,

residuo a la ignicién) comunmente no requieren verificacién.

Del mismo modo, la Comisién Federal para la Proteccidon contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS, entidad regulatoria en México), dicta que no es necesario
validar los métodos farmacopéicos, solo se debe demostrar su adecuabilidad, y
en caso de no existir método farmacopéico para el producto comercial, se debera
cumplir con las guias de validacion oficiales para metodologias analiticas
desarrolladas por el fabricante, y en su caso cuando se modifiquen las condiciones

o caracteristicas del método indicado en la monografia farmacopéica.

2.1.7 Revalidacion

Existen situaciones en las que un método necesita ser replanteado y revalidado.

Algunas de ellas son cuando!'®'"'3:

e Se introducen cambios significativos durante la optimizacion del proceso de

sintesis del farmaco

e Se encuentra una impureza que hace ineficiente en su especificidad al
método

e Existe un cambio en la composicién de los excipientes que cambie el perfil
de impurezas del producto.

e Existe un cambio en equipos o proveedores de insumos criticos del

farmaco o del medicamento y conlleven a un cambio potencial a su perfil de

degradacion.

Transferencia de métodos analiticos
Una vez que un método ha sido desarrollado y validado, se puede transferir a
cada sitio que pretenda utilizar el método, comunmente la transferencia del

método se realiza entre el grupo desarrollador y validador del método y el grupo
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de Control de calidad (Quality Control, QC) que utilizara el método para liberar el
producto terminado. Asi como en la validacion, la transferencia del método de
ejecuta bajo el control de un protocolo que detalle los pasos necesarios para su
estudio.

Para cada prueba se necesita analizar las muestras con réplicas. Los criterios de
aceptacion se basan en el método propuesto y las caracteristicas de validacién.
Esto puede estimarse con la ayuda de un estudio Gage R&R (GRR), en caso
contrario se puede recurrir a la ecuacién de Horwitz para relacionar la
repetibilidad y reproducibilidad del método. Comunmente la diferencia en los
valores promedio de ensayo debe ser menor del 2% para métodos de sustancias
activas, y la precisiéon debe ser menor del 1% de la desviacién estandar relativa
(DER) en cada laboratorio. Para cada medicamento, estos limites son de 3.0 y 2.0
% para la diferencia del ensayo promedio y la precisidn para cada laboratorio
respectivamente. Las impurezas se consideran usualmente a un nivel de 0.5% y la
diferencia permitida entre laboratorios debe ser menor del 0.2% con una precision
intralaboratorio menor del 15% de DER en cada laboratorio.

2.2 Validacion de limpieza

En la fabricacion de medicamentos los equipos de producciéon son un punto clave
que pueden comprometer potencialmente la seguridad, eficacia o calidad de los
lotes subsecuentes producidos dentro del equipo, es por ello que los equipos de
manufactura deben limpiarse apropiadamente para asegurar la ausencia de
residuos del ultimo producto fabricado, agentes de limpieza y microbios previos a
una nueva manufactura. En consecuencia, la validacién de limpieza es uno de los
aspectos mas importantes en la produccién de medicamentos, pues con ella se
previene la contaminacion cruzada. En el desarrollo y validacion se establecen
limites y se seleccionan las técnicas y métodos de deteccién apropiado para

confirmar que el proceso de limpieza es suficiente para prevenir riesgos.
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2.2.1 Definicion y objetivos ["'"!

La validaciéon de limpieza se define como el proceso de proveer evidencia
documentada de que los métodos de limpieza empleados en un instalacién
controlan consistentemente residuos potenciales de producto (incluyendo
intermediarios e impurezas), agentes de limpieza, y material extraiio hacia un

producto subsecuente a un nivel, es cual esté bajo niveles predeterminados !'".

Las razones detras de la validacion de los procedimientos de limpieza son afirmar
la seguridad y la pureza del producto (requerimiento del consumidor), es un
requerimiento regulatorio en la manufactura de medicamentos, y asegura la

calidad del proceso desde un punto de vista de control interno y regulatorio.

Los procedimientos de limpieza inapropiados generaran lotes de baja calidad
debido al riesgo de presencia de un numero de contaminantes, tales como
precursores del activo, productos de degradacién, solventes y otros materiales
empleados durante el proceso de manufactura, microorganismos, agentes de

limpieza y lubricantes.

2.2.2 Tipos de contaminaciéon

2.2.2.1 Quimica

Contaminacién cruzada con ingredientes activos y/o con materiales o compuestos

imprevistos (impurezas y compuestos de degradacion).

No es aceptable la contaminacion de un lote con niveles residuales significativos
del ingrediente activo de un lote previo, ni de los materiales inertes utilizados en
los medicamentos a pesar de que sean generalmente declarados como seguros o
que muestran inocuidad en su consumo humano. El uso rutinario, mantenimiento y
limpieza del equipo proveen la contaminaciéon potencial con elementos como
aditamentos, lubricantes, agentes de limpieza y herramientas de limpieza como

brochas y paros.

Es importante evitar exponer a los consumidores a contaminantes no previstos

gue puedan generarles interacciones clinicamente potenciales y sinergistas.
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2.2.2.2 Microbiana

Carga microbiana (bacterias, hongos, virus, patégenos, pirdbgenos, etc.)
proveniente de fuentes que impactan al proceso (materia prima, granel, agua, aire,

envase primario, equipo de fabricacion, y personal).

La contaminacién microbiana se determina de acuerdo al tipo de proceso que se
monitorea o limpia (Fabricacion de formas farmacéuticas estériles o no estériles).
Para formas farmacéuticas estériles se busca que no tengan ningun tipo de carga
microbiana. Para forma farmacéuticas no estériles se permite un maximo de carga

microbiana, y la ausencia total de patégenos.

Contaminacién de superficies farmacéuticas.

La contaminacion de superficies es un tema importante en muchas areas
tecnoldgicas como la farmacéutica. En esta area se buscan formas de monitorear
y caracterizar la contaminacion de las superficies y también remover
meticulosamente tal suciedad de una gran variedad de superficies. Los métodos
de limpieza varian de acuerdo al tipo de contaminacién esperada y el tipo de
superficie de donde se remueve.

Clasificacion de contaminantes 1>

La contaminacién se define como una materia extrana indeseable que esta
presente en una superficie. La contaminacién se puede clasificar en tres

categorias diferentes:

e 1.-Particulas: Materia extrafa presente en la superficie como un objeto
fisico. Algunos ejemplos son polvos, cabello, microfragmentos, y fibras.

e 2.-Capas finas (Orgénica e inorganica): También llamada contaminacion
molecular, esta presente en la superficie en forma de una fina capa que
cubre completa o parcialmente la superficie. Algunos ejemplos son grasa de
la piel, grasas, aceites, residuos de tensoactivos o residuos quimicos,
oxidos y otras capas indeseables.
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e 3.-Microbiolégica o bioldgica: puede estar presente en las superficies en
forma de particulas, o delgadas capas o una combinacién de ambas que
estan constituidas generalmente de organismos vivos indeseables. Algunos
ejemplos son esporas, bacilos, cultivos organicos y biocapas. Esta
contaminacién se da generalmente a partir del ambiente o residuos de los

procesos.

2.2.3 Superficies

Es de gran importancia el material que estd en contacto con el producto al
momento de su fabricacién, ya sea de modo directo indirecto. El material que esta
en contacto directo con los productos es el equipo de fabricacién, al cual se le
exige que sea casi inerte para evitar liberacibn de material del equipo de
fabricacion a las formas farmacéuticas. El material mas ampliamente utilizado para
este fin es el acero inoxidable que existe en gran variedad, entre ellos el de grado
farmacéutico, cuya propiedad evita la contaminacién por la higiene que representa

tal material.

Acero inoxidable en plantas farmacéuticas y equipos **

Las aplicaciones farmacéuticas, demandan en comun con los alimentos y bebidas,
gue los materiales de construccidbn mantengan la integridad de la estructura (es
decir, resistencia a la corrosién y suficientemente robustas para soportar el
entorno especifico) y por tanto se requieren superficies inertes (liberacién

insignificante de contaminantes en el producto).

Los aceros inoxidables se utilizan ampliamente en la industria farmacéutica
debido a su resistencia a la corrosién, son superficies inertes (facil de limpiar) y de
fabricacion sencilla. Aunque el grado 1.4401 (AISI 316) y sus derivados son los
aceros inoxidables mas ampliamente utilizados en plantas farmacéuticas y son
considerados por muchos como el estdndar de la industria, los materiales para
cada aplicacion se seleccionan basandose en su resistencia a la corrosion en un
entorno de servicio especifico. La seleccién de un grado adecuado de acero
inoxidable también debe incluir la consideracién de los agentes de limpieza y
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régimen de limpieza utilizado en la planta. Ademas, también la operacién de la
planta puede influir en la eleccion del material (ya sea continuo con un sistema

"clean in place" o una operacion por lotes con paradas para su limpieza).

El acero inoxidable es el término utilizado para describir una familia
extremadamente verséatii de materiales de ingenieria, que se seleccionan
principalmente por sus propiedades de resistencia a la corrosion y su resistencia al

calor.

Todos los aceros inoxidables contienen principalmente hierro y un minimo de
10,5% de cromo. En este nivel, el cromo reacciona con el oxigeno y la humedad
del ambiente para formar una pelicula de éxido protectora, adherente y coherente,
que envuelve toda la superficie del material. Esta pelicula de 6xido (conocido
como la capa limite o pasiva) es muy delgada (2-3 nanémetros). La capa pasiva
de los aceros inoxidables exhibe una propiedad verdaderamente notable: cuando
se dana (por ejemplo, abrasion), se autorrepara dado que el cromo en el acero
reacciona rapidamente con oxigeno y la humedad en el medio ambiente para

reformar la capa de éxido.

El aumento del contenido de cromo mas alla del minimo de 10,5% confiere aun
mayor resistencia a la corrosién. La resistencia a la corrosion puede mejorarse
aun mas, por la adicibn de 8% o mas de niquel. También la presencia de
molibdeno aumenta aln mas la resistencia a la corrosion (resistencia en particular,
a la corrosién por picaduras), mientras que el nitrégeno aumenta la resistencia

mecdénica y aumenta la resistencia a picaduras.

Categorias de los aceros inoxidables

El arbol familiar del acero inoxidable tiene varias ramas, que pueden ser
diferenciados en una variedad de formas, por ejemplo, en términos de las areas de
aplicacion, por los elementos de aleacion utilizados en su produccién, o, tal vez la
forma mas precisa posible, por las fases metallrgicas presentes en sus

estructuras microscoépicas:
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e Ferritica
e Martensitica (incluyendo la precipitacién con aceros de endurecimiento)
e Austenitica

e Aceros duplex, formados por mezcla de ferrita y austenita

En cada uno de estos grupos, hay varios "grados" de acero inoxidable, que se
definen de acuerdo con sus rangos de composicion en estandares europeos (y
otros, por ejemplo, estadounidenses), y dentro del rango especificado, el grado de
acero inoxidable mostrara todas las propiedades deseadas (por ejemplo
resistencia a la corrosiéon y / o resistencia al calor y / o0 maquinabilidad).

Aceros inoxidables austeniticos

Son por ejemplo, los grados 1.4301 y 1.4833, los cuales consisten en cromo (16-
26%), niquel (6-12%) y hierro. Se pueden adicionar o modificar otros elementos de
aleacién (por ejemplo, molibdeno) de acuerdo con las propiedades deseadas para
producir grados derivados que se definen en las normas (por ejemplo, 1,4404). El
grupo austenitico contiene mas grados, que se utilizan en grandes cantidades, que
cualquier otra categoria de acero inoxidable. Los aceros inoxidables austeniticos
presentan una resistencia a la corrosion superior a los aceros inoxidables ferritico
y martensiticos. EI comportamiento de la corrosion se puede variar para adaptarse
a una amplia gama de entornos de servicios por medio de un cuidadoso ajuste de
la aleacion, por ejemplo, el contenido de carbono o molibdeno. En resumen,
presentan ventajas para su manejo y aplicacion en ambientes de alta exigencia

higiénica.

Ejemplos tipicos de aplicaciones de acero inoxidable en la produccién
farmacéutica son los tanques de transformacién y reaccién, tanques de
almacenaje, bombas, tuberias, intercambiadores de calor, unidades de lavado,

grifos y valvulas.
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Superficies de contacto indirecto

Las superficies que estan en contacto indirecto con el producto son principalmente
aquellas que cubren integralmente la instalacién, especificamente hablando de los

pisos y las paredes, y ventanas si existen.

Paredes, techos y pisos (acabados epoxicos)

Las paredes y plafones, son superficies que cuentan con un acabado con
resistencia quimica y mecanica, que proveen limpieza y sanidad con el objetivo de

evitar la acumulacion de contaminacion, y hasta un fin decorativo.

El acabado de estas superficies se realiza generalmente con pintura epdxica, que
se tiene en dos envases, una con la pintura epoéxica y otro con un catalizador o
endurecedor a base de amina o poliamidas. El secado se lleva a cabo al
evaporarse el disolvente, simultdneamente con la reticulacién de la resina. Se
aplica con dispersion de aire o rodillos de felpa. Este tipo de acabado genera una
superficie ligeramente rugosa y opaca. Sus ventajas son la resistencia quimica,

mecanica y fisica. Su desventaja es la inestabilidad del color.

Los pisos al igual que los muros, cuentan con acabado de resina epoxica, libre se
solventes, que dada su propiedad autonivelante, crea una superficie con un
minimo de imperfecciones de aspecto liso y reflejante. El acabado epdxico se
debe al polimero que endurece gradualmente con un agente catalizador,
comunmente una reaccion entre epiclorohidrina y bisfenol-A. Después de la
aplicacion ocurre el curado o reticulacion a temperatura ambiente, durante ese
proceso ocurre la gelificacion, que es la transicion que toma lugar durante la
formacién de la red polimérica y corresponde a la generaciéon de una estructura
macromolecular gigante a través del medio de reaccion. Se da por una sucesion
de reacciones elementales entre sitios reactivos creando nuevos enlaces
covalentes entre pares de grupos funcionales. Macroscopicamente esta transiciéon
se traduce en un cambio de forma liquida a sélido. Esta estructura altamente

reticulada es la razén de propiedades como la buena resistencia mecénica,
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resistencia a la humedad, resistencia quimica y resistencia a temperaturas

elevadas.

Ventanas 2°!

Las ventanas de vidrio, a pesar de ser un material que no posee un arreglo
molecular cristalino, cumple con ser una superficie altamente lisa y del mismo

modo permite su eficiente limpieza.

El tipo de vidrio mas comunmente utilizado para ventanas y envases de vidrio es
el soda-cal, que se prepara por fusion de carbonato de sodio (soda), Cal
(Carbonatos de calcio), dolomita (Carbonato de calcio-magnesio), diéxido de silicio
y alimina (6xido de aluminio). En su fabricacién la fusion genera superficies con

minimas irregularidades.

El interior de un vidrio de sosa-cal es una red de moléculas de diéxido de silicio
en el que se encuentran alojados iones de calcio y sodio. El contenido de agua
aumenta desde el interior de esta estructura hacia la superficie dado que el vidrio

atrae agua del aire.

El agua es capaz de romper algunas de las conexiones en la red de dioxido de
silicio y difundirse mas lejos de la superficie y de microgrietas en la red molecular
del vidrio. El contenido de sodio superficial puede ser diferente del interno, porque
el sodio se desprende bajo las condiciones del tratamiento del vidrio con calor.
Donde termina la red de didéxido de silicio, la red termina con moléculas de agua
absorbidas. Esta pelicula de agua tiene encima una pelicula de agua fisicamente
adsorbida, que atrapa adsorbatos de la atmosfera, como moléculas organicas y

particulas de suciedad.
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Adhesion a superficies 27

De modo general, la limpieza de estas superficies es de gran importancia pues la
integridad de los materiales frente a la abrasion, desgaste, quebrajamiento o
corrosion determinan también la efectividad de su limpieza. La rugosidad de estas

superficies es también un punto clave para lograr tal objetivo.

Cuando una particula sélida entra en contacto fisico con cualquier otra particula
sélida o una superficie solida, las fuerzas entre ellas son principalmente de
atraccién y resulta en la adherencia de las particulas entre si 0 a la superficie
sélida. Cuanto mas fino es el tamano de las particulas, las fuerzas de adhesién
involucrados se vuelven mas significativas y las particulas se vuelven mas dificiles
de remover. En resumen, las fuerzas de adhesion principales son proporcionales
al diametro de patrticula.

Después de que se establece el contacto fisico entre las particulas y una
superficie sélida, se considera que las fuerzas de atraccion predominantes entre
las particulas adheridas son las fuerzas electrostaticas y de van der Waals. Otras
fuerzas de interfase tales como puentes liquidos (o pelicula liquida), la repulsion
de doble capa y enlaces quimicos pueden desempefar papeles importantes en
circunstancias especificas. Con la presencia comun de humedad en el medio
ambiente, es usual tener un poco de humedad adsorbida en la superficie de la
mayoria de los materiales. En la interfase donde dos materiales diferentes entran
en contacto, un puente liquido resulta en una fuerza de atraccion debido a la

tensién superficial del liquido.

Otro factor importante en la adhesion de particulas es la rugosidad de la superficie
sélida, esto afecta la contribucién de las fuerzas de van der Waals a la adhesién.
Esto esta ligado al tamaro de las asperezas. Las asperezas menores al tamafo
de particula reducen dicha contribucién de fuerzas electrostaticas y por tanto

debilitan la deposicién, en cambio las asperezas mayores la favorecen. Por tanto
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las asperezas menores dan la ventaja de una facil remocion de particulas que

contactan la superficie.

2.2.4 Determinacion de limites de aceptacion %7891

Las unidades utilizadas para medir la contaminacion son comunmente en producto
fabricado en el equipo recién limpiado son ppm (ug/g), para contaminacion de
superficie son pg/cm? y para la muestra analizada son pg o pg/g. Los limites de
area por superficie son unidades diferentes y no se deben comparar directamente
sin datos como el tamarfo del lote y area de superficie del equipo. Los limites en el
producto fabricado deben tener las mismas unidades que las muestras analizadas,
pero tampoco son comparables sin datos como el area muestreada y el factor de
recuperacion de hisopo.

Oficialmente se citan algunos trabajos para tomarse como criterios de referencia

propuestos para la determinacion del limite:

a) después de la limpieza el equipo se encuentra visiblemente limpio,

b) cualquier agente activo se encontrara presente en un producto fabricado
subsecuentemente a un nivel maximo de 10 ppm y

c) cualquier agente activo esta presente en un producto fabricado
subsecuentemente a un nivel maximo de 1/1000 de la dosis minima diaria

(DMD) del agente activo en una dosis maxima diaria del mismo producto.

Se sabe que aunque no estan establecidos estos criterios oficialmente por la FDA,
han sido usados ampliamente dentro de la Industria Farmacéutica para la

determinacién de niveles aceptables de residuos quimicos.
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Limite en un producto subsecuente:

Para el calculo del limite del agente activo en cualquier producto fabricado
posteriormente, la informacién necesaria es la dosis minima diaria (DMD) del
activo que se intenta remover (Producto A), y la dosis maxima diaria del producto
fabricado posteriormente (Producto B). El limite (L1) se expresa:

Ll= (0.001)(do sis minima diaria de activo en Prod. A) —xe/,

dosis maxima diaria de Prod. B
Donde:
0.001: es el factor de seguridad para dosis orales, 6
0.0001 para productos parenterales (valores sugeridos).
Para el producto A:
dosis minima diaria |, = (Conc.ActiV o™ )(Dosis mi o J(No. min. dosis )

dosis maxima diaria g0 poves = (Conc.Activ o™ )(Dosis & s )(No. min, s ;)

Y para el producto B:

dosis mixima diaria |, = (Dosis ™ J(No. max. dosis,/ )

. . o _ g o dosis
dosis minima diaria i poves = (D0s1s g J(No. max. dosis 7 )

El calculo del producto posterior es independiente de qué activo se trata y a qué

concentracién se encuentra.

El valor de x ug/ml (ppm) de limite de residuo es independiente del tamano del
granel y del area superficial del equipo, y se compara contra el valor de 10 ppm
predeterminado y el valor menor utilizado para calculos posteriores.

El valor de 10 ppm es un valor arbitrario y no justificable cientificamente, y se
utiliza solo si es menor que el valor de limite L1. AplicAndose adecuadamente
resulta ser un limite menor que lo calculado cientificamente. Por tanto que resulta
en un valor aun menor que el limite L1, no se puede rechazar como una

herramienta invalida.
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Limite por area de superficie

En seguida se calcula el nivel de contaminacién del ingrediente activo por
superficie de area. Este limite (L2, en pug/cm?) se calcula como:

(L1)(Tamaio del lote Prod.B)(1000)
area de superficiecompartidadel equipo

L2=

Donde:

e L1 esellimite en un producto subsecuente,

e 1000 es un factor de conversién para obtener ppm (limite en el lote
del prod. B) y convertir kg a ug (para el lote del prod. B),

e ¢l tamano del lote del producto b se expresa en kg y la superficie
compartida del equipo en cm?.

Este calculo considera que el residuo se encuentra distribuido uniformemente por
toda la superficie del equipo, se considera que esto no ocurre normalmente, sin
embargo se toma como el peor caso. Se recomienda calcular el limite de area de
superficie para cada producto que se piense fabricar enseguida del producto A, y
el limite de residuo para validacion de limpieza se debe establecer al menor de los
limites, asi el equipo de planeacion tendra flexibilidad de fabricar productos en
cualquier orden.

Limite en la muestra analizada

Para el calculo de este limite, los parametros se enfocan en las variables

involucradas en el muestreo con hisopo. El calculo es como sigue:

_ (L2)(4rea de superficie muestreada )
cantidad de solvente de extraccion

Donde:
e L2 es el limite por area de superficie expresada en pg/g o ppm,
e ¢l 4rea de superficie se expresa en cm?, y

¢ |a cantidad de solvente en la que se extrae el hisopo en gramos.
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El calculo de este limite debe corregirse con un factor de recuperacion con hisopo.

Hay dos formas:
a) Elfactor de recuperacién se puede incluir en el calculo analitico real.

b) El factor de recuperacion se incluye en el numerador de la ecuacién para la

determinacion de este limite L3.

Una razén por la que el limite L1 sea menor que el limite L3, es porque el primero
refleja un residuo que se encuentra distribuido uniformemente en un lote, mientras
que el segundo refleja el residuo concentrado en el solvente de extraccion.

Comunmente se tiene que el L1<L2<L3.

Otro punto de vista que toma en cuenta estos tres limites es el calculo del Limite
aceptable de residuo o LAR, que se calcula asi:

(FS)(DDMin A)(TLprodB)(ASM)(10°)

LAR 6 L3(g/mL)=
0 L3(g/mL) (DDM4xB)(A CE)(CCD)

Donde:

e FS es el factor de seguridad (valores sugeridos)
o 0.001: es el factor de seguridad para dosis orales, 6
o 0.0001 para productos parenterales.
e DDMinA es la dosis diaria minima del activo producto en el producto A,
e TLProdB es el tamaro del lote B,
e ASM es el area muestreada en el equipo,
e 10° es el factor de conversién de gramos a microgramos,
e DDMaxB es la dosis diaria maxima del producto B,
e ACE es el area de superficie compartida en el equipo, y

e (DD es la cantidad constante de diluente.
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Limite por toxicidad del residuo

Se utiliza para residuos que no se les conoce su dosis terapéutica o farmacologica
como a los productos de degradacion, excipientes y agentes de limpieza. Este
limite se establece a partir del consumo aceptable diario (aceptable daily intake,
ADI, por sus siglas en inglés), que toma en cuenta el efecto téxico. Este se calcula
asi:

ADI(mg/dja= (LD50"%,,[W (kekE,,)

Donde:

e W es el peso del cuerpo humano,

e LD50 es la dosis letal, y

e Fya es el factor de seguridad (relativo a la via de administracién), por un
factor adicional FC (factor de conversion determinado a partir de un modelo
animal, propuesto por D.W. Layton).

Otra forma de calcular el ADI es calculando el nivel no observado del efecto (No
observable effect level, NOEL, por sus siglas en inglés):

NOEL=LD,,xFC y ADI=NOELxW xFS

En el que (FS)(DDMin A) del célculo de LAR o L3 es equivalente con el célculo de
ADI, asi:

(ADI)(TLpodB)(ASM)(10%)

LAR6 L3(g/mL)= :
(DDM4xB)(ACE)(CCD)

En caso de utilizar este célculo, se recomienda incluir el factor de recuperacion
del hisopo para fines de validacion. También se puede establecer el ARL basado
en el valor de 10ppm en residuos cuyo valor de ADI no puede ser establecido o es
mayor de 1.0 mg/dia y cuyos productos son fabricados en equipos de uso multiple.
Para residuos potentes el limite debe ser menor de 1 ppm
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Limite por inspeccion visual

Su ventaja es ser un método rapido, de bajo costo, ademas de que simplifica el
proceso de validacion al realizarse con criterios estrictos. Si una superficie esta
visualmente sucia, entonces los procedimientos de limpieza no son aceptables o

estan fuera de control.

Para desarrollar experimentalmente su utilizacibn se deben tomar en cuenta
factores como la potencia del residuo, la cantidad que es detectable visiblemente,
la seleccion de las superficies adecuadas, la condiciones de inspeccién visual y
entrenamiento del personal que la realizara, y las etapas del proceso en las que
conviene utilizar este tipo de inspeccion. Por la naturaleza de esta inspeccion, es
mas seguro utilizarse en procesos de productos orales y no estériles. El nivel mas
alto al cual se considere que esta visualmente limpio se establecera como el nivel

permisible para la limpieza de este residuo.

Si al calcular el L2, el valor es mayor que 4pg/cm? (valor de diferencia aproximado
entre limpieza y suciedad visual), o que el valor determinado del limite visualmente
visible, se puede aceptar la limpieza visual como el Unico criterio de aceptacion.
Es decir, que si se aceptaran ambos valores, en consecuencia se estaria

aceptando niveles de suciedad visibles con el limite L2.

Para el caso de residuos potentes donde el L2 es menor de 1 pg/cm? si la
superficie esta visualmente sucia, indicara falta de limpieza, y si esta visualmente

limpia no garantiza que el residuo esté en un nivel aceptable.

Limite basado en la sensibilidad del método analitico

Se utiliza el Limite de deteccién (LOD) del método analitico como limite de residuo
de limpieza. Es util en casos donde la contaminacion cruzada pueda tener
consecuencias criticas. Sin embargo es responsabilidad del fabricante, pues

involucra realizar limpiezas extremas, costosas e imprécticas. Para esta
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consideraciéon se deben revisar factores como la naturaleza y uso del producto
subsecuente. Si el L3 es menor que el LOD, se busca otra técnica de analisis o
instrumentos, o se modifican otros factores (como por ejemplo, volumen de
inyeccion en andlisis por HPLC), incluso influir en calculo del L3 para

incrementarlo modificando el muestreo y andlisis del residuo.

Limite a partir de la capacidad del proceso de limpieza

Se utiliza cuando se tienen resultados del control del procedimiento de limpieza y
menores al valor limite L3, asi establecer el LAR por debajo del L3. En caso de no
contar con ello, se establece un proceso de limpieza que permita conocer su

capacidad y logre resultados menores al L3.

Un proceso de limpieza validado y robusto (con suficientes datos analiticos)
resulta util para el monitoreo de rutina, y en dependencia del historial de los
valores analiticos se determina un rango de alerta y otro para tomar medidas
dentro del proceso, ambos menores al L3. Asi se esperara contar siempre con
resultados menores al rango de alerta. En caso de llegar a tener resultados en
alerta, no se afectaran lotes involucrados que cumplan con el limite L3, ademas de
que permitira al fabricante ocuparse del control y la consistencia del proceso de

limpieza.

Contaminacion microbioldgica

Es una determinacion compleja y dificil, ademas de no haber guias precisas al
respecto. Para establecer limites hay que tener en cuenta la via de administracion,
la naturaleza o tipo de microorganismo contaminante, por ejemplo E. col
Enterococcus y Pseudomonas sp. son inaceptables. Los productos parenterales y
oftalmoldgicos requieren controles mas rigurosos en limites microbianos, incluso
un limite para endotoxinas presentes en la superficie de los equipos de
fabricacion.
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2.2.5 Técnicas de muestreo %

Las técnicas de muestreo son la forma en la que son recolectados los residuos
de las superficies de los equipos, de modo que se puedan cuantificar, y cuyo
objetivo es generar resultados analiticos que se puedan considerar como un dato
representativo del completo o peor caso en el sistema (resultando en un estimado
del limite superior del maximo residuo que pueda estar presente). Existen cuatro

tipos de muestreo:

e de superficie directo,
e por hisopo,
e por enjuague, y

e por placebo.

Muestreo de superficie directa

Consiste en un instrumento de andlisis directamente "aplicado a" la superficie
limpia. El ejemplo mas comun de muestreo directo es la evaluacion visual. En este
caso, el ojo representa tanto analisis y muestreo. Los elementos clave que se
consideran en muestreo visual son: la vista del espectador, la luz disponible para
su visualizacién, la distancia del punto de vista de la superficie, el angulo de la luz
y el espectador hacia la superficie, la disponibilidad de la superficie , la naturaleza
de los residuos y de la superficie

Al interpretar los resultados como visualmente limpia, es Util contar con una buena

referencia de lo que significa visualmente limpia.

Muestreo por hisopo

Un hisopo es un objeto plastico con cabeza de fibra y un mango flexible que se
utiliza para limpiar los residuos de una superficie. La cabeza del hisopo

generalmente se humedece con disolventes (agua, un disolvente organico, o una
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mezcla), y se limpia a una superficie muestra, con un patrén de movimiento

definido. El residuo se extrae a posteriormente por desorcién del tejido de la

cabeza del hisopo en un disolvente adecuado para su analisis posterior.

Los elementos clave para la selecciéon de hisopeo como una técnica de muestreo

son:

La naturaleza de la fibra: Para hisopos microbiolégicos, la cabeza del
hisopo son fibras de algodén unido a un mango. En algunos casos, la
cabeza del hisopo es de fibras de alginato de calcio. Para este propdésito los

hisopos son esterilizados previo a su uso por razones obvias.

Los hisopos utilizados para los residuos quimicos pueden variar
considerablemente. Sin embargo, los mas comunes estan hechos de una
cabeza con un tejido de poliéster, que se sujeta a un mango de plastico un
proceso de fundido adecuado, de modo que se eviten los adhesivos que
causen interferencias con los analisis. También es preferible usar hisopos
de baja aportacién del material para minimizar las interferencias y evitar que

cubran la deteccion del residuo.

Los solventes utilizados para la humectacion y desorciéon del hisopo:
El disolvente utilizado debe ser apropiado para ayudar en la eliminacién de
residuos de la superficie. Ademas, de ser adecuado con cualquier
procedimiento analitico posterior.

Otras opciones incluyen utilizar Gnicamente agua o agua ajustada a un pH
alto o bajo (El pH en funcién de la solubilidad de los activos).

Si el analisis de carbono organico total (TOC, por sus siglas en inglés) es el
método analitico, los disolventes organicos no se deben utilizar porque

interferiria con una medicion precisa de carbono en el residuo.
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La cantidad de disolvente utilizado para la desorcion también puede ser
critico, pues se necesita una cantidad minima de disolvente para el método
analitico. La cantidad que se utiliza también afecta el limite de cuantificacion
necesario del método analitico.

El numero de hisopos que se utilizaran: Generalmente se utiliza uno o
dos, y al utilizar mas de uno se incrementa el recobro del residuo. Un solo
hisopo no puede recuperar todo el residuo, y dejara un poco de solvente
con remanente de residuo de interés, y por tanto se necesitara un segundo
hisopo seco, o incluso considerar el mismo hisopo enjuagado (en una
cantidad determinada de diluente) y exprimido. El segundo hisopo seco
mejora el recobro pues absorbe el solvente remanente con facilidad a
comparacién del hisopo humedo. El segundo recobro con hisopo enjuagado
es efectivo cuando se utilizan solventes muy volatiles. En caso de utilizar
método TOC para determinar residuos, no se recomienda utilizar un
segundo hisopo pues aumenta la aportacién de carbono al blanco y por
tanto no habria beneficio al desear recuperar el remanente de residuo.

El area de superficie a muestrear: Cominmente varia de 25 a 100 cm?.
Para superficies planas o casi planas hay varias técnicas para controlar el

area a muestrear.

Se puede utilizar una guia sobre el area a muestrear con un marco de 25 a
100 cm? hecho de plastico, polimero quimicamente inerte
(politetrafluoroetileno — PTFE). Se debe calificar al personal que esté

destinado a realizar el muestreo y conozca el area y tamano a muestrear.

Localizacion del area a muestrear: Las &reas seleccionadas son
comunmente aquellas areas mas dificiles de limpiar, representativas de
diferentes materiales (por ejemplo: acero inoxidable, vidrio, y juntas entre

areas y materiales) y areas representativas o de funcién diferente o alterna
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(por ejemplo, paredes laterales, domos, valvulas, paletas de agitaciéon o
areas de drenado). Si se muestrean estas areas y los residuos en estas
areas son aceptables, entonces los residuos en otras areas (faciles de

limpiar) seran también aceptables.

El patron de muestreo: Se refiere a la trayectoria que traza la cabeza del
hisopo sobre el area a muestrear, ya sea que el patron se repita a 902y o
se voltea la cabeza del hisopo (si es una cabeza plana, el uso de ambos
lados mejora el recobro).

Manejo y transporte del hisopo: El manejo apropiado depende del
alcance establecido en el procedimiento analitico. Por ejemplo, si se utiliza
analisis TOC, se necesita un cuidado extremo, usando guantes, evitando
movimientos contaminantes, y cortar la cabeza del hisopo con limpieza y
cuidado para llevar a cabo la extraccion del residuo. También es
importante considerar el tiempo que toma el transporte del hisopo en el
solvente de extraccion, desde el lugar de muestreo hasta el laboratorio para
su analisis. El transporte prolongado del hisopo en solventes acidos o
basicos conllevan a extraccién de especies de carbono a partir del material
del hisopos, y en consecuencia una aportacion de carbono a la
determinacion total. Otro factor a considerar es la temperatura, para evitar
pérdida de volumen de solventes, e incluso la aceleracion cinética de la
degradacion existente.

Los controles (Blanco, hisopos y placas): Estos se utilizan en todos los
casos. Para algunos métodos como el analisis de carbono organico total
(TOC), estos controles son muy necesarios debido a la gran variacién que
aporta un hisopo blanco. Para otros métodos se deben utilizar controles
para identificar cualquier fuente de error no proveniente de la muestra.

El control de muestreo (blanco) se debe preparar utilizando el mismo tipo y
modelo de hisopo, solvente para desorcién, y tipo de vial o material, asi
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mismo debe prepararse al mismo tiempo que la muestra experimental se
toma. El hisopo blanco no toca la superficie a muestrear. El control no se
debe preparar en el laboratorio, pues debe representar el manejo
experimental de los hisopos. Se enfatiza la importancia de la preparacién de
otros controles en el laboratorio adicionales al hisopo control (blanco), por

ejemplo, blanco hisopo+placa (cup6n representativo del area a muestrear).

Todos estos factores deben describirse en el protocolo de validacién y en el
procedimiento estandar de operacion (SOP).

Muestreo por enjuague

Se utiliza un liquido para cubrir las superficies que se van a muestrear. Es
importante examinar qué tan posible es determinar cualquier residuo que se retire
facilmente por enjuague. Esto se puede lograr demostrandolo con estudios de

recuperacion (o recobros).

Para realizarlo se tienen observaciones clave como asegurarse de que lo que se
esta midiendo en la muestra de enjuague esta directamente relacionado al residuo
de interés. Es decir que el método de enjuague demuestra la remocién del residuo

de interés desde superficies modelo en estudios de recuperacion.

Métodos de muestreo de enjuague:

Enjuague final de un solo punto: Es una muestra que se tiene al final del
proceso de enjuague. Si el medio de enjuague es agua entonces la muestra es
acuosa, si se usa un disolvente para el enjuague final entonces la muestra es un
disolvente. El volumen es de acuerdo a lo necesario en el método pero varia de
500 a 1000 ml. El punto de muestreo definido como aquel punto al final del circuito
de limpieza en el cual el agua se drena. Este es el método mas comun de
muestreo de enjuague, tiene la ventaja de ser un procedimiento sencillo, puede

ser un método efectivo para sitios de muestreo que no son visibles o no estan



| 33

disponibles al muestreo por hisopo, incluyendo tuberias de equipos. Este tipo de
muestreo provee una medicion total de la contaminacion de un sistema, si se
asume que la contaminacion esta dispersa uniformemente en toda la produccién
subsecuente de producto, entonces el muestreo por enjuague puede dar una
medicién valida de la contaminacion potencial total del producto subsecuente.

Una cuestién clave es relacionar lo que se mide en la muestra de agua a posibles
niveles de contaminacion del residuo en el producto subsecuente. Si se hacen
ciertas afirmaciones sobre lo que el enjuague final representa, entonces es posible
afirmar que en el peor caso, un nivel de, por ejemplo X ppm en el enjuague final se
correlaciona a no mas de (eso es, un limite superior de) X ppm en el producto
subsecuente. Si se toma esta aproximacién, es (til aclarar esas afirmaciones en

un documento de justificacion.

Muestreo por enjuague aislado: Se lleva a cabo con una cantidad fija de medio
después de que se completa el enjuague final del sistema. La unica funcion es
muestrear el equipo para propdésitos analiticos (no para limpiar el equipo). El Unico
criterio adicional en utilizarlo para la determinacion de residuo, es que el
procedimiento de enjuague (y por ende de muestra) toque todas las superficies del

equipo.

Esto es necesario porque por enjuague no es posible enfocar la solucién de
enjuague a las superficies mas dificiles de limpiar (a diferencia como se debe
hacer con el muestreo con hisopo). Debido a esta limitacion, todas las superficies

se deben muestrear para obtener una idea de la contaminacién total.

Este enjuague aislado tiene varias ventajas, una de ellas es que es posible utilizar
una solucién diferente a la del enjuague del equipo, la cual es solo agua. Si el
agente activo tiene poca solubilidad en agua pero es mas soluble en pH altos, por
ejemplo, es posible utilizar una soluciéon diluida de NaOH como el medio de
enjuague para mejorar y asegurar el recobro de ese agente activo o residuo. Otra

alternativa seria usar una mezcla de isopropanol/agua como solucién de enjuague.
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Una segunda ventaja es que dado que el enjuague se hace con una cantidad
(volumen) fija de solucidén, es posible aproximarse mas cuidadosamente a la

concentracion de la contaminacién en el producto subsecuente.

En enjuagues diferenciados en los cuales la cantidad de solucién de muestreo por
enjuague es aproximadamente lo mismo a la cantidad del siguiente producto, un
nivel de X ppm de residuo de interés en la muestra tomada por enjuague se
correlaciona a aproximadamente X ppm del agente residuo en el producto
subsecuente (pensado en una distribucién uniforme).

Para procesos de enjuague continuo como un sistema clean-in-place (CIP, lavado
en sitio), es probable que el volumen del muestreo de enjuague para muestrear
todas las partes del equipo es considerablemente menos (hasta 80-90% menos)

que el volumen del producto manufacturado subsecuentemente.

Si este es el caso, un nivel de 1.0X ppm del agente de residuo en la muestra de
enjuague se correlaciona a aproximadamente de 0.1X a 0.2X ppm del residuo en
el siguiente producto. En este método de muestreo de CIP continuo, es posible
influenciar el procedimiento analitico (tanto como se hace en el muestreo por
hisopo) tal que relativamente cantidades altas de las muestras analizadas en
realidad representan, significativamente bajos niveles de contaminacién potencial

en el producto subsecuente.

Muestreo por placebo: Este método involucra la manufactura de un lote de
placebo (el medicamento sin el principio activo) del producto subsecuente a
fabricar en el equipo limpiado. La siguiente manufactura del placebo se analiza
buscando como residuo en cuestidn, al principio activo del medicamento que fue
fabricado antes de ser limpiado el equipo. Si se encuentra el principio activo en el
placebo a cierto nivel, digamos X ppm, entonces se afirma que el nivel de
contaminacion del lote fabricado subsecuentemente con el activo seria el mismo.
Si este nivel esta por debajo del criterio de aceptacion, entonces se asume que el
equipo fue limpiado adecuadamente.
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La posicion de la FDA en sus documentos guia es que el muestreo por placebo es
aceptable si se complementa ya sea con muestreo por enjuague o hisopo, pues al
realizar un analisis por placebo se asume que el residuo contaminante esta
distribuido uniformemente en todo el lote del placebo y una muestra es
representativa, ademas de que determinar el residuo en presencia de
componentes del placebo representa un reto analitico. Por estas razones el
muestreo por placebo no es considerado comunmente. Sin embargo es util en la
evaluaciéon de contaminaciébn no uniforme en el producto manufacturado

subsecuentemente.

Estudios de Recuperacion

Un método de muestreo tiene por objetivo remover cuantitativamente el residuo de
la superficie para analizarlo posteriormente, esto se demuestra por medio de los
estudios de recuperacion, que son pruebas en las que una cantidad del residuo en
cuestibn es dispersado en una superficie modelo, después la superficie se
muestrea con un procedimiento definido, y la muestra obtenida es analizada por el
método analitico.

La cantidad de residuo en cuestidon se expresa en porcentaje de la cantidad
esparcida para conocer el porcentaje de recuperaciéon, el cual se debe utilizar
después para ajustar los resultados analiticos para representar exactamente la

contaminacion potencial.

Por ejemplo, si la contaminacién de la superficie en un estudio de validacion se
tiene como resultado 12ug por hisopo, y la recuperacion con ese método y ese
residuo es de 75%, entonces la contaminacion potencial es:

12 ug

=16 ug / hisopo
075 HEIASP

Los procedimientos de recuperacion se determinan en el laboratorio, y algunos
aspectos clave para lograr recuperaciones satisfactorias son:

e El modelo de superficie utilizado



| 36

e |a cantidad del residuo contaminante
e |a naturaleza del residuo

e El procedimiento de muestreo (por hisopo)

El modelo de superficie utilizado: Este debe reflejar las condiciones reales, por
ejemplo, si el acero inoxidable es la superficie a muestrear por hisopo en el equipo
entonces el residuo a probar se debe esparcir en placas de acero inoxidable.
Tales placas deben ser de tamarnio suficiente de modo que el area a probar sea la
misma que la establecida en el Procedimiento de operacion estandar (SOP, por

sus siglas en inglés).

La cantidad del residuo contaminante: La cantidad de residuo, en pg/cm?, debe
estar en el rango de lo que se espera encontrar en los ensayos de validacién
reales. Este nivel debe estar definitivamente bajo el criterio de aceptacion
especificado para contaminacién. Si se espera que la recuperacién sea diferente
dependiendo de los niveles de contaminacién, entonces se debe realizar una

serie de estudios de recuperacion.

Por ejemplo, los estudios de recuperacion se pueden hacer a niveles equivalentes
al 10%, 30% y 60% del criterio de aceptaciéon o se pueden hacer a 1x, 2x, 4x del
limite de cuantificacion (LOQ) del método analitico. También el porcentaje mas
bajo de recuperacion obtenido puede ser usado con seguridad para ajustar los
resultados analiticos reales, o una serie de porcentajes de recuperacion se

podrian utilizar dependiendo del resultado analitico obtenido.

La naturaleza del residuo: La naturaleza del residuo debe representar a aquella
que se limpiara en el equipo, si el equipo se somete a vapor antes de ser limpiado
entonces es apropiado que el residuo esparcido en la placa, se trate de manera
similar de modo que el estudio de recuperacion asimile lo mas posible a las

condiciones reales.



| 37

El procedimiento de muestreo (por hisopo): El Procedimiento de operacion
estandar (SOP) debe ser exactamente el mismo método utilizado en el protocolo
de validacion por hisopo. Esto incluye todos los aspectos revisados previamente

relativos al muestreo.

Los estudios de recuperacion por enjuague se pueden hacer en el laboratorio, de
cualquier modo es dificil simular las condiciones de enjuague, particularmente de
un sistema clean-in-place (CIP), en un estudio de laboratorio. La aproximacion
para estos estudios por enjuague es disefiar un estudio de laboratorio utilizando
las condiciones del peor caso. Entonces se asume que el recobro bajo
condiciones de muestreo de enjuague reales serian no menos que y mas
probables mayores que el porcentaje de recobro obtenido en el peor caso del

estudio de laboratorio.

Los estudios de enjuague pueden ser simulados esparciendo el residuo de interés
en el fondo de un contenedor de acero inoxidable y después aplicando el enjuague
de manera que cubra la superficie con una agitacion determinada (usualmente
minima) y un tiempo fijo (usualmente menos del tiempo de contacto esperado en

el enjuague real en el equipo).

Una alternativa es esparcir una placa con el residuo y hacer el enjuague simulado
permitiendo que una cantidad de medio de enjuague fluya sobre la placa hacia un
contenedor para recolectarlo y analizarlo. Los aspectos discutidos en el muestreo
por hisopo como la naturaleza de la superficie, y la cantidad y naturaleza del

residuo, también aplican al método de muestreo por enjuague.

Un parametro critico adicional es el radio relativo de la solucién de muestreo con
el area muestreada, este se debe aproximar al encontrado en el proceso real.
Como un peor caso, el radio de la cantidad de solucién de muestreo con el area
de superficie muestreada debe ser menor que la situacion real.
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Los recobros mayores al 80% son preferibles, los recobros con porcentajes
mayores al 50% son aceptables, sin embargo, no son recomendables los
recobros probados en niveles muy bajos pues pueden afectar considerablemente

a los recobros con porcentajes de recuperacion bajos.

Se debe enfatizar que ciertos métodos de muestreo se pueden considerar
invasivos, de modo que se requiera una limpieza especial o repetir el proceso de
limpieza antes de que el equipo pueda ser utilizado para continuar con la

fabricacion de productos.

2.2.6 Métodos de analisis y muestras

Existen multiples opciones de determinacion analitica para validacion de limpieza.

2.2.6.1 Métodos especificos ¥

HPLC: Es una técnica de separacion fisica en fase liquida en la cual la muestra se
separa en sus componentes (o analitos) por medio de su distribucién en una fase
movil (un flujo liquido) y a la fase estacionaria (adsorbentes empacados en el
interior de la columna). Un detector monitorea la concentracion de cada
componente separado en el flujo y genera un cromatograma. Esta es una técnica
ampliamente utilizada para el analisis cuantitativo de farmacos, biomoléculas,
polimeros y otros compuestos organicos. En la industria farmacéutica se puede
utilizar para la deteccidbn de pequenias moléculas de ingredientes activos o
residuos de detergentes para muestras de hisopo o enjuague, permitiendo la
separaciéon de multiples componentes.

Ventajas: No esta limitado a la extraccion uUnicamente con agua, permite la
separacion de picos (separacibn de muestras multicomponentes), provee
identificacion de picos especificos, y resultados cuantitativos adecuados con el
uso de un estandar de referencia, ofrece varias opciones de deteccion (UV,
arreglo de fotodiodos, fluorescencia, indice de refraccion, detectores evaporativos
de luz dispersa, detector de aerosol cargado, etc.), permite utilizar una amplia
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gama de hisopos debido a su poder de separacion, ademas de que al combinar
esta técnica con espectroscopia de masas (MS), se logra la selectividad del
ingrediente activo al separarlo de sus compuestos de degradacién con ayuda del
radio de la relacibn masa-carga del compuesto de interés.

Desventajas: Requiere de mas desarrollo y tiempo de validacién en comparacion
con otras técnicas de deteccion, dependiendo de las caracteristicas conocidas del
ingrediente activo y los excipientes utilizados en la formulacion, ademas de que la
determinacién por HPLC/MS es mas cara.

La técnica HPLC es la opcién mas favorable y utilizada para lograr métodos
analiticos satisfactorios en validacion de limpieza. Esto es porque es una técnica
versatil, adaptable, y disponible mundialmente ademdas de proveer una
reproducibilidad acorde a los programas de validacién de cada empresa. Es una
técnica bien conocida en la industria y por las agencias regulatorias. Asi que la

limpieza sera tan buena tanto como la informacion generada por esta técnica.

Principios basicos de HPLC '
Existen algunas consideraciones basicas para llevar a cabo un analisis por HPLC.

1.- La muestra debe ser soluble: Se necesita tener componentes solubles

para asegurar la interaccidén con las fases estacionaria y movil.

2.- Para lograr la separacion, los analitos se deben retener y tener
migracion diferencial en la columna. La separacién de los componentes no
ocurre sin retencién e interaccién con la fase estacionaria. Los analitos
deben tener retencién diferencial en comparacibn con los otros

componentes.

3.- La fase mévil controla la separacion de HPLC: El desarrollo de métodos
se centra en encontrar las condiciones que proveen una adecuada

separacion de los analitos, frente a otros componentes.
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4.- La solucién final de analito se debe preparar con fase maovil: La solucién
final se debe disolver en la fase mévil o en un solvente de menor fuerza
polar que la de la fase mdvil inicial. Si se utilizan solventes de mayor fuerza
por razones de solubilidad, se debe considerar utilizar un menor volumen de

inyeccion.
Conceptos
Existen tres factores que controlan la separacion (resolucién) de los analitos:

A) Retencién
B) Selectividad
C) Eficiencia

A) Retencion.

Esta es la representacion de un cromatograma comun con un eje de tiempo, un
punto de inyeccién y un pico del analito. El tiempo entre el punto de inyeccién y el
analito al llegar al detector se le llama tiempo de retencién (t;). El tiempo de
retencion de un componente no retenido (comunmente marcado por la primera
alteracién de la linea base causada por la elucién del solvente de la muestra) se
le llama tiempo muerto (tp). Este tiempo esta relacionado al volumen muerto de la
columna (Vo). El pico tiene tanto ancho (W, b significa que se mide sobre la linea
base) y altura (h). A veces el ancho medio del pico (W) o el 5% de la altura del

pico (Wo¢s5) se utiliza para cumplir con las especificaciones farmacopéicas.

tr

.

to >

[—

tiempo —

Fig. 2.1. Caracteristicas de un pico cromatografico.
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La altura o el area de un pico es proporcional a la concentracién o la cantidad del
componente particular en la muestra. Cualquiera de estas dos caracteristicas
pueden ser utilizadas para realizar calculos cuantitativos. Es mas comun utilizar el

area del pico dado que provee una medicidbn mas exacta.

B) Factor de capacidad (k’)

Es un término fundamental que mide el grado de retencion del analito, y es
conocido como factor de capacidad o factor de retencion (k’), es calculado a partir
de la normalizacion del tiempo de retencién neto (t/, tiempo de retencion menos el
tiempo muerto) por el tiempo muerto. El factor de capacidad mide cuantas veces
el analito es retenido en relacién a un componente no retenido.

Factor de capacidadk'= " [_to ,

Reescribiendo la ecuacion tenemos: . =t (1+k') =1, +i k'

Lo que indica que el tiempo de retencidn es proporcional a k'.

Un valor de k’=0 significa que el componente no es retenido y eluye con el frente
del solvente. Un valor de k’=1 significa que el componente es ligeramente retenido
por la columna mientras que un valor de k’=20 significa que el componente es
altamente retenido y pasa mucho tiempo interaccionando con la fase estacionaria.
En la mayoria de los ensayos, los analitos eluyen con un valor de k’ entre 1 y 20
de modo que tienen gran oportunidad de interaccionar con la fase estacionaria
resultando en una migracién diferencial. Los picos que eluyen con valores altos de
k' (>20) son problematicos a causa de corridas largas y sensibilidad escasa

causadas por un excesivo ensanchamiento de picos en la columna.
Volumen muerto (Vo)

El concepto de volumen muerto (Vy) es importante por varias razones. Es el
volumen de la columna vacia menos el volumen ocupado por los soélidos del

empaque. Es el soporte de volumen liquido de la columna del cual cada analito
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debe eluir. Se observa que el volumen muerto es igual al tiempo muerto
multiplicado por la velocidad de flujo (F).

Vo=ToF

Comunmente, Vy es equivalente al ~60-70% del volumen de la columna vacia con

30-40% del volumen ocupado por la fase estacionaria sélida y porosa.
Volumen muerto Vo=0.651r?L
Donde:

e res el radio interior de la columna

e L es lalongitud de la columna.

Vo es proporcional al cuadrado del radio interior de la columna. Es importante
tener una somera idea del volumen muerto de la columna pues ello a veces dicta
el rango de operacion de la velocidad de flujo, la capacidad para cargar la
muestra, y la sensibilidad de masa (la cantidad minima detectable) del ensayo. Por
ejemplo, una columna analitica comun (150mm x 4.6mm) tiene un V, de alrededor
de 1.5 mly es operada a~1.0ml/min. En contraste, si se reduce el didmetro interno
a 2.0mm, una columna LC/MS comun (150mm x 2.0mm) tiene un V, de alrededor
de 0.3ml y es operada a 0.2ml/min. El volumen muerto de la columna también
controla los volimenes de los picos que eluyen. Volimenes muertos mas
pequenos conllevan a volumenes de pico mas pequenos, y por lo tanto, a
concentraciones mayores del analito. Como resultado, si la misma masa del
analito se inyecta, columnas de diametros internos menores conllevan a una
mayor sensibilidad. Sin embargo, los efectos de ensanchamientos extracolumna

son mas pronunciados en columnas de menor diametro interno.
C) Selectividad (a)

La separacién entre dos componentes solo es posible si tienen diferentes
velocidades de elucién a través de la columna. El factor de selectividad o
separacién es una medida de la retencion diferencial de dos analitos. Se define
como el radio de los factores de capacidad (k') de dos picos. La selectividad debe
ser >1.0 para tener separacion de picos. La selectividad es dependiente de la
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naturaleza de la fase estacionaria (por ejemplo C18, C8, fenil-, ciano-, etc.) y la
composicién de la fase mévil. Los efectos de la selectividad en la fase mévil
pueden ser usados por técnicos expertos para mejorar la separacion de los

analitos en la muestra.

D) Eficiencia de la columna (N)

La mayoria de los cromatogramas, tienen picos que tienden a ser de forma
gaussiana, ademas de ensancharse con el tiempo, donde Wy, se hace mas grande
con mayor t,. Esto pasa por los efectos de ensanchamiento de banda dentro de la
columna, y es fundamental para todos los procesos cromatograficos. El término,
numero de platos (N), es una medida cuantitativa de la eficiencia de la columna,
se relaciona al radio del tiempo de retencién y la desviacion estandar del ancho de

pico (o). Dado que Wyes igual a 40, la siguiente ecuacion ha sido derivada:
t 2 t 2
Numero de platos teoéricos, N=(R) =1 B(R
o W,

La figura 2.2 muestra un cromatograma con un pico con un ancho de 10 unidades

y un tr de 135 unidades.

=K1/ K'1=1.5 k2=2.1
a=2.111.5
o=1.4

_/L

Tiempo —>

Fig. 2.2. Separacién de dos picos cromatograficos.
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La eficiencia de la columna (N) puede calcularse asi:

2
N=16[135j =2916
10

Dado que es dificil medir o o W, manualmente, usualmente N se calcula
utilizando una relacién un ancho a la mitad de la altura o W1/2 como se describe

en la Farmacopea de los Estados Unidos (USP)

2
t
N=5.54 7 j
4[W1/2

E) Resolucion

El objetivo de la mayoria de andlisis por HPLC es la separacion de uno o mas
analitos a partir de otros componentes en la muestra, para obtener informacién
cuantitativa para cada analito. La resolucion (Rs) es el grado de separacién de los
picos de dos analitos juntos, y se define como la diferencia en tiempos de
retencion de dos picos dividido por el promedio del ancho de pico. Mientras los
anchos de picos adyacentes tienden a ser similares, el promedio de ancho de pico
puede ser igual al ancho de uno de los dos picos.
Rs= ti—t. At

(th +Wb2j W,
2

Un valor de resoluciéon Rs=0, significa coelucién completa o no separacion, a un
valor de Rs=0.6 se puede distinguir un “hombro”. A un valor de Rs=1, se logra un
separaciéon parcial, y aun Rs=1.5 se logra una separacién de la linea base. El
objetivo principal de los analisis por HPLC es lograr la separacién de la linea base
para todos los analitos de interés. Es muy comun lograr un Rs>2.0, dado que tal

condicién asegura una separacion y cuantificacién robusta.
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F) Factor de coleo (Tf)

Bajo condiciones ideales, los picos cromatograficos tendrian comportamiento
gaussiano con una simetria perfecta. En realidad, la mayoria de los picos estan
ligeramente frenteados o coleados. Como se muestra en la figura, el factor de
coleo (Tf) tal como es definida por la USP, es una medida de la asimetria. En este

célculo, se utiliza el ancho de pico al 5% de su altura.

Fronteo Coleo

h Tf<1.0 Tf>1.0

Ti=Wo.05/2f=AC/2AB

Fig. 2.3. El coleo mide la simetria del pico.

Factor de coleo (Ty)= Wy ¢5/2f=AC/2AB

La mayoria de los picos deben tener factores entre 0.9 y 1.4. Un valor de 1.0
indica una simetria perfecta del pico. El coleo del pico es comunmente causada
por la adsorcién de otras fuertes interacciones del analito con la fase estacionaria
mientras el fronteo puede ser causado por una sobrecarga de la columna, una
reaccion quimica o isomerizacidén durante el proceso cromatografico. Por ejemplo,
muchos analitos basicos (aminas) muestran un coleo del pico debido a la fuerte
interaccion con los grupos residuales de silanol acido en fases hechas con base
de silica.

G) La ecuacion de resolucion

La efectividad de la separacién (Rs) en el analisis HPLC es dependiente de dos
factores termodinamicos (retencién y selectividad) y factores cinéticos (ancho de
pico y eficiencia de columna). La relacién con otros parametros se puede expresar

un tanto cuantitativamente en la ecuacion de resolucion:
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i :(ki1j(q;1j[TJ

incluye retencion, selectividad y eficiencia, respectivamente.

Una revisibn de esta ecuacion indica que Rs se controla por tres términos
independientes: retencion, selectividad y eficiencia. Para maximizar Rs, k' debe
ser relativamente grande. De cualquier modo, un valor de k’>10 se acercara a un
punto de rendimientos decrecientes en tanto el término de retencion (k'/k’+1)
tiende a la unidad. La separacion no es posible si k'=0, dado que Rs sera igual a

cero si k' es cero en la ecuacion de resolucion.

La selectividad (a), el radio de k’ para dos picos que eluyen juntos, es cercano a
1.0, comunmente entre 1.01 y 1.50. La selectividad se maximiza utilizando una

columna o condiciones de fase movil que resuelva todos los analitos criticos.

Un pequeno aumento de selectividad puede tener un efecto mayor en la
resolucién, en tanto que la resolucion es proporcional a (a-1). Las columnas con
diferentes empaques (C8, Fenil, CN, etc.) también pueden resultar en un efecto de
selectividad diferente, debido también por el diferente orden de elucién de analitos.
Finalmente, la cantidad de platos (N) debe ser maximizada utilizando una columna
mas larga o utilizando columnas empacadas con particulas mas pequenas. De
cualquier modo, incrementar N no es una forma eficiente de lograr la resolucion
dado que Rs es proporcional a la raiz cuadrado de N. Por ejemplo, incrementar la
longitud de la columna por 2 incrementara el tiempo de andlisis al doble, pero solo

incrementara la resoluciéon -/2 6 cerca del 41%.

En resumen, durante el desarrollo del método, la estrategia general es encontrar
un disolvente cuya fuerza eluya todos los solutos a un k’ entre 1 y 20, y separe
todos los analitos criticos por variacion del solvente organico y otros modificadores
de la fase organica. Si esto no se logra satisfactoriamente, se debe intentar con
una columna con empaque diferente. Para una separacién simple, es mas

productivo variar la selectividad cambiando la fase mévil que una columna de
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empaque diferente. Los esfuerzos para incrementar N cambiando a una columna
mas larga son caros, en términos del tiempo de analisis. Una alta eficiencia de
columna, como sea, eS necesaria para mezclas complejas tales como
formulaciones basadas en productos naturales o pruebas de impurezas de
medicamentos con varios ingredientes. Frecuentemente se necesita del analisis

con gradiente para tales mezclas complejas.

Infrarrojo (IR)

Esta técnica es utilizable también para deteccién de algunos activos o productos
de degradacion caracteristicos.

Ventajas: Es una técnica relativamente rapida, facil y sensible, se evita utilizar
alcoholes y agua como diluentes (interferencia de grupos —OH), util en
determinacién de ingredientes poco solubles en agua y permite utilizar solventes
organicos, lectura, identificacibn y caracterizacién rapida, el analisis es

relativamente barato.

Desventajas: Pocas opciones al elegir un solvente, ademas de que algunos son
téxicos y requeriran de limpieza adicional del equipo después del muestreo.

Otras técnicas

Cromatografia de gases (GC) y espectroscopia de masas (MS)

Se utilizan principalmente para la deteccién de residuos de detergente. Estos
agentes de limpieza contienen comunmente varios solventes o compuestos
necesarios para limpiar efectivamente los equipos que no son limpiables con
detergentes comunes. La mayoria de los solventes de los agentes de limpieza son
volatiles y se evaporan de la superficie del equipo, y algunos residuos

permaneceran a partir de compuestos menos volatiles.
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Ventajas: ofrecen la mejora de la forma de los picos debido a la capilaridad de las
columnas y proveen de separacion, identificacion, y cuantificacion de resultados

cuando se utiliza un estandar de referencia aceptable.

Desventaja: Las muestras requieren de vaporizacioén.

Espectroscopia UV-visible

Esta técnica se utiliza comunmente para la deteccion de moléculas pequefias de
ingredientes activos (API’s) o residuos de detergentes en muestreo por hisopo o

enjuague.

Ventajas: No exige el uso de agua como diluente para extraccion, provee
resultados cuantitativos, no requiere de fases moviles o columnas, ofrece rapida
adquisicién de espectros y permite utilizar una amplia gama de hisopos en
comparacién con la técnica TOC.

Desventajas: Carece de separacion de picos, y requiere de cromoéforos para

lograr especificidad.

Espectroscopia de movilidad de iones (EMI, en inglés IMS)

Caracteriza las sustancias quimicas basado en la movilidad de sus iones en fase
gaseosa, provee deteccion y cuantificacién de analitos traza, y ofrece ionizacién
quimica a presion atmosférica (APCI), una técnica de ionizacién fina que genera

informacion relativa al peso molecular.

Ventajas: Ofrece andlisis cuantitativo ultrarrapido (~30 segundos por muestra),
tiene sensibilidad a nivel de subnanogramos, es capaz de analizar una amplia
gama de compuestos sin necesidad de croméforos, no requiere de fases moviles,
columnas o vacio para su operacién, y disenado para diferentes formas de
introduccién de la muestra, ya sea por desorcién de una membrana (residuo sélido
en hisopo resultando un analisis cuantitativo o una solucién depositada en la

membrana, lo cual permite el analisis cuantitativo) o por inyeccién de alto
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desempefio, que permite una inyeccién para cromatografia similar a la de gases
con split/splitless de temperatura programable.

Desventajas: Los compuestos deben ser vaporizables y ionizables, las muestras
deben estar relativamente limpias, se deben utilizar diluentes ultrapuros ademas,

no es una técnica adecuada para analizar muestras multicomponentes.

2.2.6.2 Métodos no especificos

Carbono organico total (TOC)

Una forma de realzar la deteccidn visual es planear estudios de dispersion, en los
que las placas con el mismo tipo de superficie que se utilizardn para el
procedimiento de limpieza se inoculen con cantidades conocidas del residuo. El
analisis TOC es especifico a compuestos organicos y teéricamente mide todo el
carbono unido covalentemente en agua (por tanto no especifico entre compuestos

organicos).

Ventaja: Es que es una forma aceptable para detectar residuos de contaminantes
(ingredientes activos, excipientes, detergentes, etc.).

Desventajas: Se debe considerar un peor caso dado que esta técnica incorpora
todas las moléculas organicas en solucion y representa un area de superficie
dependiendo del método de muestreo, ya sea por hisopo o enjuague; ademas se
debe confirmar que el contaminante es organico y contiene carbono que puede ser
oxidable bajo las condiciones de la técnica, los analitos deben ser solubles en
agua, y el agua debe ser ultrapura, adicionalmente la seleccién del hisopo es
critica, dado que algunos tipos de hisopos pueden interferir (aportacion de

carbono) en la determinacion.
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3. FARMACO

Farmaco en estudio: Nistatina 2222

La nistatina es una sustancia, o0 mezcla de dos o mas sustancias, producida por el

crecimiento de Streptomyces noursei, considerada un antibiético antifungico

3.1 Molécula

e hYe ~y” Y Y ~ ~

i i i i i i
HO, J 0 OH OH O0OH OH
HO ., O OH O O OH

N TN TN N

Fig. 3.1. Nistatina

Férmula condensada: C47H7sNO¢7 Peso molecular: 926.09 g/mol. Posee una
cadena ciclica de 37 atomos de carbono y un oxigeno, con tres sustituyentes
metilo, un aminoazucar (la micosamina,) y seis dobles enlaces que hacen a la
molécula vulnerable a la luz, el oxigeno y las alteraciones del pH. También posee

el nombre de fungicidina.

3.2Indicaciones terapéuticas

Est4 indicada en el tratamiento de la candidiasis en las mucosas oral, vulvovaginal
e intestinal, asi como en el tratamiento de las infecciones micoticas cutanea vy
mucocutanea. No se indica para uso sistémico. La nistatina es fungistatica y
fungicida in vitrocontra una variedad de levaduras y hongos parecidos a

levaduras.

3.3Contraindicaciones

Se contraindica en pacientes con historial de hipersensibilidad la sustancia.
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3.4Farmacocinética y farmacodinamia

La absorcion gastrointestinal de la nistatina es insignificante. La mayoria de la
nistatina administrada por via oral pasa sin cambios en las heces. No se absorbe a
través de la piel o membranas mucosas intactas. Actla al unirse con esteroles en
la membrana celular de los hongos, en donde ocasiona cambios en la
permeabilidad de la misma, que ocasionan la salida de componentes
intracelulares. No tiene actividad apreciable en contra de bacterias, protozoarios o
virus. En estudios revela que el incremento en los niveles de nistatina no produce
resistencia en Candida albicans y generalmente no se produce el desarrollo de

resistencia a nistatina durante el tratamiento.

3.5Propiedades fisicoquimicas

Polvo de apariencia amarillento a café claro, higroscopico, de aroma poco
perceptible. Solubilidad 4g/l agua a 28°C, 11.2g/l metanol, 1.2 g/l alcohol etilico,
0.390¢/I acetona, 0.48 g/l cloroformo, 0.29 g/l tolueno.

3.6 Estabilidad y reactividad

La molécula se deteriora a la exposicién de calor, luz, humedad y aire. Es estable
por 10 minutos en una suspension acuosa calentada a 100°C a pH 7.0, también es
estable en medio moderadamente alcalino, pero labil a pH 9 y pH 2. Una
evidencia de su inestabilidad es el cambio de color de la preparacion que la
contiene, pasando de un color crema o amarillo claro a un color café o café
oscuro. Una solucién degradada muestra un pico aumentado de la impureza en un

cromatograma de HPLC.

3.7Informaciodn toxicologica

Es un irritante al tracto respiratorio. Es altamente toxico al administrar por via
intravenosa. Toxicidad aguda oral, LD50 (Rata): 10,000 mg/kg, LD50
(Ratén):8,000 mg/kg. La informacion experimental indica que tiene un potencial
bajo para causar una intoxicacibn aguda por ingestion. Es generalmente bien
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tolerada en todas las edades, inclusive por infantes debilitados o en tratamientos
prolongados. No es tdxica ni sensibilizante. Rara vez puede ocurrir irritacion y
sensibilizacion. Con dosis muy elevadas se ha informado ocasionalmente diarrea,
nausea, vomito y dispepsia. En raras ocasiones se ha observado enrojecimiento y
urticaria. Muy raras veces se ha reportado sindrome de Stevens-Johnson.

3.8Identificacion y cuantificacion

Absorcion maxima por UV: El espectro de absorcién UV en el intervalo de 220 a
350 nm, una soluciéon muestra maximos a 230 nm, 291 nm, 305 nm y 319 nm. La
relacion entre los valores de absorbancia a 291 nm y 319 nm, con relaciéon al
maximo de absorbancia a 305 nm es de entre 0,61 y 0,73 y entre 0,83 y 0,96,
respectivamente. La relacién entre los valores de absorbancia medida a 230 nm y
280 nm es de entre 0,83 y 1,25.

Determinacién por HPLC: Para esta determinacion, la inyeccibn de un
determinado volumen de una solucién estandar de referencia de nistatina, muestra
dos picos en el cromatograma. El pico principal es la nistatina, y el segundo pico
representa la impureza o sustancia de degradacién (alrededor del 7% de la suma

de ambos picos) Con Rf’'s de 1.0 y 1.35 respectivamente.
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Fig. 3.2. Cromatograma de una solucién de la sustancia de referencia
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Planteamiento

Se realiza la validacién de proceso fabricaciéon de productos especificos que son
parte de una familia de productos formulados con el mismo principio activo
(nistatina). El objetivo es la exportacion de estos productos a Brasil y su entidad
regulatoria en sus normas requiere demostrar la limpieza de las superficies del
equipo de fabricacion, ademas de superficies de la instalacion como pared, piso y
techo.

En la Resolucion 210 del 4 de agosto de 2003, la entidad regulatoria ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Brasil) pide a todos los fabricantes de
medicamentos cumplir con los lineamientos establecidos en el Reglamento
Técnico de Buenas Practicas de Manufactura para la Fabricacion de
Medicamentos*. En este documento existen puntos especificos que se enuncian a

continuacion:

e Validacion
Los estudios de validacion son una parte esencial de las BPM y por
lo tanto debe llevarse a cabo de acuerdo con protocolos predefinidos. Se
debe tener el informe escrito que resuma los resultados y conclusiones.
Los procesos y procedimientos deben establecerse de acuerdo con los
resultados del estudio de validacion y deben someterse a la revalidacion
periodica para asegurar que la garantia de que siguen siendo capaces de
alcanzar los resultados planificados. Se debe prestar especial atencion a
los procedimientos de validacion, pruebas y control de los procedimientos
de limpieza.
e [nstalaciones
Las instalaciones deberan estar ubicadas, disefiadas, construidas,
adaptadas y mantenidos de manera que sean adecuadas para las
operaciones a realizar. Su disefio debe minimizar el riesgo de errores y

permitir la limpieza y mantenimiento, para evitar la contaminacion cruzada,
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la acumulacion de polvo y la suciedad o cualquier efecto adverso que

pueda afectar a la calidad del producto.

Los locales deberan poseer ambientes que se consideren
simultaneamente con las medidas para proteger las operaciones de
fabricacion, para tener un riesgo minimo de contaminacion de materiales o

de los productos que maneja.

Las instalaciones utilizadas en la fabricacion de medicamentos
deben ser disefiadas y construidas para permitir una limpieza adecuada.

Los locales deberan mantenerse en buen estado de limpieza e
higiene. Es preciso garantizar que el mantenimiento y la reparacion no

represente ningun riesgo para la calidad del producto.

En las areas donde las materias primas, materiales de
acondicionamiento primario, productos intermedios o granel estén
expuestos al medio ambiente, las superficies interiores (paredes, suelo y
techo) iran revestidas con un material liso e impermeable lavable y
duradero, libre de las articulaciones y grietas ademas ser facil de limpiar,
permitiendo la desinfeccion y no debe liberar particulas.

Esta accién implica realizar una validacién de limpieza del equipo que se utiliza
para la fabricacibn de estos productos. Ademas en dicha validacion se
consideraran las superficies exteriores. En las instalaciones de la planta de
fabricacion en México, el techo y la pared cuentan con el mismo acabado, y
algunas de las paredes cuentan con ventanas. El piso cuenta con un acabado
epoxico. Para el caso de estas instalaciones se considera demostrar la limpieza en
tres superficies diferentes: pared, piso y ventanas. Se busca conocer la
recuperacion mas efectiva de acuerdo a la naturaleza del principio activo: Nistatina

en las superficies de interés.

*Para revisar el documento “Resolugao - RDC n2 210, de 04 de agosto de 2003”, consultar la siguiente fuente electrénica:
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/rdc/210_03rdc.pdf
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4.2 Objetivos y plan del desarrollo

Transferencia de un método analitico de limpieza que determina trazas de
nistatina en equipo de fabricacién, este método esta enfocado a determinar trazas
en acero inoxidable. Los objetivos son:

1) Transferir el método analitico de la casa matriz y validar su adecuabilidad al

laboratorio quimico de la planta en México.

2) Extrapolar la determinacién de trazas de nistatina en las superficies de

paredes, pisos y ventanas.

Para llevar a cabo el desarrollo y validacion de este método se recurre a la
consulta de las directivas internas, guias oficiales y regulaciones nacionales e
internacionales, se revisa el historial de validacién de los productos de la misma
linea. Se apoya en la existencia de validaciones que proporcionan informacion de
método que ayudan a hacer mas objetiva la validacion en algunos de los
parametros de operacion. Para lograr estos objetivos se realizan estudios de
recuperacion preliminares (muestreo por hisopo y enjuague) para probar la utilidad
de diferentes diluentes e hisopos en superficies representativas de la instalacién a

validar.

Al determinar los elementos que son utiles se emite un protocolo de validacion
para llevarlo a cabo después de su aprobacion; los resultados de la validacién se
anexaran al reporte de validacién, a partir del cual se escribe el método analitico
de muestras de validacién para deteccién de trazas de nistatina, por hisopo y
enjuague. El reporte y el método se revisan y se aprueban para después
establecerlos como método validado.



| 56

4.3 Pruebas preliminares

Hisopo

Se prueba la recuperacion de nistatina en placas modelo de acero pared piso y
ventana con dos hisopos diferentes (Hisopo A, hisopo B). Se prueba a tres
porcentajes del nivel aceptable de residuo (Acceptable Residue Limits, ARL, por

sus siglas en inglés) de nistatina (50, 100 y 150%) por triplicado.

Texwipe TX761 Alpha® Swab with Long Handle

Hisopo A" Descripcion: Es un hisopo con un mango largo y flexible recomendado
para el muestreo de areas dificiles de alcanzar. La cabeza es de tejido

de poliéster, y posee una doble capa para dar mas cuerpo y absorcion.

Fuente: hitp.//www.texwipe.com/store/p-837-alpha-swab-with-long-handle.aspx

Texwipe TX714A Large Alpha® Swab

Descripcion: Es un hisopo de poliéster para limpieza de superficies amplias y areas planas. La cabeza

Hisopo B

lavada de tejido de poliéster es extremadamente limpia. Posee un mango rigido y largo y una cabeza
plana interna que provee soporte. Sus niveles de limpieza proveen un background neutro para la muestra
obtenida.
Fuente: http://www.texwipe.com/store/p-815-large-alpha-swab.aspx

Fig. 4.1. Hisopos retados para eleccion de un muestreo adecuado.

4.4Validacion del método cromatografico

Equipos e instrumentacion, reactivos y materiales.

Estandar certificado USP de Nistatina (5751 U/mg), acetonitrilo (grado HPLC,
Tedia), acido acético glacial (J.T. Baker), acetato de sodio anhidro (J. T. Baker),
metanol (grado HPLC, Sigma), agua ultrapura obtenida en equipo NanoPure
(Barnstead), hisopos TX7114A y TX761 (TexWipe).
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Equipo y columna: El sistema HPLC utilizado Waters 2696, Detector PDA (UV), y
software Empower. Se utiliza una columna Zorbax ODS 25 cm x 4.6 mm x 5um
(Agilent). Las condiciones cromatograficas para esta columna son: fase mévil de
solucién amortiguadora: metanol: acetonitrilo, flujo de 1.5 ml/min a temperatura
ambiente, se inyecta una cantidad determinada de muestra en una corrida de
tiempo establecido y se detecta la nistatina a una longitud de onda de 304 nm.

4.5Desarrollo

Preparacion de solucidn estandar
Se prepara una solucién de estandar de nistatina USP (presecado a 40°C por 2 h

a una presion menor de 5 mmHg). Se pesa la cantidad necesaria para conseguir
una concentracion de 1600 U/ml (100% ARL).

Preparacion de Blancos
Blanco: En la determinacion por HPLC el blanco es el diluente.

Blanco Diluente + hisopo: Se coloca un hisopo en un tubo de ensayo y se adiciona
5ml de diluente (volumen utilizado para el muestreo). El tubo se agita

mecanicamente durante 10 minutos.

Blanco Diluente + hisopo + placa: Se dispersan 300ul de diluente en cada de las
superficie modelo de acero, pared, piso y ventana abarcando un area de 65 cm?.
Las superficies se secan con aire seco 0 a temperatura ambiente. Posteriormente

se hace el recobro como se indica en Recobros.

Preparacion de superficies modelo (Acero, pared, piso y ventana)

Se prepara una solucion de carga de nistatina para esparcir en placas modelo de
65 cm?. Esta solucion esta en concentracién de acuerdo a la cantidad equivalente
al 100% del nivel aceptable de residuo (ARL) en la superficie modelo.
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Cada una de las superficies modelo se esparcen con 300ul de la solucién de carga

abarcando un area de 65 cm?. La superficie se seca con aire seco o a temperatura

ambiente.

Nivel
Placa1 | Placa2 | Placa 3
del ARL
50% 150pl 150pl 150pl
100% 300ul 300ul 300ul
150% 450ul 450ul 450ul

Tabla 4.1. Esquema de pruebas

Recobros y preparacion de muestras

Se adicionan 5ml de diluente en un tubo de ensayo, se humedece el hisopo y se

elimina el exceso de diluente presionando contra las paredes del tubo. Se

recupera la nistatina de la superficie con movimientos verticales, horizontales y

diagonales usando cada lado, de modo que se utilicen los 4 costados del hisopo

(Ver fig. 4.2). El hisopo se coloca en el tubo con diluente y se agita suave y

circularmente durante 30 segundos. El hisopo se levanta del diluente y se exprime

contra la pared del tubo. Este procedimiento se repite dos veces mas (Tres pases

en total). Posteriormente se agitan mecanicamente durante 10 minutos. Todos los

hisopos a utilizar deben ser prelavados y secados antes de su uso. Las muestras

de recobros se vierten a viales para su andlisis por HPLC.

?

Fig. 4.2. Muestreo de superficie con movimientos verticales, horizontales con cada lado del hisopo,
incluyendo ambos cantos en movimientos diagonales, de tal manera que uno de los 4 lados del hisopo
sean utilizados en cada movimiento . Este conjunto de movimientos representa un pase.
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4.6 Parametros de evaluacion.

De acuerdo a los requerimientos recomendados por la guia ICH-Q2A “Text on
validation of analytical procedures” y la USP, para la deteccién de impurezas, los
parametros a evaluar son: Exactitud, precision, especificidad, linealidad, limite de
deteccion (LOD), limite de cuantificacién (LOQ) y rango.
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1Pruebas preliminares

Los recobros de principio activo fueron ejecutados en cuatro diferentes placas
representativas de Equipo (acero), Pared, piso y ventana con una inoculacién
correspondiente al 100% del nivel aceptable de residuo (ARL) y un muestreo unico
horizontal-vertical. Se realizd la determinacion por HPLC y la concentracion total
del recobro se determind con la suma del activo y la impureza del mismo. Se
probd la recuperacion con un hisopo (A) cuya extensiéon es menor al segundo

hisopo (B), y ademas con el hisopo B prelavado.

Recobros con diferentes hisopos

i é: B M Hisopo A
g - | |
= = o
- =
1 | .
| B Hisopo B
— | |
| — i
_r [ .
B Hisopo B
LR ~ (Prelavado)
?“(l Qé Q'\" (\’b
(’\@
AQ'

Fig. 5.1. Comparacion del porcentaje de recobro de diferentes
hisopos.

Los recobros en acero inoxidable son muy efectivos en comparacién con las
placas de pared, piso y ventana. Comparando los recobros con diferentes hisopos
en el mismo tipo de placa, es facil distinguir la diferencia entre hisopo A e hisopo
B. En todas las superficies, el hisopo A tiene un recobro menor que B, dado que
ultimo posee un tamafo mas extenso. Sin embargo al realizar el prelavado de los

hisopos B se obtiene una recuperaciéon aun mayor (Ver figura 5.1).

Posteriormente, para mejorar aun mas la recuperacion, se probaron diferentes
métodos de muestreo. Los diferentes métodos variaron en el tipo de hisopo, la
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trayectoria y posicion del mismo, asi como el nimero de pases para un solo
recobro.

Comparacion de Métodos de muestreo

100.0 ;

B

man

|

N
o
<)
T —
|
L

I
2 — = mM1
g !{— M2
[~4 | [ ]
< 40.0 [ E:
| —
H = M3
| A ]
200 '8 =i
| i = M4
| I}
00 ——=

Superficie

Fig. 5.2. Comparacion de diferentes métodos de muestreo en las cuatro
superficies probadas.

Para cada superficie, se probaron 4 métodos de muestreo, a los cuales se les
determiné el porcentaje de recuperacion con la concentracion determinada de
principio activo mas la impureza. Los resultados indican que la recuperacién en

cada superficie, el método mas efectivo es el numero uno (Ver figura 5.2).

5.2Parametros de operacion del método cromatografico

Se revisa el cumplimiento de los parametros de evaluacion.

Exactitud: Se evalu6 la continuidad del dato de referencia (de pureza conocida) y
el valor obtenido de la muestra. Se evalu6 en la determinacion de la impureza en
los recobros con hisopo. Se utilizaron 3 niveles por triplicado, con un rango desde
el LOQ hasta el equivalente de 20 veces el LOQ. El criterio de aceptacion es de *
50% (50 a 150%) en promedio para cada nivel.
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50% Superficie de Acero Y= 1 0e 0. 698
104
100% 25
i -
150% 107 3 —
313 —
& 99 =
05 s
E 0.5 1.0 15 2.0
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50% 98 - y = 0.9318x + 0.0535
° Superficie de Pared Rz - 0.9799
100
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95 §123 /t
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09 —
FHA R — . .
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103 i
150% “5.’.1'5
810
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112 e
100% 25
104 § 2.0 _—4
150% Eis /
=]
g1.0
E o5 1.0 15 2.0
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Tabla 5.1. Resumen de resultados de recobros y linealidad de la determinacién de trazas en las diferentes

superficies.
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Precisién: Se calculé la habilidad del método para generar resultados
reproducibles. Se evalu6 usando tres diferentes determinaciones para
repetibilidad. La repetibilidad se llevé a cabo por un solo analista y varia solo en el
numero de preparaciones de muestras. Se midié preparando 3 muestras a niveles
de concentracién de 50%, 100% y 150% del ARL. Asi se evalla la eficiencia de
las condiciones del método y estima la variabilidad esperada de un solo analista y

el sistema de HPLC para tales muestras.

Especificidad: Se evalu6 la habilidad para discriminar entre analitos de interés y
otros componentes que estén presentes en la muestra. Se establecieron pruebas
para evaluar el grado de interferencia de otros analitos (impurezas, productos de
degradacion, excipientes, etc.) que puedan provenir del solvente, material del
hisopo, de la placa modelo (o del equipo). La respuesta del método fue debida
Unicamente al activo y su impureza, y en la cromatografia no se encontré otro pico

que interfiriera con los picos de interés. Figuras 5.3 y 5.4.

0.30 ‘ =
0.25- ] ‘
0.20 |

SET NISTATINA
HISOPO+DETERGENTE

AU

o ESTANDAR 100% CARGADO P/VENTANA |
ESTANDAR 100% CARGADO P/PISO

0.101 " ESTANDAR 100% CARGADO P/PARED .

ESTANDAR 100% CARGADO P/ACERO |

] DILUENTE +HISOPO+PLACA VENTANA | |
0.05- DxLUENTE +HlSOPO+PLACA PISO - Al

DILUENTE +HISOPO+PLACA PARED i A
DILUENTE +HISOPO+PLACA ACERO
8007 | DILUENTE + HISOPO N o
200 400 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 1800 18.00 20.00
Minutes

Fig. 5.3. Especificidad de la determinacion en blancos y superficies.
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Fig. 5.4. Cromatogramas representativos de la especificidad en los recobros en cada superficie.

Linealidad: Se evalu6 la habilidad del método para obtener resultados que son
directamente proporcionales a la concentracién de la muestra en un rango dado.
Para este método se evalua la relacion entre la concentracién de la muestra y la

respuesta del detector (area o altura del pico, en cromatograma del HPLC).
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LINEALIDAD

Se preparan un rango con un minimo —_—

1.8x107

de cinco concentraciones (50 a 120%
de acuerdo a USP), y se realiza la
grafica de la respuesta del detector
contra la concentracién de la muestra & <
(Fig. 5.5). Se evalta por medio del l

calculo del coeficiente de correlacion R,

es no menor de 0.98.

Limite de deteccion (LOD): Es la Fig. 5.5. Grafico de la linealidad del método.
minima concentracion de analito que

se puede detectar y no necesariamente cuantificar. Para este método se calculd
por medio de la desviacion estandar de la respuesta obtenida en la linealidad, con

el uso de la formula:

LOD = 330

Donde:

e (0 es la desviacion estandar de la respuesta

e P eslapendiente

Limite de cuantificacién (LOQ): Es el nivel minimo al que un analito puede ser
cuantificado con un grado de precisién y exactitud. Se determin6 de un modo
similar al LOD. EI LOD es la tercera parte del LOQ. EI LOQ se calcul6é por medio

de la formula.

Donde:

e O es la desviacion estandar de la respuesta

e P eslapendiente
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Rango: Se determiné el intervalo entre la concentracién mayor e inferior de una

muestra donde el método demostrd ser exacto, preciso y lineal. EI método cumplié

con una linealidad desde el LOQ hasta el 150% del criterio de aceptacion (ARL).

5.3 Observaciones de los recobros

En

la determinacién del método para cada superficie, se tienen ciertas

observaciones:

Superficie Acero: Esta superficie ha mostrado una mayor recuperacion en
comparacién con las superficies de pared, piso y ventana. Esto demuestra
la capacidad higiénica del acero inoxidable en los equipos, y la mas

importante.

Superficie Pared: Esta superficie mostrd la menor recuperaciéon de las
cuatro superficies. Una de las razones atribuibles a esta observacién, es
que el acabado de la pintura epdxica por aspersién, genera una superficie
irregular, que conlleva a una pequefna acumulacién de principio activo y por
tanto una baja recuperacion del mismo, ya sea en la limpieza o muestreo de
la superficie. Esta superficie es mas susceptible a la fuerte abrasion y
creara cavidades microscépicas de deposicién de suciedad. Esta situaciéon
conlleva a un desgaste y pérdida de funcién de la superficie. En la figura 5.6
se puede observar la abrasion presente en la placa modelo en comparacién

con las superficies restantes.

Superficie Piso: Esta superficie tiene una recuperacion mejor que la de
pared, debido a que el acabado de la resina epdxica autonivelante crea una
superficie muy lisa y por tanto mas higiénica. Una observaciéon a este punto
es que el piso epoxico a pesar de ser mas resistente a la abrasién, no esta
exento de sufrirla, y con el paso del tiempo se tendra un piso que pierde
capacidad higiénica. Por esta razén es necesario también asegurar que el
método de determinacion considere un piso con un uso medio. En caso de
tener un piso epdxico cuya recuperacién no es efectiva, se debera poner
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gran atencion, pues esto indicara que el piso no es adecuado para tal
objetivo. En la figura se observa una superficie ep6xica de aplicacion

reciente. Su caracteristica autonivelante es clara.

Superficie Ventana: Esta superficie es la mas lisa de todas y a nivel
molecular , como ya antes se reviso la adhesion al vidrio puede ser variable
a causa de la humedad depositada en la capa mas externa del vidrio, de
modo que la adhesiéon de los residuos puede ser también mayor, y en

consecuencia una recuperacién del mismo es variable.

Superficie: Placa piso (10x/0.25) Superficie: Placa vidrio (10x/0.25)

Fig. 5.6. Rugosidad de superficies acero, pared, piso y ventana.
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6. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un método analitico por HPLC para la deteccién de trazas de un
farmaco especifico (nistatina) en superficies de acero, pared, piso y ventana,
posteriores a una limpieza. Los estudios de validacion muestran que el método
es selectivo, linear, preciso y exacto. Los estudios de recuperacién que evaluaron
los métodos con hisopo y agua de enjuague, fueron aceptables para la
recuperacion de residuos, ademas de que no hubo interferencia por parte del
hisopo. Se cumplieron requisitos necesarios para un desarrollo sistematico y
cientifico del método analitico, para demostrar a las agencias regulatorias que
dicho método fue desarrollado y validado en cada etapa, y que es adecuado para

asegurar la comercializacién de productos seguros.

En el manejo de recuperacién de impurezas en superficies es necesario realizar
un estudio amplio para conocer las caracteristicas de fabricacién, acabado y
deterioro de la superficie, pues estas caracteristicas ayudaran a determinar la
efectividad de la limpieza y la determinacion precisa y robusta de las impurezas
depositadas. Es necesario la revisién y el apego a normas de un pais al que

impacta la validacion.

Se recomienda revisar los documentos y guias oficiales relacionados a la
validacion de otros sistemas u otros tipos de procedimientos analiticos.

Es importante hacer notar que la validacién de métodos es necesaria para cumplir
con las Buenas Practicas de Fabricacién y de Laboratorio, para satisfacer los
requerimientos regulatorios, y para asegurar que la informacién utilizada para
aprobar la calidad de medicamentos es exacta y que los pacientes puedan recibir
medicamentos para mejorar su calidad de vida sin comprometer su bienestar y su

seguridad.
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