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CAPITULO 1

INTRODUCCION

En la industria farmacéutica es de vital importancia cuidar la limpieza de
los equipos de produccion. Las actuales normas de la industria
farmacéutica establecen que es necesario demostrar que los
procedimientos utilizados en la limpieza de equipos, utensilios y areas
de fabricacion, remueven los residuos de productos o detergentes de
manera adecuada. El inicio de esta regulacién comenzd con la edicidon
de “Guide to Inspections of Validation of Cleaning Processes” emitida
por la FDA en julio de 1993. Para asegurar la efectividad de los
procedimientos de limpieza se realiza lo que se denomina: validacion de
limpieza. Esta consiste en el muestreo de secciones del equipo de
produccién que estan en contacto con el producto, para ser analizadas
por métodos validados para este fin. Este analisis puede ser realizado
por diferentes técnicas, comprobandose con los resultados, que el

equipo no exceda los limites de aceptacion previamente establecidos.

Cuando un equipo no ha sido adecuadamente limpiado, se puede dar lo
gue se denomina contaminacién cruzada. La contaminacién cruzada, se
refiere a la contaminacion de un lote de produccién con otro; de
presentarse, representa un problema muy grave de consecuencias
impredecibles.



Para la validacion de limpieza se han empleado con preferencia,
.métodos especificos que cuantifiquen los residuos de los principios
activos del lote anterior fabricado. Una de las técnicas mas empleadas,
es la de cromatografia de alta resolucion (HPLC). Esta técnica, a pesar
de ser una técnica especifica y sensible, es costosa y no es capaz de
reportar la presencia de detergentes u otros contaminantes que
pudieran estar presentes,

Por otra parte, la técnica de cuantificacion de carbono {TOC) no ha sido
muy usada para la validaciéon de limpieza, sin embargo, por sus
caracteristicas de sensibilidad, rapidez y bajo costo, representa una
buena alternativa para la validacion de limpieza.

La técnica de TOC presenta un puntc critico en contra: que no es
especifica. Esta caracteristica sin embargo, le da al mismo tiempo la

ventaja de poder cuantificar excipientes, detergentes y cualquier
contaminante organico presente.

Este trabajo de tesis esta enfocado a comparar ambas técnicas con un
mismo principio activo, con la finalidad de evaluar la conveniencia o
inconveniencia de la técnica innovadora de TOC contra una técnica

ampliamente usada como lo es la técnica de HPLC

Para ésto, se desarrollardn los métodos correspondientes y se validaran
para confirmar la confiabilidad de los resultados.



CAPITULO 2

GENERALIDADES

MONOGRAFIA DE L-CARNITINA

PARTE QUIMICA'

Nombre comin: L-carnitina?, Levocarnitina, Vitamina By.
Nombre quimico: Trimetil betaina del dcido y-amino B-hidroxibutirico.
y-trimetil-p-hidroxibutiro betaina.
Férmula:
(CH3)3N*CH,CH({OH)CH,CO0O"
Férmula condensada: C;H;sNO;
Masa molecular: 161.20 g/mol.

Proporciones de los elementos que fa componen: C 52.15%, H 9.38%,
N 8.69%, O 29.78%.

Punto de fusién: 197-198°C,

Rotacién especifica: Entre -29° y -32°. En una solucién con 100 mg/mL, en
agua. '

Solubilidad: Muy soluble en agua (una parte de soluto en menos de una
parte de disolvente), scluble en etanol caliente (una parte de soluto en 10 a



30 partes de disolvente), practicamente insoluble en éter etilico, benceno y
acetona.

En solucién acuosa reacciona fuertemente con alcalis. Con H,S0Q, se forma
crotonobetaina.?

Aspecto: Polvo cristalino blanco, higroscopico, generalmente con sabor
salado y ligero olor a aminas, -

pH (solucién acuosa 1:20): entre 5.5 y 9.5*!
Condiciones de almacenaje: Manténgase en contenedores cerrados.

Identificacidon. 1) El espectro de absorcidn en infrarrojo de la muestra
corresponde al de la referencia (ambos previamente secados al vacio a

50°C por 5 horas). 2) Por HPLC el tiempo de retencidn de 1a solucidn de la
muestra es igual al de la referencia.

Contenido de agua, por Karl Fisher: No més de 4.0%
Residuo de ignicién: No mas de 0.5%

Limite de potasio: No mas de 0.2%

Limite de sodio: No mas de 0.1%

Metales pesados: No mas de 0.002%

Cloruros: No mas de 0.4%

Valoracién (base anhidra): 97.0%-103.0%



PARTE FARMACOLOGICA?

La L-carnitina es sintetizada en los tejidos y utilizada en los procesos
biologicos.

Acciones Farmacolégicas. La administracion .de_ L-carnitina a individuos
normales no produce apreciables efectos, y dosis orales mas altas que 15 g
al dia, son generalmente bien toleradas. En contraste, la administracién de
DL-carnitina puede producir un sindrome gue semeja la miastenia gravis.

Se presume que se deba a que el isdmero D inhibe el transporte y la
funcién de la L-carnitina.

Funciones fisioldgicas. La carnitina participa en el metabolismo de los
acldos grasos. La carnitina transporta a los dcidos grasos de cadena larga
activados hasta la matriz mitocondrial, *

Los acidos grasos se activan en la membrana externa mitocondrial y se
oxidan en la matriz mitocondrial. Puesto que las moléculas de acil-CoA de
cadena larga no atraviesan facilmente la membrana interna mitocondrial, es
necesario un mecanismo especial de transporte. Los acidos grasos de
cadena larga activados son transportados a través de la membrana interna
por la carnitina, un compuesto de caradcter zwitteridonico derivado de la
lisina. El grupo acilo se transfiere desde el &tomo de azufre de la CoA al
grupo hidroxilo de ia carnitina para formar acilcarnitina. Esta reaccion esta
catalizada por ta carnitina aciltrasferasa I, localizada en la cara citosdlica de
la membrana interna mitocondrial.®



Aciltransferasa |

ﬁ . c'H, Ili CHy H :
. . ] |
R-C-5-CoA + HaC- ?v'l-CHz-(':—CH;COO —  HS-CoA + Hac-‘hll-CHz-C-CH:COO'
|
CHy OH CH, O-CO-R
Acil.CoA L-Carnitina Acilcarnitina

La acilcarnitina actda entonces como un transportador a través de la

membrana interna mitocondrial, por accién de una transliocasa.’

ACILCARNITINA COMO TRANSPORTADORS

Acil-CoA
cil-C w__n CoA
Carniting ——————3 pcilcarnitina
Lado
citosflico
Translocasa
Lado
matriz
Carnitina « - - * Aclicarnitina

AclCoA < CoA

La entrada de acilcamnitina en la matriz mitocondrial viene mediada por una translocasa. La
carnitina vuelve al lado citosélico de la membrana mitocondrial intercambidndose por una
acilearniting,

Figura 2.1




El grupo acilo se transfiere a una CoA situado en la matriz mitocondrial,
Esta reaccidn, catalizada por la <carnitina aciltransferasa 1II, es
termodinamicamente factible porque el enlace O-acilo de la carnitina tiene
un elevado potencial de transferencia de grupo., Por dltimo, la carnitina
vuelve al lado citosdlico por la translocasa, intercambidndose por una
acilcarnitina que entra.’

Como ya se menciond, la carnitina es importante para ia oxidacién de
acidos grasos; ademas, tambien facilita el metabolismo aerébico de
carbehidratos, incrementa el grado de fosforilacion oxidativa y pramueve la

excrecidon de ciertos acidos orgdnicos. Derivadas de estas funciones
existen;?

1) Un numero de acetiltransferasas de carnitina (CATs) que catalizan la
interconversiéon de ésteres de acidos grasos-coenzima A (CoA) y carnitina
estdn estratégicamente |ocalizadas en el citoplasma y en las membrana
mitocondriales.

2) Los ésteres de CoA y carnitina son termodindmicamente equivalentes, y

la formacién depende solamente de la concentracion relativa de los
reactantes. '

3) Existen translocasas especificas en las membranas mitocondrial vy
citoplasmatica. Las translocasas en las membranas mitocondriales
transportan ambas, carnitina libre y ésteres en cualquier direccion, en
comparacion con la de membrana plasmatica de las células del tdbulo renal,
que exclusivamente transportan carnitina libre desde el tubulo de la orina
hacia el torrente sanguineo. Las propiedades de las translocasas en la
membrana plasmatica de otras células estan menos definldas. La carnitina

es transportada activamente hacia el Interior de las células, y las



acilcarnitinas (particularmente los ésteres de cadena corta) son
transportados fuera de las células.

4) Los ésteres de Acidos grasos de CoA son formados casi exclusivamente
en el citoplasma y no son transportados a traves de las membranas; ellos
también inhiben enzimas del ciclo de Krebs lo que involucra a la
fosforilacién oxidativa. La oxidacién de &cidos grasos requiere de la
formacién de acilcarnitinas y su translocacién dentro de la mitocondria,
donde los ésteres de CoA son reformados y metabolizados (B-oxidaciénsj.
En isquemia cardiaca o de musculo esquelético, ésto resulta en la formacion

reducida de lactato y en un incremento en la capacidad de realizar trabajo
mecanico.?

En el caso de una deficiencia genética de una de las acetil CoA
deshidrogenasas, la carnitina sirve para promover la remocién de los
correspodientes &cidos grasos desde las células .y la sangre. Lla
acetilcarnitina puede ser transportada fuera de la mitocondria hacla la
circulacion, pero no puede ser reabsorbida desde los tubulos renales. Tal

remocién de acetilcarnitina de las células y la sangre produce un estado de
relativa deficiencia.?

Requerimientos humanos.? La necesidad de carnitina en adultos es
satisfecha por las fuentes en la dieta y por sintesis, esta (ltima ocurre
principalmente en el higado y rifidn. Los nifios que nacen con bajo peso o
que son prematuros, tienen una gran deficiencia de carnitina. Estos infantes
pueden acumular grasas durante su desarrollo, y pueden ser beneficiados
por la administracién de carnitina exégena. La carnitina es sintetizada a
partir de residuos de lisina de varias proteinas, comenzando por la
formacion de 6 N-trimetillisina por una serie de racciones que involucran S-

9



adenosilmetionina. Cuatro micronutrientes son necesarios para los varios

pasos enzimaticos, incluyendo acido ascorbico, niacina, piridoxina y hierro.

El total de L-carnitina que contiene el cuerpc humano, es de
aproximadamente 20q, vy esta distribuida de manera no uniforme; et 98%
estd presente en el musculo esquelético y cardiaco donde transporta acidos
grasos y cetodcidos formados a partir de aminoacidos, el 1.4 % en el
higado y rifiones y sélo el 0.6% en los fluidos extracelulares y otros

tejidos.®

Fuentes naturales de carnitina en la alimentacién.’? Las principales
fuentes de carnitina en la dieta son la carne y productos lacteos. Granos de
cereales no contienen carnitina y también pueden se relativamente

deficientes en lisina y metionina, que son los aminoacidos precursores.

Absorcion, distribucion y excrecién.? La carnitina ingerida en la dleta se
absorbe casi completamente en el intestino, por un mecanismo de
transporte saturable; por-tanto la fraccion oral absorbida declina conforme
la dosis se incrementa. La carnitina es transportada hacia la mavyoria de las
células por un mecanismo de transporte activo; la D-carnitina también es
transportada y puede inhibir el paso de L-carnitina. Una pequefia parte de
la L-carnitina es metabolizada y la mayoria de ella es excretada en la orina
como acetilcarnitina: los tubulos renales generalmente absorben maéas del
90% de ia carnitina no esterificada.

10



Usos terapéuticos.? La L-carnitina fue aprobada por la FDA en 1986 como
un farmaco para el tratamiento de deficiencia primaria de carnitina.
También puede ser empleada en tratamiento de pacientes con’condiciones
conocidas como deficiencia secundaria de carnitina. 1 a 2 gramos de
carnitina al dia divididos en varias dosis son adecuados para fa mayoria de
los propositos terapéuticos. En dosis intravenosas el intervalo es de 40 a
100 mg/Kg. Para nifios se recomienda una dosis oral de 100 mg/Kg por dia.

Deficiencia primaria de carnitina. E! principal tratamiento de la deficiencia
de carnitina sistémica es una dieta alta en carbohidratos y baja en grasas.
La administracién de carnitina como suplemento en pacientes con ambos,
desardenes miopaticos y sistémicos, ha sido utilizada frecuentemente, pero
los resultados han sido variables. Algunos pacientes reportan dramaticos
beneficios sintomatolégicamente y funcionalmente después de la
administracién de 4 g por dia, donde otras dosis no han resultado. La
relacién de cambios bioguimicos con alivie de sintomas no es predecible. A
todos los pacientes con deficiencia primaria de carnitina se les debe
administrar suplemento oral de carnitina para hacer la prueba.

Enfermedad renal, Pacientes que reclben hemodidlisis crénica, pueden
desarrollar deficiencia de carnitina en musculo esquelético y posiblemente
en musculo cardiaco. El tratamiento con L-carnitina puede minimizar el
grado de deficiencia, y se han reportado mejoras para sintomas tales como
debilidad de rodillas y calambres musculares. La carnitina también puede

mejorar la funcidn cardiaca en pacientes con hemodialsis, pero este uso es
mas controversial.
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Cardiopatias e isquemia cardiovascular. La mayoria de la energia que
.necesita el miocardio es satisfecha por la oxidacién de acidos grasos. En
vista del papel criticc que desempefia la carnitina en el metabolismo
energético cardiaco y el desarrollo de cardiomlopatias en estados
deficientes de carnitina, la posibilidad de que algunos individuos con
cardiomiopatia primaria puedan sufrir deficiencia de carnitina, ha provocado
gran interés. Mas aun, la isquemia del micardio causa una depleciéon de
carnitina cardiaca y acumulacion de ésteres de CoA y acidos grasos de
cadena larga y ésteres de carnitina; las acetilcarnitinas pueden ser
importantes en la génesis de arritmias. La administracién de carnitina
parece mejorar la tolerancia al ejercicio de pacientes con enfermedad de la
arteria coronaria y puede beneficiar a pacientes con deficiencia congestiva
cardiaca. Las isquemias en musculo esquelético causan disturbios similares
en el metabolismo de lipidos y de carnitina, y la administracidén de carnitina
puede incrementar la tolerancia a caminar en pacientes que sufren de
cansancio intermitente, E! papel de la carnitina en este aspecto de la
terapéutica se esta estableciendo.
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CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION HPLC

HPLC Son las siglas de High-Pressure Liquid Chromatography, lo que en
espafiol se denomina Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién. En este
texto nos referiremos a esta técnica cromatografica como HPLC, por la
conveniencia de no emplear un nombre tan largo, vy pdrque es la
designacién mas usada para esta técnica.

Definicién y principio en el que se basa.*?

La cromatografia se define como el procedimiente por el cual los solutos son
separados por un proceso dindmico de migracion diferencial en un sistema
consistente en 2 o mas fases, una de las cuales se mueve continuamente
en una direccion dada y en la cual las sustancias exhiben diferente
movilidad por razdn de diferencias en absorcion, particidén, solubilidad,
presion de vapor, tamafo molecular o densidad de carga idnica. Las
sustancias individuales asi obtenidas, pueden ser identificadas o
determinadas por metodos analiticos.

En el caso particular de HPLC el soluto que estd disuelto en un liquido, sufre
una distribucidn entre dos fases, una que es fija y sélida (fase estacionaria),
y otra que es movil y liquida {fase mdvil). Esta distribucidn en el medio,
logra la virtual separacién de un soluto de otros, que eluyen antes o
después, dependiendo de las caracteristicas propias de cada uno. Los
solutos son transportados por el liquido de la fase mévil, al que también se

le denomina eluyente. La separacién de los solutos se logra mediante
13



diferentes mecanismos, como son: particién, adsorcién e intercambio
énico. Las mas usadas son las que logran la separacidon por una
combinacién de efectos de adsorcidn y particion.

Subdivisiones en HPLC’

En la cromatografia de liquidos HPLC existen 4 diferentes subtipos que
son;,

Exclusién. La separaciOn se basa en las diferencias de tamafio de las
moléculas, las cuales pasan a través de una base de particulas porosas, de
manera que las particulas mas grandes eluyen primero que las mas
pequefias debido a que estas recorren un camino mas largo al entrar en las
cavidades de las particulas de la fase estacionaria. Se emplea para
moléculas grandes como polimeros.

Intercambio idnico. Se emplea para sustancias solubles en agua, catidnicas
o anibnicas, y la separacién se basa en la afinidad de la carga de ia
molécula con la carga de la fase estacionaria de la columna, que debe ser
de carga opuesta. Por tanto existen ceolumnas catiénicas y columnas
anidnicas. Su uso es restringido.

Fase normal. Se caracteriza porque la fase estacionaria es polar y la fase
mévil es no polar o relativamente no polar. Los disolventes que
frecuentemente se emplean son cloroformo, acetato de etilo y hexano,
entre otros.

Fase reversa. Las columnas son no polares o de polaridad intermedia,

separan muestras polares, de polaridad intermedia, no polares e idnicas. Es
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la técnica mas universal. Los disolventes mas usados son agua, metanol,
acetonitrilo y tetrahidrofurano,

Fase estacionaria®

El empague de la columna que constituye la fase estacionaria, puede ser de
dos tipos:

1) Polimeros orgdnicos: Moléculas unidas de
-Estireno-divinilbenceno
-Metacrilatos
-Carbdn gafitizado

Tienen menor rigidez que los empaques inorganicos y son
mads compresibles. Los solventes y analitos pueden penetrar
en la matriz polimérica, provocando que las particulas se
hinchen, lo cual resulta en menor eficiencia de la columna
debido a la reducida transferencia, lo que limita su uso. Sin
embargo, en general presentan estabilidad en un mayor
intervalo de pH que la silica.

2) Ceramica inorganica: Son predominantemente de dos tipos:

-Silica. Es el material mds usado para empaques de
columnas para HPLC. Se emplea para
cromatografia en fase reversa, intercamblo
ionico, y cromatografia de exclusion. Es

compatible con un gran ndmero de

15



disolventes organicos polares y no polares.
Para fases moviles alcalinas su uso es.
restringido, pero en general se puede trabajar
bien con pH entre 2 y 8.

-Alimina. Es compatible con soluciones acuosas
que tienen un amplio intervalo de pH. No
es posible modificarla para obtener fases
enlazadas estables a diferencia de la silica.

Ambas son rigidas y tienen la caracteristica que no se hinchan
con ningun disolvente.

Forma de particula®
Las formas de particula que se manejan son:

+« Irregular: Se obtienen por molienda de particulas mds grandes, Este
fue el primer tipo de empaque que se utilizb. Este tipo de
particula proporciona una mayor drea superficial que las
particulas esféricas. En general las particulas irregulares son
més dificiles de empacar que tas esféricas.

» Esférica: Son mas faciles de empacar que las particulas irregulares,
proporcionan alto desempefio, buena estabilidad, baja presién
de trabajo y reproducibilidad. ’

Tamaiio de particula®

Los tamafios de particula que se manejan son muy diversos, sin embargo,
en las particulas de forma irregular estan disponibles particulas de mayor
tamafio que en el empaque con particulas esféricas. En las particulas

16



esféricas, el tamario esta disponible desde 1 um hasta 20 uym. Los tamafios
mas comunes en particulas irregulares son 5 y 10 um, y en el caso de
particulas esféricas las mas comunes son 3, 5y 10 pm.

Longitud de la columna®

El tamafio de las columnas en HPLC es variable, pero en general no
sobrepasa les 30 cm, y existen precolumnas y columnas de hasta 20 mm de

longitud. En general, entre mayor es la longitud de la columna, mayor es &l
tiempo de retencidn.

Fase movil

Las propiedades quimicas de un disolvente como su momento dipelo, si es
aceptor o donador de electrones, su polaridad, su densidad, etc. son
factores que afectan la separacidn de una muestra, por eso es tan
importante la eleccidn adecuada de la fase movil tomando en cuenta las
caracteristicas de la sustancia que se quiere separar y de las que la
acompafan. Como consecuencia, la fase movil se puede variar para

optimizar la separcién de una mezcla de sustancias.

Instrumentacion 43

Un cromatégrafo de liquidos consiste en:
¢ Un contenedor: para la fase movil.
+ Una bomba: que impulsa la fase mdvil a traves del sistema a alta

presién.
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s Un inyector: para introducir la muestra en la columna.
¢« ‘Una columna cromatogréafica: que contiene la fase estacionaria.

» Un detector: que identifica la sustancia de interés.

e Un integrador: Actualmente, es muy comdn que el cromatografo esté
controlado a través de una computadora y ésta funcione como
integrador de las sefales que recibe del detector.

CROMATOGRAFO

CONTENEDOR DE LA
FASE MOVL —+# DOMBA |—) NYECTOR [—M COLUMNA —p DETECTOR

COMPUTADCRA

Esguema de un cromatografo de liquidos de alta resolucién.

Figura 2.2
Detectores

Los detectores en cromatografia de liquidos se calsifican en dos
categorias:**

a) Aquellos que miden una propiedad general. Determina las propiedades

fisicas de la solucién mas que la del soluto (p. ej. el detector de indice de
refraccion).

b} Los gue miden una propiedad del soluto o detectores selectivos. Son

sensibles dnicamente a alguna propiedad del soluto (p. ej. absorcion UV).
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Los tipos de detectores que se usan para identificar los compuestos después
de separarlos por HPLC son:**

« Espectrofométricos. A través de una celda se hace pasar un haz de luz,
cuando el soluto sale de la columna y pasa por la celda absorbe parte de
la radiacion, dando por resultado una diferencia de energia medible y

proporcional a la concentracion de la muestra.

« Fluorométricos. Son sensibles a compuestos que son fluorescentes o
que pueden ser convertidos a derivados fluorescentes.

» Arregio de diodos. Estos detectores adquieren datos de absorbancia en
el rango de UV-visible. En estos detectores continuamente pasa
radiacion a través de la celda de la muestra, esta radiacion es separada
en sus longitudes de onda constituyentes, las cuales son detectadas
individualmente por un arregio de fotodiodos. Esto proporclona al
analista multiples cromatogramas, pudiende ver selectivamente
diversas longitudes de onda y espectros del pico eluido. Los detectores
de arreglo de diodos generalmente tienen mayor sefial de ruido en
comparacion con los detectores de longitudes de onda variables, por lo
tanto, son menos adecuados para andlisis de compuestos presentes a
bajas concentraciones.

+ Electroquimicos. Potenciométricos, voltamétricos y polarogréficos. Se
emplea en la cuantificacion de especies que pueden ser oxidadas o
reducidas en un electrodo de trabajo **. La fase mévil debe presentar
conduccién de la corriente electrica, por lo que se utilizan sales disueltas
en la fase movil, los sistemas totaimente orgdnicos no son aplicables en
su totalidad. Si la conductividad de la muestra es pequefia, la
conductividad de la fase mévil también debe ser pequeiia, porque de lo
contrario, no podria ser detectada. ®2
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» Detectores de indice de refracccion. Miden la diferencia entre el indice
de refraccion de la fase modvil spla y la fase movil conteniendo el
compuesto después de que emerge de la columna cromatografica. Este
tipo de detector es usado para compuestos que no absorben en UV,
pero es menos sensible que los detectores UV, **

Detector de UV-vis °-2

Fundamento. Cuando algunos grupos funcionales se exponen a la radiacién,
experimentan una excitacién electrdnica a causa de la absorcion de energia
a la longitud de onda especifica del grupo funcional. Esta energla provoca el
paso de un electrén desde el estado fundamental hasta un nivel de energia
superior. Esta absorcion de energia se traduce en una disminucién del haz

de {uz que se ha proyectado a través de la muestra, y que ha llegado hasta
la fotocelda,.

Las sustancias que pueden analizarse por UV son las que absorben a
longitudes de onda entre 210 nm y 355 nm. Las sustancias que presentan
esta capacidad, son todas aquellas que posean uno o mas dobles enlaces

(electrones n) y las que tienen electrones no compartidos o no enlazantes,
por ejemplo:

>C=0 >C=8§ -N=0 -N = N etc.

En e! caso de muestras que absorben al visible deben presentar grupos

cromoéforos que necesitan una longitud de onda mayor para excitar los
electrones.
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La consideracidn mas importante en el empleo de este mecanismo de
deteccion es la fase movil, La seleccidn de la longitud de onda se basa en Ia
propiedad del soluto (en su capacidad de absorber luz a una longitud de
onda especifica) y se debe cuidar que los componentes de la fase mévil no
interfieran en la sefial, es decir, no haya componentes de la fase movil que
pudiesen absorber luz a la longitud de onda de trabajo. Esta condicion se
puede volver dificil de cumplir cuando se trabaja en longitudes de onda
bajas, dado que algunos modificadores de la fase movil pueden tener
absorcion a fongitudes de onda (por ejemplo: reguladores del pH,
formadores de par i6nico, disolventes organicos, etc.). Teniendo en cuenta
esta consideracion, la deteccién espectrofotométrica en el UV-vis se
constituye come uno de los mecanismos mas sencillos, selectivas vy

confiables de los que se pueden encontrar en forma convencional.

Existen muchos disefios diferentes de detectores de UV-vis. La mayoria de
los detectores tiene una estructura que consiste en una fuente de emision y
un filtro que selecciona una longitud de onda. El haz de luz seleccionado
pasa por la celda (donde fluye Ia fase mévil) llegando a una fotocelda.

DETECTOR UV?®2
FILTRO
FUENTE \'-\\L :
DE LUZ === -
HAZ DE LUZ ‘*Ij\

DE LA MUESTRA Dﬁk\ﬁ ]
FILTRO P

FOTOCELDA
DE MUESTRA,

ESQUEMA DEL DETECTOR UV

Figura 2.3
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Parametros importantes en HPLC
Eficiencia de la columna®®, *5

Es la medida del grado de enlace en una columna de HPLC. La eficiencia

tedrica de una columna se expresa en unidades de Platos Tedricos (N), que
se define de la siguiente manera:

tr = tiempo de retencién

N = 5.54(t/Wy2)® Wy, = Ancho del pico a la mitad de su altura

0 N = 16(t/W)? W = Ancho del pico

Asimetria del pico. 10

Es una medida de la forma del pico, expresada como la relaciéon de A/B a
una altura del 10% del pico, contando desde la base de éste. Un pico
Gaussiano perfecto tiene un valor de asimetria de 1. Valores superiores de
uno, indican que existe mayor area bajo el pico en la parte denominada A, a
ésto, se le llama “pico cabeceado”. Valores por debajo de uno, indican que

existe mayor area bajo el pico en la parte denominada B, lo que se
denomina “pico coleado”.

4.5
CROMATOGRAMA
Cromatograma
Ancho da pico Linaas langentas
alarmiad da su son usadas para
altura (W, ) ~- determinar e ancho
w de pico enla base Aftura del
v pico al 10%
F
i l\
wi o AleB !
i
Tiempo da rétancidn v A = Frente del pico al 10% de su altwa
—{g —— Volumenmuerto . B = Cota det pico al 10% de su akura
Rt Pico

Ty Pico 2
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Factor de capacidad. °

Estd relacionado con el tiempo de elutidn de una muestra retenida, en
relacidn con otra que no se retlene.

to = tiempo de retencidén del compuesto no
retenido.

k' = (t~to}/to

t. = tiempo de retencién de la muestra retenida.

Selectividad de la columna. *°

Es una medida del factor de capacidad de un componente de la muestra con
relacion a otro componente de la misma muestra.

k';

Factor de capacidad del pico 2
a = K'p/k'y

k's

Factor de capacidad del pico 1

Resolycion. 10 +5

Es la separaciéon relativa de dos componentes en un cromatograma,
: expresado como sigue:

Rs = ¥ { K/(1+K)IN" (a-1)

Rs = 2(t-1;)/ (W, +W3)
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k' = Factor de capacidad del pico 1

t, = tiempo de retencién del pico 2.

t, = tiempo de retencion del pico 1.

W, = Ancho del pico 1
W, = Ancho del pico 2

N = Eficiencia de la columna.

Seiectividad de la columna

=]
1

Tiempo de retencién relativo *°

Es el tiempo de retencidn de un soluto con respecto a otro soluto.
R = ty/ty

t; = tiempo de retencién del pico 1.

t; = tiempo de retencidn del pico 2.
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CUANTIFICACION DE CARBONO ORGANICO TOTAL

La medicion del contenido de carbono proveniente de la contaminacién por
compuestos organicos es un nuevo método aplicado a la validacion de
limpieza. El método ha sido usado previamente para el analisis de agua de
ultra alta pureza, en las plantas de energia nuclear, en fabricas de
semiconductores y para el agua de grado farmacéutico; ha demostrado
tener buenos niveles de deteccién (ppb), tiempos de analisis réapidos y es de
bajo costo, comparado con otros métodos.

Definicion *¢

La determinacién de Carbono Orgénico Total {TOC) es un método analitico
gue consiste en la medicién indirecta de moléculas organicas presentes en
soluciones acuosa, medidas como carbono.

Fundamento de la determinacion !

Los analisis mediante TOC involucran la oxidacion del carbone y ia deteccién
del bidxido de carbono producido. Esta oxidacléon se puede inducir por
algunos métodos comunes incluyendo: la oxidacién fotocatalitica, oxidacidn
quimica, (peroxidisulfato u oxigeno) y combustién a alta temperatura. El
instrumento determina ia presencla de los compuestos organicos madiante
el CO, que se forma y se utiliza un detector de infrarrojo no dispersahle
(NDIR) para medir el CO; producido.

El equipo empleado, fue el Shimadzu TOC-5000 (Shimadzu Instruments,

Columbia, Maryland), el cual es un analizador elemental con capacidad de
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medicién independiente de carbono total (TC)}, carbono organico total
(TOC), y carbono inorganico (IC) en agua. Este equipo mide el CO;

producido por la combustion a altas temperaturas mediante la reaccion
descrita a continuacion:

Oxidacion de compuestos organicos -

CaHNOg + Oy --------- > aC0; + b/2H,O + cNO

Descomposicion de carbonatos

MeCO;  ---=-mns-- > CO; + MeO

Me = lon metdlico

Descomposicion de bicarbonatos

MeHCO,;  ---------- > CO; + 1/2Me0 + 1/2H;0

Me = Ion metélico

El equipo proporcicna picos angostos como resultado de la conversion
instantanea de todos los compuestos de carbén en CO, y emplea el drea dei
pico para llevar a cabo la cuantificacién.

Definiciones 12

TC: Carbono Total, es la suma del Carbono Organico y el Carbono
Inorganico,
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TOC: Carbono Organico Total, todas las formas de carbono orgénico
disuelto.en el agua.

IC: Carbono Inorganico, es el carbono proveniente de la disolucién de CO,,

HCO; y CO3* ambiental,

POC: Carbono Organico Purgable, componente dei Carbono Organico Total
(TOC) que se libera al purgar la muestra con aire comprimido.

NPQC: Carbono Orgdnico No Purgable, es el componente del Carbono

Organico Total (TOC) que no se libera al purgar la muestra con aire
comprimido.

Deben de realizarse consideraciones adicionales, como la cantidad de

carbono del agua, y qué compuestos orgdnicos volstiles se eliminarén con
la aereacidon, entre otras.

Funcionamiento del equipo

Medicién de TC (Carbono Total) **

El tubo de combustién de TC se llena con catalizador y se calienta a 680°C,
en tanto que el gas de transporte (aire purificado) se suministra dentro del
tubo después de que el flujo se ajusta a 150 mL/min por los controladores
de presidn y de flujo y se humedece por un humidificador.

Cuando la muestra se introduce dentro del tubo de combustidn TC via el

inyector de muestras (ASI-5000), el componente TC en ia muestra {(que
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comprende TOC y IC) se oxida por combustion hasta CO,. Et gas acarreador
transporta el producto de combustion {(CO;) hasta el vaso de reaccién IC
donde se enfria y seca por un deshumidificador, enseguida pasa a través
del Scrubber de haiogeno hacia la celda de muestra del detector de
infrarrojo no dlspersable (NDIR), donde el CO; se detecta. El NDIR produce
una sefial analdgica que genera un pico; el area del cual se calcula por un
procesador de datos. '

E! pico es proporcional a la concentracién de TC en la muestra. Si se genera
una curva de calibracién que relacione el drea del pico y la concentracion de
TC, a partir de una solucién estandar de TC, la concentracién en la muestra

podra ser deteminada. Este es un método estdndar experimental de
calibracién,

Carbono total = Carbono Organico Total + Carbono Inorganico

TC=TOC + IC

.=

Medicién de IC (Carbono Inorganico) !

El carbono en forma de carbonatos y bicarbonatos pueden ser medidas
como IC de la siguiente manera:

La muestra se introduce via el inyector de muestras (ASI-5000) dentro del
vaso de reaccién IC (que contiene acldo fosfdrico), a través del cual el gas
acarreador fluye en forma de diminutas burbujas. Solo el componente IC en
la muestra se descompone a la forma de CO; el cual se detecta al alcanzar
el NDIR. La concentracion de IC se determina en la misma forma que el TC,
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con excepcion de que se usa una curva de calibracién de IC para determinar
la concentracién en la muestra.

Medicién de TOC (Carbono Orgénico Totat) !

La concentracion de TOC puede determinarse por substraccién de la
concentracion de IC, obtenida como se describié antes en Medicidn de IC
(Carbono Inorgdnico) de la concentracién de TC obtenida como se describe
en Medicion de TC (Carbono Total). Esta sustraccién se realiza por el equipo
y se reporta come valor de TOC,

Carbono Orgéhico Total = Carbono Total - Carbone Inorgdanico

TOC = TC - IC
Medicion de NPOC (Carbono Organico No Purgable) !

La concentracién de TOC pued_e ser determinada directamente, usando otro
procedimiento. En este caso, la muestra se acidifica previamente y se
burbujea automadticamente con gas purificado para remover el IC que
contiene. La muestra se analiza para obtener la concentracién de TC como
se describe en la seccién Medicién de TC (Carbono Total). Este método
también es referido como el método de NPOC.,

NPOC es el total de carbono organico no volatil, debido a que éste no es

eliminado por evaporacién durante el proceso de burbujeo. Compuestos
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organicos volatiles tales como solventes orgdnicos, los cuales no son
realmente . solubles en agua, se eliminan de la muestra a temperatura
ambiente via burbujeo. El carbono organico que se evapora durante el
burbujec se llama POC (Carbono Organico Purgable). Es importante notar
que el burbujeo incrementa el tiempo de analisis en 2 minutos o mas por
muestra.

Carbono Orgdnico No Purgable = Carbono Organico Total - Carboneo
Purgable

NPOC = TOC - purgables

Resumiendo, es importante hacer notar que existen 2 formas de
determinar la cantidad de TOC en una muestra:

1) Por Diferencia (TOC = TC - IC)

2) Por Carbono Organico No Purgable (NPOC)
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EQUIPO SHIMADZU TOC-5000 !
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Esquema del equipo TOC 5000

Esquema del equipo Shimadzu TOC-5000.

Ventajas y Desventajas 1113

El andlisis de TOC ofrece algunas ventajas distintivas para la validacién de
limpieza a diferencia de los meétodos tradicionales. Las diferencias mas
significativas entre este método y los otros estdn en el area de costos y
capacidad de deteccién.
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TOC provee un método que es relativamente econdmico, rapido en el
tiempo de andlisis y bajo nivel de deteccién (ppm-ppb), debido a que
detecta residuos organicos, puede detectar activos, excipientes y residuos
de agentes de limpieza. Dado su rapido tiempo de analisis (3-5min), puede
ser aplicado al andlisis en linea. Finalmente, TOC provee una respuesta
inmediata para validacion y para monitoreo a bajo costo.

Entre las desventajas que presenta es que sélo se pueden analizar
compuestos solubles en agua. Es un método no especifico, lo cual se puede

ver tante como desventaja, com¢ ventaja, ya que es capaz de detectar
ademds del principic activo, excipientes y detergentes.

HPLC tiene muy buen nivel de deteccidn pero es costoso y los métodos
espectrofotométricos (UV) y por cromatografia de capa fina (TLC), son
métodos de bajo costo pero sacrifican los limites de deteccién,

De los métodos aplicados en las areas biofarmacéuticas, ELISA es un
método de alto costo y con alto requerimiento de tiempo. El método de
electroforesis (PAGE) es un método extremadamente sensible que ha sido
usado primariamente para la separacién de proteinas, estd basado en el

peso molecular y puede detectar proteinas contaminantes, aunque no de
forma especifica.
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VALIDACION DE METODOS ANALITICOS ™

No existe una metodologia Gnica para llevar a cabo la validacion de
métodos analiticos, sin embargo, todas buscan establecer mediante
estudios de laboratorio que un método proporcione datos confiables de
acuerdo al propdsito para el que se le emplea.

La FDA publicé una guia la validacion de procedimientos analiticos en marzo
de 1995, cuyo contenido fue preparado bajo los auspicios de {a Conferencia

Internacionat de Armonizacién (ICH) de Requerimientos para el Registro de
Medicamentos de Uso Humano.

La USP 23 en la seccién de pruebas generales, en el nimero <1225>,
establece 3 categorias de métodos analiticos: *

Categorfa I Analisis que tienen por objetive la cuantificacidon del (los)
componente (s) principal (es) de un farmaco, o ingredientes activos,
incluyendo conservadores, en producto terminado.

Categoria II Anilisis para la determinacién de impurezas en farmacos o
productos de degradacion en productos farmacéuticos terminados. Estos
incluyen analisis cuantitativos o pruebas limite,

Categoria III Analisis para determinar caracteristicas fisicas o
fisicoquimicas del principio active o de una forma de dosificacion, tales

como perfiles de disolucidn, tiempo de desintegracion, liberacion del
farmaco, etc.

Para cada una de estas categorias, se establecen diferentes parametros
requeridos para validar el método analitico, sin embargo, siempre se hace
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alusién a la necesidad que hay de que se examine cada método analitico
para determinar qué pardmetros deben evaluarse para validar dicho
método.

Parametros analiticos requeridos para la validacion de
métodos analiticos segln la USP 23 ¢

. Categoria | Categoria il Categorla Il
Paramelros analilicas a (cuantificacién de . ) . {caracteristicas del
evaluar principio activa) {cuantificacién) | (prueba limite) farmaco)
Precisidn Si Si No Si
Exactitud Si Si Posible Posible
Especificidad Si Sl Si Posibla
Limite de deteccion No No St Pasible
Limite de cuantificacidon No Si No Posible
Linealidad Si Sl No Posible
Intervalo Si Si Posible Posible
Robustez Si Si Si Posible

Cuadro 2.1

A continuacidén se presenta un cuadro comparativo de los pardmetros que
deben ser evaluados en un método analitico para cuantificacidn del principio
activo en un medicamento, segun diferentes fuentes reconocidas
internacionalmente'®:



Comparacion de los parametros analiticos requeridos

para la validacion de métodos analiticos segtn

diferentes fuentes reconocidas internacionalmente?®,

Parametro

GMP

FDA

USP

ICH

Exactitud

Reproducibilidad

Sensibilidad

Especificidad

XX

Linealidad

Precision

KX

Limite de deteccién

Limite de cuantificacion

Intervalo

b B B Bad Pad B pq P

Recobro

X

Robustez

X

o B B P d Pad B P

Cuadro 2.2

Definiciones de los parametros en una validacion:'®

Linealidad. Habilidad del método analitico para asegurar que los resuitados

analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de
una transformacién matemdtica bien definida, son proporcionales a la
concentracion de la sustancia dentro de un Intervalo determinado.

Intervalo. Estd definide por las concentraciones comprendida entre los

niveles de concentracidon superior e inferior de la sustancia (incluyendo

estos niveles), en el cual se ha demostrado que el metodo es preciso,

exacto vy lineal,
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Exactitud. Concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y el
valor de referencia. Se expresa como el porcentaje de recobro obtenido del

analisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de
la sustancia.

Precision. Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de
una mezcla homogénea del producto. Generalmente se expresa en términos
de Desviacion Estandar o del Coeficiente de Variacién,

Medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del método analitico
bajo condiciones normales de operacién,

Repetibilidad. Precision de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones Independientes realizadas
bajo las mismas condiciones (analista, tiempo, aparato, laboratorio, etc.).

Reproducibilidad. Precisién de un métedo analitico expresada como la
concordancia entre las determinaciones independientes realizadas bajo -
condiciones diferentes (diferentes analista, en diferentes dias, en el mismo
y /o diferentes laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes equipos,
etc.),

Limite de Deteccidon. Minima concentracién de una sustancia en una
muestra la cual puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada,
bajo las condiciones de operacién establecidas.




Limite de Cuantificacidon. Menor concentraciéon de una sustancia en una
muestra que puede ser determinada con precisién y exactitud aceptables
bajo condiciones de operacidn establecidas.

Especifidad. Habilidad de un método analitico para obtener una respuesta

debida unicamente a.la sustancia de intereés y no a otros componentes de la
muestra.

Tolerancia. Grado de reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos
por el anilisis de la misma muestra bajo modificaciones de las condiciones
normales de operacién, tales como diferentes termperaturas, lotes de
reactivos, columnas, sistemas de elucidn, tipos de empaque (soporte, fase
estacionaria, etc.), condiciones ambientales, etc.

Estabilidad de la Muestra. Propiedad de la muestra preparada para su
cuantificacion, de conservar su integridad fisicoquimica y la concentraciéon
de la sustancia de interés, después de almacenarse durante un tiempo
determinado bajo condiciones especificas.
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VALIDACION DE LIMPIEZA

Definicion 7

La validacion de limpieza en la industria farmacéutica es el proceso por el
cual se garantiza que los procedimientos de limpieza del equipo de
produccién reducen la cantidad de residuos a niveles aceptahbles.

Las sustancias pueden ser de productos anteriores o en general, de
sustancias extrafias. Ei objetivo que se busca con ésto, es asegurar que el

producto no se contaminard al entrar en contacto con el equipo de
fabricacion.

Para determinar si un equipo estd limpio es necesario definir la cantidad de
residuos que se permite encontrar, mediante un sistema analitico especifico
y con una técnica de muestreo determinada. Por tanto, es importante
establecer ciertos criterios para realizar la validacidon de un procedimiento
de limpieza.

La validacién de un procedimiento de limpieza requiere de definir: 7
o El objetivo de la prueba.

s Limites de aceptacion.

+ Procedimiento de muestreo y de prueba,

s Realizacién de un protocclo de validacién por escrito (basandose en los

requisitos regulatorios, en guias y criterios internacionales, y en criterios

cientificos que lo justifiquen).
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¢ Realizacidn de las pruebas de validacién.

s Reporte final de validacidn (que incluya el andlisis de los datos).

En el caso de la FDA establece que es necesario que: 18

« Exista un procedimiento general escrito y firmado sobre cémo se
validara el procedimiento de limpieza.

s Que el procedimiento de validacién de limpieza establezca quién es el
responsable de la realizacién y aprobacién del estudio de valldacion, el
criterio de aceptacion, y cuando se requerira la revalidacion.

s Protocolos de validacién escritos y firmados, de los estudios que seran
realizados en cada sistema o pieza del equipo, en los que se deben
establecer los procedimientos de iimpieza y los métodos analiticos,
incluyendo la sensibilidad de dichos métados.

+ Revision y firma de que los estudios de validacion se realizan de
acuerdo a los protocolos, y firma de los resultados de estos estudios.

+ Reporte final de validacion, el cual esté aprobado por el director y en el
que se establezca sl es o no valido el procedimiento de limpieza.

Ademas los datos que soporten la conclusidén de que los residuos se han
reducido a un “nivel aceptable”.

Para los métodos analiticos que se emplean en la validacion de métodos de
limpieza, la FDA pide que se determine la especificidad y la sensibilidad del
método analitico usado para determinar los residuos o contaminantes. 8
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Se debe retar el método analitico en combinacidn con el método de
muestreo usado, para demostrar, que los contaminantes pueden ser
recobrados de la superficie del equipo y a qué nivel,'®

La FDA no establece un grupo de especificaciones de aceptacion o métodos
para determinar si un proceso de limpieza estd validado. No es practico
para la FDA hacer ésto, debido a la variacion en el eguipo y productos
usados, a través de toda la fabricacién. Los limites deben ser establecidos
por las empresas, deben ser légicos y estar basados en e} conocimiento del

proceso de manufactura y de las sustancias empleadas, ademas deben ser
préacticos, factibles y verificables.

Es importante definir la sensibilidad del método analitico con base en limites

razonables. 18

Criterios de Aceptaciéon

Existen wvarios criterios de decisién para determinar si un equipo esta

“limpioc” 0 no lo estd. Se han publicado, entre otros: 19.1
a) criterio visbal (residucs no visibles)
b} criterio fijo de un maximo de 10 ppm de cualquier agente activo

c) criterio de un maximo de 1/1000 de la dosis diaria terapéutica normal

del agente més activo del producto fabricado inmediatamente antes
d) limite del producto subsecuente
e} limite de toxicidad y seguridad®®

f) limite por dosis y lote?®
"



g) limite farmacoldgico®®

h) limite de compatibilidad de procesos®

Sin embargo, el criteric empleado debe ser elegide por cada empresa, de
acuerdo a sus necesidades, conocimiento del proceso de manufactura, tipo de

productos fabricados, tamafio y tipo del equipo de fabricacién empleado, etc., y
deben ser précticos, factibles y verificables,

Tipos de Muestreo

Existen varios tipos de muestreos: 192

« Porraspado {tomando la muestra con un hisopo)

» Por adicion de una capa ligera de liquido, el cual se recolecta para
analizarlo

« Por recoleccién de la Gitima agua de enjuague

e Fabricacion de un placebo (en e! equipo después de haberse limpiado)

« Estudios de recobro

Nuevamente el tipo de muestreo que se escoja, depende de las
necesidades, conocimiento del proceso de manufactura, tamafio y tipo de

equipo de fabricacion empleado, etc. Ademas deben ser factibles y
practicos.
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Técnicas Analiticas Empleadas ComiGnmente

Se han empleado diferentes técnicas analiticas para llevar a cabo la

validacién de la limpieza de equipos; las mas usadas son:®?

+ HPLC

» Maediciones de pH

* Absorcion atémica

« Cromatografia de intercambio idnico
+ Espectrofotometria en UV

» Pruebas de ELISA

¢ Titulaciones

s Pruebas de conductividad

« Carbono organico total TOC
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Cuadro comparativo de técnicas empleadas para la
validacién de limpieza®!

METODO

VENTAJAS DESVENTAJAS
HPLC Alta especificidad Tiempo de analisis
Moderada a alta sensibilidad prelongado
Cuantitativo Costoso
TLC Alta especificidad Punto final visual

Moderada a alta sensibilidad
No costoso

No cuantitativo
Preparacion de muestra
prolongada

Espectrofotometria

Moderada a alta especificidad
Alta sensibilidad

No cuantitativo

T0C

Amplio espectro de aplicacién
Deteccion hasta niveles muy
bajos

Puede ser usado enlinea

Corto tiempo de andlisis

Minima preparacion de la muestra

No especifico
S6lo analitos solubles
en agua

ELISA

Especifico para analitos
biofarmacéuticos
Alta sensibilidad

Tiempo de analisis
prolongado

Muy costoso

Muy laberioso
Problemas con proteinas
desnaturalizadas

Electroforesis

Especlifico para analitos
bicfarmacéuticos
Alta sensibilidad

Muy costoso

Muy laborioso
Problemas con proteinas
desnaturalizadas
Tiempo de analisis

prolongado
pH Rapido No especifico
Bajo costo Sélo analitos solubles
Puede ser usado en linea en agua
Sélo se usa para agentes
de limpieza
Conductividad Rapido No especifico
Bajo costo Sensibilidad limitada

Puede ser usado en linea

Deteccién visual

Resultados inmediatos
Bueno para revision general

No cuantitativo

Subjetivo

Cuadro comparativo de las ventajas y desventajas que proveen las técricas
analiticas empleadas en la validacién de fimpieza.

Cuadro 2.3
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CAPITULO 3

PARTE EXPERIMENTAL

" CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE
ALTA RESOLUCION

DESARROLLO DEL METODO ANALITICO POR HPLC
PARA CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30%, PARA
VALIDACION DE LIMPIEZA DE EQUIPO DE
PRODUCCION

Se partid del antecedente del método de rutina para control de calidad del
producto, el cual consiste en:

Columna: Cartucho radial pBondapak C18 10 ¢m x 8 mm Waters.

Fase movil: Solucidn 0.07M de fosfato de potasio monobasico (pH 2.2+0.1).

' Flujo: 0.4 mL/min,
Vol, Iny.: 20 ul.
Deteccidn:- 215 nm.
Tiempo de retencion: 12.60 min.

Factor de coleo: no mas de 2.0.



NUmM. Platos tedricos: minimo 1000,

Resolucidn {L-carnitina: crotobetaina): no ménos de 2.0.

Sin embargo, este sistema da problemas, como son: lograr que los
cartuchos lleguen a un nivel de compresién adecuada, picos muy coleados,
y adicionaimente, los cartuchos estan por ser descontinuados.

Por estas razones, se busca desarrollar un métode en columna, ya que ésto
evita el problema de la compresidn en los cartuchos, el problema de

desabasto, ademas de que se pretende mejorar la forma del pico, llegando
a un sistema mas estable.

Debido a que la L-carnitina tiene una absorcién muy pobre en UV, se pensé
en ocupar un detector de indice de refraccién, que es un detector de tipo
universal para mejorar la respuesta.

Se hizo una revision bibliografica para encontrar sistemas ya desarrollados
para la separacion de L- carnitina, de los cuales, los mas relevantes fueron:

Propuesta 1"
Columna: uBondapak €18 300 x 3.9 mm, 10 uym

Fase movil: Solucién reguladora de fosfato de potasio monobasico 0.07M
(pH 2.2-2.3).

* Propuesta a partir del método en uso en Nysco de México SA. de C.V,
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Flujo: 0.4 mL/min
Temperatura: ambiente,

Detector: UV-215 nm

Propuesta 2!

Columna: pBondapak NH; 300 x 3.9 mm, 10 pm

Fase mdvil: ACN/Agua (700:300) + 5 mL de acetato de amonic 1M
Flujo: 1.5 mL/min

Temperatura: ambiente

Detector: Espectrofotometria de masas

Propuesta 3 *7
Columna; L1 ( C18 ) 3.9 mm x 30 cm, 10 um

Fase mdvil: 555 mg de 1-heptanosulfonato de sodio en 980 mL de solucion
reguladora de fosfatos 0.05 M pH 2.4 4+ 20 ml. MeOH

Flujo: 1.5 mb/min
Temperatura: ambiente.

Detector: UV-225 nm




Propuesta 4 *7

Columna: L8 { NH,) 300 x 3.9 mm, 10 um

Fase movil: ACN/Solucidn reguladora de fosfatos 0.05 M pH 4.7 {65:35)
Fiujo: 1 mL/min

Temperatura; ambiente.

Detector: UV-205 nm

Con los antecedentes ya mencionados se procedid a realizar diversas
pruebas que se reumen de la siguiente manera:

Se tratd de separar la L-carnitina en columnas de fase reversa, se probaron
distintos tipos de columnas, sin embargo se observd que no se retiene el
compuesto en columnas C18. En los siguientes dos cromatogramas se
muestra una de las pruebas realizadas con columna C18, en la cual se
colocaron en serie los detectores de UV e indice de refraccidn,
correspondiendo el primer cromatograma a la deteccién por UV vy el
segundo cromatograma a la detecclén por indice de refraccién. Es de notar
que se escogié mostrar este cromatograma entre otros, porque esta

columna C18 presenta caracteristicas de alta retencién debido en parte a su
elevada carga de carbono.
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Columna: YMC C-18 120A 250 x 4.6 mm, 5 um

Fase movil: MeOH/Solucion reguladera de fosfatos 0.07 M pH 2.2+0.05
(50:50)

Flujo: 0.4 mL/min

Temperatura: ambiente

Detector: UV-215 nm

Muestra: Solucion de estandar de L-carnitina [600 ug/mL]
Volumen de inyeccidn: 20 plL

Area: 844974

Factor de coleo: 1.8

Resolucion: 2.1

Eficiencia: 6648
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Columna; YMC C-18 120A 250 x 4.6 mm, 5 pm

Fase movil: MeQOH/ Solucion reguladora de fosfatos 0.07 M pH 2.2:0.05
(50:50)

Flujo: 0.4 mL/min

Temperatura: ambiente

Detector: Indice de refraccién

Muestra: Solucion de estandar de L-carnitina [600 ng/mL]
Volumen de inyeccién: 20 uL

Area: 844940

Factor de coleo: 2.2

Eficiencia: 3590
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Debido a2 que no hubo retencion en columnas C18 se prosigud a probar la
propuesta 2.

Se observdé que el sistema de la propuesta 2, logré separar los
componentes de la formulacion, sin embargo, el pico de L-carnitina se
presenta muy coleado, probablemente el pico del producto de degradacion
estd integrado a éste, v es el que le da ta forma coleada,

No se sigud trabajando en este sistema, debido a la experiencia en Nysco
de México S.A. de C.V. de que las columnas pBondapak NH; tienen una vida
atil muy corta, que no alcanza en ocasiones ni a soportar una validacion
completa. Esta vida Util tan corta lo hace un sistema inadecuadc para
metodos de andlisis de rutina.

En los siguientes 2 cromatogramas se muestran los resultados obtenidos
con este sistema. Se emplearon los detectores de UV e IR en serie, asi, el
primer cromatograma corresponde a la deteccién por UV y el segundo
cromatograma a la deteccién por indice de refraccién de la misma prueba.
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Columna: pBondapak NH, 300 x 3.9 mm, 10 pm

Fase movil: ACN/Agua (700:300) + 5 mL de acetato de amonio 1 M

Flujo: 1.5 mL/min
Temperatura: ambiente

Detector: UV-215 nm

Muestra: Dilucidn de producto. L-carnitina [2400 pg/mL]

Volumen de inyeccidn: 20 ub

Area: 474230
Factor de coleo: 2.4

Eficiencia: 3082
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Columna: pBondapak NH; 300 x 3.9 mm, 10 um

Fase movil: ACN/Agua (700:300) + S mL Acetato de amonio 1 M
Flujo: 1.5 mL/min

Temperatura: ambiente

Detector: Indice de refraccién

Muestra: Dilucién de producto. L-carnitina [2400 ug/mL]
Volumen de inyeccion: 20 ul

Area: 188582

Factor de coleo: 1.8

Eficiencia: 2968



Sabiendo que las columnas C18 tlenen una vida utit mas larga, se busco
desarrollar el método en el sjstema de la propuesta 3, que implica el
empleo de una columna C18 y par idnico: heptano sulfonato de sodio. Se
realizd la prueba en un tipo de columna diferente al reportado en la
referencia de la propuesta 3 por disponibilidad de material.

La detecciéon se ralizd nuevamente con los detectores de UV e indice de
refraccién en serie. Los resultados de la prueba se muestran en los dos
siguientes cromatogramas, donde el primero corresponde a la deteccién por
UV v el sequndo a la deteccidén por indice de refraccidn.

Como se observd que Ja respuesta en UV era mds grande para
concentraciones bajas de L-carnitina que en indice de refraccién, se decidié
que la deteccion seria por UV,
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Columna: Ultrasphere ODS 250 x 4.6 mm, 5 um

Fase movil: Solucién reguladora de fosfatos 0.05 M pH 2.4 £ 0.05
+ 1-heptano sulfonato de sodio (0.00275 M) / MeOH ({98:2)

Flujo: 1.5 mL/min

Temperatura: ambiente

Detector: UV-215nm

Muestra: Solucion de estéandar de L-carnitina [1000 pug/mL]

Volumen de inyeccidon: 20 uL

Area: 168485
Factor de coleo: 2.0

Eficiencia: 4745
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Columna: Ultrasphere QDS 250 x 4.6 mm, 5 ym

Fase mavil: Solucidn reguladora de fosfatos 0.05 M pH 2.4 + .05
+ 1-heptano sulfonato de sodio (0.00275 M) / MeOH (98:2)

Flujo: 1.5 mL/min

Temperatura: ambiente

Detector: Indice de refraccién

Muestra: Solucion de estdndar de L-carnitina [1000 ug}mL}
Volumen de inyeccién: 20 ulL

Area: 63215

Factor de coleo: 1.8

Eficiencia: 4294
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Debido a que la resolucidén entre L-carnitina y su producto de degradacion
no era muy buena, (y a que modificaciones en la temperatura, pH, vy
proporcidn de {a fase mévil no lograban ayudar a aumentarla) se procedio a
aumentar la longitud de la cadena del par idnico, empledndose el
octanosulfonato de sodio, para buscar mayor retencidn de los compuestos.

El resultado fue el esperado, la resolucién entre los picos se considerd
suficlente. Al iniciar con la pruebas previas a la validacién, se observé que
el sistema iba perdiendo retencién, disminuyéndose los tiempos de
retencién. Por esta razdn, se tuvo que buscar otro sistema.

A continuacién se muestra un cromatograma con los tiempos iniciales de
retencidén obtenidos con este sistema.
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Columna: pBondapak C-18 300 x 3.9 mm, 10 um

Fase movil: Solucion reguladora de fosfatos 0.075 M pH 2.4 + 0.05
1-octanc sulfonato de sodio (0.00275M)

Flujo: 1 mL/min

Temperatura: ambiente

Detector: UV-215 nm

Muestra: Solucion de estandar de L-carnitina [300¢ pg/mL]
Volumen de inyeccién: 10 ul

Area: 39736

Factor de coleo: 1.3

Resolucion: 3.3

Eficiencia: 7102
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Se consigud otra columna C18 mas estable para montar el mismo sistema
con octano sulfonato de sodio, una columna Polaris (C18 250 mm x 3.9mm
Sum), pero esta columna se comportd de manera muy diferente y no

lograba separar los picos de L-carnitina y su producto se degradacidn. Por
tanto, se busco otra alternativa.

Finalmente se consiguié una columna amino mucho mas estable que la
uBondapak NH,, en la que se montd la propuesta 4, haciéndosele algunas
modificaciones para lograr mejores resultados para los fines especificos de

validacién de limpieza, quedando como se observa en el siguiente
cromatograma.

Una vez hallado un sistema estable, capaz de retener y separar la L-
carnitina, se prosigué a determinar el tipo y tiempo de agitacién, y nimero
de hisopo necesarios para realizar el raspado y extraccién de las muestras,
para comenzar asi, |a validacién del método.
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Columna: GROM-SIL 120 AMINO-2 PA (NH;) 150 x4 mm, 5 um

Fase movil; ACN/Solucién reguladora de fosfatos 0.05 M pH 4.7 £ 0.05
{(65:35)

Flujo: 1 mL/min

Temperatura: amblente

Detector: UV-200 nm

Muestra: Solucion de estandar de L-carnitina [300 pg/mL]
Volumen de inyeccidn: 10 ul

Area: 119480

Factor de colec: 1.4

Resolucidn: 2.4

Eficiencia: 3411




Determinacion del tipo de agitacién:

Para determinar las condiciones 6ptimas para realizar un recobrd del
principio activo, se realizan pruebas para determinar cantidad de
hisopos, tipo y tiempo de agitacion. Debido a que se tiene el
antecedente de las condiciones empleadas para TOC, las cuales
consisten en raspar con un hisopo y agitar manualmente, se decide
probar la agitacidon manual Unicamente, y probar que numero de

hisopos se requieren,
Criterio de aceptacion

Porcentaje de Recobro mayor o igual al 85.0%

DESARRGLLO OEL METODG ANALITICO POR HPLC PARA LA VALIDACION DE LIMFIEZA DE EQUIPOS DE
FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %

Descripclén: Para determinar el tipo y tiempo de agitacién necesarios para obtener recobros
aceptables, se prueban las conditiones de agitacidn manual 50 repeticiones y raspado
con une y dos hisopos.

Metodologia:  Se cargan las placas, y se raspan con uno o dos hisopos segun corresponda,
a los cuales, se les adiciona 150 pL de agua antes de raspar. El o los hisopos se depositan
en un vial y se les retira el mango; sa agregan 10 mL de agua, se tapan y se agitan,

1a solucidn se filtra con acrodicos de 0.45 pm.

Concentracion Concentracion Porcantaia de
Condicidn tedrica ug L- Respuesta |experimenlal pg Rec ob’r "
carnitina/mL L-carnitina/mL
Agitacién Esta prueba no se realizé porque después de raspar con un hisopo
manual 50 todavia se alcanzaban a ver residucs en la placa.
repeticiones 1
hisopo
Agitacion 207.05 108560 295.62 98.52
manual 50 207.05 108517 292.81 88.57 -
repeticiones 2 297.05 1068705 287,92 $8.83 X =88.3%
hisopcs CVe=1.3%

Criterio de aceptacién;

Conclusion:

El método se realizara con agitacidn manual (50 repaticiones), y con 2 hisopos,

Porciento de racobro mayor o igual a 85.0%
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PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO
ANALITICO POR HPLC PARA CARDISPAN
SOLUCION ORAL AL 30% PARA VALIDACION DE
LIMPIEZA?

« Objetivo:

Validar un método analitico para !a determinacién de L-Carnitina en
Cardispan Solucién Oral al 30% para fines de validacién de fimpieza de
equipos de produccion de dicho medicamento,

« Producto:

Nombre: Cardispan Solucién Oral al 30%

Activo: L-carnitina

Forma Farmacéutica: Solucién Oral

Lote: OE1559 y 0J1746

Fecha de Fabricacion: 26 Mayo 2000 y 20 Noviembre 2000

respectivamente.

Contenido de L-carnitina: 30 g/100 mL

+ Antecedentes:

El intervalo de trabajo para la validacion serd idealmente el equivalente al
limite calculado mediante los célculos del peor de los casos (ver descripcion

en ta misma seccion de antecedentes en la validacion del método por TOC,
ver pag. 91) calcuiado comao sigue:
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Considerando que en TOC el limite es 10 ppm de C y que el carbono que se
. cuantifica no proviene Unicamente de la L-carnitina sino de toda la
formulacién de cardispan solucidn oral; se relaciona la cantidad de L-
carnitina en {a formulacién con la cantidad de carbono en la misma,

30,000,600 nug L-carnitina/100 mi ------ 20398.3 mg de C/100 mL
lo que equivale a,

300,000 ug L-carnitina/mL ------ 203983 ppm de C

de donde,

10ppmdeC = 14.71 mg L-carnitina/mL

Sin embargo, experimentzlmente se ha visto que la respuesta de L-
" carnitina en el método a validar, es pequefia, por tanto, el intervalo de
trabajo estard determinado por los niveles que el mismo método permita
trabajar con exactitud y precision aceptable.

Ya que éste compuesto absorbe poco en UV, se establecid la longitud de
onda a ia que absorbiera mds, la cual fue lo mds baja posible, a 200 nm,
por tanto, es necesario tener en cuenta estas condiciones para el
procésamiento y analisis de los datos. '

Equipos utilizados en la fabricacién de cardispdn solucién oral:
7 Tanques de acero inoxidable

1 Tanque vidriado

4 Bombas

2 Agitadores de propelas marinas

2 Llenadoras

1 Agitador fijo con soporte



» Sumario de ila metodologia

El método de muestreo empleado 'es el raspado de superficie
{Ver apéndice 1}.

La técnica empleada es HPLC con deteccidn UV.

+ Instrumentacion y equipo
Balanza analitica Sartorius BP3015
Bafio de ultrasonido Bransonic modelo 8510
Bomba Waters modelo 590
Bomba Waters modelo 515
Detector Waters modelo 2487 de onda variable
Detector Waters modefo 996 de arreglo de diodos
Automuestreador Waters modelo 717 plus
Degasificador Metachem modelo 6324
Médulo controlador de bombas
Computadora Dell Optiplex GX110 modelo MMP (M32W3) B26F601
Manitor Dell Trinitron modelo p780
Mouse Microsoft Intellimouse modelo 1.2 APS/2

Teclado Dell Quietkey modelo SK-8000
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e Descripcién de configuracién
Programa de manejo Millenium.32’

Nivel de ruido para la integracion de los picos, entre 120-130.

* Accesorios y suministros

Acrodiscos Target NYLON 0.45 um

Papel parafilm

Jeringas de 10mL

PTFE Septum

Hisopos (large alpha swab) TX 714 A Texwipe

Frascos vi.ales de vidrio de aprox. 60 mkL de capacidad
Microjeringa de capacidad de 100-1000 Ly 10 ul

Viales de vidrio de 2 mL con tapa

Reactivos
« Disolventes

Acetonitrilo HPLC Caledon y Burdick & Jackson

Agua HPLC

+ Reactivos
Fosfato monobasico de potasio R.A, J.T, Baker

Hidréxido de Potasio R.A. J.T. Baker



Acido fosférico R.A. 1.T. Baker

Estandar de trabajo de L-carnitina

+« Preparacion de reactivos
Solucién de acido fosférico (3:1)

Mezclar tres volUmenes de agua con un volumen de acido fosfarico.

Solucidén 1N de hidréxido de potasio

Pesar 5.6 g de hidréxido de potasio y llevarlo a un volumen de 100mL.

Solucidon reguladora de fosfatos 0.05 M

Pesar 6.805g de fosfatos monobdsico de potasio y disolverios en
1000mL de agua grado HPLC.

Preparacion de fase mdévil, estandares y muestras

Consideraciones;
Contenido de L-carnitina del producto: 30 g/100 mL

La carnitina es muy higroscdpica, por lo que hay que tomar las
precauciones pertinentes al pesar el estandar.
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a) Fase movil

Mezclar 65 parte$ de acetonitrilo grado HPLC con 35 partes de solucidn ”
reguladora de fosfatos 0.05 M. Cada componente de la mezcla debe ser

filtrado por membrana de 0.45 um por separado previamente a realizar

la mezcla. Es importante medir exactamente los volimenes a mezclar

después de filtrada cada solucién. Ajustar la mezcla 2 pH 4.7 = 0.05

con acido fosforico. Degasificar con ultrasonido 10 min.

b) Solucidn estdndar

Pesar aproximadamente y con exactitud 15 mg de estdndar de trabajo
de L-carnitina, colocar en un matraz volumétrico de 50 mL. Disolver y
llevar a velumen con agua HPLC y mezclar. Filtrar la solucion con
acrodiscos de membrana 0.45 pm. Concentraciéon aprox. 300 pg/ml.

Para cada prueba preparar 2 soluciones de referencia (Solucidn STD 1y
2).

¢) Solucidn muestra

La toma de la muestra se realiza por raspado de superficie (ver
APENDICE 1) utilizando 2 hisopos, a cada uno de los cuales se le
adiciona 150 pl de agua HPLC. El volumen de extraccidn es de 10 mL.
La agitacién es manual con 50 repeticiones. Los frascos viales deben ser

de capacidad aproximada de 60 mL. Filtrar la solucién con acrodiscos de
membrana 0.45 um.




Condiciones de operacién
Columna: Crom-Sil 120 Amino PA Sum
Velocidad del flujo: 1.0 mL/min
Volumen de inyeccion: 10 ul

Tlempo de analisis: 8 min

Procedimientos

» Adecuabilidad del Sistema 3

1) Realizar 4 inyecciones de la solucidn estandar 1,
2) Realizar 3 Inyecciones de la solucion estandar 2.

3) Calcular el coeficiente de variacién de los datos obtenidos para cada
solucién. El criterio aceptacion: no debe ser mayor al 2 % por cada
solucion estandar.

4) Calcular el factor de recobro de la solucidn estandar 1 mediante la
siguiente formula:

Astor fAstoz X Wepa /Werpy X 100

En donde: Agrp; = Area bajo la curva que forma el pico del estandar 1

Acrpa Area bajo la curva que forma el plco del estandar 2
Werp; = Cantidad pesada para preparar la soluctdén estandar 1
Wgrp; = Cantidad pesada para preparar la solucién estandar 2

El criterio de aceptacion: el factor de recobro de la solucién estandar i
debe estar comprendido entre 97 a 103%. Si el factor de recobro no
cumple, es necesario preparar un tercer estdndar.
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» Secuencia de analisis

1. Linealidad del Sistema. .

Preparar una curva de calibracion con 5 puntos que cubra el intervalo
que sera utilizado en la validacion, a partir de una misma solucién Stock

estandar de L-carnitina,

Preparar 3 soluciones por cada nivel e inyectar una vez cada una.

2. Precision del Sistema,

Preparar una solucidn de L-carnitina que entre dentro del intervalo
evaluado para la linealidad de! método e inyectar & veces esa misma
solucién.”

3. Limite de Deteccién.

Preparar una curva de calibracion con estandar de L-carnitina que cubra
el intervalo que se considere esté cercano al umbral de deteccién del
sistema para este principio active. '

Preparar 3 soluciones por cada nivel e inyectar una vez cada una.

" Se realizé en 2 niveles (nivel 1 y 4), debido a! interés de ver su comportamiento a la
concentracion mas baja y un un nivel intermedio del intervalo de trabajo.
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4, Linealidad el Método,

Preparar una curva de calibracién con 5 puntos que cubra el intervalo
que serd utilizado en la validacion, a partir de una misma solucién Stock
preparada con estandar y placebo.

Cargar 3 placas por cada nivel, realizando a cada una el procedimiento
de muestreo y extracciéon. Inyectar una vez cada muestra.

5. Exactitud del Método.

Cargar con placebo cargado 6 placas de un mismo nivel; realizar el
raspado, extraccldon y lectura de cada muestra.

6. Limite de Cuantificacion.

Preparar una curva de calibracion a partir de estandar y placebo, que

cubra el intervalo en el que se espere se encuentre el limite de
cuantificacion.

Cargar 3 placas por cada nivel, realizando a cada una el procedimiento
de muestreo y extraccidn., Inyectar una vez cada muestra.

7. Reproducibilidad del Método.

Realizar el raspado, la preparacion y el andlisis de las muestras de 3
placas, cada uno de dos analistas. Repetir ésto en 2 dias diferentes para
verificar la reproducibilidad del método.
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8. Especificidad

Preparar 3 placas: una con placebo para’que sea el blanco, una con
muestra de producto y una de estandar de L-carnitina. Posteriormente
realizar el raspado, extracciéon y analisis de las muestras determinando
su angulo de pureza y angulo de ruido.

9. Estabilidad de la muestra en solucion.

Cargar 3 placas por cada tiempo de analisis. Realizar el raspado, la
extraccion y la preparacion de cada muestra. Analizar {as muestras a las

0, 4, y 8 horas después de su preparacién. Mantener a temperatura
ambiente, protegidas de la luz.

10. Estabilidad de la muestra en el hisopo.

Cargar 3 placas por cada tiempo de analisis. Realizar el raspado de cada
una. Realizar la extraccién y preparacidn de la muestra justo antes de
analizar la muestra. Analizar las muestras a las 0, 4, 8, 24 vy 48 horas
después de que las muestras hayan sido recobradas de las placas con
los hisopos. Mantener a temperatura ambiente, protegidas de la fuz.

11. Tolerancia

Cargar 3 placas por cada condicidn. El parametro a probar serd
tentativamente la proporcion de la fase movil.

Nota: Para cada analisis, excepto especificidad, se cuantificara con la
preparacion de 2 estandares, realizandose la adecuabilidad del sistema

antes de realizar la prueba y se finalizard con una inyeccién de estandar
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2 para tener el mismo numero de inyecciones de estandar 1 y estandar
2.

Caiculos

pg L-carnitina/mL = Amta x FV x Pstd x 10000 x 100
Astd 50 1200

En donde:

Amta = Area de la muestra

Astd = Area del estandar

FV = Factor de valoracién

Pstd = Peso del estandar

1200 es la cantidad teérica de ng de L-carnitina en la muestra

El resto de los factores son valores de dilucidn

Limites de aceptacioén.
1. Linealidad del sistema
Criterio de aceptacién

CV menor o igual al 6.0%

r? mayor o igual a 0.9800
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2. Precision del Sistema
Criterio de aceptacion

CV menor o igual a 6.0%

3. Limite de Deteccion

Tres veces la sefal de ruido

4. Linealidad det Método

Criterio de aceptacidn

Por ciento de recobro entre 90.0-110.0%

CV menor o igual a 8.0% para cada nivel y de todo el intervalo
r? mayor o Igual a 0.9800

m aproximadamente 1

b aproximadamente cero

5. Exactitud det Método
Criterio de aceptacion
Por ciento de recobro entre 90.0-110.0%

CV menor o igual a 8.0%
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6. Limite de Cuantificacion

Criterio de aceptacion

Por ciento de recobro entre 90.0-110.0%
CV menor o igual a 8.0%

r’mayor o igual a 0.9800

7. Reproducibilidad
Criterio de aceptacién

CV por cada analista y el global mencor o igual a 8.0%

8. Especificidad
Criterio de aceptacion

El placebo no debe presentar respuesta al tiempo de retencion del
principio activo.

Angulo de pureza menor a angulo de ruido (ver Apéndice II).

9, Estabilidad de la muestra en solucidn
Criterio de aceptacion

El valor promedio de la magnitud del factor 1 debe estar entre
97.0 -103.0%

El factor I se obtiene dividiendo el porcentaje de recobro encontrado en
cada periodo de tiempo entre el porcentaje de recobro inicial de cada

solucion muestra multiplicado por 100.
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10. Estabilidad de la muestra en el hisopo
Criterio de aceptacion

El valor promedio de la magnitud del factor I debe estar entre
7.0 -103.0%

El factor I se obtiene dividiendo el promedio de los porcentajes de
recobro obtenidos para un periodo de tiembo entre el promedio de los

porcentajes de recobro encotrados en el tiempo cero multiplicado por
100."

11. Teolerancia

Criterio de aceptacion

La diferencia entre el por clento de recobro de la condicién normal y de
la condicién modificada debe ser menor o igual al 2.0%

Aprobacion

Analista Directora Técnica
Carla Cervantes Camacho Isabel Dominguez Sudrez
Fecha; A< '-c2-74 Fecha: <¢cr- €377

" Se detenmina [a | del promedio de los datos porque 1a mugstras son diferentes en cada
periodo de tiempo.
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LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA DE EQUIPOS DE
FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 20 %
ETAPA: LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA
Intervalo a evaluar: 71-298 ;g L-carnitina/mL
Metodologia: Ver protocelo de (s Validacion
Preparacion 150.3 mg de L-carnitina { F. val 0.9907} =a llavaren a 250 mL con agua HPLC,
de la sol. stock: asi la concentracidn de la solucién stock a8 595.61 (g L-carnitinafmL.
LINEALIDAD DEL SISTEMA
: VOLUMEN |[Ceoncentracidn de
nwver | AUSYOTA | piucion | Loamima | RESPUESTA | FACTOR
{mL) {ug/mt)
71.47 20629 3 46E-D3
1 [ 50 71.47 23283 2.07E-03
71.47 22266 3.21E-03
119.12 40834 2.92E-03
2 10 50 118.12 43062 2.77E-03
119.12 35255 3.03E-03
178.68 60437 2.96E-03
3 15 50 178.68 62745 2.85E-03
178.68 60403 2.96E-03
238.24 82235 2.90E-03
4 20 50 238,24 83679 2.85E-03
238,24 78432 3.00E-03
| 297,80 106972 2.95E-03
5 25 &0 297 .80 102890 2.88E-03
297,80 102010 2.92E-03
Criterio de aceptacién: CV menor o gual 3 6.0% Cv = 5.6%
* mayor o igual & 0.9800 = 08971
PRECISION DEL SISTEMA
CONCENTRACION: 71.47 pg L-carnitina/mt
RESPUESTA Citerio de acaptacion
22586
25164 CV menor o igual a8 6.0%
22238 _
21888 X= 23303
23283
24658 Cv= 5.7%

4l intervalo de trabajo para el sistema se establecio en su limite inferior con la equivalencia
de 10 ppm de C (TOC) a concentracidn de L-camitina (44.71 pg L-camitina/mL) y el
antecedente de una prueba previa a la validacién, en la que se observaba que el limite de
deteccion estéba alrededor de este nivel. Dado que el limite de cuantificacién es mayor al de
deteccion se considerd que alrededor de 70 pg Lcamitina /mL seria una concentracidn que
abarcaria todo el infervalo posible de trabajo. El limite superior se propuso amplio, a la mitad
de la concentracidn que se emplea para el analisis de producto terminado.
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LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA DE
EQUIPOS DE FABRICAGION DE CARDISPAN SOLUGION ORAL AL 20 %

ETAPA: LINEALIDAD ¥ PRECISION DEL SISTEMA
PRECISION DEL SISTEMA
CONCENTRACION: 236.24 ng L-carnitina/mL
RESPUESTA Citerlo de aceptacitn
83584
85656 CV menor o igual 2 6.0%
81660 -
85944 X= 34438
83904
85870 cvs  2.0%
LINEALIDAD DEL SISTEMA
EN HPLC PARA L-CARNITINA
120.0
- 100.0
£ % 80.0 {
w
2 & 600
&3
20.0
00 T T T T T

00 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
CONCENTRACION DE L-CARNITINA (pg/mL)

Conclusion:  EJ sistema es lineal con una * = 0.9971y un CV=56%
El sistema es preciso a un nivel de 71.47 yg/ml conun CV= 5.7% y a un nivel
de 238.24 ,g/mL con un CV=2.0%.




LIMITE DE DETECCION

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA VALIDAGION DE UIMPIEZA DE EQUIPOS DE

ETAPA:

FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCIGN ORAL AL 30 %
LIMITE DE DETECCION

Intervalo a avaluar:

30-90 pg L-camitina/m.

Metodologia: Ver protocolo de la Validacion
Preparacién 75.2 mg de L-camitina { F.val. 0.9907} se llevaron a 250 mb con agua HPLC, asi la
de lasol. stock:  concentracidn de la solucion stock es 258.00 pg L-camitina/mL.
LIMITE DE DETECCION
aveL | Adcuora ‘[’NOLLUU&“(ES Concentracién de L| RESPUESTA | FACTOR
{mL) i) camitina (pg/mL) {dreas) {conclarea)
29.80 11580 2.49E-03
1 5 50 29.80 9484 J.14E-03
28.80 8808 3.38E-03
44.70 14342 312EQ3
2 15 100 44.70 16148 27703
44.70 13590 3.20E-03
59.60 19976 2.98E-03
3 10 50 59.60 20840 2.86E-03
59.60 21264 2.80E03
74,50 24749 3.01E-03
4 25 160 74.50 24741 I.01E-03
74.50 22312 3.34E-03
89.40 32024 2.79E-03
5 15 50 88.40 30719 2.81E-03
89.40 R<Lyy | 267E-03
cv= 85%
A= 09647
UMITE DE DETECCION DEL SISTEMA
i HPLC PARA L-CARMITINA
| w
350 j
| xgxo
& E 0 H
' E 200
d s 150
E; 100 :
50
i 00 + r
00 100 0 W0 400 500 600 7L 800 900 1000
CONCENTRACION DE L-CARNITINA (pg/mL}
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LIMITE DE DETECCION

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA VALICACION DE LIMPIEZA DE EQUIFQS DE
FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %

ETAPA:  UMITE DE DETECCION

Intarvalo a evaluar: 30-60 pg L-carnitina/mi_
Concentracion .
L ALTURA ALTURA
NIVEL RUIDO de Lcamifina RELATIVA | /RUIDO
pg/mL.
1.2 29.80 2.8 2.33
1 1.2 29,80 22 1,83
1.2 29.80 2.5 2.08
1.6 44.70 35 2.19
2 1.3 44.70 3.7 2.85
1.2 44.70 3.7 3.08
1.0 59.60 4.7 4.70
3 1.2 58.60 4.6 3.83
1.2 59.60 4.9 4,08
NIVEL DE
RUIDO 1.23
PROMEDIO m= 00749
LIMITE DE b= 0212
DETECCICN = 369 = 46 A= 09672
(3 RUIDO) pg L-camitina/mL
LiIMITE DE DETECCION DEL SISTEMA
HPLC PARA L-CARNITINA
8.0
« 501
>
, 3 40
@& 3.0 .
§ 204 *
[ .
CRTE
0.0 : :
00 100 200 300 400 500 80.0 700
CONCENTRACION DE L-CARNITINA {pg/mL)

Conclusidn:  El limite de deteccion se calculé por el método grafico y regresion lineal de los
datos obtenidos, con el criterio: el limite de deteccidn es 3 veces la sefial de
ruido. E! imite de deteccidn del sistema es 46 pg L-camitina/ml,




LINEALIDAD Y EXACTITUD DEL METODO

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA DE EQUIPOS DE
FABRICAGION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %
ETAPA: LINEALIDAL Y EXACTITUD DEL METODO
Intervalo evaluado: 118-297 pg L-camitinafml
Metodologia: Ve protocolo da validadidn
LINEALIDAD DEL METODO
Conzentracion Concentracion ,
NIVEL tedicadel- | Respuesta | experimentalde- | "oceriale de
camitina pg/mlL camitina pg/mlL
297.05 109560 295.62 99.52
4 287.05 108517 292.81 58.57 -
297.05 106705 287.92 56.93 X= 98.34%
CV=133%
237.64 82904 223.70 94,13
2 237.64 85592 230.85 97.18 _
237.64 86822 234.27 98.58 X= 9663%
Cv=235%
178.23 65397 176.46 99.01
3 178,23 64644 174.43 97.87 _
178.23 68330 184.54 103.54 X= 100.14%
CV=209%
118.82 43240 116.67 58,19
4 118.82 47210 127.39 107.21 _
118.82 43741 118.02 99.33 X= 101.58%
CV = 4.84%
Criterios de aceptacitn: X entre 80.0-110.0% X prom = 99.2%
# mayor oiguat a 0.8800 09542
CV menor o igual al 8.0% 4%
EXACTITUD DEL METODC m aprox, 1 m= 08518
b aprox. cero b= 7.3300
CONCENTRACION: 118.12 g L-camitina/mL
C , Concentracion
tedrica d:" Respuestp | ZPerimenialds|  Procentajede  ciiterios de aceptacién:
L-camitina pig/mL L-camitina Racobro -
pg/mL X entre 90.0-110.0%
115.12 45937 126.31 106.04 CV menor o igual a 8.0%
119.12 48027 129.31 108,50 -
119.12 48518 130.57 109.61 X= 108.0%
119.12 48580 130.74 109.75
119,12 465043 123.91 104.02 Cvs 22%
118142 48535 130.75 109.76

M para el sistena se trabajé un intervalo suficientemente amplio como para cubrir las
necesidades de la validacién de [fimpieza, sin embargo, al deteminar ei limite de
cuantificacidn, el intervalo de trabajo se redujo, por eso se cbserva diferencia entre el intervalo
trabajado para el sistema y el intervalo trabajado para el método.
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LINEALIDAD Y EXACTITUD DEL METODO

VALIGACION DEL METODO ANALITICC POR HPLC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA DE EQUIPCS DE
FABRICACION DE CARDISFAN SOLUCION ORAL AL 30%

ETAPA: LINEALIDAD Y EXACTITUD DEL METCOO

Intervalo avaluadao: - 119-297 pg L-camitina/mi

LINEALIDAD DEL METODO POR HPLC

PARA L-CARNITINA EN
CARDISPAN SCLUCION ORAL
350.0 5
300.0
© o
£o E 2500
== O
& 2 = 2000
£g g
3£ & 150.0 4
c g £
3% § 1000
- 50.0
0.0 T T T T
00 - 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Concentracién tedrica
de L-camnitina (pug/mb)

Condusion: B método es lineal con un porcentaje de recobro de 99.2%
@ =0.9942, M= 0.9548, b = 7.3300 y CViyorm = 3.4%
Bl método es exacto con un porcentaje de recobro de 108.0% y Cva 2.2% a
un nivel de 119.12 rmg L-camitina/mL

&0



LIMITE DE CUANTIFICACION

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA VALIDACION DE LIMPUEZA DE EQUIPOS DE
FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30%

ETAPA: LIMTE DE CUANTIFICACION

Intervalo evaluado:

Metodologia:  Ver protocolo de validacion

71-297 pg L-camitina/mL

LIMITE DE CQUANTIFICACICXN
Concentracion Concentracion !
NIVEL teoricadel- | Respuesta | experimentaldel. | rocoridede
camitina pg/mL camitng gL, | 10000
297.05 109560 295.62 99.52
1 207.05 708517 292.61 9857 | _
RT05 106705 58792 %03 = 98.34%
CV=12%%
237.64 82004 253,70 94.13
5 23764 85502 230,95 97.18
237.64 85822 AT 5858 | X= 96.63%
CV=235%
178.23 65397 176.46 99.01
3 178.23 B4644 17443 w87 | _
178.23 68390 164.53 10853 | X =100.14%
oV =29%%
118,82 43240 11667 98.19
4 118.82 47210 127.39 0721 |
118.82 43741 118.03 03| X= 101.58%
OV =4.84%
71.29 25151 87.86 9519
5 71.28 2622 61.04 8562 | _
71.28 21913 59.13 8294 | X= 87.92%
OV =7.3%
Critesios de aceptacion X entre 50.0-110.0% X prom = 96.9%
Por cada nivel y en todo * mayor oigual a 0.9800 0.9345
¢l intervalo. CVmenor o igual al 8.0% 6.2%
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LIMITE DE CUANTIFICACION

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA DE
EQUIPCS DE FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %

ETAPA: LIMITE DE CUANTIFICACION

Intervalo evaluado:  71-297 pg L-camitina/mL

Concentracién

LIMITE DE CUANTIFICACION DEL METODO POR
HPLC PARA L-CARNITINA EN

CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30%
350.0

g B
[== B =

[\*]
s
o

experimental de
L-carnitina (ug/mL}

T il

00 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Concentracion tedrica
de L-carnitina (rg/mL}

Condusion: Bl nivel minimo que presenta un recobro aceptable es el que tiene una
concentracién aproximada de 119 pg L-camitina/ml..
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REPRODUCIBILIDAD

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA VALIDAGION DE LIMPIEZA DE EQUIPOS DE
FABRICACHON DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %

ETAPA: REPRODUCIBILIDAD

Metodologia:  Ver protocolo de validacion

Concentracion Concentracion .
teoicadel- | Respesta | exparimentaidel. [ Porcentalede
camitina pg/mL camitina pg/ml Recoby
120.00 44896 116.21 98.84%
A1D1 120.00 44428 115.00 $5.83%
120.00 40743 105,46 B87.88%
Cv=5.25%
120.00 39752 111.40 92.83%
A2 120.00 41288 115.70 96.42%
120.00 40880 14.56 95.47%
CV=1.96%
120.00 37062 102.25 85.21%
2201 120.00 38182 105.35 B7.75%
120.00 39898 110.08 91.73%
CV=3T72%
120,00 40628 111.23 92.60%
AZTR 120.00 41787 114.41 95. 4%
120.00 37571 102.86 85.72%
CV =545%
ANALISTA 1 ANALISTA 2
BB BEoT%
DIA1 95.83% 87.7%
B87.88% 91.73%
92.83% 92.69%
DiA 2 06.42% 95.34%
95.47% 85.72%
Promedio 94.21% 89.75%
TV (n=6} 3.61% 4.58%
Promedio 92.0%
CV (n=12) 4.7%
Criterios de aceptacion CV menor aigual al 8.0%y Xprom entre 80.0-110.0%

Condusion; E) método es reproducible con un CV global = 4.7%y
un porcentaje de recobro promedio de 92.0%
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA OE EQUIPQOS
DE FASRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %

ETAPA; ESPECIFICIDAD

Metodologia:  Ver protocolo de validacién

Angulo de Angulo de
pureza ruido

PLACEBO Sin respuesta
ESTANDAR 1.316 1.731

PLACEBO

CARGADO 2.162 5.552
PRODUCTO
TERMINADO 2.743 3.799

Criterios de aceptacidn: El placebo no debe presentar respuesta en el tiempo
de retencion de principio activo

Angulo de pureza menor a angulo de ruido

Conclusion: El método es especifico para L-camitina.
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN SOLUCION

VALIDAGION DEL METODO ANALITICO POR HPLC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA DE
EQUIPOS DE FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %

ETAPA:

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN SOLUCION

Metodologfa:  Ver protocolo de validacién

Las muestras y las soluciones estandar se almacenaron en viales de vidrio,
pretegidos de 1a luz a temperatura ambiente.

ESTABILIDAD DE LA SOLUCION ESTANDAR

. Cancentracion
Periodo de Cioegﬁe;t(r;clﬁ n Resouesta experimental de| Porcentaje de
tiempo carmiting pa/mL P L-carnitina Recobro
wo/ pg/ml,
oh 308.00 120004 319.24 103.65%
308.00 115775 297.16 96.48%
24 h 306.00 117842 319.45 103.72%
308.00 113700 308.22 100.07%
ESTANDARES
Inicial 24h
1 103.65% 103.72%
96.48% 100.07%
X= 100.07% 101.90%
= 5.07% 2.53%
Iy 100.07%
I 103.72%
I= 101.9%
V= 2.5%
Criterio de aceptacién; El valor promedic de I debe estar
entre 97.0y 103.0%
Conclusién: La solucion estandar es estable durante 24 h a temperatura

ambiente y protegida de lajuz.

a8



ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN SOLUCION

VALIDACION DEL METODO ANALITICC POR HPLC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA DE EQUIPOS
DE FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %

ETAPA:

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN SOLUCION

Metodologia:

Ver protocolo de validacién
Las muestras y las soluciones estandar se almacenaron en viales de vidrio,
protegidos de 12 luz a temperatura ambiente.

ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS EN SOLUCION
. Concentracidn Concentracidn .
Piir;?_:o:e tedrica de L- Respuesta | experimental de L- Po;::é\;?%de
P carmnitina pg/mL camitina pg/mL 4
120.00 47499 124.32 103.60%
oh 120.00 47520 124 37 103.64%
120.00 46043 120.50 100.42%
CV =1.80%
120.00 45016 122.56 102.13%
4h 120.00 45099 12278 102.32%
120.00 45258 123.32 102.77%
CV=0.32%
120.00 42642 117.31 97.76%
8h 120.00 43932 120.85 100.71%
120.00 42189 115.06 96.72%
CV =2 10%
MUESTRAS
Inicial 4 h Bh
1 103.60% 102.13% 97.76%
2 103.64% 102.32% 100.71%
3 100.42% 102.77% 96.72%
X = 102.55% 102.41% 98.40%
cvs 1.80% 0.32% 2.10%
Iy 98.58% 94.36%
I 98.73% 97.17%
Iy 102.34% 96.32%
1= 99.9% 96.0%
Cv= 21% 1.5%

Criterio de aceptacion:

Conclusidn;

El valor promedio de I debe estar entre 7.0 y 103.0%

ta solucién de la muestra es estable por lo menos 4 h, a temperatura
ambiente y protegida de la luz.
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN EL HISOPO

VALIDACION DEL METQODO ANALITICO POR HPLC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA DE
EQUIPQS DE FABRICACION DE CARDISFAN SOLUCION ORAL AL 30 %

ETAPA: ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN EL HISOPO

Metodologia:  Ver protocolo de validacidn

Las muestras se almacenaron en viales de vidrio tapados,
protegidos de la luz a temperatura ambiente.

ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS EN EL HISOPO

Periodo de Conc:entracibn Cor!centracidn Porcentaje de
tiempo tedrica de L- Respuesta | experimental de L- Recobro
carnitina pg/mL carnitina pg/mL
120.00 44595 123.91 103.26%
oh 120.00 43365 120.48 100.41%
120.00 44279 123.04 102.53%
CV =1.45%
120.00 45544 125.77 104.81%
4h 120.00 43198 119.29 99.41%
120.00 44243 122.18 101.82%
CV=265%
120.00 42674 118.72 98.93%
8h 120.00 43093 119.88 99.90%
120.00 44073 122.60 102.17%
Cv=1.66%
120,00 43512 120.56 100.47%
24 h 120.00 41825 115.90 96.58%
120.00 43603 120.83 100.69%
CV = 2.33%
MUESTRAS
Iniciat 4h 8h 24 h
1 103.26% 104.81% 98.93% 100.47%
2 100.41% 89.41% 99.90% 96.58%
3 102 .53% 101.82% 102.17% 100.69%
= 102.07% 102.01% 100.33% 99.25%
CV= 1.45% 2.65% 1.66% 2.33%
I 99.9% 98.3% 96.2%
Criterio de aceptacion: el valor de | debe estar entre 97.0 y 103.0%
Conclusion; La muestra en el hisopo es estable por 1o menos 8 h a temperatura

ambiente y protegidos de la luz.
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TOLERANCIA

VALIDATION DEL METODO ANALITICO POR RPLL PARA LA VALIDACION DE LUMPIEZA DE EQKAFOS DE FABRICACICN DE
CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %

ETAPA: TOLERANCIA
Metodologia: Ver profocolo de validacion
TOLERANCIA
Concentracion Concerdracion ied
CONDICION tecrica da L- Respuesta | experimental da L, | "Fm"ﬂ"
camitina ug/mb camitina pgmlL
Condicidn 1 120.00 124278 127.84 106,53%
ACN/ Sdludén 120.00 124974 128,56 107.13% |
reguiadora de 120.00 126104 129.71 108.05%
fosfaios 0.05 M
633N
Nomd 120.00 121544 125,14 104.25% |
ACN Sdluditn 120.00 122472 126.08 105.07%
raguiadora de 120,00 121166 12476 | 10397% |
fostatos 0.05 M
{65:35)
Condicion 2 120.00 117582 124,10 103.42%
ACN Solugion 120.00 118181 124.74 103.95%
requiadora da 120,00 118878 12547 104.56% _|
fosfatos 0.05 M
(67:33)
conpicitn | Erciencia | E( e E.‘n'c') OoN COLED RECOBRC | RESOLUCION
Condician 1
ACN Solucidn
reguadora de 3258 351 13 107.25% 11
fosfatos 0.05 M
(63:37)
Norrral
ACN Sclucién
reguladora de 3226 435 13 104.44% 1.7
fosfatos 0.05 M
{65:35)
Condicidn 2
ACN Solucion
reguladora da 3452 493 13 103.98% 15
fosfalos 005 M
(67:33)
Criterio da aceptacon:

La diferencia entre &l porcentaje de recobro de la condicidn narmal y de |a condicidn
modificada debe ser menor o igus d 2.0%

Condusitn: B sistema es toferante para la condicidn 2 pero no para la condcidn 1.
B aumento en & porcentaje da recobro en la condicion 1 es14 generado
pox fa péncida de resalucidn entre los picos.

281%

0.46%
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RECOI?ILACION DE RESULTADOS PARA LA
VALIDACION DEL METODO ANALiTICO POR HPLC
PARA CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30%

Se realizaron pruebas en 10 columnas diferentes, probandc 8 sistemas
iniciales y diversas modificaciones parciales (el resumen de las pruebas
realizadas se encuentra en la seccion de Desarrollo del método por HPLC,
pp. 44-59}, siendo el resultado de estas pruebas el sistema evaluado en la

validacion y del que se derivan los siguientes resultados.
El sistema cumple con los parametros de adecuabilidad.

1. El sistema es lineal con * = 0.9971, CV = 5.6%, y es preciso a un nivel
de 71.47 pg/mL con CV = 5.7%, y a un nivel de 238.24 ug/mL con CV =
2.0%

2. El limite de deteccidn, determinado por método grafico y regresidn lineal
es de 46 ng/mL.

3. El método es lineal en el intervalo entre 118.82 ng/mlL y 297.05 pg/mL
con r’ = 0.9942, m = 0.9518, b = 7.3300, CVyepa= 3.4% y un porcentaje
de recobro de 99.2%, y es exacto a un nivel de 119,12 ug/mL con un
recobro de 108.0% y CV = 2.2%

4. El limite de cuantificacién del método es de aprox. 119 pg/mL

5. El método es reproducible para 2 analistas en dias diferentes, con un CV

global = 4.7% y un valor de recobro promedio de 92.0%.

6. El método es especifico.
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7. La soluciéon estdndar es estable por lo menos 24 h a temperatura
ambiente y portegida de la luz con un factor I promedio de 101.9%, vy la
muestra una vez preparada para su analisis es estable por lo menos 4h a

temperatura ambiente y protegida de la luz con un factor I promedio de
99.9%.

8. La muestra en el hisopo es estable por lo menos 8h con un factor I de
98.3%.

9. El método no es tolerante en la preparacion de la fase mavil, se requiere
mezclar los volimenes exactos.

Conclusioén:

El método no cuantifica a las concentraciones que se requieren para que
pueda ser empleado en la validacién de limpieza.”

" Es de notar que aunque desde las primeras etapas de esta validacién, concretamente al
determinar el limite de cuantificacién, queda de manera evidenle gue este método no es
capaz de cuantificar las concentraciones requeridas para fines de validacion de limpieza. Sin
embargo, se prosiguié con la validacion para verificar la confiabilidad de los resultados
obtenidos y del métoda en si, con el interés de emplearlo para andlisis de rutina en producto
terminado y materia prima.

Aungue no se logré un métado por HPLC que fuera suficientements sensible para fines de
limpieza, no s& considera un intento fallido porque precisamente, era uno de los objetivos del
trabajo evidenciar las posbilidades que nos brnda cada técnica (HPLC y TOC), vy los
resuttados muestran las dificutades que reporta la técnica de HPLC para un pincipic activo
con las caracteristicas de la L-camitina.

Sin embargo, con ésto no se descaria la posibilidad de hallar un método adecuado para la
validacién de limpieza por HPLC, pero sl se evidencla que se requerird de otros recursos mas
sofisticados y de mayor costo para trabajar en dicha meta.
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DETERMINACION DE CAREBONO
ORGANICO TOTAL

DESARROLLO DEL METODO ANALITICO POR TOC
PARA CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30%, PARA
VALIDACION DE LIMPIEZA DE EQUIPO DE
PRODUCCION

- Determinacién del tipo de agitacidn vy el tiempo de burbujeo:

Cargar los hisopos con una cantidad de cardispan que equivalga al nivel
del 100%, colocarios en viales y retirar el mango de éstos; agregar 30
mL de agua y agitar, retirar la cabeza del hisopo y agregar 100 ul de
solucion 2N HCl. Mediante este procedimiento se prueban las
condiciones de: agitacion (manual y en vortex por 1, 2 y 3 minutos) y
de tiempo de burbujeo (2 y 4 minutos), para determinar las condiclones
gue permiten un mejor recobro. Cada condicidn por triplicado y un
blanco.

Criterio de aceptacion

Porcentaje de Recobro mayor ¢ igual al 60.0%



DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

DESBARAOLLO OEL METODO ANALITICO POR TOC PARA LA VALIDACIGN DE LIMPIEZA OE

Cantidad
Adicionada |“°728 9% Cantiga
de Carbono Recuperada | % Recobro
Muesira en ppm de mup?;_lra;:" an ppm de Tedrico
Csa;flax)r;? Carbono carbono
_ MAUBSIFas CON agilacion manual {20 rep YCionos)

K 1020 | 1152 |_ 1026 100.55%
4minde _ M2 10.20 11.60 10.34 101.37%
burbujeo _ M3 10.20 11.55 10.29 100.88%

““[Promedio de
las muastras
Beco 1.26 100.95%
_ C.V. 0.35%

_ Musestras con 1 minuto de agitacidn en vértex

M1 [ fo20 [ 1148 | 1002 | 8824w __

M2 10.20 11.20 9.74 95.,49%

M3 10.20 11.45 9.89 97.94%

Promedio de
las muastras
Bco 1.48 97.22%
L c.v. 1.56%
- Muasiras con 2 minutos de agitacidén en vériex

M1 10.20 11.78 10.43 102.25%

M2 10.20 11.87 10.31 101.08%

M3 10.20 11.83 10.47 102.65%

Promedio de
las muasiras
Bco 1.36 101.99%
C.V. 0.50%
. Muestras con 3 minutos de agitacidn en vortax

M1 10.20 12.88 11.23 110.10%

M2 10.20 13.30 11.65 114.22%

M3 10.20 14.18 12.83 122.84%

Promedio de
las muestras
Bco 1.65 115.72%
C.v, 5.62%
Muestras con agitacién manual {30 repeaticiones)

M1 10.20 11.93 11.18 108.61%
2min de M2 10.20 12.18 11.41 111.86%
burbujeo M3 10.20 11.93 11.18 109.61%

Promedio de
ias muestras
vl _Beo, |..075 | 110.36%
C.V. 1.18%

Criterio de aceptacion:

Canclusidn:

Porcentaje de recobro mayor o igual al 60.0%

Todas las condicionas de andlisis probadas dan recobros

aceptables, sin ambargo, para disminuir el tiempo da analisis se eligan las

de menortiampo y mas 8

imples.

Asi, el motodo se realizard con agitacidn manual (30 sepaticionas), y un
tiempo de burbujed de 2 min.

N £ aumento de los porcentajes de recobro conforme se aumenta 1a agitacion, se cree que
se debe a la incomporacidn de CO,.
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR TOC
PARA CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30%

PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO
ANALITICO POR TOC PARA CARDISPAN
SOLUCION ORAL AL 30%, PARA VALIDACION
DE LIMPIEZA DE EQUIPOS DE PRODUCCION?

¢ Objetivo:

Validar un método analitico para la determinacidon de carbono organico total
para cardispan solucidn oral al 30% para fines de validacion de limpieza.

+ Producto:

Nombre: Cardispan Solucidn Oral al 30%
Activo: L-carnitina

Forma Farmacéutica: Solucién Oral

Lote: OE1559

Fecha de Fabricacidn: 26 Mayo 2000

Contenido de Carbono: 20398.3 mg/100 mL

« Antecedentes:

Los criterios de aceptacidon se calcularon para cada uno de los equipos de
fabricacién de la solucidén de cardispan solucion oral, tomando en cuenta los

productos que se fabrican en cada uno de ellos, y empleando el método de
“el peor de los casos”.**
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La eleccién del peor de los casos, de acuerdo a la politica de limpieza de
Nysco de México S.A. de C.V., es la combinacidn de los datos de la dosis
minima diaria dei producto que tenga la DLy mas pequefia del grupo de
productos fabricados en el equipo por un factor de seguridad (0.001) entre
la dosis maxima diaria mas grande en unidades de dosis, por el tamafio de
lote mas pequefio del grupo de productos (mg), entre el drea superficial del
equipo {cm?), que entra en contacto con el producto. Por Gltimo, ésto se
multiplica por el drea que se muestrea con el hisopo {(cm?) entre el volumen
(mL) de dilucién. Se transforma a ppm de carbono/muestreo multiplicando
por el porcentaje de contenido de carbono en el principio activo de DLsy mas
pequefia entre 100.%

Férmulas:

Limite en el producto subsecuente.
L1 ug de principio activo/mg o mL = [(0.001)*DM]/DMD

{0.001) = Factor de seguridad

DM = Dosis minima diaria del peor de los casos del grupo de productos que
se fabrican en el equipo (mg de principlo activo) .

DMD = Dosis maxima diaria mas grande del grupo de productos {mg)

Limite por area superficial.
L2 pg/cm® = (L1 * TL) / AS
TL = Tamaiio de lote mas pequefio del grupo de productos (mg)

AS = Area superficial del equipo en contacto con los porductos {cm?)
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Limite en la muestra analizada.
L3 ug/g o mL (ppm}) = (L2 * AM} /D
AM = Area que se muestrea con el hispo

D = Dilucidn de la muestra antes del analisis (mL)

Transformacion de ppm de producto por muestreo a ppm de carbongo por
muestreo.

ppm de carbono / muestreo = (L3 * CCF) / 100

CCF = Contenido de carbono en porcentaje en el principio activo del peor de
los casos.,

Los calculos estan basados en la férmula de limite de producto subsecuente

de Validated Cleaning Technologies for Pharmaceutical Manufacturing por
. Destin A. LeBlanc, pag., 138. Sin embargo, los criterios calculados dieron en
todos los casos, valores superiores a 10 ppm, por tanto, por bolitlca de la
empresa se asumid como criteric de aceptacién 10 ppm. Para equipos en
donde no se puede muestrear por raspadae en superficle, se determinara por .
agua de enjuague, tomando 10 ppm como criterioc de aceptacién, sin
realizar calculos.

Equipos de produccion:

7 Tanques de acero [noxidable
1 Tanque vidriado

4 Bombas

2 Agitadores de propelas marinas
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2 Ulenadoras

1 Agitador fijo con scporte

+ Sumario de la metodologia

El método de muestreo empleado es el raspado de superficie (Ver apéndice

1). El método analitico cuantifica carbono organico no purgable.

Para la cuantificacion de carbono, se considera el contenido de carbono en
la formulacion, para esta finalidad es relevante mencionar qgue se considera
50% el contenido de carbono del sabor cereza roja AMX-02888 debido a
gue no se cuenta con el dato real.

Para los calculos se tomara en cuenta el porcentaje de recobro.

+ Instrumentacion y equipo
Analizador ~-TOC 5000 A Shimadzu
Balanza analitica Sartorius BP301 S
Procesador Dell Optiplex

Monitor Spectrum 4Vn

Generador de gas Whatman

Impresora Hewlett Packard Deskjet 670C

¢ Descripciéon de configuracién

Ver condiciones de trabajo
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*» Accesorios y suministros

Papel Parafilm

Hisopos (large alpha swab) TX714 A Texwipe
Papel aluminio

Microjeringa 100-1000 pL

Reactivos
» Disolventes
Agua con bajo contenido de carbono

Acido clorhidrico RA 1.T. Baker

* Reactivos
Estandar de trabajo de sacarosa anhidra

Estdndar de trabajo de 1,4-benzoquinona

» Preparacion de reactivos

a) Solucidén 2N de acido clorhidrico

Transferir 17 mL de acido clorhidrico a un matraz volumétrico de

100mL, mezclar y llevar a volumen con agua con bajo contenido de
carbono.
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b) Preparacion de la solucidn stock se sacarosa.

El estdndar de'sacarosa debe secarse a 105°C por tres horas antes de
Su Uso.

Pesar aproximadamente y con exactitud 15 mg de estdndar de sacarosa
y transferirlos a un matraz de 250 mi, llevar a volumen con agua con
bajo contenido de carbono, agitar.

c) Preparacidn de {a solucién estandar de sacarosa (500 ppb de C):

De la solucion stock de sacarosa, transferir 2 mL a un matraz

volumétrico de 100 mL. Llevar a volumen con agua con bajo contenido
de carbono y mezclar. '

d) Preparacién de la solucion stock de 1,4-benzoquinona

Pesar aproximadamente y con exactitud 18.7 mg de estandar de 1,4-
benzoquinona y transferirlos a un matraz de 250 mL, llevar a voiumen
con agua con bajo contenido de carbono, agitar.

e) Preparacion de la soluclén estandar de 1,4-Benzoquinona (500 ppb
de C):

De la solucidn stock de 1,4-Benzoquinona, transferir 2 mb a un matraz
volumétrico de 200 mL. Llevar a volumen con agua con bajo contenido
de carbono y mezclar,

mm




¢ Preparacion de estandares y muestras

a) Preparacién de la solucion Patron A:

Transferir 5 mL de cardispan solucidén oral al 30% a un matraz volumeétrico

de 100 mL, llevar a volumen con agua con bajo contenido de carbono,
agitar. ‘

b) Preparacion de la sclucién Patron B:

Transferir 10 mL de la solucién patrén A a un matraz volumétrico de 50 mL,
llevar a volumen con agua con bajo contenide de carbono, agitar.

¢) Preparacion de la solucién Patron C:

Transferir S mL de la solucidén patron A a un matraz volumétrico de 50 mt,
llevar a volumen con agua con bajo contenido de carbono, agitar.

d) Preparacion de la solucién Patrén D:

Transferir 15 mL de la solucién patrén A a un matraz volumétrico de 50 mL,

llevar a volumen con agua con bajo contenido de carbono, agitar.

¢+ Condiciones de operacién

1. Calibracldn y adecuabilidad del sistema vigentes.

2. Tipo de analisis: NPOC (Carbono Organico No Purgable)
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3. Rango: 1

4, "NUmero de inyecciones: 3

5. NUmero maximo de inyecciones: 5

6. SD max: 200

7. CV max: 2.0%

8. Tiempo de burbujeo: 2 minutos

9. Adicién de solucion 2N de HCl: 100pL de manera manual
10. NUmero de enjuagues: 2

El 100% para la validacion del método es: 10 ppm.

Contenidd de carbono del producto: 20398.3 mg de carbono/100 mi de
" producto

Volumen de aplicacién en las placas: 0.15 mL
Volumen de extraccion de la muestra: 30 mL

Placas de acero inoxidable

« Procedimientos
» Adecuabilidad del sistema

Realizar las lecturas de la soluclon estdndar de Sacarosa y la solucién
estdndar se 1,4-Benzoquinona y un blanco,

Calcular e} por ciento de eficiencia de acuerdo a la siguiente formuta:

Porciento de eficiencia de oxidacién = (EB - BA) / {ES - BA) x 100
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BA = Lectura del blanco
ES = Lectura de |d solucidn estandar de sacarosa

EB = Lectura de la solucién estdndar de 1,4-benzoquinona

*» Método de Muestreo: por raspado de superficie ver Apéndice I

* Preparacion de la solucién muestra (extraccién)
1. Colocar el hisopo con la muestra en un vial.

2. Agregar al vial 30 mk de agua con bajo contenido de carbono.

3. Tapar el vial con papel alumunio.
4. Agitar las muestras manualmente (30 repeticiones).

5. Retirar la cabeza del hisopo.

6. Agragar 100 pL de solucién 2N de HCI.

o Procedimientos de la pruebas de la validacién

1. Linealidad del Sistema.

Preparar una curva de calibracién con 5 puntos que cubra el intervalo de
5 a 15 ppm de C, a partir de una misma solucién stock de sacarosa. La
sacarosa debe secarse previamente durante 3h a 105°C,

Leer 1a curva en el equipo inyectando cada punto por triplicado.
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2. Precisién del Sistema,

A partir de la misma solucién stock dé sacarosa utilizada para linealidad
del sistema, preparar una solucién con la misma concentracién que se

tomara como 100% para el método que se va a validar. Inyectar 6
veces la solucidn.

3. Linealidad el Método.

Para cada una de las soluciones patrén C, By D (50%, 100% y 150%)
cargar 3 placas con 150 uL cada una, con su respective blanco-placa por

cada solucién. Realizar el raspado, extraccién y lectura de cada
muestra.

4, Precision del Método.

Cargar 6 placas con 150 uL de la solucién patron B y un blanco-placa;
realizar el raspado, extraccién y lectura de cada muestra.

5. Reproducibilidad del Método.

Realizar el raspado, la preparacién vy el analisis de las muestras de 3
placas y un blanco, cada uno de dos analistas. Repetir ésto en 2 dias
diferentes para verificar la reproducibilidad del métedo. Las placas
deben cargarse con 150 plL de la solucidn patrén B.

6. Estabilidad de 1a muestra en solucidn.

Cargar directamente los hisopos con 150 pL de la solucién patrén B y
colocar cada hisopo en un vial. Adicicnar 30 mL de agua con bajo
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contenido de carbono, agitar, retirar el hisopo y tapar perfectamente.
Preparar 3 muestras y su blanco por cada tiempo de andlisis, los cuales
seran a las 0, 4, y 8 horas después de su preparaclén. Mantener a
temperatura ambiente, en viales transparentes, tapados.

7. Estabilidad de la muestra en el hisopo.

Cargar directamente los hisopos con 150 uL de la solucién patrén B.
Colocar cada hisopo dentro de un vial, retirar el mango de los hisopos v
tapar perfectamente. Analizar 3 muestras y un blanco en cada tiempo
de andlisis, a las 0, 8, 12 y 48 horas, realizando la extraccién con
adicibn de 30 mL de agqua con bajo contenido de carbono
inmediatamente antes de su andlisis. Mantener a temperatura
ambiente, en viales transparentes, tapados.

+ Céalculos

Calcular el contenido de carbono de las muestras de acuerdo a las
siguientes férmulas:;

Factor de Recobro (Fr) = Porcentaje de recobro de linealidad
del método/ 100

Cantidad recuperada (Cr) = Respuesta de la muestra - blanco

Cantidad ajustada (Ca) Ca=—
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E! factor de recobro se determina a partir de los recobros registrados en
Linealidad del método. .

Calculos para la preparacion de las soluciones:
Preparacién de la Solucidn Patrén A:
Alicuota: 5 mL de cardispan solucién oral al 30%

Llevar a volunien: 100 mL con agua con bajo contenido de TOC

Alicuota (mL)* mg de carbono/100 mL

— - m de C
Volumen de la solucion patrén (L)
5 mL*20398.3 mg de carbono
=10199.15 ppm de C
100 mL*0.1 L b
Nivel de 50% (5 ppm)
Solucién patrén C
Allcuota de !a solucidn patron A: 5mL
Llevar a volumen 50 mL con agua con
bajo TOC
Volumen de la solucién patrén C por hisopo 0.15 mL

Volumen de extraccion de la muestra: 30 mL
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5mL*10199.15 ug de carbono/mL*0.15 mL

D L ¥30 mL =5.10 ppmde C

Nivel de 100% (10 ppm)

Solucién patrén B

Alicuota de la solucion patrén A: 10 mL

Llevar a volumen 50 mL con agua con
bajo TOC

Volumen de la solucién patrén B por hisopo 0.15 mL

Volumen de extraccién de la muestra: 30mL

10 mL* 10199.1556:2?3*;53??310/)”15 *0.15mL ~10.20 ppm de C

Nivel de 150% (15 ppm)

Solucién patrén D

Alicuota de la solucién patrén A: 15 mL

Lievar a volumen 50 mt con agua con
bajo TOC

* Volumen de |a solucién patrén D por hisopo 0.15mL

Volumen de extraccién de la muestra: 30 mL
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15mL*10199.15 ug de carbono/mL*0.15 mL
50mL*30mL '

=15.30 ppm de C

* Limites de aceptacién.
1. Adecuabilidad del Sistema.
Criterio de aceptacién

El porciento de eficiencla de oxidacién no debe ser menor al 85.0% y no
debe ser mayor al 115.0%

2. Linealidad del Sistema.
Criterio de aceptacién

r* mayor o igual a 0.9900

3, Precisién del Sistema.
Criterio de aceptacién

CV menor o Igual a 7.0%

4. Linealidad del Método.
Criterio de aceptacién
Concentraclén vs respuesta r2 mayor o igual a 0.9900

m aproximadamente de 1
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b aproximadamente de cero

CV del factor de respuesta menor o igual a 10.0%

5. Precision del Método.
Criterio de aceptacién

CV del factor de respuesta menor o fgual a 10.0%

6. Reproducibilidad del Método.
Criterio de aceptacién

CV menor o igual a 10.0%

7. Estabilidad de la muestra en solucién.
Criterio de aceptacion
El valor del factor I debe se estar entre 90.0-110.0%.

El factor 1 se obtiene dividiendo el promedio de los porcentajes de
recobro obtenidos para un periodo de tiempo entre el promedio de los
porcentajes de recobro al tlempo cer?)multipllcando por 100.°

" Se determina ia | del promedio de los datos porque la muestras son diferentes en cada
periodo qe tiempo.
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8. Estabilidad de la muestra en el hisopo.

Criterto de aceptacién

El valor promedio de la magnitud del factor I debe se estar entre 90.0-
110.0%.

El factor I se obtiene dividiendo el promedio de los porcentajes de
recobro obtenidos para un periodo de tiempo entre el promedio de los
porcentajes de recobro al tlempo cero muiltiplicando por 100.”

Aprobacién
Ll D
s — 7
Analista Directora Técnica
Carla Cervantes Camacho Isabel Dominguez Sudrez
Fecha: Z¢c¢ -12-¢¥ Fecha: <c¢rr -7°0%

" Se determina la | del promedio de los datos porgue 1a muestras son diferentes en cada
periode de tiempo.
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LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR TOC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA DE EQUIPOS
DE FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %
ETAPA: LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA
Intervalo a evaluar: 0-20 ppmde C
Preparacion 15.1 mg de sacarosa se llevaron a 250 mlL con agua
delasol.stock: conbajo TOC, (Factor de contenido de C de la
sacarosa 0.421), asl la concentracién de la solucion
stock es 25.43 ppmde C.
LINEALIDAD DEL SISTEMA
, VOLUMEN
ALICUOTA CONCENTRACION DE
NIVEL L) Dl L(L;\CLI)ON CARBONO (g/mL) RESPUESTA
1 g 0 0 1758
2 2 100 0.51 1905
3 4 100 1.02 2472
4 5 25 5.09 9339
5 10 25 10,17 18425
6 15 25 15.26 26091
7 20 25 20.34 32564
Criterio de aceptacion
? mayor o igual a 0.9900 ¢ =0.0972
PRECISION DEL SISTEMA
CONCENTRACION: 5.08 ppmde C
RESPUESTA Citerio de aceptacion
10539
9544 CV menor oigual a 7.0%
9260 B
9560 X= 9650
9443
9552 Cv= 4.7%
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LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA

VALIDAGION DEL METODO ANALITICO POR TOG PARA LA VALIDACICN DE LIMPIEZA DE EQUIPOS

DE FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 20 %

ETAPA: UINEALICAD ¥ FRECISION DEL SISTEMA
Intervalo evaluado: 0-20ppmdeC
LINEALIDAD DEL SISTEMA
TOC CON SACAROSA
40.0
35.0 -
30.0 ~
i< 8 250
0 E
g g 20.0 . s
Eg 15.0
10.0 1
5.0 1
0.0 T N ¥ T T T 1
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0

CONCENTRACION DE CARBONO (ug/mL)

Condlusion:  El sistema es lineal con una 1 = 0.9972
El sistema es preciso con un CV=4.7% en un nivel de 5.09 ppmde C
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ADECUABILIDAD DEL SISTEMA.

VALIDAGION DEL METODO ANALITICO POR TOC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA D EQUIPOS DE
FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %

Adacuatiidad del sistema

Metodologia: Ver protocolo de la validacién.

Proparacion de la 15.1 mg de sacarosa se llevaron a 250 mL con agua con bajo TOC,
solucidn stock de (Factor de contenido de C de la sacarosa 0.421), asf la concentracion
sacarcsa; da la solucadn stock es de 254284 ppbde C.

Proparacién de la 2. de la solucidn stock de sacarosa se levaron a 100 mL con agua
solucion estindar con bajo TOC, asl 1a concentracién de esta solucion es 508.6 ppb de C.
da sacarosa;

Preparacién de la 18.8 mg de 1,4-benzoarinona se levaron a 250 ml con agua con bajo TOC,
solucion stock de {Factor de conterido de C da la 1,4-benzoquinona 0,667), asi la concentracion
14-benzoquinona; dala solucion stock es de 501584 ppb de C,

Preparacion de la 2 L de ia solucion stock de 1,4-benzoquinona se llevaron a 200 mi. con agua
solucidn esténdar con bajo TOC, asf la concentracitn de esta solucidn es 501.6 ppbde C.
do 1,4-benzoquinonat

Contioad Cantidad
MUESTRA  |adicionada ppb Rﬁp‘d‘:"’g P eaperada
dC ppbdeC
Banco 00 %64
Sacarea 5066 1068.0 7598
[1 4-berzoquinona £01.6 10080 7006

PORCENTAJE DE EFICIENCIA DE OXIDACION = 1 4-benzoquinona / sacarosa x 100 = 104.1%

Criterio de aceptacién:
No menos de 85.0%y no més da 115.0%

Conciusién: El sisterma cumple con el ariterio de adecuabilidad
con un porcentaje de eficiencia de teddacién de 104.1%
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LINEALIDAD Y PRECISION DEL METODO

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR TOC PARA LA VALIDAGION DE UMPEZA DE EQUIPOS DE FABRICACION DE

CARDISPAN SOLUCIGN ORAL AL 30 %
ETAPA: LINEALIDAD Y PRECISION DEL METODO
Intervalo evatuado: 5.10-15.30 ppmde C

Metodologla:  Ver protacolo de validacin

LINEALIDAD DEL METODO
aver | OO | o cvesta | SRR | o taje g | CONidad Astada )
% Adicionada ppm de C Recobro con prom. % de racuperack
ppmde C ppmde C Recobro
5.10 6.53 527 103.33% 4.85 95.10%
50 5.10 8.72 5.46 107.06% 5.03 98.63%
Ei0 [X:5] 555 K| 100.20%%
Heo 126 Y =267% |
10.20 11.85 10.78 105.69% 9.93 97.35%
400 10.20 12.33 11.28 110.35% 10.37 101.67%
10.20 12.35 11.28 110.58% 10.38 101.86%
Beo 1.07 CV=255%
1530 18.42 17.48 114.12% 15.08 105.10%
150 15.30 17.54 16.58 108.37% 15.27 99.80%
15.30 17.59 16.63 108.65% 1532 100.13%
Boo 0.06 Cv=293%
Promedio % Recobro = 108.55% Prom %Recupa  89.98%
Criterios de aceplacion 7 mayor o igual a 0.6800 = 0.9965
CV menor o igual el 10.0% = 2.9%
m apeox. 1 = 10353
b arpax. ceno = 02989
PRECISION DEL METODO
CONCENTRACION: -10.20 ppm de C
Cantidad Cantidad
pemda C Recuperada | Ajustada ppm Citerio de aceptacion
ppmde C deC
11.85 10.78 9.93 CV menor o igual a 10.0%
12.33 11.26 10.37 _
12.35 11,28 10,39 X= 102
11.26 10,19 938
12.88 11.84 10.88 CV=  49%
1231 11.24 10.35
| BCo 1.07
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LINEALIDAD Y PRECISION DEL METODO

VAIIDAGION DEL METODO ANALITICO POR TOC PARA LA VALIDACION DE LIMPEZA DE
EQUIPOS DE FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %
ETAPA: LINEALICAD Y PRECISION DEL METODO
intervalo a evaluar: §10-15.30ppmde C
LINEALIDAD DEL METODO
POR TOC PARA CARDISPAN
SOLUCION ORAL AL 30%

18.0

16.0 - .
‘é 14.0 -
= 120
20
2 % 100 4
IE 80
aa
g 6.0
S 40

20
0.0 : T T - . ; ; :
00 20 40 60 80 100 120 140 160 180
CANTIDAD ADICIONADA
ppmdeC

Conclusién:  E] método es lineal con una I =0.9965, mF1.033, b= -0.2989 y CV=2.9%
£l método es preciso con un CV= 4.9% a un nivel de 10.20 ppm
£ porcentaje de recobro con el que se ajustarén los datos de
la validacién es 108.56% (Factor de recobro 1.0856).
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REPRODUCIBILIDAD

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR TOC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA DE
EQUIPOS DE FABRICACION DE GARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %

ETAPA: REPRODUCIBILIDAD
Metodologia: Ver protocolo de validacién
Cantided Cantidad Cantidad
Adicionada ppm Respté:sg ppm Recuperada ppm} Ajustada ppm
deC deC deC
10.20 11.26 10.19 9.39
A1D1 10.20 12.88 11.81 10.88
10,20 12.31 11.24 10.35
Bco 1.07 CV =742%
10.20 11.31 10.15 9.35
10.20 11.62 10.46 9.64
A1D2 10.20 10.88 5.72 8.95
Bco 1.16 CV = 3.68%
10.20 12.76 11.57 10.66
10.20 12.36 11.17 10.29
A201 70.20 12.03 10.84 9.03
Beo 1.19 Cv=327%
10.20 11.80 10.41 9.59
10.20 12.04 10.65 9.81
A202 10.30 11.65 10.16 9.3
Beco 1.39 Cv=235%
ANALISTA 1 ANALISTA 2
. T30 1055
DIA 1 10.88 10.28
10.35 . 9.99
9.35 9.59
DIA 2 9,64 9.81
8.95 9.35
Promedio 9.76 995
CV (n=6) 7.36% 4.75%
Promedio 9.9
cV (n=12) 6.0%
Criterios de aceplacién CV menor o igual al 10.0%
Conclusién: El método es reproducible con un CV global = 6.0%
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN SOLUCION

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR TOC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA DE EQUIPOS DE
FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %

ETAPA: ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN SOLUCION

Metodologia:  Ver protocolo de validacion
Las muestras se almacenaron en viales de vidrio transparente,

a temperatura ambiente.
ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS EN SOLUCION
Cantidad Canlidad Cantidad
Penrlodo de Adicionada ppm Respuesg ppmde Recuperada ppm | Ajustada ppm de
empo deC deC c
10.20 12.09 10.40 9.58
oh 10.20 12.39 10.70 0.86
10.20 1217 10.48 9.65
Bco 1.69 CV = 1.50%
10.20 12.08 11.01 10.14
4h 10.20 12.06 10.89 10.12
10.20 12.19 11.12 10.24
Bco 1.07 CV =063%
10.20 12.35 11.22 10.34
8h 10.20 12.35 11.22 10.34
10.20 12.30 11.17 10.29
Beo 1.13 CV=3.27%
MUESTRAS
Inicial 4h 8h
1 93.92% 99.41% 101.37%
2 96.67% 90.22% 101.37%
3 94.61% 100.39% 100.88%
X= 95.07% 99.67% 101.21%
cv= 1.50% 0.63% 0.28%
= 104.8% 106.5%
Criterio de aceptacion: El valor de | debe estar enire 80.0y 110.0%
Conclusion; La solucidn de la muestra es estable por lo menos 8 h, en viales de vidrio

transparente, a temperatura ambiente.
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ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN EL HISOPO

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR TOC PARA LA VALIDACION DE LIMPIEZA DE EQUIPOS
OE FABRICACION DE CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30 %

ETAPA: ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN EL HISOPO

Metodologia:  Ver protocolo de validacién

Las muestras se almacenaron en viales de vidrio tapados,
protegidos de la luz a temperatura ambiente.

ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS EN EL HISOPO

Cantidad Cantidad Cantidad
Pet:éo"r;l:ode Adiclo:ada ppm I:::gté?g Recuperada ppm de| Ajustada ppm de
eC Cc c
10.20 11.50 10.75 9.90
oh 10.20 11.84 10.69 9.85
10.20 11.82 10.77 8.92
Beo 1.15 CV=0.36%
10.20 11.97 11.17 10.28
4h 10.20 12.22 11.42 10.52
10.20 12.18 11.38 10.48
Beo 0.80 CV=118%
10.20 12.14 11.11 10.23
8h 10.20 11.88 10.85 9.99
10.20 12.49 11.46 10.56
Beo 1.03 Cv=279%
10.20 12.04 11.16 10.28
24 h 10.20 C 1222 11,34 10.45
10.20 11.92 11.04 10.17
Bco 0.88 CV=137%
MUESTRAS
Iniclal 4h 8h 24h
1 97.06% 100.88% 100.29% 100.78%
2 98.57% 103.14% 97.94% 102.45%
] 97.25% 102.76% 102.75% 99.71%
Xe= . 96.98% 102.26% 100.33% 100.98%
Cv= 1.45% 2.65% 1.66% 2.33%
= 108.47% 103.48% 104.15%

Criterio de aceplacion: el valor de 1 debe estar entre 80.0y 110.0%

Conclusién: La muestra en el hisopo es estable por lo menos 24 h a temperatura
amblente en viales fransparentes de vidrio, tapados.
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RECOP_ILACION DE RESULTADOS PARA LA
VALIDACION DEL METODO ANALiTICO PORTOC
PARA CARDISPAN SOLUCION ORAL AL 30%

El sistema cumple con los pardametros de adecuabilidad.

1. El sistema es lineal con r* = 0.9972 y es preciso a un nivel de 5.09 ppm
con CV = 4.7%

2. El método es lineal con r* = 0.9965, m = 1.0353, b = -0.2989 y es
preciso a un nivel de 10.20 ppm con CV = 4,9%

3. El método es reproducible para 2 analistas en 2 dias diferentes, con
CVglobal = 6.0%.

4. La muestra una vez preparada para su analisis, es estable por lo menos
8 h con CV = 3.6%.

5. La muestra en el hisopo es estable por lo menos 48 h con CV = 2.4%.

Conclusion:

El método es adecuado para la validacién de limpieza.
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CAPITULO 4

'CONCLUSIONES

No fue posible establecer un método por HPLC que fuera capaz de
cuantificar con aceptable exactitud y precisidén las concentraciones de L-
carnitina correspondientes a los limites de aceptacién calculados segin los
lineamientos de Nysco de México S.A. de C.V. y que son equivalentes al
intervala de trabajo del método por TOC.

El método por HPLC para la deteccién y cuantificacién de L-carnitina
validado, aunque es un meétodo confiable, no tiene ta suficiente sensibilidad
como para ser utilizado en la validacion de limpieza.

.

Con el esfuerzo realizado, y con los recursos que se destinaron no fue
posible desarrollar un método adecuado para la validacién de limpieza por
HPLC para cardispan solucién oral,

Para obtener un método adecuado para la validacién de limpieza por HPLC
es necesario mas experimentacién y el empleo de otros recursos como
pudieran ser; lograr una mayor sensibilidad del método empleando otro tipo
de deteccién, como espectrofotometria de masas, o formacién de
compuesto derivados para deteccién por UV o por fluorescencia. Es de notar
que cualquiera de estas alternativas aumenta el costo del analisis.
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Es Importante mencionar que adicionalmente al problema de deteccién
adecuada serd necesario superar la dificultad de separar la L-carnitina de su,
producto de degradacién, que fue el principal problema que se tuvo que
lidlar para el establecimiento del método.

A continuacidn se muestran los intervalos de trabajo del metodo
desarrollado por TOC y del método desarrollado por HPLC:

INTERVALOS DE TRABAJO PARA LOS METODOS
DE VALIDACION DE LIMPIEZA PARA CARDISPAN
SOLUCION ORAL AL 30%
POR TOC Y POR HPLC
350.0
w L 300.0 - pLe
.5 g E 250.0
SE & "TE" 200.0 -
E ; €  150.0
wea ™~
9% 10001
3 50.0 - o
0.0 / ™ . T T T H T
00 500 1000 1500 2000 250.0 3000 350.0
CONCENTRACION DE L-CARNITINA
TEGRICA (pg/mL)

Comparacién de los intervalos de trabajo entre los métodos de TOC y de HPLC.
Grafica 5.1

~Por lo tanto, no pueden utilizarse indistintamente y no es posible
compararlos estadisticamente.
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Caracteristicas de los métodos:

HPLC
» El método es especifico para L-carnitina,
» Es necesario utilizar un estandar en cada cuantificacion.
| ¢ La sensibilidad del método es baja, para fines de validacidén de limpleza.

« E! método no alcanza a cuantificar el equivalente a 10 ppm de C
(44.71pg L-carnitina/mL} en concentracion de L-carnitina.

s El método presenta un CV = 3.4%
« El tlempo de andlisis de 3 muestras en el equipo es de 72 min.

« El costo del andlisis de 3 muestras es aprox. de $2,060 pesos  sin
considerar el costo del equipo.

TOC
+ El método de anilisis no es especifico para L-carnitina.
o El método es muy sensible.

e Puede detectar cualquler tipo de contaminacién organica (exciplentes,
detergentes).

» El método cuantifica de manera adecuada 10 ppm de C (equlivalente a
44,71 ug L-carnitina/mL).

e El método presenta un CV = 2.9%

" Se incluye el costo de insumos y mano da obra, No se consideran gastos indirectos (luz,
agua, renta, etc.) ni costos de equipos ni depreciacién de los mismos.
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» Eltiempo de andlisis de 3 muestras en el equipo es de 48 min.

« Es posible llevar a cabo analisis en linea.

¢ El costo del andlisls de 3 muestras es aprox. de $ 813 pesos’ sin
considerar costo del equipo.

Comparacién de HPLC & TOC

e El método por HPLC es especifico para L-carnitina y el método por TOC
no lo es.

* El método por TOC es mucho mas sensible que el método por HPLC.

¢ El método de TOC puede cuantificar de manera adecuada alrededor del
' valor de 10 ppm de C y el método por HPLC no puede cuantificar su
equivalente (44.71 ug L-carnitina/mt) en concentracién de L-carnitina.

e Ambos métodos reportan un coeficiente de variacidn similar.

« El tiempo de andlisis por el método en TOC es menor que el tiempo de
analisis por el método en HPLC (2/3 del tiempo).

e El costo para el andlisis es menor para TOC (2/5 partes del costo).

+ El método por TOC es posible llevarlo a cabo como analisis en linea
mientras que el de HPLC no.

" Se incluye e costo de insumos y mano de obra. No se consideran gastos indirectos (luz,
agua, renta, etc.) ni costos de equipas ni depreciacidn de los mismos.
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Conclusién

Para este principio active en especial {L-carnitina), el cual es muy soluble
en agua, de molécula pequefia, con escasa absorcién en UV, polar y que
presenta poca retencién, el método por TOC representa una buena opcidn
en comparacién con el método por HPLC, presentando las sigulentes
ventajas:

« Mayor sensibilidad.

¢ Menor tiempo de andlisis.
« Menor costo.’

« Mayor sencillez,

o Puede ser implementado en linea.

Con la limitante de no ser especifico.

*El uso del equipo de TOC no esta muy difundido, por lo cual, el costo de la
adquisicion de éste, es un punto importante a considerar, sin embargo,
respecto a esto, se puede mencionar que el costo del equipo de TOC es del
orden de magnitud del costo del equipo de HPLC.
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" APENDICE|

Técnica de Muestreo por Raspado de Superficie®

Técnica de raspado de superficie con hisopo para el muestreo del equipo de
produccidén para la validacion de limpieza.

. El material a utilizar deberd estar perfectamente lavado y libre de materiai
orgdnico. Para eliminar los residuos de material organico, el material
después de lavado y enjuagado, debera dejarse reposar con solucién 6N de
acido nitrico durante 30 minutos, posterlormente enjuagarse perfectamente

con agua de alta pureza y bajo contenido de carbono hasta eliminar los
residuos de acldo.?®

1. Colocarse los guantes de {atex en el drea de muestreo.

2. Enjuagar los guantes con agua purificada c¢on bajo contenido de
carbono. '

3. Tomar un hisopo y humedecerlo con 150 ubL de agua con bajo contenido
de carbono.

4. Raspar la superficte del equipo con el hisope humedecido tratando de
cubrir 50 cm?, de la manera que se indica en las sigulentes figuras:
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Primero de arriba hacia abajo y de abajo hacia arriba.

3 —— [—

Primer paso del raspado en placa.
Figura AI.1

b) Girar el hisopo y con la cara contraria con la que se raspé en el
paso anterior, raspar ia superficie de la manera que se muestra
en la figura siguiente:

H—o | |

Segundo paso del raspado en placa.
Figura Al.2
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Introducir el hisopo en el vial y cortar la punta. Realizar el mismo.

procedimientoe hasta este punto, con el nimero de hisopos que marque
la técnica analitica correspondiente.

Colocar el pape! aluminio en la boca del vial y tapar, encima, colocar
papel parafilm para asegurar que esté bien tapado

Proceder a la extraccion de la muestra segun la técnica analitica que
corresponda.
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APENDICE Il 7

An'guio de pureza ¢ dngulo de contraste espectral.

Espectros que tienen la misma forma tienen vectores que apuntan a [a
misma direccion. Espectros que tienen diferentes formas tienen vectores
que apuntan a direcciones diferentes. El angulo entre los vectores de 2
espectros, cuantifica la magnitud de la diferencia' entre los espectros. El
angulo de contraste espectral es, por lo tanto, la diferencia en direccidon
entre los vectores de los 2 espectros.

Un angulo de contraste espectral puede variar de 0 a 90°. Si el dngulo
es cercano a cero grados representa una diferencla minima entre las
formas de los espectros comparados.

Comparando un espectro contra él mismo, se produce un angulo de
exactamente cero grados.

Ruido del detector

Variaciones de estatica o térmicas se adicionan al ruido eléctrico en las
medidas de absorbancia. El ruido se manifiesta como fluctuaciones de la
" linea base, a esto se le conoce como ruido de la linea base. La magnitud
de la diferencia en ‘cualquier absorbancia causada por variaciones
estaticas y térmicas pueden ser predichas por el ruido del instrumento,
a partir de la linea base de un cromatograma.
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Angulo de umbral o dngulo de ruido

" Para procesar los angulos de contraste espectrales, la técnica de
contraste de espectros calcula adicionalmente un dngulo de umbral.

El angulo de umbral es el angulo maximo de contraste espectral entre
los 2 espectros, que puede ser atribuido a un fenémeno no ideal.

La comparaciéon de un angulo de contraste espectral con el angulo de
umbral, puede ayudar a determinar si 1a diferencia entre los 2 espectros
es real, es decir, si es generada por mezclas disimiles,

En general, un angulo de contraste espectral menor que un angulo de
umbral indica que las diferencias en las formas del espectro pueden ser
_atribuidas a fenémenos no Ideales, y que no hay evidencia de
diferencias reales entre los espectros.

Un éngulo de contraste espectral mayor que el angulo de umbral, indica
que las figuras difieren, y que estas diferencias son debidas a
diferencias reales entre los espectros.
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