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OBJETIVOS:

e Conocer las ventajas que presenta la Espectroscopia de Movilidad I6nica (EMI), en
comparacion a los instrumentos mas utilizados en la industria farmacéutica para

analizar muestras de validacién del proceso de limpieza.

e Evaluar la posibilidad de implantar el uso de la EMI en la industria farmacéutica
para analizar muestras que validen la limpieza del equipo mediante el recobro por

hisopo.

INTRODUCCION:

Las industrias farmacéuticas estan obligadas a validar sus procesos de limpieza para
asegurar que cumplen con la Buenas Préacticas de Manufactura, asi como con

regulaciones nacionales e internacionales.*

Hoy en dia cada industria farmacéutica debe contar con documentacion que detalle sus
procedimientos de limpieza asi como la validacion de estos, dicha validacion requiere el
desarrollo de un método analitico para la verificacion de la limpieza, lo suficientemente

sensible para detectar las sustancias al limite de aceptacion de residuo (LAR). 2

La presencia de residuos por contaminacion cruzada puede tener efectos adversos en la
calidad del producto farmacéutico y por consiguiente es un riesgo para los pacientes;
para limitar este riesgo, enfoques cientificos deben adoptarse en todos los aspectos de la

limpieza y en los programas de validacion de limpieza.

Es por ello que validar los procedimientos de limpieza nos ayuda a prevenir de manera

potencial grandes consecuencias de la contaminacién cruzada de productos.

La validacion de limpieza es tener evidencia documentada que garantice que los
procedimientos de limpieza siempre logran la eliminacién de los residuos a niveles

predeterminados de aceptabilidad, lo cual permite poder establecer y demostrar un

estado limpio " asegurando la calidad del producto.®



La Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2006 de Buenas Practicas de Fabricacion y
la Food and Drugs Administration (FDA) a través del CFR parte 21 exigen la validacion
de los métodos de limpieza, la especificidad de sus exigencias ha aumentado a medida

gue se trabaja con principios activos mas potentes.

Expresamente, las empresas tienen que desarrollar y documentar procedimientos que
demuestren el muestreo eficiente de los equipos asi como el correcto analisis de los
muestreos, para producir una medida que dé con alto grado de confianza y la suficiente
informacidn para soportar el “estado limpio" de los equipos. Hasta que este estado limpio
no sea obtenido, los procesos de la fabricacion de determinada linea en particular o

equipos de produccion no se deben emplear para fabricar otro producto.

El impacto financiero que causa el tiempo de inactividad de los equipos de fabricacién es
considerable en una industria donde las sumas desorbitadas del dinero son vertidas en la
investigacion y desarrollo con los ciclos que pueden durar casi 15 afios y costar mas de
800 millones de délares por cada principio activo, y en el desarrollo donde los gastos
estdn a la par con productos que tienen un periodo de patente, las empresas deben
maximizar ganancias de cada principio activo que ellos producen para recuperar la

inversion del desarrollo.

Es por ello que las industrias farmacéuticas deben utilizar de la mejor manera sus
recursos econoémicos, dado que al estar obligadas a validar sus procesos de limpieza se
encuentran en la necesidad de contar con la mejor tecnologia disponible de analisis para
obtener resultados rapidos, confiables y repetibles, para poder asegurar y garantizar la

calidad de sus productos con base a las exigencias que actualmente se requieren

INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA:

Las empresas tienen varias opciones para muestrear y analizar con eficiencia los residuos
presentes en los equipos de produccién, la eleccion de los métodos de muestreo y de su
analisis dependera de la naturaleza de los residuos y de los equipos de fabricacion, pero
el objetivo debe ser establecer un nivel de recobro reproducible en las superficies de los

equipos.



En la validacién de la limpieza se debe establecer mediante el estudio del “Peor Caso”, la
sustancia mas dificil de limpiar y el calculo del limite de aceptacion de residuo, para ello

es necesario realizar la medicion de equipos, conocer los tamafios de lote, etc.

TIPOS DE MUESTREOS EN EQUIPOS DE PRODUCCION FARMACEUTICA

El muestreo por enjuague y por hisopo son métodos cominmente empleados para
recuperar el residuo de las superficies de los equipos, aunque la inspeccién visual

también es extensamente usada como un criterio en conjunto con otros métodos. *
El muestreo de los equipos de produccion farmacéutica se lleva a cabo por:

e Muestreo por hisopo

e Muestreo por enjuague con agua

e Muestreo con solvente

e Muestreo con placas

e Muestreo con placebo

e Muestreo con producto

Muestreo por hisopo:

Es una técnica que se basa en una combinacién de procesos fisicos y quimicos,
mediante el uso de un material de absorcién para recuperar mediante friccion los residuos

de la superficie del equipo.

El proceso fisico comprende las caracteristicas fisicas del hisopo y de la superficie a

muestrear, asi como los movimientos del hisopo a utilizar.

La parte quimica pertenece a la disolucion del analito de la superficie al hisopo

humedecido y la extraccion del activo del hisopo.



Para realizar este tipo de muestreo, en primer lugar los hisopos son saturados con
disolvente, lo que ayuda a la solubilizacién de los residuos existentes en la superficie; el

disolvente debe ser compatible con el método analitico y con la naturaleza del analito.

Los hisopos se saturan con el disolvente mediante la introduccion de este en un tubo
que contenga el disolvente a utilizar, posteriormente se procede a la remocién del
residuo en la superficie del equipo, el tamafio de la superficie a muestrear del equipo debe
ser establecida previamente, en base a la sensibilidad del instrumento que sera utilizado
para el andlisis del analito, a la solubilidad y estabilidad del analito, etc. por ejemplo 25
cm? 0 65 cm?. Durante el muestreo se deben realizan movimientos de friccion sobre la
superficie del equipo de manufactura, asegurando cubrir toda la superficie establecida y
utilizando los cuatro lados del hisopo, ay que recordar que los hisopos de uso
farmacéutico utilizados en la validacion de limpieza son planos, teniendo una cara frontal
y una posterior y que las uniones laterales de esas dos caras se toman en cuenta
también como otros dos lados del hisopo, finalmente se regresa el hisopo al tubo que
contiene el disolvente para que posteriormente en el laboratorio se realicen los pasos de

extraccién y andlisis del activo.

Debido a que éste es un método de muestreo directo que remueve la muestra mediante
accién mecanica y quimica sobre la superficie del equipo, es el método ideal para los
lugares donde las superficies son de facil acceso a la mano o el brazo, pueden utilizarse
herramientas de extension disponibles, pero es importante que sean validadas para su

uso.

Existen diferentes tipos de hisopos, dependiendo del tamafio del area que se desea
muestrear, por ejemplo pueden utilizarse los hisopos mostrados en las figuras 1, 2, 3,y 4
los cuales pertenecen a la marca TXWIPE, los cuales son comunmente utilizados en la
industria farmacéutica debido a su baja cantidad de extractables, lo cual los hace muy
Utiles en casi cualquier tipo de analisis, asi como el hecho que la gran mayoria de los
hisopos que ofrece esta marca no requieren un pretratamiento para poder ser utilizados

en la limpieza de los equipos de manufactura.

Figura 1.- Hisopo TX714A.



El disefio del hisopo TX714A (Figura 1), permite muestrear grandes superficies planas,
cuenta con cabeza de poliéster la cual es sumamente limpia proporcionando un fondo
neutro para la muestra obtenida, mango largo y rigido; al tener una pala delantera interna

con gran tamafio proporciona un apoyo firme.

C _ )

Figura 2.- Hisopo TX761

El hisopo TX761 (Figura 2), cuenta con una pequefia esponja la cual permite un

excelente uso general para limpiar pequefias areas.

Su cabeza tejida es de poliéster y al ser lavada y planchada, es sumamente limpia.
Cuenta con un mango compacto y el centro de la cabeza es rigido en su interior lo cual o
proporciona el apoyo y control necesario para efectuar un buena limpieza. Su pequefia

punta es ideal para limpiar superficies pequefas.

.

Figura 3.- Hisopo TX716

El hisopo TX716 (Figura 3), cuenta con una esponja de muestreo fabricada con el 100 %
de poliester hidroenredado, la cual no contiene ninguna contaminacién por surfactantes.
La ausencia de estos surfactantes hace a estas esponjas el instrumento ideal para el
empleo en la Validacion de Limpieza de equipos que son utilizados en la fabricacion de

principios activos, excipientes y productos biotecnoldgicos.
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La cabeza de poliéster proporciona niveles de recuperacion excelentes debido a que
atrapa muestras en la estructura de la esponja sin adherirse a la muestra, permitiendo la
liberacion completa en el diluyente. Esta esponja es la mas eficaz con diferentes tipos de

solventes ademas del agua.

La esponja tiene una manija de polipropileno rigida que proporciona el apoyo firme al
muestreo de amplias areas y superficies planas. La zona de ruptura de la manija permite

a la cabeza poder ser colocada en un frasco de muestreo con el minimo manejo.

Figura 4.- Hisopo especial para el Instrumento Kaye Validator ® ITMS °

11

Referencia: Derek Brand, Mei Guo, Dr. Ralf Wottrich and Tim Wortley; Direct Swabbing and

Surface Recovery with lon Trap Movility Spectrometry.

En la Figura 4 se observa de color amarillo el hisopo especial para el Kaye Validator ®
ITMS hecho de poliamida, de color gris se puede observar lo que es una proteccién para
el hisopo hecho de PTFE, el cual es un polimero similar al polietileno, sobre esta
proteccion se coloca el dedo del operador que realiza el muestreo evitando asi

contaminarlo.

Muestreo por enjuague con agua:

No utiliza la accion mecanica sobre la superficie de los equipos, sino que una cantidad
conocida de agua pasa por la superficie para recoger los residuos existentes vy

posteriormente se toma una alicuota para su andlisis en el laboratorio.

Este muestreo se puede recolectar de dos formas diferentes, la primera como parte del
enjuague final de la limpieza y la segunda como un enjuague aplicado especificamente

con propdsito de recolectar la muestra de andlisis de limpieza.
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Presenta ventajas el realizarlo de la segunda forma, es decir utilizar un enjuague
adicional de manera especifica para recolectar la muestra, mas que como parte del

enjuague final, debido a que:

1. El proceso de limpieza se encuentra realmente en su conclusién, cuando la

muestra se recolecta.

2. La cantidad de solucion de enjuague puede ser reducida para el muestreo,

evitando asi que la muestra este demasiado diluida para el andlisis.

3. Al tomar un volumen de enjuague menor, se puede realizar una mejor

homogenizacion antes de tomar las alicuotas de la muestra para el laboratorio

4. La toma de muestras por enjuague puede ser dirigida a zonas especificas lo que

resulta en el muestreo de puntos criticos.

Al igual que con la técnica de muestreo por hisopo, el disolvente empleado para la toma
de muestras de enjuague debe ser seleccionado basdndose en la solubilidad,

compatibilidad y toxicidad del residuo.

Muestreo con solvente:

Esta técnica se basa en el uso de un solvente que normalmente no se utiliza durante el

proceso de limpieza, esto para maximizar el recobro de los residuos.

Esta se basa en que una vez que el equipo ya se encuentra limpio y ya ha sido
enjuagado con agua para poder ser utilizado, se utiliza la aplicacion de un volumen
conocido de determinado solvente, como por ejemplo Metanol, Etanol, Acetonitrilo, etc.

sobre la superficie del equipo a evaluar.

El solvente aplicado es después colectado y una alicuota es tomada para su analisis en el

laboratorio.

Este tipo de muestreo es apropiado para piezas grandes del equipo y puede ser usado

en combinacion con el método de hisopo.
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Muestreo con placas:

Esta técnica consiste en colocar sobre los equipos de produccion placas hechas con el
mismo material del que esta construido el equipo a ser limpiado, se realiza el proceso de
manufactura y después de que el producto ha estado en contacto con todo el equipo
incluyendo las placas de muestreo, se realizan los procedimientos de limpieza en el
equipo, posteriormente se retiran las placas del equipo de produccion y son llevadas al
laboratorio para ser sometidas a los diversos procedimientos de recobro del analito,

mediante los cuales se extraera de la superficie de la placa para su analisis.

Muestreo con placebo:

Este tipo de muestreo es utilizado para detectar residuos en el equipo mediante la

produccion de un lote de placebo subsecuente al proceso de limpieza.

Es apropiado para residuos de activos, agentes de limpieza, y pruebas microbioldgicas,
es ampliamente utilizado para recoger residuos de colorantes de lotes anteriores, debido
a que si el color del placebo es blanco se podra observar de inmediato los residuos de los
colorantes, ya que la gran ventaja que presenta el usar este tipo de muestreo es que el
lote placebo circula por los mismos lugares que por donde pasé el lote anterior con

principio activo.

El muestreo con lotes placebos se utiliza principalmente para demostrar que no existen
residuos remanentes del producto anterior que se estén transfiriendo al siguiente producto
manufacturado, por ello el placebo debe imitar los atributos del producto que se

manufacturo.

Las caracteristicas del equipo influyen en la eleccién del tamafo del lote placebo.

13



Muestreo con producto:

Esta técnica de muestreo es similar al muestreo con placebo, excepto que utiliza el
producto real; una vez que se fabrica un producto en determinado equipo se limpia y
prepara para la siguiente produccion de un lote nuevo de un producto diferente al que se
habia manufacturado previamente; se toman determinadas muestras de este nuevo lote y
se hace un analisis detallado en busca de residuos del producto que se manufacturo

previo al que se tomaron la muestras para su analisis.®

Las técnicas analiticas mas comunes para determinar ingredientes activos

en equipos de producciéon farmacéutica son:
¢ Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR)
e Carbon Organico Total (COT)
e Espectroscopia de Movilidad I6nica (EMI)

Para poder determinar la cantidad de ingrediente activo en el residuo muestreado, las
industrias farmacéuticas y biotecnolégicas cominmente usan métodos analiticos como la
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) y la medicion del Carbon Organico
Total (COT).

Actualmente la cromatografia de liquidos continla siendo la técnica analitica mas
extensamente utilizada en la validacion y verificacion de la limpieza en la industria
farmacéutica. Esta técnica tiene varias ventajas, incluyendo un alto nivel de especificidad
y la versatilidad para medir mezclas de diferentes tipos de residuos. La cromatografia de
liguidos se basa en la interaccion entre los compuestos en una fase liquida "movil" y una
fase solida "estacionaria" para separar y cuantificar compuestos de una mezcla, con
propiedades particulares ya sean fisicas o quimicas como la carga, tamafio molecular, o

la polaridad.
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El hecho de que la cromatografia de liquidos continie siendo el método analitico méas
utilizado trae consigo una gran desventaja en la validacion y verificacion de la limpieza,
que es el costo asociado a cada analisis, ya que un solo analisis puede tardar de 15 a 30
minutos por lo que el tiempo de laboratorio que se invierte en el analisis de todas las
muestras de un solo estudio puede tomar desde un dia a dos semanas, dependiendo del
laboratorio. Este periodo de espera es una de las causas de origen de mayor pérdida de

tiempo en la validacion y verificacion de la limpieza.

El analisis por Carbon Organico Total es comunmente utilizado en aplicaciones
biotecnoldgicas. EI COT es un método no especifico, la medicion que realiza es la
cantidad total presente de carbdon organico en una muestra y no hace distincién de las
fuentes de carbon para identificar la entidad molecular. EI modo de asegurar que la
carencia de especificidad no representa estar subestimando la presencia de un
compuesto particular es, asumiendo que todo el carbén medido por ésta técnica es
atribuido "al peor caso". Usando esta estrategia, es como el COT ha sido aceptado como

un método analitico valido para limpieza.

La principal ventaja consiste en que la tecnologia del COT permite obtener los resultados
con gran rapidez en valores de carbon total; lo cual es util en aplicaciones de limpieza en
el area de biotecnologia donde proteinas desnaturalizadas raras veces pueden ser
identificadas como el producto "activo" en una droga después de que el proceso de

limpieza ha sido completado.

Para realizar una medicién adecuada con esta técnica, las muestras deben ser solubles
en agua, ya que los solventes organicos contribuyen en la medicion del carbon total.
Finalmente, al atribuir todo el carbén medido al activo es la manera en que se obtiene la
aceptaciéon de la técnica, esto fundamentalmente baja los limites del umbral para un

“estado limpio”, y puede causar falsos resultados positivos en el estado de limpieza.
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Espectroscopia de Movilidad I6nica (EMI), tecnologia disponible al alcance

de las Industrias Farmacéuticas.

Esta tecnologia es actualmente utilizada en la mayor parte de los aeropuertos como parte
de sus procedimientos de seguridad y durante mas de 30 afios, la espectroscopia de
movilidad i6nica ha sido muy Uutil al aplicarse en el rastreo y deteccion de drogas y

explosivos. ’

La tecnologia en la que se basa la Espectrometria de Movilidad I6nica tiene el potencial
para ser extensamente utilizada en la validacion y verificacion de la limpieza en la
industria farmacéutica, ya que permite identificar los diferentes tipos de compuestos en

una mezcla asi como determinar la cantidad en que se encuentran presentes.

La Espectroscopia de Movilidad I6nica esta construida sobre el principio de medir la
velocidad de flujo de los iones mientras los iones son impulsados por un " flujo de gas "

via la fuerza de un campo eléctrico.

Tiene la capacidad de detectar trazas de compuestos especificos mediante la
vaporizacion vy la ionizacion de la muestra, mide la velocidad a la cual el ibn se mueve,

a través del aire a presién atmosférica en un campo eléctrico.

La EMI es una técnica rapida para el analisis de muestras para la validacién y

verificacion de la limpieza en la industria farmacéutica.

Esta se basa en el principio de que la velocidad media de un i6n (V) en un tubo de flujo es
directamente proporcional al campo eléctrico aplicado (E). Este factor de escalamiento

lineal se conoce como " la movilidad del i6n " el cual es un constante (K).2

Las muestras tanto solidas o liquidas son introducidas directamente al analizador
mediante una desorcion térmica, los vapores resultantes son ionizados en un ambiente
controlado (la regién de ionizacién), para producir iones moleculares o racimos de iones

moleculares.

Los iones son introducidos en un tubo de flujo, donde ellos chocan con moléculas neutras
de algun gas inerte como helio, nitrogeno, etc. a presion atmosférica antes de llegar al

colector.
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Los iones fluyen a través del tubo mediante la generacion de una corriente eléctrica y los
iones son separados segun su tamarfo y forma al inicio del tiempo de flujo en un intervalo

de 3-50 ms (milisegundos).

Los iones mas grandes tienen vuelos de flujo més largos que los iones mas pequefios

como consecuencia de sus areas mas grandes.

La identificacidon exacta estd basada en la deteccién de picos dentro de 0.04 ms de sus

posiciones esperadas.

Una gran ventaja que presenta la Espectroscopia de Movilidad Iénica es el poder analizar
muestras que han sido colectadas mediante métodos de muestreo directo, es decir
permite analizar de inmediato una muestra que ha sido tomada directamente de la
superficie del equipo, evitando la inclusiéon de pasos intermedios como la extraccién o

dilucién de la muestra.

La ventaja del muestreo directo consiste en que permite al usuario del instrumento
obtener los resultados sin la necesidad de enviar las muestras al laboratorio analitico,
ahorrando asi valioso tiempo. Ademas que actualmente se encuentran disponibles
instrumentos de EMI con gran transportabilidad lo cual permite realizar y completar los

analisis en linea.

Es importante recalcar que independientemente del método de muestreo elegido,
asi como del método analitico mediante el cual se analizaran las muestras a evaluar para
realizar la validacion de la limpieza, es expresamente necesario conocer la recuperacion
que se obtiene describiendo asi la eficacia de la combinacion del muestreo y del método
analitico, para demostrar que los contaminantes son retirados de la superficie del equipo

y en que nivel, es decir que porcentaje de recuperacion se obtiene.

Al establecer los limites residuales maximos permitidos a encontrar después de la
limpieza, debemos de asegurarnos de que estos valores sean alcanzables y
comprobables, teniendo por seguro que quedan por debajo de cualquier nivel toxico
permitido, asi como que el método analitico utilizado incluyendo el instrumento para

realizar la medicién tiene el nivel preciso de sensibilidad para estas mediciones.
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Componentes de un equipo de Espectroscopia de Movilidad I6nica:

Los equipos Espectroscopia de Movilidad I6nica esencialmente estan compuestos por:
e La zona de introduccion de la muestra.
e Lazona de ionizacion.
¢ Un tubo de flujo con un campo eléctrico.

e Un detector.

En particular, el instrumento Kaye Validator incorpora el uso de una “trampa de i6n", que
permite a los iones almacenarse en un area atrapada y luego ser liberados de manera

periodica dentro del tubo de flujo para asi realizar la medicion.

Figura 5. Instrumento Kaye Validator ® ITMS 8

El objetivo de utilizar esta técnica es identificar los compuestos de interés en muestras
tomadas del equipo después de que a estos se les ha realizado la limpieza y determinar si
la cantidad del compuesto detectado se encuentra por debajo del limite preestablecido

para la limpieza.
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El instrumento Kaye Validator ® ITMS contiene un desorbedor que tiene la capacidad de
calentar la muestra para llevarla a una fase de vapor. El vapor pasa a través de una
membrana de silicio, que mantiene fuera del sistema los contaminantes ambientales. Mas
alla de la membrana se encuentra un loop de aire que utiliza dos secadores regenerativos

para mantener un estado de humedad muy bajo.’

Secadores regenerativos.
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Figura 6. Esquema Interno del Instrumento Kaye Validator ® ITMS 8

Una vez dentro del loop de aire, el vapor pasa dentro de la camara de muestra, donde las
moléculas son bombardeadas con electrones provenientes de una fuente de

radioactividad (Ni-63), creando la especie del i6n tanto positiva como negativa.

Las puertas en la trampa de i6n se abren y cierran en pulsos a 33Hz permitiendo a la
muestra pasar al tubo de flujo donde entra en un campo eléctrico de 1000V y vuela hacia

el detector.
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La polaridad del campo eléctrico oscila en conjuncion con la trampa de ién, de manera
que envia alternadamente iones cargados positiva y negativamente hacia el tubo de
flujo. Esto permite al Instrumento Kaye Validator ® ITMS mostrar la informacion tanto para
los iones positivos como para los iones negativos después de cada sesion de escaneo sin
tener que cambiar de modo. El detector al final del tubo mide el tiempo de vuelo para cada

especie ionizada.

Estos equipos cuentan con una calibracion interna, mediante el uso de una sustancia
conocida, basandose en verificar la movilidad que presenta el idGn para asegurar que el

instrumento esta funcionando adecuadamente.

Para que la espectroscopia de movilidad i6nica sea (til como técnica analitica para

analizar muestras de validacién de limpieza se debe tomar en cuenta que:

La identificacion de moléculas en una mezcla est4 basada en el Tiempo De Vuelo de la
molécula (TDV), el cual es directamente proporcional a la colision efectiva de la molécula
en su seccion transversal, esencialmente relacionado con el tamafo de la molécula. El
tiempo de vuelo de la molécula llega a ser su "huella digital' que no cambiard,
independientemente de otras moléculas presentes en el sistema, mientras que las
caracteristicas fisicas del instrumento (voltaje del campo eléctrico, la longitud del tubo de

flujo) permanezcan constantes.

Grafico 1

Fezpuesta del Sistema
(unidades de ares)

r - L A :
2 4 § d ip i2 14

Tiempo de “Yuelo (ms)

’ - Dextromathorphan-HEr
o Lia] ‘
| g
m I . Grafico 2
5 - .

4 i 3 i j i4

H.O

Fezpuesta del Sistema
(unidades de area)
E

Tiempo de Yuelo (ms)

Gréfico 1y 2.- Plasmagramas del Hidrobromuro de Dextrometorfano.?
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Los gréficos 1 y 2 muestran un ejemplo de la salida bidimensional que se obtiene del
sistema al introducir una muestra que contiene Hidrobromuro de Dextrometorfano,
después de la coleccion de los datos, a cada uno de estos graficos se les conoce como
plasmagramas; en el grafico 1 podemos observar los datos de los iones positivos y el

gréafico 2 nos muestra los datos de los iones negativos en el sistema.

El agua en el sistema es mostrada como un pico prominente tanto en los datos positivos
como en los negativos, y es facilmente identificable, por lo que no debe ser interpretada

como un pico "desconocido” durante el desarrollo del método.

Mientras los secadores regenerativos sirven para mantener el loop del aire interior tan

seco como sea posible, siempre existe rastro de vapor de agua presente.

Una vez que se ha establecido cual es el activo de interés se debe determinar su tiempo

de vuelo, en el plasmagrama.

En el grafico 1 correspondiente a los iones positivos se puede observar el pico
correspondiente al Hidrobromuro de Dextrometorfano y es facilmente identificable en este

caso con un TDV de 7.698 ms.

También se observa presente un pequefio pico en los datos de iones negativos. Esto se
debe a un complejo de i6n negativo del Hidrobromuro de Dextrometrofano. Es comun
para las moléculas formar tanto picos de iones negativos como positivos, y uno de
ambos picos sera formado de manera preferencial. En el caso del Hidrobromuro de
dextrometorfano, el pico positivo es el que se forma de manera preferencial y éste es el

gue debe de ser utilizado para realizar la curva de calibraciéon y cuantificacion.

Una vez que se ha determinado cual es el i6n que se forma de manera preferencial y el
tiempo de vuelo del principio activo se procede a determinar la estabilidad que presenta el

pico con base al incremento de la cantidad muestreada.

Posteriormente se debe es realizar una curva de calibraciéon para el ingrediente activo,
para poder conocer en que zona de la curva se obtiene una respuesta lineal a la cantidad
de ingrediente activo agregado y con base en ello desarrollar el método analitico a través

del cual se validara la limpieza.
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Gréfico 3.- Curva de Calibracion @

Como ejemplo tenemos el grafico 3 donde se muestra una tipica curva de calibracién para
un ingrediente activo, en este caso Hidrobromuro de Dextrometorfano, se observa que la
respuesta incrementa al aumentar la cantidad de muestra, sin embargo la respuesta no es

lineal en toda la curva, solo mantiene la relacion lineal a bajas cantidades.

Presentando una linealidad de la respuesta entre 20 y 200 ng de muestra con un valor de
r* de 0.9923 ®

El poder describir la curva de calibracién con base en la respuesta del sistema para una
sustancia particular nos permite realizar la determinacién de los limites de deteccidn
(repetibilidad en la deteccion de bajas cantidades de muestras) y de cuantificacion (la
capacidad de cuantificar la cantidad de muestra existente en las regiones mas altas de la
curva de respuesta).

La determinacion de los limites residuales para un compuesto en particular se pueden
realizar usando la dosis maxima aceptable que se puede transferir al siguiente lote o
producto, o bien empleando valores como el DL50 (Cantidad o dosis de una sustancia
que produce la muerte en la mitad de los animales probados). ®

22



El amplio intervalo de limites residuales existentes para la limpieza en la industria
farmacéutica desafia los métodos analiticos utilizados para determinarlos, pero
independientemente de si el método de muestreo utilizado es de tipo directo o uno que
confia en la remocion y la dilucion; el método analitico tiene que tener el margen
apropiado para demostrar que la medicidon que se esté realizando de la sustancia en el
limite de limpieza se hace con un apropiado intervalo lineal, para asi poder asegurar la

capacidad para diferenciar con eficacia un resultado exitoso de un fracaso.

En este caso para el hidrobromuro de dextrometorfano, al considerar el volumen y
solvente utilizado en la muestra, se puede obtener un intervalo amplio de cuantificacion

(20 ng — 1757 ng), y una desviacion estandar relativamente muy baja (el 1.6 % en 1000

ng).

Estos parametros ofrecen un amplio intervalo de mediciones y un nivel de precision que

seria ampliamente aceptable como un método analitico en la préactica.

Es importante recalcar que los limites, la desviacion estandar relativa de las mediciones
dentro del intervalo de cuantificacion, pueden ser afectados por varios factores incluyendo
el solvente usado para la dilucion, el tiempo de integracion en la medicion, la temperatura

del desorbedor, etc.

La combinacién 6ptima de los factores experimentales, alcanzados a través del desarrollo
experimental, debera producir un procedimiento robusto de medicién que sera Uutil en la

préactica.

Como ya se habia mencionado al inicio la Espectroscopia de Movilidad de I6nica (EMI)
cuenta con una gran capacidad para analizar muestras tomadas mediante el uso de
muestreo directo en la superficie de los equipos de produccion, conociendo asi residuos
que se encuentran presentes aun después de la limpieza del equipo, asi como de poder
analizarlos de manera inmediata con la obtencién de muy buenos porcentajes de

recobro.

Lo cual es demostrado en una serie de experimentos publicados en el articulo Direct
Swabbing and Surface Recovery with lon Trap Movility Spectrometry °, donde utilizando

dos diferentes activos, una de las sustancias seleccionadas es la cefuroxima, clasificada
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como un antibidtico B-lactamico el cual cuenta con muy bajos limites residuales de
limpieza permitidos debido a las severas reacciones alérgicas y shock anafilactico que
puede producir en algunos casos de ingestion por los pacientes; el segundo compuesto
es Clorhidrato de Pseudoefedrina con limites de limpieza relativamente altos en

comparacion a la cefuroxima.

El objetivo del experimento publicado fue demostrar que la Espectrometria Movilidad
I6nica puede ser utilizada para realizar analisis de muestreos directos con la capacidad de
generar niveles de recobro aceptables a través de un amplio intervalo de limites

residuales de limpieza.

En dicho experimento se utilizo el Espectrometro Kaye Validator ® ITMS para la medicion
de las muestras. Las muestras fueron preparadas utilizando cefuroxima y Clorhidrato de
Pseudoefedrina grado USP y las diluciones tanto para la linealidad del sistema como para
evaluar los recobros fueron preparadas en metanol, la diferencia es que las alicuotas para
determinar la linealidad del sistema se inocularon de manera directa en los hisopos y las
alicuotas para determinar el porcentaje de recobro fueron inoculadas en placas de acero
inoxidable (316), a las cuales se les permiti6 secar y posteriormente se les realizé la
remocion de los activos mediante el muestreo directo utilizando hisopos de un material
especial, poliamida los cuales son fabricados especialmente para emplearse con el

Espectrémetro Kaye Validator ® ITMS.

Como ya se estableci6é previamente la Espectroscopia de Movilidad I6nica usa el tiempo
de vuelo como una medida para identificar a la molécula, por lo que en la primera etapa
se determina el tiempo de vuelo tanto para la cefuroxima como para el Clorhidrato de

Pseudoefedrina.

Para determinar la respuesta cuantitativa del sistema, es importante conocer el tiempo de
vuelo para la molécula en cuestion. Como ya se mencion6 anteriormente el instrumento
utilizado en este estudio tiene la capacidad de obtener datos tanto para iones positivos
como para negativos con una sola medicion. Lo cual trae varias ventajas potenciales,
como la capacidad para detectar multiples especies de los iones independientemente de

la carga que presente el estado preferencial del iGn en una sola exploracion.

El articulo en cuestibn hace mencion de diferentes experimentos para obtener los

tiempos de vuelo tanto para la cefuroxima como para el clorhidrato de pseudoefedrina, y
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asi obtener los plasmagramas representativos con las posiciones de los picos de los

principios activos, asi como las posiciones del pico correspondiente al gas de flujo.

El tiempo de vuelo que menciona el articulo para la cefuroxima fue determinado siendo un
ion positivo en 7.790 ms y el tiempo de vuelo para el clorhidrato de pseudoefedrina

determinado siendo un ion positivo en 5.885 ms.

Después de haber determinado el tiempo de vuelo para cada principio activo, se debe
determinar la respuesta cuantitativa que presente el instrumento para cada principio activo

manteniendo un intervalo lineal.

El articulo menciona que el intervalo lineal para la cefuroxima con un valor de r>> 0.95 y
abarcan cantidades de la muestra entre 500 ng y 1.5 ug. Como el instrumento fue capaz
de dar una respuesta repetible en 250 ng este valor es el que utilizan como limite de
cuantificacion, y fue perceptible con cantidades por debajo de los 250 ng, por lo que se

asume que el limite de deteccion es por debajo de 250 ng.

En el caso del clorhidrato de pseudoefedrina el intervalo lineal mencionado es de 10-25
ug con un valor de r>> 0.95. Los limites de deteccion y cuantificacion los establecen por

debajo de 5 ug.

Para establecer los porcentajes de recobro, el muestreo por hisopo lo realizan sobre
placas de acero inoxidable 316, con un area de 25 cm? cada una. Saturando con

determinadas alicuotas para cada muestra y se dejando secar previo al muestreo.

El material del que estan constituidos los hisopos para el muestro es poliamida, el cual es
especialmente desarrollado para su uso con el instrumento Kaye Validator ® ITMS. Los
hisopos cuentan con un " area de muestreo" especifica que es completamente analizada

por el instrumento.

El operador encargado de realizar el muestreo utiliza una barrera de PTFE entre su dedo

y el hisopo.

La manera en se realiza el muestreo en el articulo es mediante movimientos traslapados
sobre la superficie, es decir el operador realizé ocho movimientos verticales, seguido de

ocho que se superponen en movimientos horizontales.
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Figura 7.- Técnica y material del hisopo utilizado para el Muestreo®

Para realizar un correcto muestreo con hisopo, el que desarrolla ésta técnica debe
asegurarse que la cantidad de movimientos que realice sobre la superficie a muestrear,
esté cubriendo toda la superficie, ya que al desarrollar la técnica de muestreo se
establece el nUmero de pases sobre el area determinada y estos se establecen con base
al area a muestrear, al tamafio del hisopo e incluso en los resultados obtenidos, debido a
que si los porcentajes de recobro son demasiado bajos, debe de evaluarse si el error
proviene de una mala técnica de muestreo, mala capacitacién del operador, tamafio o tipo
de hisopo, pues es posible que el material del que este constituido el hisopo esté interfiera
con el andlisis o que el principio activo no sea facilmente extraido del material que

constituye al hisopo.

Después de haber muestreado el articulo menciona que se dej6 secar el material
utilizado para ello y fueron analizados con el sistema de Espectroscopia de Movilidad
I6nica, registrando asi las areas de los picos correspondientes al principio activo y la

cantidad presente determinada mediante la ecuacion generada en la curva de calibracion.
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DATOS DEL RECOBRO DE LA CEFUROXIMA

Cantidad Agregada en la placa
de acero, (n)

Promedio de la Cantidad
Recobrada

% de Recobro

1.5 Microgramos (n=7) 1.02 Microgramos 67.2 %
1 Microgramo (n=11) 660 Nanogramos 65.6 %
500 Microgramos (n=7) 310 Nanogramos 62 %

Promedio de Recobro por Hisopo 65.1 %

4.1%

CV del Recobro por hisopo

DATOS DEL RECOBRO DEL CLORHIDRATO DE PSEUDOEFEDRINA

Cantidad Agregada en la placa Promedio de la Cantidad % de Recobro
de acero, (n) Recobrada
15 Microgramos (n=8) 13.34 Microgramos 88.9%
20 Microgramos (n=8) 17.07 Microgramos 85.3%
Promedio de Recobro por Hisopo 87.1%
CV del Recobro por hisopo 29%

El articulo muestra mediante dos tablas los resultados obtenidos de los recobros,
mostrando asi que obtuvieron un porcentaje de recobro mayor al 65 % y repetibilidad con
un CV del 4.1 % para la cefuroxima y un porcentaje de recuperacién mayor al 87 % para
el clorhidrato de pseudoefedrina con un CV por debajo del 3 %. Ademas los porcentajes

de recobro en los diferentes niveles muestran ser consistentes para el experimento. °
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Con base en los resultados mencionados por el articulo, podemos decir que es posible
obtener niveles de recobro de los residuos y sus mediciones con alta repetibilidad

mediante el muestreo directo utilizando la Espectroscopia de Movilida I6nica.

Mientras este experimento muestra la viabilidad de la técnica, el método en si mismo tiene
el potencial para ser mejorado de modo que sea posible obtener recobros més altos.
Dado que alteraciones en la presion y la velocidad del muestreo, la orientacion de los
movimientos, la cantidad de solvente utilizado podrian conducir a porcentajes de recobro

mas altos.

Los estudios reportados en los articulos mencionados demuestran la viabilidad de usar la
EMI para el muestreo directo de equipos en la industria farmacéutica. Asi como la
capacidad de producir los niveles aceptables de recobro del ingrediente activo y su
repetibilidad con una técnica que es mucho mas rapida que la tecnologia actualmente

usada por la mayor parte de la industria farmacéutica.

Es importante recalcar que los limites, la desviacion estandar relativa de las mediciones
dentro del intervalo de cuantificacion, pueden ser afectados por varios factores incluyendo
el solvente usado para la dilucién, el tiempo de integracion en la medicién, la temperatura

del desorbedor y otros factores comunes para mediciones analiticas.

La combinacion éptima de los factores experimentales, alcanzados a través de desarrollo
experimental, debera producir un procedimiento robusto de medicién que sera Uutil en la

préactica.
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CONCLUSIONES:

Mientras que la Espectroscopia de Movilidad l6nica demuestra ser una técnica analitica
robusta, una vez que sea validada, su mayor ventaja es la capacidad de medir muestras

de una manera muy rapida y el gran potencial que ofrece para ser empleado en linea.

A diferencia de una Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion, la medicion que se
puede realizar con un sistema basado en la Espectroscopia de Movilidad I6nica toma

entre diez segundos y un minuto.

=
oy

El método de introduccién de muestras permite realizar el muestreo con hisopos
especiales y se colocan directamente en el instrumento sin los pasos intermedios que
corresponderian a la diluciébn o extraccion que se tendrian que llevar a cabo con otras

técnicas analiticas como la cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Es importante saber que el instrumento también tiene la capacidad de aceptar muestras
gue han sido diluidas en caso de que la cantidad esperada del residuo proveniente del

muestreo directo exceda la capacidad de deteccién del sistema.

La industria de la seguridad usa de manera muy comdn el método de muestreo directo y
si se aplicara a la validacion y verificacion de la limpieza en la industria farmacéutica
podria disminuir significativamente el tiempo de espera que actualmente es una
desventaja al utilizar la cromatografia de liquidos. Adicionalmente, el muestreo directo
ofrece un método especifico que es tan rapido como el Carbon Orgénico Total en la

obtencién de resultados.
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No hay duda de que la Espectroscopia de Movilidad I6énica EMI proporciona una
importante innovacién tecnoldgica, al ser un método con grandes posibilidades de ser
especifico, ademas de ser rapido para cuantificar residuos después de la limpieza lo que
beneficia en una significativa disminucion en el tiempo de espera experimentado tanto en

la fabricacion asi como en la validacion y en la verificacion de la limpieza.

Al utilizar la EMI como técnica analitica para analizar muestras de validacion de limpieza y
una vez validada la técnica podriamos decir que se tendria un método robusto mediante
el cual podremos obtener los resultados deseados, tales como buenos porcentajes de
recobro en cada nivel muestreado, mediciones con alta repetibilidad y en un tiempo

mucho menor al que se esperaria con técnicas convencionales.

Ademas que con el aumento en los gastos para el cuidado de la salud que afecta
directamente el precio en las terapias, y esto haciendo presion sobre los margenes de
beneficio de las empresas que producen estas terapias, las compafias buscan medios

innovadores de reducir sus gastos de produccion y mejorar solo lo esencial.

La utilizacion de la Espectroscopia de Movilidad I6nica representa una gran disminucion
en tiempo de analisis, frente a la Cromatografia de Liquidos, debido a que con la EMI
podemos obtener el resultado de un analisis en aproximadamente 30 segundos por
muestra comparado con 15 a 30 minutos por muestra usando Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucion, lo cual evidencia el potencial que representa al ser de 30 a 60 veces
mas rapida, ofreciendo una reduccidén de costos en el tiempo de espera de produccion

para las industrias farmacéuticas y por lo tanto mayores utilidades.

Por lo tanto mediante la reduccion del tiempo de espera para la liberacion de los equipos
y el reducir el tiempo de analisis del laboratorio asociados con la limpieza, la EMI presenta
ser una buena opcion para aumentar de manera considerable la eficiencia econémica en

la fabricacion y en la validacion de la limpieza de la industria farmacéutica.
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