UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS Y TECNOLOGIA FARMACEUTICAS
LABORATORIOS VETERQUIMICA S.A.

VALIDACION DE LIMPIEZA DE UN
EQUIPO DE FABRICACION DE
PREMEZCLAS FARMACEUTICAS DE
USO VETERINARIO

Unidad de Practica Prolongada para optar al Titulo de Quimico Farmacéutico

VALERIA ALEJANDRA HUERTA PUCHI

QF.Edda Costa C. MSc. QF.Paula Gajardo Morales
Supervisor de Practica Monitor de Practica

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas Directora Técnica
Universidad de Chile Laboratorio Veterquimica S.A

SANTIAGO DE CHILE
2017



AGRADECIMIENTOS

A mi compafiero de viaje durante estos largos 6 afios universitarios, sin él nada
de esto seria posible. Gracias Miguel por tu mar de sabiduria, por esas largas
platicas, un poco extenuantes de vez en cuando, pero siempre llenas de
optimismo y contensién. Gracias por ser una persona que nunca se conforma con
lo que sabe y siempre busca algo mas con que llenar su conocimiento.
Bldsquedas que muchas veces solo hacias para ayudarme a encontrar
respuestas a mis innumerables dudas e inquietudes surguidas en esta practica.
Y por supuesto, gracias por darme la mayor alegria que he tenido en la vida, una

pequefia semillita llamada Helena.

Semillita, flor del amor, que viniste a llenar cada momento de risas, caricias y
llantos. No fue facil nuestro camino juntas, cuando eramos una sola, pero el
tiempo, los abrazos y besos han hecho que quiera pasar cada segundo a tu lado,
admirando tu gracia e inteligencia. Gracias por darme un impulso mas para seguir
adelante, todo este trabajo y los que vendran seran para ti, para que te sientas

orgullosa de tus padres. Gracias mi vida por existir y elegirme como tu mama.

A mis padres por darme la oportunidad de crecer como persona y también
profesionalmente, por apoyarme en cada etapa de mi vida. Y mas adn, gracias
por ser un pilar fundamental en la vida de mi pequifiita, por ser un tata y una abu

presente todos los dias, con carifios y también malcriandola.

A mi querida Mariangel, gracias por tu sinceridad y apoyo durante todos estos
afos, te ganaste un espacio gigante en mi corazén. Al Panchito, eres un gran
compariero, gracias por permanecer a mi lado desde el primer afio, nunca

cambies.

A todas aquellas personas que permitieron que mi practica tuviera buen rumbo y
muy gratos momentos. Gracias a todo el equipo Veterquimica, que me aceptaron

y apoyaron como una mas del plantel. A Paula y Luis por darme la oportunidad



de pertencer a esta gran familia y por supuesto a todo el equipo de control de

calidad que se ganaron un espacio en mi corazon.



TABLA DE CONTENIDOS

AGRADECIMIENTOS

TABLA DE CONTENIDOS
INDICE DE TABLAS

INDICE DE FIGURAS
1.RESUMEN

2.INTRODUCCION

3.RESENA DEL LABORATORIO
4.0BJETIVOS

5. DESARROLLO

5.1 Marco tedrico

5.1.1 Procedimientos Operativos Estandar (POES) de limpieza
y sanitizaciéon
5.1.2 Protocolo de validacion de limpieza y sanitizacion

5.1.3 Informe de validacion de limpieza y sanitizacion
5.2 Antecedentes preliminares de la validacion de limpieza
5.2.1 Andlisis de riesgo: determinacion “peor caso”

5.2.2 Determinacion de métodos de muestreo

5.2.3 Validacion de la metodologia analittica para el principio activo

del producto “peor caso”

5.2.4 Determinacién del porcentaje de recuperacion para el “peor

caso”
5.2.5 Limites de aceptacion para el contaminante “peor caso”

5.2.6 Determinacion de los puntos criticos de limpieza del equipo

5.2.7 Determinacién residuos de detergente
5.2.8 Contaminacion microbiolégica
5.3 Validacién de limpieza y sanitizacion de equipos
5.3.1 Validacién de la limpieza
5.3.1.1 Validacion de la limpieza: Inspeccion visual
5.3.1.2 Validacién de la limpieza: muestreo por hisopado
5.3.1.3 Validacién de la limpieza: muestreo por enjuague con

10
11
12

20

24
27
29
30
30
30
31
31
32



solvente de extraccion
5.3.1.4 Validacion de la limpieza: muestreo del agua de enjuague

5.3.1.5 Validacion de la limpieza: Validacion de la sanitizacion
6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Validacion de metodologia analitica
6.1.2 Determinacion especificidad o selectividad
6.1.3 Determinacion de la linealidad
6.1.3.1 Linealidad del sistema
6.1.3.2 Linealidad del método
6.1.4 Determinacion exactitud
6.1.4.1 Veracidad
6.1.4.2 Precision
6.1.4.3 Determinacion incertidumbre
6.1.4.4 Determinacion de limites de Deteccién y Cuantificacion
6.1.4.5 Determinacion robustez
6.2 Determinacion del porcentaje de recuperacion

6.2.1 Determinacion del porcentaje de recuperacion de concentracion
10 pg/mL
6.2.2 Determinacion del porcentaje de recuperacion de concentracion
100 y 150 pg/mL
6.3 Validacion de limpieza linea central de produccion

6.3.1 Determinacion del “peor caso”
6.3.2 Determinacion de los puntos criticos de limpieza

6.3.2.1 Campana de incorporcion de principio activo y mezclador
Central
6.3.2.2 Cernidor - Silo

6.3.2.3 Dosificadora
6.3.3 Determinacion de los limites de limpieza

6.3.3.1 Limites para muestreo por hisopado y solvente de extraccion
6.3.4 Determinacion residuos de detergentes

6.3.5 Pruebas para la validacion de la limpieza

33
33
35
35
35
35
35
36
36
36
37
38
38
38
40
40

41

43
44
45
45

47
48
49

51
52



6.3.5.1 Validacion de la limpieza: Inspeccion visual
6.3.5.2 Validacion de la limpieza: Muestreo por hisopado
6.3.5.3 Validacion de la limpieza: Muestreo por solvente de extraccion
6.3.5.4 Validacion de la limpieza: Muestreo del agua de enjuague
6.3.5.5 Validacion de la sanitizacion

7. CONCLUSIONES

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

9. ANEXOS CD Room

52
53
56
57
59
62
63
67

Vi



INDICE DE TABLAS

Tabla N°1: ParAmetros y su ponderacion para eleccién del "peor
caso”

Tabla N°2: Métodos de muestreo de superficies

Tabla N°3: Tabla AOAC para el porcentaje de recuperacion

Tabla N°4: Criterio de aceptacion porcentaje de recuperacion
Tabla N°5: Factor de seguridad segun la via de administracion
Tabla N°6: Especificaciones técnicas VQ®-30

Tabla N°7: Limites de aceptacion de contaminacion microbiolégica
area de fabricacion clase D

Tabla N° 8: Detalle del tipo de ensayo de selectividad y su resultado
Tabla N°9: Resultados para [ relativos de repetibilidad, recuperacion,
K1 combinado y p expandida

Tabla N°10: Resultado para limite de deteccion y limite de
cuanificacion

Tabla N°11: Resultados robustez

Tabla N°12: Resultado porcentaje de recuperacion para los tres
métodos

Tabla N° 13: Resultados porcentaje de recuperacion a
concentraciones de 100 y 150 pg/mL

Tabla N°14: Resumen porcentaje de recupracién obtenido método
hisopado B

Tabla N°15: Ponderacion de cada productos y puntaje total

Tabla N°16: Resultados célculo del limite en el producto siguiente
(L1)

Tabla N°17: Resultados de los limites L2 y L3 para muestreo por
hisopado y solvente de extraccion

Tabla N°18 : Resultados inspeccion visual de los tres ciclos de

limpieza

10
12
17
23

25
29

35

38

38

39
40

41

41

43
49

50

52

Vii



Tabla N°19: Resultados primer muestreo por hisopado

Tabla N°20: Resultados segundo muestreo por hisopado

Tabla N°21: Resultados tercer muestreo por hisopado

Tabla N°22: Resultado muestreo por solvente de extraccion, segundo
y tercer muestreo

Tabla N°23: Resultados muestreo del agua de enjuague del primer
muestreo

Tabla N°24: Resultados muestreo del agua de enjuague del segundo
muestreo

Tabla N°25: Resultados muestreo del agua de enjuague del tercer
muestreo

Tabla N°26: Resultado analisis microbiolégico, mesofilos, hongos y
levaduras

Tabla N°27: Resultados control microbioldgico, E.coli, Salmonella sp.,

S. Aureus

53

54

55

56

57

57

58

59

60

viii



Figura N°1:
Figura N°2:
Figura N°3:
Figura N°4:
Figura N°5:
Figura N°6:
Figura N°7:
Figura N°8:
Figura N°9:

INDICE DE FIGURAS

Muestreo de superficies

Distribucion del equipo en la planta de produccién
Campana de incorporacion p.a y mezclador central
Campana de incorporacion p.a

Mezclador central

Cernidor — Silo

Conexion cernidor

Silo

Dosificadora

22
28
45
46
46
47
47
48
48



1. RESUMEN

La Unidad de Practica Prolongada se realizd en conjunto con el Departamento
de Aseguramiento de la Calidad y el Departamento de Investigacién y Desarrollo
(I+D) de Laboratorios Veterquimica, con el objeto de realizar la validacion de los
procedimientos de limpieza y sanitizacion del equipo de fabricacion de
premezclas farmacoldgicas de uso veterinario. La validacion abarcé la linea
central de la planta Farmacologicos Gran Volumen, constituida por un equipo
fabricado a medida para facilitar la produccion en serie. A modo de favorecer la
calificacion del equipo, éste fue dividido en las siguientes areas:

e Campana de principio activos

e Mezclador central de paletas

e Cernidor-Silo

e Dofisicadora
Para lograr la validacién, fue necesario la revision de los Procedimientos
Operativos Estandar de limpieza y sanitizacion. Una vez actualizados y
aprobados, se llevé a cabo un andlisis de riesgo de la linea central de produccion,
para determinar el producto trazador o “peor caso”, siendo florfenicol,
Duflosan®50%, premezcla para el alimento.
Conocido el peor caso, fue necesario validar la metodologia analitica para
determinar florfenicol en producto terminado guiados por los requerimientos de
la Agencia Europea de Medicamentos. Se determinaron los siguientes
parametros:

e Especificidad o selectividad

e Linealidad

e Exactitud

e Precision

e Limite de Deteccion

e Limite de Cuantificacion



e Robustez
Los resutados obtenidos para la validacion del método analitico, resultaron ser
especificos y sensibles para el principio activo trazador. Posteriormente se
realizaron ensayos para determinar el porcentaje de recuperacion del
contaminante desda la superficie, usando tres concentraciones distintas y tres
técnicas de hisopado. También se estudio la posible interferencia en la medicion
de florfenicol de la matriz del producto y del material de la térula ocupada en el
muestreo determinandose que no existe interferencia en el analisis y
cuantificacion.
Los siguientes pasos consistieron en desarrollar el protocolo de validacion, en
donde se establecieron los puntos considerados como criticos, aquellos lugares
de dificil acceso o donde el contaminante se tiende a acumular. Se establecieron
los criterios de conformidad para el peor caso, los limites de residuos de
detergente y limites microbidlogicos aceptados, junto con la metodologia para
obtener dichas muestras.
Para cada una de las pruebas realizadas, el resultado obtenido fue conforme a
los criterios establecidos asegurando de esta forma que los residuos encontrados
no conllevan a una posible contaminacion cruzada, no afectando la integridad del
producto siguiente a fabricar.
Todos el proceso fue documentado en el informe de validacién, dando por
aprobado la validacién de limpieza y sanitizacion.



2. INTRODUCCION

En la industria farmacéutica es de suma importancia cumplir con las normas que
rigen la fabricacion de los productos, con el fin de proporcionar estandares de
calidad, eficacia y seguridad del producto final. En nuestro pais, las entidades
regulatorias comprenden al Instituto de Salud Publica (ISP) para el desarrollo de
productos farmacéuticos de uso humano y el Servicio Agricola Ganadero (SAG)
para productos de uso veterinario. A nivel internacional, las Buenas Practicas de
Manufactura -BPM-, en inglés Good Manufacturing Practices -GMP-, son
delineadas por entidades como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos. En Chile, la principal
normativa que rige tanto la industria farmacéutica humana como veterinaria, esta

dictada por el Informe 32° del Comité de Experto en Especificaciones para las
Preparaciones Farmacéuticas de la OMS!. A su vez, mediante el decreto 25, del

Ministerio de Agricultura, se aprueba el reglamento de productos farmacéutcos

de uso exclusivamente veterinarios.

Las normas GMP son una herramienta fundamental para la obtencion de
productos seguros. Para ello, cada laboratorio debe regirse por los principios
bésicos de garantia de calidad, los cuales comprenden:

- La calidad, seguridad y eficacia, deben ser disefiadas e incorporadas en
el producto.

- La calidad no puede ser inspeccionada o probada sdlo en el producto.

- Cada etapa critica del proceso de fabricacion debe estar validada. Las
otras etapas deben encontrarse controladas de manera de maximizar la
probabilidad de que el producto cumpla con todas las especificaciones de
calidad y de disefio.

Para cumplir estos principios basicos se requiere validar los procesos, acto

documentado para verificar que cualquier procedimiento, proceso, equipo,

material, actividad o sistema conduce realmente a los resultados esperados?.



Uno de los aspectos fundamentales es prevenir la posible contaminacion y
contaminacion cruzada de materias primas y productos farmacéuticos. Los
productos pueden ser contaminados por una variedad de sustancias tales como,
productos anteriores, contaminantes asociados con microorganismos, residuos
de agentes de limpieza, entre otros. Por este motivo, los procedimientos
adecuados de limpieza, desempefian un rol importante para la prevencion de la
contaminacion y contaminacion cruzada. Estos deben ser establecidos
rigurosamente y sus meétodos de ejecucion validados, de forma tal de reducir los
niveles de contaminacion a niveles aceptables. Una adecuada implementacion
de los Procedimientos Operativos Estandar (POES) tiene como objeto asegurar
gue una posible contaminacién por el producto que le precede, residuos de los
agentes de limpieza y contaminacion microbiologica se encuentran controlados,
asegurando la calidad del producto final.

El trabajo realizado en el Laboratorio Veterquimica S.A., consistié en la validacién
de limpieza de un equipo de fabricacion de premezclas farmacéuticas de uso

veterinario.



3. RESENA DEL LABORATORIO

Laboratorios Veterquimica S.A. es una empresa emprendedora y familiar
formada por Luis Arrieta Castroviejo, Quimico Farmacéutico de la Universidad de
Chile y su esposa Astrid Rex Olsen Bioquimica de la Universidad de Chile, en el

ano 1969, dedicandose exclusivamente a la salud animal.

Inicia sus actividades con la formulacién y produccion de suplementos
vitaminicos y minerales para alimentacion animal. Dentro de éstos cabe destacar
las lineas de vitaminas Vetermix®, minerales Vetersal® y bloques nutricionales

Veterblock®.

En 1992 expande sus fronteras fundando Veterquimica Boliviana S.R.L en
Cochabamba. Desde esa fecha la empresa patrticipa activamente en todas las
actividades relacionadas al sector pecuario de Bolivia. En el afio 1999, suma otro

pais en sus operaciones fundando Veterquimica Peru S.A.

Veterquimica cuenta con dos plantas en Santiago, una ubicada en camino a
Lonquén y otra en Cerrillos. La primera se dedica a cuatro areas: salud animal,
nutricion animal, higiene y bioseguridad. A su vez, la segunda presta servicios
realizando diagndstico y estudios de patologias que afectan principalmente a la
industria de produccién avicola, porcina y ganadera, a cargo de un amplio equipo
con las capacidades y conocimientos necesarios para llevar a cabo actividades
de 1+D. Otros servicios prestados por este laboratorio son necropsias, deteccién

de microorganismos bacterianos y virales.

Por otro lado, cuenta con una planta en Puerto Montt como centro de distribucion,
con la autorizacion de Sernapesca, para la realizacion de analisis de rutina y
Programa de Vigilancia activa siendo acreditado por el Instituto Nacional de

Normalizacién.(INN) bajo la Norma Chilena 17025 .



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Validar la limpieza de un equipo de fabricacién de premezclas farmacéuticas de
uso veterinario.

4.2 Objetivos Especificos

a)

b)

c)

d)

f)
)

h)

)
K)

Conocer el funcionamiento de la planta de produccién Farmacoldgicos de
Gran Volumen,equipos, productos, lineas de produccién.

Revisar bibliografia de guias de validacion nacionales e internacionales y
normativa vigente sobre validacién de limpieza.

Elaborar o actualizar los Procedimientos Operativos Estandar de limpieza
y sanitizacion.

Elaborar protocolos de validacién de limpieza.

Revisar equipos por area perteneciente a la planta de Farmacoldgicos de
Gran Volumen.

Definir los posibles contaminantes o residuos.

Obtener metodologias analiticas para el analisis de los contaminantes o
residuos.

Validar la metodologia analitica para florfenicol en el producto terminado,
Duflosan®50% mediante cromatografia liquida de alta resolucion.

Llevar a cabo la validacion de limpieza.

Recopilacion de reportes analiticos.

Elaborar el informe de Validacion de limpieza y sanitizacion.



5. DESARROLLO
5.1 Marco téorico.

La validacion de procesos es un programa documentado que proporciona un alto
grado de seguridad de que un proceso especifico producira consistentemente un
producto dentro de las especificaciones determinadas.

El objetivo de la validacion de la limpieza es verificar que efectivamente los
Procedimientos Operativos Estandar (POE) de limpieza y sanitizacidn remuevan
residuos de productos y logren controlar la proliferacion microbiana.

Una vez concluida la validacion los documentos deben ser archivados en una
carpeta exclusiva.

Los documentos generados y actualizados fueron los siguientes:

5.1.1 Procedimientos Operativos Estandar (POEs) de limpieza vy
sanitizacion.

Los POEs son documentos autorizados por el Departamento de Aseguramiento
de Calidad, que tienen por objeto que los métodos sean reproducibles en el
tiempo. En el caso de los POEs de limpieza y sanitizacion estos tienen por
finalidad hacer el proceso reproducible, asegurando un eficaz lavado. Para ello
el documento tiene que ser claro, conciso y describir en detalle todos los pasos
a sequir por los operarios a cargo de la limpieza.

La planta farmacéutica de uso veterinario, contaba con sus instructivos de
limpieza y sanitizacion, por lo cual, en conjunto con el jefe de area y al equipo de
control de calidad, se hizo una revision y actualizacion que incluyé la eliminacion
de pasos innecesarios, la incorporacion de nuevos pasos y agentes de
sanitizacion.

Una vez realizada la actualizacion, fueron revisados y aprobados por el Jefe de
Planta y Jefe de Aseguramiento de Calidad. Una vez oficializado el documento,
se di6 a conocer a todo el equipo encargado de la limpieza los cambios

efectuados.



Los POEs de limpieza contaban con dos tipos de limpieza®:

-Limpieza parcial o abreviada: corresponde a una limpieza simplificada, en este
caso, entre lotes sucesivos de un mismo producto en un equipo no dedicado
(equipos usados en la fabricacion de productos con distintos principios activos).

En laboratorios Veterquimica, una limpieza abreviada corresponde a un lavado
en seco, esto quiere decir, que se utiliza una carga de excipiente para remover
restos del producto fabricado.

-Limpieza completa o rigurosa: es una limpieza mas profunda y se aplica en los
equipos no dedicados cuando se realiza un cambio del producto a fabricar o

pasada una cantidad determinada de lotes fabricados.

5.1.2 Protocolo de validacion de limpieza y sanitizacion.
Es un documento que describe las actividades a ser desarrolladas en el
procedimiento de una validacion. Dentro del protocolo se indican que parametros
van a ser evaluados, como se realizar4 la toma de muestra y cuales seran los
criterios de conformidad. Los protocolos deben ser revisados por el Director
Técnico y su aprobacion esta a cargo del Jefe de Aseguramiento de Calidad.
Los puntos basicos que deben ser considerados son los siguientes?:

e Antecedentes previos a la validacion.

e Objetivos de la validacion de la limpieza.

¢ Alcance de la validacion, equipos involucrados.

e Descripcion de los lotes a utilizar.

e Capacitacion del personal.

e Descripcion general del proceso de limpieza.

e Descripcion detallada de cada paso de la validacion.

e Limites establecidos y criterios de aceptacién de los resultados obtenidos.



5.1.3 Informe de validacion de la limpieza y sanitizacion.
Este informe corresponde al documento que reune y sintetiza los registros,
resultados y evaluacion de un programa de validacion finalizado. Dentro de este
informe se debe demostrar la conformidad o no conformidad de las siguientes
determinaciones?:

e Validacion de la limpieza: inspeccion visual.

e Validacion de la limpieza: muestreo por hisopado.

e Validacién de la limpieza: muestreo por enjuague con solvente de

extraccion.
e Validacién de la limpieza: muestreo del agua de enjuague.

¢ Validacién de la sanitizacion: hisopado.



5.2 Antecedentes preliminares de la validacion de limpieza

5.2.1 Andlisis de riesgo: determinacion “peor caso”.

La determinacion del “peor caso” es un paso crucial en la definicién de los limites
de contaminacién y en la eficacia del procedimiento de limpieza®.

Este método es util cuando los equipos de produccién son multiproductos, esto
quiero decir que en el mismo equipo se fabrican diversos productos los cuales
contienen distintos principios activos. A través de este analisis de riesgo se
asume que si un equipo queda limpio en las condiciones mas desfavorables,
también quedara limpio en las condiciones mas favorables®.

El andlisis de riego se llevé a cabo considerando una serie de paramétros y
ponderaciones: tamafio y niumero de lotes, unidades/afo, dificultad de limpieza,
solubilidad, toxicidad y porcentaje del principio activo®.

En la Tabla N°1 se presentan los pardmetros y su ponderacion para la eleccién

del "peor caso"

Tabla N°1: Parametros y su ponderacion para eleccion del "peor caso".
Parametro Rango Ponderacion
0-200
201-400
Tamafio de lote (KQ) 401-600
601-800
>800

<50
51-100
Cantidad (Lotes/Afi0) 101-150

151-200
>201
<80.000
80.001-160.000
Unidades/Afio 160.001-240.000
240.001-320.000

320.001-400.000
Muy facil
Facil
Normal
Dificil

Dificultad de limpieza

AWINIRPOAR|W NP W|IN|[FP|ORONPEF
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Muy dificil 5
Muy Soluble 1
>1.000.000
Soluble 2
33.000-1.000.000
Solubilidad en agua Ligeramente Soluble 3
(mg/L) 10.000-33.000
Muy poco Soluble 4
100-10.000
Practicamente Insoluble 5
<100
<20% 1
Porcentaje de principio 20%-40% 2
activo 40%-60% 3
60%-80% 4
>80% 5
Practicamente no téxico 1
DL50 >15.000 mg/Kg
Muy poco tdxico 2
- DL50 5.000-15.000 mg/kg
DL SEOZ(CIJ(;;(I’igtas) Moderadamente Téxico 3
mg/Kg DL50 500-5.990 mg/Kg
Muy Toxico 4
DL50 50-500 mg/Kg
Extremadamente Tdoxico 5
DL50 <50 mg/Kg

El resultado del andlisis de riesgo se llevé a cabo estableciendo cuéles productos
son fabricados en la planta, evaluando cada uno segun los parametros y
ponderaciones ya establecidas y calculando la ponderacién total. Aquel producto
o principio activo que logré el mayor puntaje total se consideré como el “peor
caso”, siendo florfenicol (Duflosan®50%) premezcla para el alimento de animales
mayores. Duflosan®50%, corresponde a un producto antibacteriano, que actia
contra enfermedades de salménidos correspondientes a los géneros Vibrio y
Aeromona. El producto es aplicado a traves de las aguas de inmersion.

5.2.2 Determinacion de métodos de muestreo.
Los métodos de muestreo son una fase importante de la planificacion de la
validadacion de la limpieza. Debido a que los equipos estan en contacto con

diversos contaminantes (principio activo, detergente y microorganismos) se hace

11



necesario buscar métodos que logren permitir una toma de muestra adecuada
para cada tipo de contaminante’.

Para la obtencion de muestras de trazas del principio activo contaminante se
utilizaron dos técnicas complementarias: hisopado de superficies o método
directo y enjuague o método indirecto, el uso de ambas técnicas permite abarcar
mayor superficie de muestreo. En la Tabla N°2 se muestran los métodos de toma

de muestra para cada posible contaminante.

Tabla N°2: Métodos de muestreo de superficies.

Residuos de principio activo producto Hisopado
anterior “Peor Caso” Enjuague con solvente extraccion
Residuos de Detergente Enjuague con agua desionizada

Microorganismos Hisopado

5.2.3 Validacion de la metodologia analitica para el principio activo del
producto “peor caso”.

Para determinar la presencia del producto trazador, se hace necesario contar con
una metodologia analitica validada, la cual debe ser sensible y especifica para el
principio activo. Tanto el limite de deteccion (LD) como el limite de cuantificacion
(LC) deben encontrarse por debajo del limite maximo permitido luego de la
limpieza’.

El Departamento de Control de Calidad contaba con un procedimiento para la
determinacién de florfenicol tanto en materias primas como producto terminado
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), el cual se encontraba
validado para distintos productos, no asi para el florfenicol (Duflosan® 50%) por
lo cual, se procedi6 a la validacion de este producto terminado®.

La validacion del método analitico se llevo a cabo en el Departamento de [+D
perteneciente a Veterquimica S.A.. Por protocolo interno, los criterios evaluados

corresponden a los descritos por la The European Agency for the Evaluation of
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Medicinal Products (EMA). Los parametros evaluados corresponden a los

siguientes?®:

1. Especifidad o selectividad: este parametro corresponde al grado en que

un método puede cuantificar o cualificar al analito en presencia de

interferentes, estos generalmente se encuentran en la matriz de interés?©,

Para el ensayo se debe demostrar la discriminacion de florfenicol en
presencia de los excipientes. Para ello se comparan los cromatogramas
obtenidos de tres testigos reactivos, tres blancos de matriz y tres muestras
del producto terminado (Duflosan® 50%, polvo oral).

El objetivo fue demostrar que la presencia de los excipientes no afecta la

medicién del principio activo en el producto.

e Criterio de aceptacion: Los tiempos de retencion del producto terminado
no deben variar mas de 0,5 minutos respecto del tiempo de retencién del
estandar de Florfenicol. Los cromatogramas obtenidos del o los
excipientes no deben presentar peak en el tiempo de retencion del

Florfenicol.

2. Linealidad: Es la capacidad de un método de analisis, dentro de un
determinado intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales
que sean proporcionales a la cantidad del analito que se habra de
determinar en la muestra de laboratorio.

A. Linealidad del sistema: para la determinacion de este parametro se
preparan cinco soluciones de concentracion estandar a partir de una
solucion stock de florfenicol. Cada punto se realiza por triplicado y se

incluye la realizacion de un blanco.
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Criterios de Aceptacion: coeficiente de regresion mayor a 0,995 y
coeficientes de variacion de las areas menores al 5%. A su vez para
obtener un mejor indicador del modelo lineal, se evaluaron las curvas de

calibracion mediante la prueba estadistica de t-Student.

Se calcul6 un valor de t con n-2 grados de libertad y se comparé con el
valor tabulado de t para el nivel de confianza requerido (a= 0,05) , dos-

colas.

La hipdtesis nula Ho es que no existe correlacion entre X e Y.

_ If=2)
TJa-

donde:

tr: valor del estimador t Student obtenido para el coeficiente de correlacion.
|r|: valor absoluto del coeficiente de correlacion.

n-2: numero de grados de libertad.

r2: valor del coeficiente de determinacion.

Criterio de aceptacion: si el valor de tr es mayor que tcri, se rechaza la
hipétesis nula Ho, siendo la correlacién lineal significativa con la

probabilidad calculada.

B. Linealidad del método: con este parametro se busca determinar la
concentracion de florfenicol y su respuesta en presencia de la matriz
del producto. Se prepara el producto a concentraciones en el rango de
80%-90%-100%-110% y 120% de la concentracion declarada en el
producto.

Criterios de Aceptacion: Coeficiente de regresion (R2): Mayor a 0,990.

14



Procentaje de Recuperacion entre 95%-105% para todos los niveles de

concentracion.

3. Exactitud: se define como el grado de concordancia entre el resultado de

un ensayo Y el valor de referencia.

Cuando se aplica a un método de ensayo, este término se refiere a una
combinacion de veracidad y precision. Entre mas veraz y preciso sea un

resultado analitico, mas exacto es.

A. Veracidad: determina el grado de coincidencia existente entre el valor
medio obtenido de una serie de resultados y un valor de referencia
aceptado. La veracidad puede ser determinada por sesgo o
recuperacion.

Para medir este parametro se verificara a través de la recuperacion.
Se entiende como recuperacion (R) a la fraccion de la sustancia
agregada a la muestra fortificada antes del andlisis, al ser analizadas

muestras fortificadas y sin fortificar.

Se recomienda evaluar en un minimo de 9 determinaciones cubriendo

un rango de tres concentraciones®.

Se cuantificara la concentracién de florfenicol en tres muestras del
producto terminado, a un nivel bajo (80% de lo declarado), nivel
intermedio ( 100% de lo declarado) y un nivel alto (120% de lo

declarado). Cada nivel se medira por triplicado.

e Criterio de Aceptacion: porcentaje de recuperacion entre 95%-105%

para los tres niveles.
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Al evaluar la recuperacion es necesario realizar la prueba t Student,
para grados de libertad (v) y el porcentaje de seguridad de 1-a para un

error a de 0,05, es decir, con un 95% de confianza.

Lo (100 — R%)
cal — SX\/H

donde:

tcal: t observado o calculado.

R: recuperacion.

S: desviacién estandar de las lecturas del porcentaje de recuperacion.
n: N° de lecturas o valores observados.

e Criterio de Aceptacion: tcal < tcrit .

B. Precision: corresponde a la dispersion de la medida alrededor de un
valor medio. Se medira la precision como repetibilidad y precision
intermedia.

a. Repetibilidad: Es la precision bajo condiciones de repetibilidad,
es decir, condiciones donde los resultados de andlisis
independientes se obtienen con el mismo método, en items de

analisis idénticos en el mismo laboratorio por el mismo operador

utilizando el mismo equipamiento dentro de cortos de tiempo.

Para ello se determinaron 10 mediciones bajo las mismas
condiciones de un analito. Se calcula la desviacion estandar

(SD) y el porcentaje de coeficiente de variacion (CV%).
e Criterios de Aceptacion: CV < 5%.
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A su vez es posible ocupar como criterio de aceptabilidad el coeficiente de

variacion de Horwitz10:

2(1—0,5)logC

CV% = >

donde:
C: valor nominal del analito expresado en potencia de 10.

e Criterio de Aceptacion: CV% experimental debe ser menor al coeficiente

de variacion de Horwitz.

Otro criterio de aceptacion en base al valor obtenido para el porcentaje de
recuperacion, corresponde al criterio de la Association of Official Analytical
Chemists(AOAC).

e Criterio de aceptacion: % de recuperacion se encuentra dentro del rango
de % de recuperacion tedrico esperado. Para una concentracion de 10
ppm el % de recuperacion estimado es del 80%-110%.

En la Tabla N°3 se presenta el criterio AOAC para el porcentaje de

recuperacion.

Tabla N°3: Tabla AOAC para el porcentaje de recuperacion.

Analito Unidad Recuperacion estimada (%)
100 100 % 98 — 102
10 10 % 98 — 102

1 1% 97 -103

0,1 0,10 % 95 - 105
0,01 100 ppm 90 - 107
0,001 10 ppm 80 -110
0,0001 1ppm 80-110
0,00001 100 ppb 80-110
0,000001 10 ppb 60—115
0,0000001 1 ppb 40 -120

b. Precision intermedia: es la precision bajo las condiciones de

reproducibilidad, es decir, condiciones donde los resultados de los
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analisis se obtienen con el mismo método en item idénticos de analisis
pero en condiciones diferentes, ya sea de laboratorio, diferente dia,

diferente operario, etc.

Para ello se determinaron 10 mediciones bajos las mismas condiciones

pero con dos semanas de diferencia y diferente operario.

Se calcul6 el promedio y la desviacion estandar de las concentraciones
experimentales y el coeficiente de variacion de las 20 muestras
correspondientes.

Criterios de Aceptacion: CV < 5%.

A su vez es posible ocupar como criterio de aceptabilidad el coeficiente de

variacion de Horwitz en condiciones de reproducibilidad:

zx(z(l—O,S)logC)
3
Criterio de aceptacion: CV% experimental debe ser menor al coeficiente

CV% =

de variacion de Horwitz.

Incertidumbre: parametro asociado al resultado de una medicién que

caracteriza la dispersion de los valores que podrian razonablemente ser
atribuidos al mesurando'®. Es una expresion cuantitativa compuesta tanto
de los errores sistematicos y aleatorios asociados al proceso de una
determinacién analitica. Luego el proceso analitico aporta con una serie
de incertidumbres que son conocidos como incertidumbres estandares
que se expresan como desviacion estandar, en este caso seran de dos
tipos, la precision de repetibilidad (1 prec) y el sesgo por recuperacion (U
rec). Luego cada incertidumbre estandar debe expresarse como

incertidumbre relativa esto a través de las siguientes ecuaciones?©:

DS Repetibilidad x 100
X

u relativa precision =
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donde
X: promedio de precision.

DS Recuperacion x 100
X

u relativa recuperacién =

donde:
X: promedio de recuperacion.

Para obtener la incertidumbre combinada (uc) se utiliza la siguiente ecuacion:
i combinada = V[(p relativa precisién)? + (u relativa recuperacién)?/ vn)]

Para obtener la incertidumbre expandida (U), se debe multiplicar por un factor de
cobertura. Generalmente se utiliza un k=2, correspondiente a un nivel de
confianza (1-a) del 95%.

U = 2xpucombinada

5. Limite de deteccion (LD): este pardmetro expresa la menor cantidad de
analito presente en el producto que puede ser detectado pero no
necesariamente cuantificado con exactitud y precision. Para ello se mide
la sefial de 10 muestras a la dilucibn mas baja de analito que
experimentalmente presenta una sefial. Se calcula el promedio y la

desviacion estandar (SD).
Limite de deteccion correspondera a:

LD:promedio + 3,3 SD

6. Limite de cuantificacion: es una caracteristica del funcionamiento del
método que suele expresarse como sefial del valor (verdadero) de la

medicién que producird estimaciones con desviaciones estandar relativa
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(RSD) generalmente de 10%. Para esto se mide la sefial de 10 muestras.

Se calcula el promedio y la desviacion estandar (SD).

Limite de cuantificacion sera:
LD:promedio + 10 SD

7. Robustez: Es una medida de la capacidad de un procedimiento analitico
de no ser afectado por variaciones pequefias pero deliberadas de los
parametros del método, proporciona un indicativo de la fiabilidad del

procedimiento en un uso normal.
Este pardmetro fue evaluado mediante variaciones en el flujo (mL/min).

e Criterio de Aceptacién: variaciones menores a 0,5 minutos en su tiempo

de retencion y un coeficiente de variacion (CV) menor al 5%.

Las condiciones cromatograficas se detallan en el Anexo N° |

5.2.4 Determinacion del porcentaje de recuperacién para el “peor caso”.

A pesar que el método de hisopado es la técnica mayormente usada para la toma
de muestras desde las superficies, es necesario verificar si se esta extrayendo el
contaminante de forma adecuada, si cede al solvente de extraccion y si se
cuantifica de forma tal que se logre evitar falsos negativos como resultado®.

Se establecieron tres métodos de hisopado para la toma de muestras desde la
superficie de los equipos y se eligioé aquella que obtuviera el mayor porcentaje de
recuperacion. Este proceso involucra el uso de un solvente de extraccion, en el
cual el principio activo trazador es soluble, para este caso el solvente de
extraccion fue acetonitrilo grado HPLC.

Por politica del Departamento de I+D, cada metodologia debe ser probada en

fortificado a tres concentraciones distintas y por triplicado. Para ello se procedio
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de la siguiente forma: se realizaron los tres métodos de hisopado a una
concentracion baja de solucion estandar de florfenicol. Para aquel método que
presentd mayor porcentaje de recuperacion, se realizaron las otras dos pruebas
a concentraciones mayores en el fortificado.

A continuacién, se detallan los tipos de muestreos:

Método A

Sobre la muestra de la placa metalica de 5 cm x 5 cm se realiz6 el hisopado con
térula seca. Una vez terminado el hisopado, la térula se introduce en un tubo
rotulado y precargado con 10 mL del solvente de extraccion, se dejo reposar
durante 1 hora y luego se agité mediante agitador vortex durante 5 minutos. Se
traspaso al vial mediante filtro de membrana PTFE de 0,22 pm y luego se midio

en equipo HPLC.

Método B

Sobre la muestra de la placa metalica de 5 cm x 5 cm se realiz6 el hisopado con
térula previamente humedecida con el solvente de extraccion. Una vez terminado
el hisopado, la térula se introduce en un tubo rotulado y precargado con 10 mL
del solvente de extraccion, se dejo reposar durante 1 hora y luego se agité
mediante agitador vortex durante 5 minutos. Se traspaso al vial mediante filtro de

membrana PTFE de 0,22 um y luego se midi6é en equipo HPLC.

Método C

Sobre la muestra de la placa metalica de 5 cm x 5 cm se realiz6 el hisopado con
térula seca. Una vez terminado el hisopado, se escurrieron sobre la punta de la
torula 10 mL del solvente de extraccion que se depositan sobre un tubo
previamente rotulado y vacio, se dejo reposar durante 1 hora y luego se agito
mediante agitador vortex durante 5 minutos. Se traspaso al vial mediante filtro de

membrana PTFE de 0,22 um y luego se midié en equipo HPLC.
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El detalle de las condiciones cromatograficas utilizadas en la metodologia

analitica se detalla en el Anexo I.

El procedimiento usado para los tres métodos fue el siguiente:

1.

Se prepard una solucion estandar de florfenicol de concentracion de 10 ug
florfenicol/mL

Con una micropipeta se tom6 1000 pL de solucién estandar de florfenicol y se
deposité uniformemente sobre una superficie de 25 cm?2 de acero inoxidable,

material similar a la superficie de los equipos.

3. Se seco la superficie de la ldmina en placa calefactora a 40°C.

Se realiz6 el muestreo por hisopado en triplicado, por los tres métodos,
abarcanco los 25 cm? de superficie de la lamina de acero inoxidable. La forma
de realizar el hisopado consistio en frotar el extremo de la torula
metddicamente sobre la superficie de 25 cmz, rotandola entre los dedos pulgar

e indice en 4 direcciones como se muestra en la siguiente Figura N°1:

Y = Ny L3 - 'y /q' P
NN\ AN S S
Scocm .\Q\\\\\\\\ < 5cm *7/////’
. AN / e
AN P yd
| “\5\.\\\‘\\‘ | |~

Figura N°1: Muestreo de superficieslz.
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Las pruebas de hisopados fueron realizadas a una concentracion mas baja que
el centro de la curva de calibracién (10 veces menor), por lo cual fue necesario
realizar una curva de calibracion con un centro cercano a la concentracion

esperada en la placa de acero inoxidable (1 pg/mL).

Procedimiento curva de calibracion con un centro de 1 pg/mL:

1. A partir de un estandar de florfenicol de 10 pg/mL se tomaron alicuotas de
0.5, 0.7, 1.0, 1,2, 1,5 pg/mL y fueron diluidas en matraces de 5 mL
aforados con la solucion fase movil, Acetonitrilo-Agua clase 1 (30:70).

2. Se homogenizaron y traspasaron a viales a través de filtros de membrana
PTFE de 0,22 pm.

3. Luego se midieron en equipo HPLC, segun el procedimiento ya
establecido.

La razon de areas obtenidas se interpolaron en la ecuacion de la recta detallada
anteriormente para obtener la concentracion de florfenicol en la muestra y
determinar el porcentaje recuperado.

El porcentaje recuperacion se comparo con la siguiente tabla (N°4):

Tabla N°4: Criterio de aceptacion porcentaje de recuperacién13.

>80 % Bueno
50-80% Razonable
<50 % Cuestionable

Se eligird como el método 6ptimo aquel que?®:

e Posea el porcentaje de recuperacion mas alto entre los tres métodos.

e El porcentaje de recuperacion esté por sobre el 80%.

e EICV de la &reas obtenidas sea menor al 5 %.
Una vez obtenido el método 6ptimo se realizaron las pruebas en el fortificado con
concentraciones de 100 y 150 pug/mL de una solucion estandar de florfenicol. El

procedimiento utilizado corresponde al descrito anteriormente en el punto 5.3.4.
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5.2.5 Limites de aceptacion para el contaminante “peor caso”.

El limite de aceptacién es un paso fundamental y critico para decidir cuanto es lo
suficientemente limpio. Este limite es individual en cada laboratorio y para cada
principio activo. Por este motivo el limite para el contaminante “peor caso” debe
ser “practico, logico, lograble y verificable” asegurando asi trazabilidad en el
proceso de validacion!4.

Los limites para el producto “peor caso” se basaron en los tres criterios descritos

por Fourman y Mullen#:

1. Criterio Visual: este criterio indica que no deben permanecer residuos

visibles de producto en los equipos después de aplicados los
procedimientos de limpieza descritos. Es un limite de tipo organoléptico y
subjetivo, por lo cual depende de diversos factores, como de la capacidad
visual del observador, la iluminacion del area, etc. El ojo humado es capaz
de visualizar un minimo de particulas que va desde los 4 hasta los 20
pg/cmz. La inspeccion visual es un criterio basico de las normas GMP, ya
gue siempre se debe efectuar una inspeccion organoléptica antes de
fabricar el producto siguiente, dado que el procedimiento de limpieza no

puede ser aprobado si una superficie esta visualmente sucia.

2. Criterio de trazas: establece que cualquier ingrediente activo puede estar

presente en un producto posteriormente fabricado hasta un nivel maximo

de 10 ppm.

3. Criterio de la Dosis Terapéutica: indica que la cantidad de principio activo
(A) en el lote del producto siguiente (B), no debe ser mas del 0,1% (1/1000)

de la concentracion mas baja del mercado para el activo presente en el

producto A. Se sabe que 1/10 de la dosis de ingrediente activo no posee
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efecto farmacol6gico. Las otras dos potencias de 10 son factores de
seguridad. Los factores de seguridad son un elemento importante debido a
que hay que asumir que los residuos no se distribuyen de forma
homogénea en la zona de contacto ni en el siguiente producto, lo que
puede provocar que se concentre en algunas zonas y solo en algunas
unidades del siguiente producto (B). El factor de seguridad varia segun la
via de administracion.

En la Tabla N°5 se detalla el factor de seguridad segun la via de
administraciont>16,

Tabla N°5: Factor de seguridad segun la via de administracion.

Topico 10-100
Oral 100-1000
Parenteral 1000-10000

Dentro de estos tres criterios aquel que presente el valor mas restrictivo, es decir,
el valor mas bajo, sera el utilizado para establecer la cantidad maxima de
producto Peor Caso que puede pasar al siguiente producto a fabricar. Este valor
se denomina L1 -Limite en el siguiente producto-.

Segun la técnica de muestreo utilizada (hisopado o enjuague con solvente de
extraccidn), se necesitan conocer otros datos: superficie de contacto que tiene
cada equipo con el producto, area de la superficie a muestrear, volumen total del
liqguido de extraccion con la que se realiza el enjuague del equipo. Ademas, para
las muestras obtenidas por hisopado es necesario considerar el factor de
recuperacion (FR), el cual es el porcentaje de recuperacion del producto “peor
caso” expresado como tantos por uno.

A continuacion, se detalla el calculo de los limites:

Célculo del limite en el siguiente producto (L1)
e Criterio Visual:

4ug * Superficie del equipo en contacto con el producto (cm?)
X

cm? Tamano de lote minimo del producto B (g)
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4 ug* corresponde al valor mas restrictivo del criterio visual

e Criterio de trazas:

10 pg de principio activo A

=1
1 g de producto B 0 ppm

e Criterio de la dosis terapéutica?:

1 Dosis Diaria Minima principio activo A (ugA/dia)

X
1000 Dosis Diaria Maxima Producto B (g—g)

Donde A corresponde al “Peor Caso” y B al producto siguiente a fabricar.

Limite por area de superficie y limite de enjuague (L2)

e Para muestras obtenidas por hisopado en pg/cm?2:

Tamanfo de lote minimo del producto B (mL
L2 = L1 (E) P (mL)

X
mL/ = Superficie del equipo en contacto con el producto (cm?)

e Para muestras obtenidas por enjuague en pug/mL.:

Tamano de lote minimo del producto B (mL
L2 = L1 (E) P (mL)

mL/* ™ Volumen del liquido de enjuague (mL)

Limite de residuo para la muestra a analizar (L3)

e Para muestras obtenidas por hisopado en pg/mL:

Superficie del equipo muestreada (cm?
L3=L2(E)X b =qup da(em’) | rR
mL/  Volumen del liquido de extraccion (mL)

Donde FR corresponde al factor de recuperacion para el método de hisopado
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e Para muestras obtenidas por enjuague en pg/mL

ng Superficie del equipo muestreada por enjuague (cm?)

L3 = L2 (ﬂ)x

Superficie del equipo en contacto con el producto (cm?)

5.2.6 Determinacion de los puntos criticos de limpieza del equipo.
La determinacion de los puntos para la toma de muestra se basé en los siguientes
principios’:

e Dificultad de limpieza, zonas de dificil acceso.

e Producto contaminante en contacto directo con el equipo.

e Areas propensas a la acumulacion del producto en el equipo.

e Posibilidad de que el producto se acumele por suspension en el tiempo.

La eleccidn de los puntos criticos se eligieron realizando una inspeccion visual
tanto en el proceso de produccidon como en su etapa final y ademas verificando
la dificultad de limpieza en el proceso de lavado de las partes del equipo.

El equipo de produccion, se realizé a medida, de tal forma que todas las partes
de él se encuentran unidas en serie para facilitar la fabricacion de grandes
volumenes de producto. En la Figura N°2 se muestra la distribucion del equipo
en la planta farmacéutica. En ella, se aprecia en el tercer piso la campana de
incorporacion de principio activo y el mezclador central de 6 paletas. En el
segundo nivel, se encuentra el cernidor y el silo (area de paso del producto) y en

el nivel inferior la dosificadora.
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Planta Farmacolégicos de Gran Volumen

Carro de Carga excipientes (capacidad media 1200 kg)
Sistema automatico de acople para descarga de excipientes
Descarga de excipientes por rosco (sistema hermético)
Valvula electronenmatica de control de flujo de aspiracion
Campana de carga de principios activos con contencion de emision de polvos
6 Tablero de control

Mezclador honzontal de paletas (capacidad media 1000 kg)
8 Valvula electroneumatica de control de descarga

9 Cermdor de malla

10 Sifon ecnalizador de presiones captador de polvos

11 Silo pulmon (capacidad media 2000 kg)

12 Dosificador de rosco con control de emision de polvo

13 Pesa digtal calibrada (capacidad maxima 60 kg)

S N N N NS

v Componente confeccionado con acero inoxidable

Figura N°2: Distribucion del equipo en la planta de produccién.
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Como requerimiento es necesario realizar al menos tres ciclos de limpieza en
forma satisfactoria para validar los procedimientos de limpiezal’. Para esto, el
primer ciclo se considerdé exploratorio para verificar la eficacia del lavado
(ejecucion de los POEs y efectividad de los productos de aseo), por lo cual, se
muestrearon cinco puntos por parte del equipo en aquellas zonas de gran éareay
para las zonas pequefias un solo punto, dando un total de dieciséis puntos de
analisis por hisopado. Para los siguientes ciclos, cada punto fue realizado en

triplicado.

5.2.7 Determinacién residuos de detergente?

La limpieza de los equipos es realizada con el detergente acido VQ®-30. Por su
formulacién con acido fosforico posee propiedades desoxidantes, con alto poder
de remocion éxidos e incrustaciones. No se inflama y no presenta un riesgo
especifico para la salud. En la tabla N° 6, se muestran las especificaciones

técnicas del detergente.

La dilucién utilizada es la mas baja correspondiendo a 1:1002.

Tabla N°6: Especificaciones técnicas VQ®-30.
Detergente VQ®-30

Estado Fisico Liquido

Aparienciay olor Liquido transparente incoloro, olor
caracteristico a tensoactivos.

Concentracion 20-30%

pH al 10% < 2%

Solubilidad Completamente soluble en agua.

Para la determinacion de trazas de detergente luego de la limpieza de los
equipos, se escogido como método de muestreo el enjuague, el cual consiste en
tomar muestras del agua de los Uultimos enjuagues realizada con agua
desionizada (agua utilizada en control de calidad). El limite establecido fue 10
ppm, ya que no hay criterios de aceptacion aun claros para los residuos de
detergente, por lo cual se opt6 por considerar el mismo criterio de contaminacién

utilizado para principios activos. La técnica de analisis utilizada fue la
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conductividad de las muestras. Para ello se valid6 este método analitico por
medio del parametro de linealidad. Se realiz6 una curva de calibracion de

concentracion de detergente (ppm) vs conductividad (uS/cm).

5.2.8 Contaminacion microbiolégica

Un eficiente proceso de limpieza debe contemplar una sanitizacion adecuada
capaz de controlar la proliferacion microbiana por debajo de los limites
establecidos.

Con las pruebas de contaminacion microbiolégica se buscé descartar la
presencia por sobre los niveles permitidos de mesofilos aerébicos, hongos y
levaduras y la existencia de los microorganismos patdégenos: Escherichia coli,
Salmonella sp, Staphylococcus aureus.

Las muestras se obtuvieron desde la superficie de los equipos con la técnica de
hisopado luego de realizada la sanitizacion.

Los limites establecidos para cada microorganismo fueron designados segun el
area de fabricacion, en este caso, la seccion de polvos orales se clasifica en un
area clase D. En la tabla N°7, se muestran los limites de aceptacion de

contaminacion microbiolégica.

Tabla N°7: Limites de aceptacién de contaminacién microbioldgica area de fabricacion clase D°.

Mesofilos aerdbicos 25 UFC/ cm?
Hongos y levaduras 25 UFC/ cm?
Microorganismos patégenos Ausencia

5.3 Validacién de limpieza y sanitizacién de equipos
Una vez terminada la recopilacion de datos previos a la validacién, se da inicio a
las tomas de muestras de los equipos para verificar la limpieza y sanitizacion

realizada segun los respectivos POEs.
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5.3.1 Validacion de la limpieza.
Se utilizaron distintos métodos de muestreo para abarcar mayor superficie de los
equipos y cubrir la presencia de mas de un posible contaminante los que detallan

a continuacion:

5.3.1.1 Validacion de la limpieza: inspeccién visual

El objetivo de la verificacion visual es significativo, ya que si una superficie esta
visualmente sucia, entonces los procedimientos de limpieza no son aceptables o
estan fuera de control, no cumpliendo asi un criterio basico de los parametros
GMP.

El resultado de la verificacién de limpieza por inspeccién visual sera conforme si
luego de aplicados los procedimientos de limpieza y sanitizacién, no se

encuentran restos visibles del producto fabricado anteriormente.

5.3.1.2 Validacién de la limpieza: muestreo por hisopado
Tiene por objetivo encontrar residuos del contaminante “peor caso” determinado
en el andlisis de riesgo. Se efectuaron las tomas de muestras segun lo
determinado en los ensayos de procentaje de recuperacion para florfenicol. En
este caso el método escogido corresponde al B, el que consistio en hacer el
muestreo con la toérula ya humedecida con el solvente de extraccion. A
continuacion se detalla paso a paso como se realiza el muestreo:
1. Se prepararon tubos de ensayos precargados con 10 mL de solvente de
extraccién, acetonitrilo grado HPLC.
2. Las torulas fueron introducidas en los correspondientes tubos para
humedecerlas.
Se hizo escurrir el exceso de solvente por las paredes del tubo.
4. Cada punto critico fue muestreado abarcando una superficie de 25 cmz,

delimitados por un marco para toma de muestras.
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5.

Las muestras fueron llevadas a control de calidad para su preparacion y
andlisis.

Las razones de aeras obtenidas fueron interpoladas en la ecuacion de la
recta de la metodologia analitica.

Se compararon los datos obtenidos con los limites de limpieza
establecidos y se entregaron los resultados de conformidad o no

conformidad.

El resultado se considerdé conforme si la concentracion de contaminante “peor

caso” encontrada en las muestras analizadas no era mayor a los limites de

aceptacion.

5.3.1.3 Validacién de la limpieza: muestreo por enjuague con solvente de

extraccion

Este método de muestreo fue utilizado como complemento al método de

hisopado, ya que es un método que permite el muestreo en puntos de dificil

acceso o inaccesibles y ademas logra cubrir una mayor superficie de muestreo.

Los pasos generales utilizados fueron los siguientes:

1.

Enjuaguar el equipo o sus partes con acetonitrilo grado HPLC (solvente de
extraccion).

Recolectar el liquido en un vaso precipitado.

Trasladar las muestras a Control de Calidad para su analisis segun el
método analitico determinado.

Comparar los datos obtenidos con los limites de limpieza establecidos y

entregar los resultados de conformidad o no conformidad.

El resultado se consideré conforme si la concentracion de contaminante “peor

caso” encontrada en las muestras analizadas no era mayor a los limites de

aceptacion.
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5.3.1.4 Validacion de la limpieza: muestreo del agua de enjuague

El método busca descartar la presencia de residuos de detergente por sobre los

niveles establecidos una vez terminado el proceso de limpieza, el muestreo se

realiza segun las siguientes etapas:

1.

Verificar el detergente utilizado en el proceso de limpieza haya sido el
VQ®-30, en la dilucién adecuada (1:100).

Enjuagar el equipo con agua desionizada.

Recolectar el agua de enjuague en una vaso precipitado.

Trasladar a Control de Calidad y realizar su analisis mediante medicion de
conductividad.

Interpolar los datos obtenidos en la curva de calibracion obtenida para el
detergente.

Comparar la concentracion del detergente obtenida con el limite
establecido.

El resultado se consider6 conforme sila concentracion de detergente encontrada

es menor a 10 ppm (32,08 puS/cm).

5.3.1.5 Validacion de la sanitizaciéon

A través de esta verificacion se establece si la sanitizacién con alcohol al 70% es

efectiva reduciendo la carga microbiana y eliminando los microorganismos

patégenos. Para ello el muestreo se realiz6 a través del método de hisopado con

el material provisto por el laboratorio externo (térula humedecida en 10 mL de

solucion neutralizante). EI método de muestreo fue el siguiente:

1.
2.

Abrir el frasco por la tapa (torula unida a la tapa).
Realizar el hisopado una vez seco el equipo (minimo 30 minutos después

de realizado la sanitizacion).

3. Cerrar el tubo.

Raotular y enviar las muestras al laboratorio externo para su analisis.
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Una vez recibidos los resultados por parte del laboratorio externo se procedio a
comparar con los limites permitidos segun el area de fabricacion. Silos resultados

estan dentro de lo establecido, se informa como conforme la sanitizacion.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Validacion de metodologia analitica
6.1.2 Determinacion especificidad o selectividad

En la tabla N°8, se muestra los resultados de los ensayos realizados para la

determinacion de la selectividad.

Tabla N° 8: Detalle del tipo de ensayo de selectividad y su resultado.

Tipo de Ensayo Especificaciéon de Pureza Resultado
o . No hay presencia de sefiales al
S_electly[dad al medio de tiempo de retencion del Sin sefial
disolucion .
florfenicol

No hay presencia de sefales al
tiempo de retencion
correspondiente a la glucosa
monohidratada (excipiente)

El tiempo de retencién es

Selectividad a la matriz Sin senal

Comparacién entre similar tanto para el estandar de ~ L

. Sefiales similares
resultados florfenicol y el producto

terminado.

A través de los resultados obtenidos se verifica que la matriz del producto
terminado no presenta un peak en el tiempo de retencién del principio trazador,no
interfiriendo en su medicion. A su vez, los tiempo de retencion del estandar y el
producto terminado, presentan una variacion menor a 0,5 minutos, por lo cual se

concluye que el método es selectivo para florfenicol.
6.1.3 Determinacion de la linealidad
6.1.3.1 Linealidad del sistema

Se realizaron tres curvas de calibracién externas en dias distintos, a niveles de
5,7,10,12 y 15 pg/mL (ppm) con el propdsito de evaluar el comportamiento lineal,
presentandose correlaciones superiores a 0,99937 (r), sin cambios significativos

entre las pendientes.
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Todas los coeficientes de variacion son menores al 5% y los r2 son mayores al
0,995, por lo cual se considera que el sistema cumple el pardmetro de linealidad

segun los criterios de aceptacion ocupados por el laboratorio.

Por otra parte se realiza la evaluacion estadistica de prueba t-Student, como un

mejor indicador del modelo lineal

Para las tres curvas de calibracion se observé una correlacion lineal,existiendo
una relacion significativa entre las variables X e Y a un nivel de significancia del
95%, cumpliendo con la prueba t-Student (t caiculado > t tabla), Obteniendose los
siguientes valores: 74,44 curva 1, 86,58 curva 2, 52,18 curva 3, mientras que el

valor de t tabia €S de 3,182.
6.1.3.2 Linealidad del método.

Se realiz6 una curva de calibracién del producto terminado a niveles de 8,9,10,11

y 12 ug/mL (ppm) , para determinar linealidad en presencia de la matriz.

Todos los niveles presentan porcentaje de recuperacion entre 100%-104%,
considerandose un resultado aceptado (rango de aceptacion 95%-105%).
Ademas la curva presenta un coeficiente de correlacion al cuadrado rz: 0,9935
mayor al minimo establecido (r2:0,990), por lo cual, se concluye que el método

es lineal segun los criterios de aceptacion.

6.1.4 Determinacién exactitud

6.1.4.1 Veracidad

Para el estudio de la exactitud se requiere la evaluacion de la recuperacion de
florfenicol de cada muestra de concentraciones del 80%, 100% y 120% de la
concentracion estimada del analito. El porcentaje de recuperacion para los tres
niveles estudiados estan dentro del limite establecido (resultados de 99 a 102,8
%). Por otro lado, se realiza la prueba t-Student para grados de libertad (v) y el

porcentaje de seguridad deseado (1-a), con un 95% de confianza. De acuerdo
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con los datos obtenidos (tcalulado : 0,044< t tabla : 2,306), no existe diferencia
significativa entre la recuperacion media y 100% para la metodologia analitica en
estudio.

De acuerdo a los valores otorgados por AOAC a un nivel de 10 pg/mL (ppm) el
valor aceptable es de 80 a 110% de recuperacion, por lo cual los valores
obtenidos serian aceptables para el nivel medido en la matriz analizada (99-
102,8%). Con todos estos resultados se puede sefalar que se cumple con el

pardmetro de exactitud.

6.1.4.2 Precision.

6.1.4.2.1 Repetibilidad.

Se realizdé la medicion simultanea (mismo dia) de 10 muestras de producto
terminado, realizando las diluciones necesarias para medir 10 pg/mL (ppm).

De acuerdo a los resultados obtenidos, el coeficiente de variacion es menor a 5%
(resultado obtenido, 1,5%), cumpliendo con el criterio de aceptacion del
procedimiento interno del laboratorio. A su vez este valor cumple con el criterio
de aceptaciéon de Horwitz, que para 10 ppm de concentracion y en condiciones
de repetibilidad, se estima que deben ser menores a 5,66%.

6.1.4.2.2 Precision Intermedia.

Para su determinacion, se estudi6 las concentraciones de las 20 muestras de
florfenicol en producto terminado.

A través del coeficiente de variacion intersemana para las 20 muestra se obtiene
gue cumplen con el criterio de aceptacion (CV <5%) propuesto, obteniendose un
CV de 3,29%. Por su parte el coeficiente de variacion de Horwitz en condiciones
de reproducibilidad y para una concentracion de 10 ppm corresponde a 7,54%,
de esta forma y segun los resultados obtenidos, se observa que se cumple este

criterio de aceptacién (CV% obtenido 3,29 vs 7,54 de Horwitz).
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6.1.4.3 Determinacion Incertidumbre.
Segun los valores obtenidos tanto para la precision de repitibilidad y para el sesgo
por recuperacion, se calcula el p relativo para cada uno, luego es posible calcular

el u combinado de ambas, los resultados se muestran en la siguiente tabla(N°9).

Tabla N°9: Resultados para p relativos de repetibilidad, recuperacion, p combinado expandida.
U Relativo de U Relativo de U Combinado U Expandida

Repetibilidad Recuperacion
15 3,02 1,89 3,79

Es decir, la medida de florfenicol en la validacién, estara dada por 100,4+ 3,79 o
bien en términos de concentracion como 10,04 + 0,0379 pg/mL.

6.1.4.4 Determincion de Limites de Deteccién y Cuantificacion.

Por medida del laboratorio, el limite de deteccién a evaluar corresponde a una
décima parte del punto méas bajo de la curva de calibracién, es decir, 0,5 ppm.
Para las diez muestras analizadas se obtuvo un coeficiente de variacion (%CV:
1,3) menor al limite establecido( %CV: <5) y en conjunto un procentaje de
recuperacion del 95% (Limite: 95%-105%). Por lo cual se considera que los
resultados son aptos para el calculo de ambos limite, obteniendose asi un limite
de cuantificacién de 0,5 ppm y de deteccién de 0,54 ppm, los cuales se presentan
en la tabla N° 10.

Tabla N°10: Resultado para limite de deteccién y limite de cuanificacion.
Promedio de las DS CVv Limite de Deteccidn Limite de Cuantificacion
Concentraciones % (ppm) (Promedio + 3 (ppm) (Promedio + 10 DS)

(ppm) D))
0,48 0,006 | 1,3 0,50 0,54

6.1.4.5 Determinacion robustez

La robustez fue medida mediante la variacion de flujo. Se analizaron tres
muestras a tres flujos distintos ( 0,95 mL/min; 1,00 mL/min; 1,05 mL/min). En la
tabla N° 11 se muestran los resultados para la robustez.
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Tabla N°11: Resultados robustez.

(;V% CV% Promedio DS CV% Promedio DS CV%
Area tiempo

S area area area tiempo tiempo t
1,00 0 0 °
mL/min 0,18% | 0,13% g
0,95 o
e 0,46% | 0,000% 164737 5163 | 3,1% 4,24 0,182 4%
mll_/mln §
05 1 53006 | 0,143%
mL/min

Tanto el coeficiente de variacion de las muestras como el tiempo maximo
permitido de variacion cumplen con los criterios de aceptacioén, por lo cual, se
acepta que el método puede sufrir variaciones de flujo sin cambiar
significtivamente los resultados.

El detalle de los resultados, areas y calculos de todos los parametros se muestran

en el Anexo |.

El principio activo (florfenicol) es utilizado en diversos productos, los cuales
contaban con su metodologia analitica validada. Por lo cual, para este producto
terminado en estudio, se realizo la validacion de los parametros exigidos por la
EMEA y no se realizaron estudios de degradacién forzada (fotélisis, termdlisis,
hidrolisis acida y basica). A pesar de ser la EMA una entidad de referecia para
sustancias veterinarias, se sugiere usar las directrices recomendadas por el ISP,
utilizando sistemas estadisticos para mejorar los criterios de aceptacién. Uno de
los puntos incluidos por el ISP corresponde a la medicion de Incertidumbre,
existiendo dos tipos (A y B), siendo el tipo A la informada en este trabajo. Esta
incertidumbre corresponde a una evaluacion de un componente por analisis
estadistico de los valores de medicione obtenidos en condiciones de
repetibilidad®. Es necesario destacar que se validé la metodologia analitica para
el producto terminado, pero un mejor plan de validacion hubiese comtemplado el
desarrollo y validaciéon de un procedimiento de muestreo y analisis en residuos

de limpieza que permanecen sobre la superficie del equipo de produccion, pero

por tiempo no pudo ser realizado?8.
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6.2 Determinacion del porcentaje de recuperacién

6.2.1 Determinacion del porcentaje de recuperacién de concentracion 10
pMg/mL.

Los valores obtenidos mediante el analisis cromatogréfico, se interpolaron en la

curva de calibracion con centro 1 pg/mL.

Ecuacion de la recta:

y =16134x —238,6  R2 0,999

Donde x corresponde a la concentracion de florfenicol en ppm (ug/mL) e y al area

obtenida.

En la siguiente tabla (N°12), se presentan los porcentajes de recuperacion
obtenidos mediante los tres métodos de hisopados propuestos.

Tabla N°12: Resultado porcentaje de recuperacion para los tres métodos.
Método ug florfenicol pg florfenicol %

agregados en la encontrados en la Recuperacién
placa placa
A 10 6,23 62,3
B 10 8,2 82
C 10 - -

Los cromatogramas del método C no presentaron sefiales claras de presencia de

florfenicol, por lo cual se descarta su uso en la validacion de la limpieza.
El detalle se muestra en el Anexo lll.

Por su parte el método B presentd el porcentaje de recuperaciébn mas alto de
entre los 3 métodos, 82% , que esta catalogado como un procentaje de
recuperacion 6ptimo®® y a su vez un CV menor al 5%. Por lo cual el método B se
eligio para hacer las otras dos pruebas a distintas concentraciones.
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6.2.2 Determinacion del porcentaje de recuperacién de concentracion 100
y 150 pg/mL

El promedio de las areas obtenidas, se interpold en la ecuacion de la recta
determinada previamente, para el parametro de linealidad en la validacion de la

metodologia analitica.

Ecuacion de la recta:

y = 15057x + 3666,5 R2: 0,9994

Donde x corresponde a la concentracion de florfenicol en ppm (ug/mL) e y al &rea

obtenida.

En la tabla N°13 se muestra los resultados obtenidos de los porcentajes de

recuperacion a concentraciones de 100 y 150 pug/mL

Tabla N° 13: Resultados porcentaje de recuperacion a concentraciones de 100y 150 pug/mL.
Método ug florfenicol pg florfenicol %

agregados en la encontrados en la Recuperacion
placa placa
B 100 pg/mL 100 85,3 85,3
B 150 pg/mL: 150 125,4 83,6

A continuacion (tabla N°14), se muestra el resumen de los datos obtenidos para

las tres concentraciones utilizadas en el método B de hisopado.

Tabla N°14: Resumen porcentaje de recupracion obtenido método hisopado B.
Concentracion % Recuperacion Promedio

10 pg/mL
84

100 pg/mL 85,3

150 pg/mL 83,5
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Por lo tanto el método B cumple con todos los requisitos para ser el método ideal
de hisopado, presentando un promedio de 84% como porcentaje de
recuperacion.

Ademas se evalud a través de un blanco, si la torula podria presentar
interferencia en la mediciéon de florfenicol'®. Los resultdos obtenidos muestran
que el material de la térula presenta dos peak, el primero a los 0,7 minutos y el
segundo a los 1,7 minutos, no afectando la medicién de florfenicol (peak 4,36
minutos aproximadamente).

Los detalles del célculo del procentaje de recuperacion, se encuentran disponible
en el ANEXO II.
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6.3 Validacion de limpieza linea central de produccion
6.3.1 Determinacion del “peor caso”.
En la tabla N°15, se detalla la ponderacion obtenida por los productos y su

puntaje final para la determinacion del peor caso.

Tabla N°15: Ponderacion de cada productos y puntaje total.

Producto . Pond. Pond. Pond. Pond. Pond.
i Solu- Tamafio Lotes Uni- Dificul- Total
bilidad /lote dad tad
limpieza
Duflosan 4 3 4 5 5 5 3 29
50%
Duflosan 2 3 4 5 4 4 3 25
20
Terrivet 4 3 3 4 3 1 4 22
80%
Tiganil 450 | 3 3 4 4 2 3 3 22
Levantel 3 4 4 5 1 1 3 21
46%
Flox-Feed | 4 3 4 5 1 1 3 21
80%
Levantel 1 4 4 5 1 1 3 19
5%
OTC 65% | 4 2 2 5 1 1 4 19
Nicarbazin | 2 2 5 5 1 1 3 19
a 25%
Piperazina | 5 2 2 5 1 1 3 19
Licimocin 1 3 4 5 1 1 3 18
44
Terrivet 1 3 3 5 1 1 4 18
100
Tiganil 100 | 1 3 4 4 2 1 3 18
Plocin 1 2 5 5 1 1 3 18
Bacticilina | 1 2 5 5 1 1 3 18
100
Neumoton | 3 1 4 5 1 1 3 18
a 50%
Costin 3 2 4 3 1 2 3 18
Solucion
Coccisan 1 1 5 5 1 1 3 17
Costin Mix | 2 2 4 3 2 1 3 17
20

Los productos se fabrican en diferentes presentaciones, por lo cual, para el
analisis de riesgo se considero el lote de mayor tamafio para cada producto.
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Para la eleccion del peor caso, se consideré aquellos productos que fueron
fabricados desde enero del 2014 a agosto del 2015. Como resultado del analisis
de riesgo, se obtuvo que el producto con mayor ponderacién correspondié a
florfenicol (Duflosan® 50%).

Se decidi6 utilizar como pardmetro para el andlisis de riesgo el porcentaje de
principio activo de cada producto veterinario ( a mayor concentracion, mayor
posibilidad de dejar residuos en el equipo) y excluir la dosis terapéutica minima,
debido a la farmacocinética especifica de cada especie ( gallinas, caballos,
cerdos, peces, etc) , por lo cual, no existe una comparacion significativa ni
relevante de analisis. Los otros parametros incluidos corresponden a los
utilizados comunmente (solubilidad en agua, tamafio del lote, nUmero de

lotes/afio, unidades/afo, dificultad de limpieza y toxicidad).

La eleccion de Duflosan® 50%, como producto trazador, fue determinada por la
cantidad de lotes que se fabrican , siendo este producido con mayor periodicidad
(aproximadamente el doble de lotes que el producto que le sigue en fabricacion),
demostrando que existe un alto riesgo de acumulacion en el tiempo y de generar
contaminacion cruzada hacia los otros productos de menor frecuencia de

fabricacion.

No obstante, este producto no presenta dificultad de limpieza en comparacion a
Terrivet® 80% (principio activo Oxitetraciclina), producto amarillento de dificil
eliminacién. Dado que su produccion decay6 en el dltimo periodo, no presenta
gran probabilidad de acumulaciéon en el equipo ni viabilidad para realizar una
validacion en conjunto con Duflosan® 50% (proyecto original de validacion). Por
otro parte, es posible encontrar otros productos con mayor toxicidad, pero no
fueron considerados riesgosos debido a su baja produccion y menor porcentaje

de principio activo.

Los datos incluidos en el analisis de riesgo se muestran en el Anexo lll.
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6.3.2 Determinacion de los puntos criticos de limpieza

La planta farmacéutica gran volumen esta diseflada como una planta de
alimentos, por lo cual el equipo de la linea central fue hecho a medida, de tal
forma que desde el mezclador hasta la dosificadora se encuentran unidos. Por
este motivo, a fin de mejorar el proceso de analisis de los resultados obtenidos
en la validacibn cada pieza del equipo se consider6 separadamente,
determinandose los limites para cada pieza o parte individualmente (campana de
incorporacion de principio activo, mezclador central, cernidor-silo, dosificadora).
6.3.2.1 Campana de incorporacion de principio activo y mezclador central
En la figura N°3, 4 y 5 se muestra la campana de incorporacion del principio
activo, su vez en la parte inferior de esta, se conecta la descarga de excipientes,
los cuales pasan al mezclador central de 6 paletas, y se les da 5 minutos de

mezclado.

Campana

p.a

Mezclador
Central

Figura 3: Campana incorporacion pirncipio activo y mezclador.
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Campana

3.- Mesa de

Figura N°5: Mezclador central.

de incorporacion de

principio activo.
1.- Pared Campana.

2.- Base Campana.

Apoyo.

4.- Pared Campana.

5.- Base Campana.

| Mezclador Central.

1.- Fondo mezclador.
2.- Paleta.

3.- Pared mezclador.
4.- Pared mezclador.
5.- Techo interior.
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6.3.2.2 Cernidor-Silo.

En las figuras N°6, 7 y 8 , se muestran el cernidor y silo. El cernidor corresponde
a una estacion de paso, donde el producto que ya ha sido mezclado, pasa a
través de él para asegurar que no pase producto agrumado o material extrafio.
El silo corresponde a una estacion de almacenaje, en donde el producto espera
para pasar a la dosificadora.

4 ‘ Conexioén Cernidor

)

1.- Interior.
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Silo
2.- Techo Silo
3.- Techo Silo

4 .- Pared Silo
5.- Pared Silo

Figura N°8: Silo.
6.3.2.3 Dosificadora

En la figura N°9, se muestra la dosificadora de la linea central.

Figura N°9: Dosificadora.
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Se considerod la superficie total de cada pieza del equipo a aquella que tiene
contacto directo con el producto en fabricacion. Cada pieza se ajusto a alguna
forma geométrica para facilitar el calculo de la superficie, siendo estas areas
aproximadas en comparacion a lo real. Tanto la distribuciéon como la forma y
dimensiones del equipo, hicieron que el proceso de tomas de muestra fuera
complejo e imposibilitando la realizacion de diversas técnicas de muestreo en

todas las partes del equipo.
6.3.3 Determinacion de los limites de limpieza
6.3.3.1 Limites para muestreo por hisopado y solvente de extraccion

En la tabla N°16, se muestran los resultados correspondiente a la maxima
cantidad de producto anterior en las diferentes partes del equipo. Estos valores
corresponden a los limites para muestreo por hisopado y por solvente de
extraccion. El valor mas restrictivo corresponde al limite utilizado en los calculos

siguientes.

Tabla N°16: Resultados célculo del limite en el producto siguiente (L1).

Célculo del limite en el producto siguiente (L1): Muestreo por hisopado y solvente de
extraccion

Parte del equipo Criterio visual | Criterio trazas Criterio dosis
ppm Ppm terapéutica ppm
Campana de incorporacién p.a | 0,24 10 16,53
Mezclador central 1,04 10 16,53
Cernidor-Silo 1,24 10 16,53
Dosificadora 0,083 10 16,53

Los resultados para los limites L2 y L3 a partir de L1 se muestran en la tabla N°
17.
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Tabla N°17: Resultados de los limites L2 y L3 para muestreo por hisopado y solvente de

extraccion.

Limites para muestreo por hisopado y solvente de extraccion

Parte del equipo L1 Hisopado Solvente de extraccion
ppm L2 L3 L2 L3
ug/cm? ug/mL pg/mL ug/mL
Campana de incorporacién p.a | 0,24 4 8,4 - -
Mezclador central 1,04 4 8,4 - -
Cernidor-Silo 1,24 4 8,4 - -
Dosificadora 0,083 4 8,4 415 17,73

L1:Limite en el producto siguiente,en ppm ( pg de contaminante A que pueden pasar por g de
producto siguiente B).

L2:Limite en control de superficie. Para muestreo por hisopado: ug de contaminante A que
pueden haber por cada cm? de la superficie del equipo que esta en contacto con el producto.
Para muestreo por solvente de extraccion: pg de contaminante A que pueden haber por cada ml
del liquido utilizado en el enjuegue de la superficie del equipo en contacto con el producto.
L3:Limite en la muestra analizada en el cromatdgrafo HPLC, se expresa en ug/mL.

En la determinacion de los limites de aceptacion del contaminante trazador se
utilizaron los tres criterios clasicos propuestos por la FDA ( visual, de los 10 ppm
o de trazas y dosis terapéutica)'®. Como resultado se obtuvo que el criterio mas
restrictivo corresponde al criterio visual. Es importante mencionar que las
presentaciones farmacéuticas de estos productos veterinarios son sacos de 20
kilogramos, los cuales no corresponden a dosis individuales, por lo cual, al
momento de realizar los calculos del criterio de la dosis terapéutica fue necesario
asumir los pesos de las especies involucradas ( salmones y cerdos). La
fabricacion de estos productos varia segun la demanda, por este motivo se eligio
como el producto B o el siguiente a fabricar, a aquel producto de menor
porcentaje de principio activo y menor tamario de lote ( Costin Sol®). La eleccién
de criterios para establecer limites no se encuentra establecido, esto quiere decir
gue no es universal, finalmente depende del laboratorio el limite a utilizar. Dentro
de los otros posibles criterios se encuentran:
e Limite basado en la toxicidad del residuo: Es util cuando no se cuenta con
la informacién necesaria para establecer las dosis terapéuticas.
e Limite basado en la sensibilidad del método analitico de determinacion del
residuo: El limite de limpieza corresponde al limite de deteccion del

método analitico.
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e Limite basado en la capacidad del proceso de limpieza: Tiene lugar
cuando se dispone de suficientes resultados del control del procedimiento
de limpieza dentro de un intervalo inferior al valor calculado del limite!#,

Por su parte los 10 ppm corresponden a un limite por defecto, el cual es util
cuando no se han establecido otros criterios mas adecuados. Cabe sefalar que
en si, el limite de 10 ppm no corresponde a un buen indicador de limpieza, ya
que es una unidad de concentracion y no expresa la cantidad de residuo por
unidad de superficie, por consiguiente no puede usar como referencia para hacer
comparaciones entre distintos equipos. El uso de un limite de 10 ppm sin
caracterizacion del riesgo de exposicion es equivalente a pretender que no hace
ninguna diferencia si un medicamento esta contaminada por 1 ng (el equivalente
a 10 ppm de 0,1 mg) o 50 mcg (el equivalente a 10 ppm de 5000 mg) de la misma
sustancia?.

Los calculos para la determinacion de los limites de limpieza, se detallan en el

Anexo V.

6.3.4 Determinacion residuos de detergente

Existen diversos métodos para determinar los residuos de agentes de limpieza,
tanto especificos (HPLC) como inespecificos (Carbono Organico Total, TOC y
Conductividad). Para realizar las mediciones se escogié el método de
conductividad, ya que tiene la capacidad de entregar resultados de forma répida,
lineales y faciles de manejar (el laborario no contaba con el equipo para realizar
el andlis mendiante TOC y el andlisis mediante HPLC requeriria la validacion del

método).

La ecuacion de la recta obtenida fue la siguiente:

y =3,577x — 3,69 R?: 0,997

La planta farmacéutica gran volumen no contaba con agua purificada, por lo cual,
el lavado de esta solo se realiza con agua potable. A efectos de validacion fue

necesario enjuaguar algunas partes del equipo con agua desionizada, ya que el
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agua potable interfiere en la medicion de la conductividad. Se suguiere que en el
futuro se implemente la utilizacion de agua purificada en el proceso de lavado

para acercarse a las requerimientos exigidos por las GMP.
6.3.5 Pruebas para la validacién de la limpieza
6.3.5.1 Validacion de la limpieza: Inspeccion visual

En la tabla N° 18, se muestran los resultados obtenidos para cada uno de los
puntos criticos del equipo, luego de realizada la inspeccion visual del mismo. Los

tres ciclos de limpieza validados, arrojaron un resultado Conforme.

Tabla N°18 : Resultados inspeccion visual de los tres ciclos de limpieza.

Primer Segundo Tercer
muestreo muestreo Muestreo
Equipo y parte de equipo Conforme/ Conforme/ Conforme/

No conforme | No conforme | No conforme

Campana incorporacién p.a

Pared izquierda Conforme Conforme Conforme
Base izquierda Conforme Conforme Conforme
Mesa de apoyo Conforme Conforme Conforme
Base derecha Conforme Conforme Conforme
Pared derecha Conforme Conforme Conforme

Mezclador central

Fondo Conforme Conforme Conforme
Aspa Conforme Conforme Conforme
Pared izquierda Conforme Conforme Conforme
Pared derecha Conforme Conforme Conforme
Techo Conforme Conforme Conforme

Cernidor -Silo

Unién Cernidor Conforme Conforme Conforme
Techo zona izquierda Conforme Conforme Conforme
Pared izquierda Conforme Conforme Conforme
Techo zona derecha Conforme Conforme Conforme
Pared derecha Conforme Conforme Conforme

Dosificadora
Boquilla descarga Conforme

Conforme Conforme
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6.3.5.2 Validacion de la limpieza: Muestreo por hisopado

Las tablas N° 19, 20 y 21, se muestran los resultados obtenidos mediante la
técnica de hisopado. En todos los ciclos validados, se observa que los resultado

estan bajo los limites establecidos.

Tabla N°19: Resultados primer muestreo por hisopado.

Equipo y parte Area CV% L1 Con. Conforme/
muestreada encontrada No
ppm conforme
Campana incorporaciéon p.a
Pared izquierda 54899
Base izquierda 53894
Mesa de apoyo 42619 26,8 0,24 0,11 Conforme
Base derecha 82539
Pared derecha 75644

Mezclador central

Fondo 166770

Aspa 65302

Pared izquierda 25976 94 1,04 0,31 Conforme
Pared derecha 21848

Techo 32942

Cernidor-Silo

Unién Cernidor 78155

Techo zona izquierda 26061

Pared izquierda ND 57 1,24 0,39 Conforme
Techo zona derecha ND

Pared derecha 10587

Dosificadora

Boquilla descarga | 29309 | - ] o0083] 0,016 | Conforme
L1: Limite en el producto siguiente, en ppm ( ug de contaminante A que pueden pasar por g de
producto siguiente B).

Como resultado del primer muestreo, considerado como exploratorio, se puede
concluir que a pesar que el lavado cumple con los limites establecidos, los
coeficientes de variacion obtenidos, muestras que hay poca homogeneidad del
lavado.Por este motivo, se corrigieron ciertos aspectos del lavado: mayor
aplicacion de espuma y la incorporacion de un utencilio (escobillon semicircular)

para mejorar la remocion manual de restos de producto y detergente.
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A su vez, cada punto de muestreo para los siguientes ciclos fueron aumentados,

tomandose muestras en triplicado.

Cabe mencionar que en la literatura consultada no se mencionan los puntos de

muestreo minimos exigidos, por lo cual, estos se establecieron de acuerdo a las

dimenciones del equipo y factibilidad de realizar los analisis en el laboratorio de

control de calidad, sin afectar su normal funcionamiento.

Tabla N°20: Resultados segundo muestreo por hisopado.
Segundo muestreo

Equipo y parte Area CV% L1 Con. Conforme/
muestreada Promedio encontrada No
ppm conforme
Campana incorporaciéon p.a
Pared izquierda 70027
Base izquierda 51456
Mesa de apoyo 47564 15,1 0,24 0,058 Conforme
Base derecha 60556
Pared derecha 58032
Mezclador central
Fondo 54555
Aspa 48231
Pared izquierda 36146 38,0 1,04 0,21 Conforme
Pared derecha 20530
Techo 26830
Cernidor-Silo
Unién Cernidor 38749
Techo zona izquierda 60497
Pared izquierda 34587 27,0 1,24 0,26 Conforme
Techo zona derecha 48733
Pared derecha 33161
Dosificadora
Boquilla descarga | 38749 | - | 0,083 [0,017 | Conforme

L1: Limite en el producto siguiente, en ppm ( ug de contaminante A que pueden pasar por g de

producto siguiente B).
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Tabla N°21: Resultados tercer muestreo por hisopado .
Tercer muestreo

Equipo y parte Area CV% L1 Con. Conforme/
muestreada promedio encontrada No
ppm conforme
Campana incorporacion p.a
Pared izquierda 12095
Base izquierda 19699
Mesa de apoyo 16898 28,9 0,24 0,04 Conforme
Base derecha 19913
Pared derecha 27326

Mezclador central

Fondo 46435
Aspa 25101
Pared izquierda 33448 32,0 1,04 0,21 Conforme
Pared derecha 29614
Techo 53371

Cernidor-Silo

Unién Cernidor 24716
Techo zona izquierda 21178
Pared izquierda 26931 38,0 1,24 0,24 Conforme
Techo zona derecha 42606
Pared derecha 50423

Dosificadora

Boquilla descarga | 37536 | - ] o083 | 0,008 | Conforme
L1: Limite en el producto siguiente, en ppm ( ug de contaminante A que pueden pasar por g de
producto siguiente B).

Los detalles de los datos obtenidos se encuentra en el Anexo V.

Los resultados obtenidos para el muestreo de superficies mediante la técnica de
hisopado, evidencian una baja precision, que se manifiesta en coeficientes de
variacion mayores al 5% (promedio del equipo con mayor CV: 57%). Esto se
puede deber a un mezclado poco eficiente, obteniendo lugares con un alto
porcentaje de residuos en comparacion a otros, también a la gran superficie del
equipo y que el numero de muestras no sean significativas o a la geometria del
equipo que dificulta el proceso de limpieza en ciertas areas. A pesar de encontrar
altos valores de coeficientes de variacion en los tres ciclos analizados, cabe
destacar que todos los resultados se encuentran por debajo de los limites
establecidos y que existe una disminucion de aproximadamente el 30% en el CV
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entre el primer y el dltimo ciclo. Esto se puede deber a la incorporacion de una

etapa de limpieza manual en el lavado.

6.3.5.3 Validacién de la limpieza: Muestreo por solvente de extraccion

Los resultados de la medicibn de las muestras obtenidas con solvente de

extraccion, para el segundo y tercer muestreo de limpieza se exponen en la tabla

N°22. Para ambos ciclos el resultado fue Conforme.

Tabla N°22: Resultado muestreo por solvente de extraccion, segundo y tercer muestreo.

Segundo muestreo Tercer muestreo

Parte Area Area L1 Con Area Area L1 Con

Prom ppm Prom ppm
Dosificadora
Correa 443225 435890
delantera 333697 | 0,083 | 0,03 438390 | 0,083 | 0,04
Correa 224170 440897
trasera

L1: Limite en el producto siguiente, se informa en ppm (ug de contaminante A que pueden pasar
por g de producto siguiente B).

Durante el primer muestreo, se intentd llevar a cabo el enjuague de las paletas
del mezclador, pero el gasto de solvente fue excesivo y no se pudo recuperar con
precision el solvente, por lo cual, se decidio excluir este punto de muestreo. Por
otro lado, debido a la geometria del equipo sélo se pudo muestrear las correas
de la dosificadora, ya que ninguna otra parte del equipo cumplia con los requisitos

para ser muestreado.
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6.3.5.4 Validacion de la limpieza: Muestreo del agua de enjuague

En las siguientes tablas (N°23, 24, y 25) se exponen los valores de conductividad
de cada muestra de agua desionizada de los tres muestreos realizados. En todas
limite establecido,

las mediciones, la conductividad estaba bajo el

correspondiente a 10 ppm.

Tabla N°23: Resultados muestreo del agua de enjuague del primer muestreo.
Primer muestreo

Parte del equipo Conductividad | Concentracién | Limite Conforme/
uS/cm? ppm ppm | No Conforme

Blanco 4
Campana deincorporaciéon p.a
Pared-Base izquierda 19 6,34 10 Conforme
Mesa de apoyo 22 7,18 10 Conforme
Pared-Base derecha 21 6,90 10 Conforme
Mezclador central
Paleta 1 14 4,95 10 Conforme
Paleta 2 12 4,39 10 Conforme
Paleta 3 12 4,39 10 Conforme
Paleta 4 17 5,78 10 Conforme
Paleta 5 17 5,78 10 Conforme

Tabla N°24: Resultados muestreo del agua de enjuague del segundo muestreo.

Segundo muestreo

Parte del equipo Conductividad | Concentracién | Limite Conforme/
uS/cm? ppm ppm No Conforme

Blanco 3
Campana de incorporacion p.a
Pared-Base izquierda 10 3,83 10 Conforme
Mesa de apoyo 9 3,55 10 Conforme
Pared-Base derecha 10 3,83 10 Conforme
Mezclador central
Paleta 1 8 3,27 10 Conforme
Paleta 2 8 3,27 10 Conforme
Paleta 3 8 3,27 10 Conforme
Paleta 4 8 3,27 10 Conforme
Paleta 5 9 3,55 10 Conforme
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Tabla N°25: Resultados muestreo del agua de enjuague del tercer muestreo.
Tercer muestreo

Parte del equipo Conductividad | Concentraciéon | Limite Conforme/
uS/cm? ppm ppm No Conforme

Blanco 4
Campana de incorporacion p.a
Pared-Base izquierda 10 3,83 10 Conforme
Mesa de apoyo 10 3,83 10 Conforme
Pared-Base derecha 10 3,83 10 Conforme
Mezclador central
Paleta 1 9 3,55 10 Conforme
Paleta 2 9 3,55 10 Conforme
Paleta 3 9 3,55 10 Conforme
Paleta 4 8 3,27 10 Conforme
Paleta 5 9 3,55 10 Conforme

Para la determinacion de residuos de detergente también influyd la geometria,

pudiendo tomar muestras sélo en el eje central del mezclador y en las paredes

de la campana de principio activo, dado que el silo y la dosificadora reciben un

enjuague adicional,

se entiende que estas dos Ultimas presentarian

conductividades iguales o0 menores que los puntos muestreados. En el mezclador

Se muestrearon cinco puntos y en la campana tres, suficientes desde un punto

de vista estadistico y representativo de la eficacia de enjuague del equipo

completo.
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6.3.5.5 Validacion de la sanitizacién

La verificacion de la sanitizacion fue realizado mediante analisis microbioldgico.

Las UFC (Unidades Formadoras de Colonias) encontradas a partir de las

muestras de los puntos criticos, se exponen en las tablas N° 26 y 27 Todos los

resultados obtenidos se encontraron bajo los limites aceptados.

Tabla N°26: Resultado analisis microbiolégico, mesofilos, hongos y levaduras.

Primer muestreo

Segundo muestreo

Tercer muestreo

Parte Meséfilos | Hongos | Meséfilos | Hongos | Mesdéfilos | Hongos

del UFC Y UFC Y UFC Y UF02
equipo levaduras levaduras levaduras | /cm
Campana de incorporacion p.a
Mesa - - 1 <1 1 <1 25
Pared - - <1 <1 <1 <1 25
Base - - 2 <1 1 1 25
Mezclador central
Fondo 1 <1 <1 <1 <1 1 25
Pared - - <1 <1 <1 <1 25
Techo - - 1 <1 <1 1 25
Cernidor-Silo
Cernidor - - 1 <1l 1 <1 25
Pared - - <1 <1 <1 <1 25
Techo 1 <1 <1 <1 <1 <1 25
Dosificadora
Boquilla <1 <1 <1 <1 <1 1 25
Tubo - - <1 <1 <1 <1 25
superior
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Tabla N°27: Resultados control microbioldgico, E.coli, Salmonella sp., S. Aureus.

Primer muestreo Segundo muestreo Tercer muestreo

Parte E. | Salmo- S. E. | Salmo- S. E. | Salmo- S. Li
del Coli nella | Aureus | Coli nella | Aureus | Coli nella | Aureus | Mi
equipo Sp. Sp Sp. te

Campanade incorporacion p.a

Mesa - - - A A A A A A A
Pared - - - A A A A A A A
Base - - - A A A A A A A

Mezclador central

Fondo A A A A A A A A A A
Pared - - - A A A A A A A
Techo - - - A A A A A A A

Cernidor-Silo

Cernidor - - - A A A A A A A
Pared - - - A A A A A A A
Techo A A A A A A A A A A

Dosificadora

Boquilla A A A A A A A A A A
Tubo - - - A A A A A A A
superior

E.coli: Escherichia coli.
S.aureus: Staphylococcus aureus.
A: Ausencia

Los analisis microbiolégicos fueron realizados en un laboratorio de control de
calidad externo, el cual daba la implementacion y materiales para llevar a cabo
los procedimientos, por consiguiente, sélo se llevo a cabo la toma de muestras
en el equipo. Sin embargo, el laboratorio no valora Pseudomona aeruginosa en
superficies, por lo cual queda pendiente, siendo recomendada su determinacién

en el agua almacenada en IBC.
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Los resultados obtenidos para cada contaminante, en los tres muestreos
considerados para la validacion fueron del estado conforme. En consecuencia,
se determino que el procedimiento de limpieza y sanitizacion se encuentra

validado.

Por altimo, se dejo un instructivo de toma de muestras para el siguimiento de la
validacion de limpieza y sanitizacion , en el cual se especifica la periodicidad, los
puntos de muestreo y ante cualquier cambio en los POEs o en los productos de

limpieza utilizados sera necesario reevaluar la validacion.
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7. CONCLUSIONES

Se estudiaron tanto las areas, equipos y utensilios involucrados en el ciclo de
fabricacion de los productos pertenecientes a la planta Farma Gran Volumen
como los procedimientos de mantencién y limpieza. De esta forma se determind
los requisitos previos necesarios y exigidos por la normativa vigente para una
validacion de limpieza en la planta farmacéutica. Ademas, se estudié la
bibliografia disponible sobre el establecimiento de limites de aceptacion, y esta

se adapto a la industria farmacéutica veterinaria.

Se revisO y actualizé la documentacion (POES) involucrada en el proceso de
limpieza y sanitizacion de la planta. Se determinaron aspectos criticos, asociados
al proceso de limpieza y sanitizacion, los cuales fueron: eleccion del peor caso,
determinacién de los puntos criticos de limpieza y técnicas de analisis

microbioldgico estableciéndose para cada uno los limites de aceptacion.

Se valido la metodologia analitica para el principio activo trazador, dando como

resultado un analisis sensible y especifico para el peor caso.

Se elabor6 el protocolo de validacion de limpieza y a través de este se logré
verificar y comprobar, que los POEs de limpieza y sanitizacion eliminaron de
forma eficaz los residuos del producto peor caso, trazas de detergente y
contaminacion microbioldgica. Todos los resultados obtenidos durante los tres
ciclos de limpieza fueron documentados en el informe de validacion de limpieza

y sanitizacion.
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9. ANEXOS
ANEXO |

1.Condiciones cromatogréaficas metodologia analitica

En la tabla N°1 se presenta el detalle de las condiciones cromatograficas

utilizadas en la validacién del método analitico y en la determinacién de producto

terminado.

Tabla N° 1: Detalle de las condiciones cromatograficas del método analitico.

Datos Generales

Fecha de realizacion

Diciembre 2015.

Estandar

Florfenicol, pureza 99,5%, LOTE: 080M1396.

Analito Florfenicol.

Matriz Duflosan 50, polvo oral.

Descripcién de la Validacion de Metodologia "Determinacién de Florfenicol en
muestra Producto terminado Duflosan 50, polvo oral "

Rango concentracion | 5- 15 ppm

analito

Analista(s) ejecutor (es)

Método utilizado

Valeria Huerta P.
Método

Cromatografia liquida de alta resolucion con detector UV

Nombre metodologia
analitica

L-I-ACA-009 "Determinacion de Florfenicol por HPLC"

Equipos

Equipo HPLC LaChrom, L-7100 (bomba),D-7000 (interfase).

Detector LaChrom, UV L-7400.

Columna Phenomenex, Kinetex® EVO C18 150 mm x 4,6 mm y 5 um
cromatografica

Condiciones cromatograficas

Longitud de onda 225 nm

Flujo 1 mL/minuto

Fase movil Acetonitrilo:Agua clase 1 (30:70)
Temperatura horno 30°C

Volumen de inyeccion 20 pL

Tiempo de retencién 4,3 min aprox.

Tiempo de corrida 6,5 minutos

6
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2.Detalles de los célculos de la validacion del método analitico
2.1 Determinacion de la Especificidad o Selectividad
Los resultados obtenidos tanto para los estandares de florfenicol y para el

producto terminado (Duflosan® 50%) se muestran en la siguiente tabla (N°2):

Tabla N°2: Resultados determinacion de especificidad.

Estdndares
. Promedio
. Concen. | ¢ Promedio Tlempp Tiempo . DS DS
Soluciones Areas . retencion - tiempo |,
(ppm) areas : retencion .. | areas
(minutos) . retencion
(min.)
Blanco std 0 0 Sin peak
Blanco std 0 0 0 Sin peak N/A N/A N/A
Blanco std 0 0 Sin peak
Florfenicol 10 | 156951 4,350
estandar 1
Florfenicol 10 |157280 | 157200 | 4,350 4,35 0,006 | 230
estandar 2
Florfenicol 10 | 157395 4,360
estandar 3
Duflosan 50% polvo oral
. Promedio
. Concen. | ¢ Promedio T|empp tiempo de . DS DS
Soluciones Areas . retencion - tiempo |,
[ppm] areas : retencion .. | areas
(minutos) . retencion
(min.)
Blanco PT 0 0 Sin peak
Blanco PT 0 0 0 Sin peak N/A N/A N/A
Blanco PT 0 0 Sin peak
PT 10 153016 4,360
PT 10 148601 | 152839 4,360 4,36 0,000 4153
PT 10 156901 4,360

DS: Desviacion estandar.

2.2 Determinacion de la linealidad

2.2.1 Linealidad del sistema

Se realizaron tres curvas de calibracion externas en dias distintos, a niveles de
5,7,10,12 y 15 pg/mL (ppm) con el propésito de evaluar el comportamiento lineal
del sistema. En la Tabla N°3 se presentan los CV y SD de los datos obtenidos en
las distintas curvas de calibracion. En la Figura N°1 se presentan las curvas de
calibracion de los 3 dias. Mientras que en la tabla N°4, se muestra los parametros

de las tres curvas de calibracion.



Tabla N°3: Resultados obtenidos del ensayo de linealidad del sistema para florfenicol.

Concentracion Dia 1 Dia 2 Dia 3
SD Ccv SD Ccv SD Ccv
5,1 601 0,74 675 0,84 677 0,84
7,2 685 0,60 462 0,41 280 0,23
10,2 566 0,36 554 0,35 743 0,44
12,3 861 0,45 418 0,22 296 0,15
154 304 0,13 236 0,10 192 0,08
Curva de calibracidn, linealidad del sistema
300000
§ 250000 .
E 200000 e Dial
T 150000 i
c .
S 100000 W Dia2
& 50000 Dia 3
0 —— Lineal (Dia 2)
5 10 15 20
Concentracién Florfenicol pg/mL (ppm)
Figura N°1: Curvas Externas de calibracion.
Tabla N°4: Parametros de curvas externas.
Dia Pendiente (m) Intercepto r
1 15076 4319 0,99989
2 15047 3805 0,99992
3 16363 356 0,99937

Por otra parte, se realiza la evaluacion estadistica de prueba t-Student, como un

mejor indicador del modelo lineal. Los resultados de esta prueba estadistica se

presentan en la tabla N°5.

Tabla N°5: Resumen de los datos del andlisis estadistico para la prueba t en las curvas externas

de florfenicol.

Curva n ‘ n-2 ‘ r r2 t calculado t tab Ho
1 5 3 0,99974 | 0,9995 74,44 3,182 Rechazada
2 5 3 0,99979 | 0,9996 86,58 3,182 Rechazada
3 5 3 0,99934 | 0,9987 52,18 3,182 Rechazada




2.2.2 Linealidad del método

En la tabla N°6 se muestran los resultados obtenidos para la linealidad del
método en concentraciones de 80, 90, 100, 110 y 120% de lo declarado. Los
parametros de la curva de calibracién, se muestran en la tabla N°7 y en la figura
N°2 se presenta el grafico de la curva de calibracion.

Tabla N°6: Resumen de los resultados curva de calibracion.

% Producto Concentracién | Concentracion % de Rango de
Terminado Tedrica experimental Recuperacion Recuperacion
Aceptado
80 8,03 8,39 104
90 9,00 9,20 102
100 10,02 10,03 100 95%-105%
110 11,02 11,25 102
120 12,00 12,26 102

Tabla N°7: Parametros de curva de calibracion producto terminado.

Dia Pendiente (m) Intercepto r
1 14847 9970 0,9935

Curva de calibracion, linealidad del método
200000
180000 y =14847x +9770,2
160000 R?=0,9935
% 140000
£ 120000
-5 100000
\§ 80000 —— Curva PT Duflosan
& 60000 Lineal (Curva PT Duflosan)
40000
20000
0
0 5 10 15
Concentracidn Florfenicol pg/mL (ppm)

Figura N°2: Curva calibracion Producto Terminado.
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2.3 Determinacion exactitud

2.3.1 Veracidad

En la tabla N°8 se presenta el porcentaje de recuperacion desde los sets de
muestras analizadas con 80%, 100% y 120% de la concentracion estimada del

analito. Y en la tabla N°9, los resultados del analisis estadistico t-Student.

Tabla N°8: Resultados de ensayo de exactitud para florfenicol.

% Tedrico % Recuperacion Promedio
80 98 96 104 99 0,35 4,35
100 101 97 102 100 0,26 2,61
120 102,9 103,1 102,5 102,8 0,04 0,32

Tabla N°9: Resultado Prueba t Student para veracidad.
Procentaje de Desviacion Coeficiente de t t

Variacion CV%

tcal <
calculado Tabla ttabla

0,044 2,306 Si

Recuperacion median:9 Estandar SD
100,4 3,04 3,02

2.4 Determinacién precision
2.4.1 Repetibilidad

En la tabla N°10 se muestran los resultados de repetibilidad de las muestras
analizadas.

Tabla N°10: Resultados concentracion de florfenicol en las muestras
Concentracion Obtenida pg/mL

Lectura CV%

=

9,78
9,58
9,89
9,77
9,98 15
9,92
10,16
9,81
9,86
9,78

O O N oo O | W N

=Y
o
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2.4.2 Precisién intermedia

Para su determinacion, se estudiara las concentraciones de las 20 muestras de
florfenicol en producto terminado. En la tabla N° 11, se detalla las
concentraciones obtenidas para las 10 muestras obtenidas, en una fecha distinta

que las otras 10 utilizadas para la repetibilidad.

Tabla N°11: Resultados concentracion de florfenicol en las muestras y coeficiente de variacion
CV%.
Lectura Concentracion Obtenida CV%

pHg/mL
10,0

10,1
9,6
9,7

10,0 3,29

10,5

10,5

10,1

10,5

10,0

O O N O O | W N| =

=Y
o

En la tabla N° 12, se muestra el resumen de las 20 muestras obtenidas

intersemana.

Tabla N°12: Resultados promedio, desviacion estandar, coeficiente de variacion
Promedio Desviacion Estandar Coeficiente de Variaciéon

concentracion (ppm) DS Intersemana CV% Intersemana
99,3 2,84 2,86

2.4.3 Determinacion limites de deteccién y cuantificacion
Los datos para los célculos de los limites de deteccion y cuantificacion, se

muestran en la siguiente tabla (N°13):
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Tabla N°13: Resultados de Limites para 10 muestras de producto terminado.
Muestra  Conc Conc.exp Promedio % % %CV Rango
tedrica Duflosan R CV Aceptado aceptacion
[ppm] [ppm] Recuperacion

[%]

1 0,501 0,5
2 0,503 0,48
3 0,503 0,49
4 0,504 0,48
5 0.504 048 0,48 95 | 1,3 <5 95-105
6 0,502 0,48
7 0,502 0,47
8 0,504 0,47
9 0,502 0,47
10 0,501 0,47

%R: Porcentaje de recuperacion de las muestras.

2.4.4 Determinacion robustez

La robustez fue medida mediante la variacion de flujo. Se analizaron tres
muestras a tres flujos distintos (0,95 mL/min; 1,00 mL/min; 1,05 mL/min), los
resultados obtenidos se muestran a continuacion (tabla N° 14):

Tabla N°14: Resultados obtenidos variando las condiciones de flujo.

Muestra = Area Promedio Tiempo Promedio DS Area DS
Retencion Tiempo
Retencion
Flujo 1 169588 4,45
0,95 mL/ 2 169301 169596 4,46 4,46 0,006 298,6
min 3 169898 4,46
Flujo 1 165860 4,24
1,00 2 166277 166494 4,24 4,24 0,000 766
mL/min 3 167346 4,24
Flujo 1 157614 4,04
1,05 mL/ 2 158116 158122 4,04 4,04 0,006 511
min 3 158635 4,03
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ANEXO I

1.Determinacion del porcentaje de recuperacion.

En las siguientes tablas (N°1,2,3,4 y 5), se muestran los detalles de los calculos

obtenidos, para determinacion el porcentaje de recuperacion de la técnica de

hisopado.
Método A 10 pg/mL:

Tabla N°1: Resultado porcentaje de recuperacion

H9

Area Promedio SD CV% Florfenicol
agregados
en la placa

10696

10503 9813 1365,1 | 13,9 10

8241

para el método A.

encontrados en

Kg Florfenicol %
Recuperacion
la placa

6,23 62,3

Método B 10 pg/mL:

lg

Area Promedio SD CV%  Florfenicol
agregados
en la placa

13050

12281 12931 599,87 | 4,64 10

13463

Tabla N°2: Resultado porcentaje de recuperacion para el método B.
pg Florfenicol %

encontrados Recuperacion

en la placa

8,2 82

Método C 10 pg/mL:

Tabla N°3: Resultado

Mg
Area Promedio SD CV%  Florfenicol
agregados
en la placa
ND
ND - - - -
ND

porcentaje de recuperacion para el método C.
pg Florfenicol %

encontrados  Recuperacion

en la placa

ND: No detectado.
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Método B 100 pg/mL:

Tabla N°4: Resultado porcentaje de recuperacién para el método B.
Vo] pg Florfenicol %

Area Promedio SD CV%  Florfenicol encontrados Recuperacion
agregados en la placa
en la placa
129416
130233 132062 3897,5 | 2,95 100 85,3 85,3
136538

Método B 150 pg/mL:

para el método B.
g Kg Florfenicol )

Tabla N°5: Resultado porcentaje de recuperacion

Area Promedio SD CV%  Florfenicol encontrados  Recuperacion
agregados en la placa
en la placa
192375
192567 192431 118,4 | 0,062 150 125,4 83,6
192351
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1.Determinacion del “peor caso”

ANEXO 1l

En la siguiente tabla (N°1), se detalla el analisis de riesgo y los parametros

incluidos.

Tabla N°1: Analisis de riesgo y parametros incluidos

Nombre

Amox-Feed
50%
Bacticilina
100

Costin Mix 20

Costin Mix
200
Eritrofeed
80%

Licimocin 44

Neumotona
50%
Oxitetraciclin
a Clorhidrato
65,5%
Terrivet 100

Terrivet 50%

Terrivet 80%

Tiganil 100

Tiganil 450

Bandrol 50%
Bandrol 80%
Coccisan

(DE-Ted [o] gt{01%)
Duflosan 20

Principio % Sol. Tox. Tam. N°de Unid. Difi.
Activo p.a (mg/L) Lote lotes/ Ano Limp.
(mg/kg) (Kg) Afo (kg)
Amoxicilina 50 4000 >15000 | 1000 | O 0 N
Trihidrato 0
Tilosina 10 5 6200 1000 | 6 223 N
Fosfato
Colistina 2 5640 >5450 500 50 2500 | N
sulfato
Colistina 20 5640 >5450 800 0 0 N
sulfato
Eritromicina 80 Ligera- >4600 1000 | O 0 N
Tiocianato mente
soluble
Lincomicina 4.4 927 >4000 1000 | 30 1.500 | N
Clorhidrato
Amoxicilina 50 4000 >15000 | 1000 | 4 1.196 | N
Trihidrato
Oxitetraciclina 65,5 100000 | >7200 1000 1 200 D
Clorhidrato 0
Oxitetraciclina 10 31400 >4800 1000 40 2.000 | D
Dihidrato
Oxitetraciclina 50 31400 >4800 800 0 0 D
dihidrato
Oxitetraciclina 80 31400 >4800 800 105 4925 | D
dihidrato
Tiamulina 10 70000 2230 800 58 3.265 | N
fumarato
Hidrogeno
Tiamulina 45 70000 2230 800 59 11.85 | N
fumarato 9
Hidrogeno
Acido oxolinico | 50 3,2 >525 1000 0 0 N
Acido oxolinico | 80 3,2 >525 1000 0 0 N
Clopidol- 20- 10 18000 1000 | 35 2.800 | N
Etopabato 1,6
Cloramina T 80 150000 | 935 1000 | O 0 N
Florfenicol 2 1320 >2000- 1000 | 214 10.69 | N
5000 3
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DINIEEGRSLZM Florfenicol 50 1320 >2000- 1000 395 21.65 | N
5000 0

Flox-Feed Flumequina 50 2190 >2000 1000 | O 0 N

50% ‘

Flox -Feed ‘ Flumequina 80 2190 >2000 1000 | 3 150 N

80%

EVEWERE Levamisol 46 1120 180-480 | 1000 | 6 277 N

Levantel Levamisol 5 1120 180-480 | 1000 8 976 N

Polvo 5% ‘

Nicarbazina ‘ Nicarbazina 25 0,52 >10000 | 1000 13 509 N

25%

Piperazina ‘ Piperazina 100 150000 | >5000 1000 | 10 1.033 | N

DI gI[e[EWGIN  Diclorhidrato

Plocin 4% \ Fenbendazol 4 0,01 >10000 | 1000 12 638 N

Sulfametazi- ‘ Sulfametazina 100 1500 1165 1000 0 0 N

na Sédica

Costin ‘ Colistina 50 5640 5450 500 5 5.000 | N

Solucién sulfato

Sol: Solubilidad mg/L.

Tox: Toxicidad mg/kg.

Tam. Lote: Tamafio lote kg.

Unid. Afo: Unidades Afio.

Difi. Limp. : Dificultad de limpieza
N: Normal.

D: Difficil.

2. Cromatogramas porcentaje de recuperacion método C.

En los siguientes cromatogramas se muestra el resultado para el método de
hisopado C.

En los tres cromatogramas no se observa un peak definido sin una linea base
estable.
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VETERQUIMICA S.A.
Determinacién de Florfenicol en procesos de limpieza productiva

Analyzed: 16/11/15 21:20 Reported: 17/11/15 19:01
Processed: 17/11/15 19:00
Processing Metheod: Florfenicol Superficies

Application: Triclabendazol Series: 0666
Sample Name: METODO C1 Vial Number: 17
Injection from this wvial: 1 of 1 Vial Type: UNK

Volume: 20,0 ul
Chrom Type: HPLC Channel : 1

0,008 |! | -
o,006 | ‘ |_ -
| | ;
0,004 | |
2 | 1 —
= |
r 0,002
: |
a 0,000
ol
-0,002
-0,004
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
°.,0 0,5 1,0 1.5 2.0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5.0 5,5 6,0
Retention Time (min)}
Name RT Area
FLORFENICOL 4,14 9533
5533

Peak rejection level: 0

VETERQUIMICA S.A.
Determinacidn de Florfenicol en procesos de limpieza productiva

Bnalyzed: 16/11/15 21:27 Reported: 17/11/15 19:01
Processed: 17/11/15 15%:00
Drocessing Method: Florfenicol Superficies

Application: Triclabendazol Series:0666
Sample Name: METODO C2 Vial Number: 18
Injection from this wial: 1 of 1 Vial Type: UNK

Volume: 20,0 ul
Chrom Type: HPLC Channel : 1

1 K
| |
| ‘1

U 'll

0,008

0,006

0,004

0,002

0,000

Intensity (AD)

-0,002

-0,004

o0 0,5 10 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5.0 5,5 &,0

Retention Time (min)}

Name RT Area

FLORFENICOL 4,14 10164

10164

Peak rejection level: 0
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VETERQUIMICA S.A.
Determinacion de Florfenicol en procesos de limpieza productiva
Analyzed: 16/11/15 21:34 Reported: 17/11/15 13:01

Processed: 17/11/15 19:00
Processing Method: Florfenicol Superficies

Application: Triclabendazol Series:06EE
Sample Name: METODO C3 Vial Number: 19
Injection from this wizl: 1 of 1 Vial Type: UNK

Volume: 20,0 ul
Chrom Type: HPLC Channel 1

I_ | .
.l
%_ ‘ |||

|

L

0,008

0,006

0,004

0,002

0,000

Itensity (AT

-0,002

-0,004

o0 0,5 1,0 1,5 z,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0

Betention Time (min}

Name RT

Area

FLORFENICOL 4,14

.

7716

7716

Deak rejection lewvel: O
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ANEXO IV
1.Determinacion limites de limpieza
En las siguientes formulas se detalla los calculos utilizados para calcular los
limites de limpieza en las diferentes partes del equipo.

Campana de incorporacion de principio activo.

e Calculo del limite en el producto siguiente (L1).

Criterio Visual:

4ng = Superficie del equipo en contacto con el producto (cm?)

cm? Tamaiio de lote minimo del producto B (g)

4ug * 30225 (cm?)

= 0,24
cm? 500000 (g) ppm
Criterio de Trazas:
10 pg de principio activo A 10
1 g de Producto B = oppm

Criterio Dosis Terapéutica:

1 Dosis diaria minima principio activo A (ugA/dia)
1000~ " Dosis diaria Maxima producto B(gB/dia

1 10000 (pg/dia)
1000~ 70,605 (g/dia)

= 16,53 ppm

El valor mas restrictivo corresponde al criterio visual, siendo el valor limite 0,24
ppm.
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e Calculo del limite en control de superficie (L2). Muestras de hisopado en
pg/cm?.,

L2 = L1 ( ug) Tamafio lote minimo del producto B (g)
B g X Superficie del equipo en contacto con el producto (cm?)

g 500000 (g) g
L2 =0,24 ( —) =4
g X 30225 (cm?) cm?

e Calculo del limite en la muestra analizada (L3) Muestras de hisopado en
pg/mL.

Mg ) Superficie del equipo muestreado (cm?)

L3 =1L2 FR
( cm? Volumen del liquido de extraccion mL X
_ (Mg \_ 25(cm?) _ 84ug
L3=4(_—)x 5 ——x084= ~—==84ppm
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Mezclador central

e Calculo del limite en el producto siguiente (L1).

Criterio Visual:

4ng = Superficie del equipo en contacto con el producto (cm?)
X

cm? Tamafio de lote minimo del producto B (g)

4ug *  130.072 (cm?)

=1,04
cm? 500000 (g) ppm
Criterio de Trazas:
10 pg de principio activo A 10
1 g de Producto B - oppm

Criterio Dosis Terapéutica:

1 Dosis diaria minima principio activo A (ugA/dia)
1000~ " Dosis diaria Maxima producto B(gB/dia

1 10000 (pg/dia)
1000~ " 0,605 (g/dia

= 16,53 ppm

El valor mas restrictivo corresponde al criterio visual, siendo el valor limite 1,04

ppm.
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e Calculo del limite en control de superficie (L2). Para muestras obtenidas
por hisopado en pg/cm2.

L2 = L1 ( ug) Tamafio lote minimo del producto B (g)
B g X Superficie del equipo en contacto con el producto (cm?)

Hg 500000 (g) g
L2=0,204<—) =4
g X 25610 (cm?) cm?®

e Calculo del limite en la muestra analizada (L3). Para muestras obtenidas
por hisopado en pg/mL.

ug Superficie del equipo muestreado (cm?)
L3 =1L2 FR
( cm? ) Volumen del liquido de extracciéon mL X
3 ug 25 (cm?) _ 84ug
L3 = 4(Cm2)x o ox0,84= ——= =8 4ppm
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Cernidor-Silo

e Célculo del limite en el producto siguiente (L1) .

Criterio Visual:

4pg = Superficie del equipo en contacto con el producto (cm?)
X

cm? Tamafio de lote minimo del producto B (g)

4pug* 155128 (cm?)
cm? 500000 (g)

= 1,24 ppm

Criterio de Trazas:

10 pg de principio activo A
1 g de Producto B

=10 ppm

Criterio Dosis Terapéutica:

1 Dosis diaria minima principio activo A (ugA/dia)
1000 Dosis diaria Maxima producto B(gB/dia

1 10000 (pg/dia)
1000~ " 0,605 (g/dia

= 16,53 ppm

El valor mas restrictivo corresponde al criterio visual, siendo el valor limite 1,24

ppm.
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Calculo del limite en control de superficie (L2). Muestras por hisopado en pg/cmz.

L2 = L1 ( ug) Tamafio lote minimo del producto B (g)
B g X Superficie del equipo en contacto con el producto (cm?)

Hg

500000
L2=1,24(E>x ® _, 48

155128 (cm?)  cm?

Calculo del limite en la muestra analizada (L3). Muestras por hisopado en

pg/mL.
ug Superficie del equipo muestreado (cm?)
L3 =1L2 FR
( cm? ) Volumen del liquido de extracciéon mL X
3 ug 25 (cm?) _ 84ug
L3—4(Cm2) o ox0,84= ——= =8 4ppm
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Dosificadora.

Célculo del limite en el producto siguiente (L1) .

Criterio Visual:

4ng = Superficie del equipo en contacto con el producto (cm?)
X

cm? Tamafio de lote minimo del producto B (g)

4ug « 10416 (cm?)
cm? 500000 (g)

= 0,083 ppm

Criterio de Trazas:

10 pg de principio activo A
1 g de Producto B

=10 ppm

Criterio Dosis Terapéutica:

1 Dosis diaria minima principio activo A (ugA/dia)

1000 Dosis diaria Maxima producto B(gB/dia

1 10000 (ng/dia)
1000~ " 0,605 (g/dia

= 16,53 ppm

El valor mas restrictivo corresponde al criterio visual, siendo el valor limite 0,083

ppm.
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e Calculo del limite en control de superficie y liquido de enjuague (L2).

1. Para muestras obtenidas por hisopado en pg/cmz.

L2 = L1 ( ug) Tamafio lote minimo del producto B (g)
B g X Superficie del equipo en contacto con el producto (cm?)

g 500000 (g) g
L2=0,083<—) =4
g X 25610 (cm?) cm?®

2. Para muestras obtenidas por enjuague en pug/mL.

Tamariio lote minimo del producto B
L2=11 <%) P 8)

g Volumen del liquido de enjuague en mL
_ %) 500000 (g) Hg
L2 = 0,083( . 100 (mL) 415mL

e Calculo del limite en la muestra analizada (L3).

1. Para muestras obtenidas por hisopado en pg/mL.

ug Superficie del equipo muestreado (cm?)
L3 =1L2 FR
( cm? ) Volumen del liquido de extracciéon mL X
ug 25 (cm?) 8,4 ug
L3 =4 4=—"=824
3 ( cm? )X 10mL 08 mL 84pp

2. Para muestras obtenidas por enjuague en pg/mL.

ug Superficie del equipo muestreada por enjuague (cm?)

L3 =L2(E)X

Superficie del equipo en contacto con el producto cm?

L3 =415(§)

445 (cm?) g
o 4773
X 10416 cm® _ mL ppm
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ANEXO V
1. Prueba para la validacion de la limpieza

En las siguientes tablas, se muestra el detalle de los datos obtenidos en los tres

ciclos 0 muestreos de limpieza
1.1Ciclo 1

Verificacion de Limpieza: muestreo por hisopado.
Desde la Tabla N° 1 hasta la N° 8, se muestran los resultados obtenidos del
andlisis de las muestras de hisopado para todas las partes del equipo. Cada
resultado estuvo bajo los limites establecidos.

e Campanade Principio Activo.

Tabla N°1: Resultados muestreo por Hisopado, Campana de Principio Activo.

Pu,n.to Promedio Area . CVv Resultado Resultado Resultado
Critico Promedio % pg/mL pg/cmz2
1 54899
Campana 2 53894
Principio 3 42619 61919 26,8 | 3,82 1,819 0,110
Activo 4 82539
5 75644

pana de Principio Activo.
Conforme/

L1 ppm No
Conforme
3,82 8,4 1,819 4 0,110 0,24 Conforme

Tabla N°2: Com
Resultado L3 Resultado L2 Resultado

paracion entre resultados y valores limites, Cam

pg/mL pg/mL pg/cma2 pg/cmz2 ppm

e Mezclador Central.

Tabla N°3: Resultados muestreo por Hisopado, Mezclador Central.

Punto < . CV Resultado Resultado Resultado
L Area Promedio
Critico % pg/mL pg/cma2 ppm
1 166770

Mezclador 2 65302

Central 3 25976 | 42484 94 | 2,53 1,206 0,3136
4 21848
5 32942
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Tabla N°4: Comparacion entre resultados y valores limites, Mezclador Central.

Resultado L3 Resultado W Resultado Con[f\loorme/

Conforme
2,53 8,4 1,21 4 0,31 1,04 Conforme

pg/mL pg/mL pg/cm?2 pg/cma2 ppm

e Cernidor- Silo.

Tabla N°5: Resultados muestreo por Hisopado, Cernidor-Silo.

Zona Punto Area  Area CV | Resultado Resultado Resultado
Critico Promedio % png/mL Hg/cm?2 ppm
Cernidor- 1 78155
Silo 2 -
3 -
4 21848 43560 57 2,60 1,24 0,39
5 10587

Resultado L3 Resultado L2 Resultado Conforme/

png/mL png/mL png/cm?2 png/cm?2 ppm No Conforme
2,60 8,4 1,24 4 0,39 1,24 Conforme

e Dosificadora.

Tabla N°7: Resultados muestreo por Hisopado, Dosificadora.

Punto Area Resultado Resultado Resultado

Critico pg/mL pug/cm?2

Dosificadora
1 29309 1,66 0,79 0,016

Tabla N°8: Comparacion entre resultados y valores limites, Dosificadora.

Resultado Resultado W Resultado Conlf\loorme/

Conforme
1,66 8,4 0,79 4 0,016 0,083 Conforme

L1: Limite en el siguiente producto, en ppm (ug de contaminante A que puede pasar por g de

producto siguiente B).

L2: Limite en control de superficie, ug de contaminante A que puede haber por cada cmz? de la

superficie del equipo que esta en contacto con el producto.

L3: Limite en la muestra analizada en el cromatégrafo HPLC, se expresa en concentracion de
mg/mL.

pg/mL pg/mL pg/cma2 pg/cma2 ppm
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Verificacion de Limpieza: muestreo aguas de enjuague

En la Tabla N° 9, se exponen los valores de conductividad para las muestras de
agua desionizada. Todas las muestras presentan conductividad bajo los limites
establecidos.

Tabla N°9: Resultados muestreo agua Ultimo enjuague.
Muestra = Conductividad Promedio CV% ppm Limite Conforme/

No
Conforme
- A | 2 1 1 1 1 1 ]
%"’r‘mg??oa B 22 20,7 74 |68l |10 Conforme
Activo C 21
A 14
Mezclador B 12
Central c 12 14,4 17,4 | 506 |10 Conforme
D 17
E 17
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1.2 Ciclo 2

Verificacion de Limpieza: Muestreo por Hisopado.

Desde la Tabla N° 10 hasta la N° 23, se muestran los resultados obtenidos del
analisis de las muestras de hisopado para todas las partes del equipo. Cada
resultado estuvo bajo los limites establecidos.

e Campanade incorporaciéon de principio activo

Tabla N°10: Resultados por punto critico, muestreo por hisopado, campana de principio activo.
Punto Zona Area Promedio CV % Resultado Resultado Resultad

pg/mL pg/cms2 o ppm

1 1A 91417 70027 39,1 2,25 1,070 0,065
1B 39137
1C 79528

2 2A 55813 51456 11,3 1,92 0,915 0,055
2B 44843
2C 53711

3 3A 39067 47564 32,1 1,85 0,883 0,053
3B 38445
3C 65181

4 4A 93595 60556 47,3 2,08 0,991 0,060
4B 43362
4C 44712

5 5A 74023 58032 27,1 2,04 0,970 0,059
5B 57461
5C 42611

Tabla N°11: Comparacion entre resultados y valores limites, campana de incorporacion de
principio activo.
Resultado L3 ug/mL Resultado L2 pug/cm2 Resultado L1 Conforme/

png/mL Hg/cm?2 ppm No
Conforme
2,25 8,4 1,070 4 0,065 0,24 Conforme
1,92 8,4 0,915 4 0,055 0,24 Conforme
1,85 8,4 0,883 4 0,053 0,24 Conforme
2,08 8,4 0,991 4 0,060 0,24 Conforme
2,04 8,4 0,970 4 0,059 0,24 Conforme

Tabla N°12: Resultado campana de incorporacion de principio activo, muestreo por hisopado.

Punto Muestreado Promedio Area Area CV %
Promedio
1 70027
Campana 2 51456
Principio Activo 3 47564 57527 15,09
4 60556
5 58032
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Tabla N°13: Comparacion resultado y valor limite para campana de incorporacion de principio
activo.
Resultado L3 ug/mL Resultado L2pug/cm2 Resultado | L1 ppm Conforme/
pug/mL pg/cm?2 ppm \[o]

Conforme

2,03 8,4 0,966 4 0,058 0,24 Conforme
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e Mezclador Central

por hisopado, mezclador central.
Resultado Resultado Resultado

Tabla N°14: Resultados punto critico, muestreo
Punto Zona Area Promedio CV %

Area pg/mL pg/cm2 ppm

1 1A 94482
1B 28360 54555 64,4 1,98 0,94 0,24

1C 40822

2 2A 55805
2B 41269 48231 15,1 1,87 0,89 0,23

2C 47619

3 3A 43245
3B 41985 36146 31,1 1,65 0,79 0,20

3C 23207

4 4A 19617
4B 18151 20530 14,3 1,38 0,66 0,17

4C 23823

5 5A 37087
5B 22934 26830 33,4 1,49 0,71 0,18

5C 20468

Tabla N°15: Comparacion entre resultados y valores limites, mezclador central.
Resultado | L3 ug/mL  Resultado L2 pg/cm2 Resultado L1 Conforme/

pg/mL pg/cms2 ppm \[o]
Conforme
1,98 8,4 0,94 4 0,24 1,04 Conforme
1,87 8,4 0,89 4 0,23 1,04 Conforme
1,65 8,4 0,79 4 0,20 1,04 Conforme
1,38 8,4 0,66 4 0,17 1,04 Conforme
1,49 8,4 0,71 4 0,18 1,04 Conforme

Tabla N°16: Resultado Mezclador Central , muestreo por Hisopado.

Punto Muestreado | Promedio Area Area
Promedio
1 54555
2 48231
Mezclador Central 3 36146 37258 38
4 20530
5 26830

Tabla N°17: Comparacion resultado y valor limite para Mezclador Central.

Resultado L3 pg/mL Resultado L2pg/cm?2 Resultado | L1 ppm  Conforme/
pg/mL Hg/cms2 ppm No

Conforme

1,67 8,4 0,80 4 0,21 1,04 Conforme
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e Cernidor-Silo

Tabla N°18: Resultados

punto critico, muestreo

por hisopado, cernidor-silo.

Punto Zona Area  Promedio CV % Resultado Resultado Resultado
Area pg/mL pg/cm2 ppm

1 1A 58813
1B 22564 38749 47,6 1,70 0,81 0,25

1C 34870

2 2A 28777
2B 89472 60497 50,3 2,08 0,99 0,31

2C 63242

3 3A 39894
3B 47663 34587 47,4 1,63 0,77 0,24

3C 16203

4 4A 37305
4B 38253 48733 38,9 1,87 0,89 0,28

4C 70640

5 5A 30909
5B 35301 33161 6,6 1,60 0,76 0,24

5C 33272

Tabla N°19: Comparacion entre resultados y valores limites, cernidor-silo.

Resultado L3 ug/mL Resultado L2 Resultado L1 ppm Conforme/
png/mL Hg/cm?2 Hg/cm?2 ppm No
Conforme
1,70 8,4 0,81 4 0,25 1,24 Conforme
2,08 8,4 0,99 4 0,31 1,24 Conforme
1,63 8,4 0,77 4 0,24 1,24 Conforme
1,87 8,4 0,89 4 0,28 1,24 Conforme
1,60 8,4 0,76 4 0,24 1,24 Conforme

Tabla N°20: Resultado cernidor-silo , muestreo por hisopado.
Promedio Area

Punto Muestreado

Area

Cernidor-Silo

38749

Promedio

60497

34587

43145

48733

QB WIN|F

33161

27

Tabla N°21: Comparacion resultado y valor limite para cernidor-silo.

Resultado | L3 pg/mL
pg/mL

Resultado
pg/cm?2

L2
pg/cm?2

Resultado
ppm

L1 Conforme/
ppm No Conforme

1,77

8,4

0,85

0,26

1,24 Conforme
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e Dosificadora

Tabla N°22: Resultados punto critico, muestreo por hisopado, dosificadora.

Punto Zona Area Promedio CV % Resultado Resultado | Resultado
Area pug/mL pg/cmz2 ppm
1A 58813
1 1B 22564 38749 47,6 1,70 0,81 0,017
1C 34870

Tabla N°23: Comparacion resultado y valor limite para dosificadora.
Resultado = L3 pug/mL | Resultado L2 pg/cm2 Resultado L1ppm Conforme/
(\[o]

Conforme

1,70 8,4 0,81 4 0,017 0,083 Conforme

L1: Limite en el siguiente producto, en ppm (ug de contaminante A que puede pasar por g de
producto siguiente B).

L2: Limite en control de superficie, ug de contaminante A que puede haber por cada cm? de la
superficie del equipo que esta en contacto con el producto.

L3: Limite en la muestra analizada en el cromatégrafo HPLC, se expresa en concentracion de
mg/mL.

Verificacion de Limpieza: muestreo solvente de extraccién.
Los valores obtenidos para las muestras con solvente de extraccion, se

encuentran todas dentro de los limites, por lo tanto, su estado es Conforme. Los

resultados se muestran en la Tabla N°24 y N°25.

Tabla N°24: Resultados muestreo con Solvente de Extraccion, Dosificadora.

Area Promedio CV % Resultado  Resultado Resultado
Area pg/mL pg/cm? ppm
Correa 443225
Correa 224170 333697,5 46,4 6,9 160,3 0,032

Tabla N°25: Comparacion resultado y valor limite para Dosificadora.
Resultado L3 pg/mL | Resultado L2 Resultado L1 Conforme/
pg/mL pg/cm?2 pg/cma2 ppm ppm  No Conforme

6,9 17,73 160,3 415 0,032 0,083 Conforme

L1: Limite en el siguiente producto, en ppm (ug de contaminante A que puede pasar por g de
producto siguiente B).
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L2: Limite en control del solvente de extraccion, ug de contaminante A que pueden haber por
cada mL de liquido utilizado en el enjuague de las superficies del equipo en contacto con el

producto.

L3: Limite en la muestra analizada en el cromatégrafo HPLC, se expresa en concentracion de

mg/mL

Verificacion de Limpieza: muestreo aguas de enjuague

En la Tabla N° 26, se exponen los valores de conductividad para las muestras de

agua desionizada. Todas las muestras presentan conductividad bajo los limites

establecidos.

Tabla N°26: Resultados muestreo agua Ultimo enjuague.

Muestra Conductividad Promedio CV% ppm Limite Conforme/
\[¢]
Conforme
A | w0 1 1 | ]
Campana B 9 9,67 597 |373 |10 | Conforme
Principio
Activo C 10
A 8
Mezclador B 8
Central C 8 8,2 545 [332 |10 | Conforme
D 8
E 9
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1.3 Ciclo 3

Verificacion de Limpieza: Muestreo por Hisopado.

Desde la Tabla N° 27 hasta la N° 40, se muestran los resultados obtenidos del
andlisis de las muestras de hisopado para todas las partes del equipo. Cada
resultado estuvo bajo los limites establecidos.

e Campanade incorporacion de principio activo

Tabla N°27: Resultados por punto critico, muestreo por Hisopado, Campana de Principio Activo.

Punto Zona Area Promedio | CV Resultado Resultado Resultado
Area % pg/mL pg/cm2 ppm

1 1A 10917
1B 11726 12095 11,6 0,23 0,108 0,007

1C 13642

2 2A 12280
2B 26548 19699 36,3 0,39 0,184 0,011

2C 20270

3 3A 21793
3B 11816 16898 29,5 0,33 0,156 0,009

3C 17084

4 4A 13697
4B 22865 19913 27 0,39 0,186 0,011

4C 23176

5 5A 12990
5B ND 27326 74,2 0,55 0,260 0,016

5C 41662

*ND: No Detectado.

Tabla N°28: Comparacion entre resultados y valores limites, campana de incorporacion de
principio activo.
Resultado L3 Resultado L2 Resultado L1 Conforme/

png/mL ng/mL Hg/cm?2 Hg/cm?2 ppm No Conforme
0,23 8,4 0,108 4 0,007 0,24 Conforme
0,39 8,4 0,184 4 0,011 0,24 Conforme
0,33 8,4 0,156 4 0,009 0,24 Conforme
0,39 8,4 0,186 4 0,011 0,24 Conforme
0,55 8,4 0,260 4 0,016 0,24 Conforme
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Tabla N°29: Resultado Campana de incorporacién de principio activo, muestreo por Hisopado.
Punto Muestreado  Promedio Area Area

Promedio
1 12095
Campanade 2 19699
incorporacioén de 3 16898 19186 28,9
p.a 4 19913
5 27326

Tabla N°30: Comparacién resultado y valor limite para campana de incorporacion de principio
activo.
Resultado L3 ug/mL Resultado L2 pug/cm?2 Resultado | L1 ppm  Conforme/
png/mL Hg/cm?2 ppm No

Conforme

1,36 8,4 0,647 4 0,04 0,24 Conforme

e Mezclador Central

Tabla N°31: Resultados por punto critico, muestreo por hisopado, mezclador central.

Punto Zona Area Promedio CV % Resultado Resultado | Resultado
Area pg/mL png/cm?2 ppm

1 1A 52599
1B 43836 46435 11,5 0,95 0,45 0,12

1C 42910

2 2A 25736
2B 33708 25101 35,6 0,50 0,24 0,06

2C 15858

3 3A 19996
3B 46900 33448 56,9 0,68 0,32 0,08

3C ND

4 4A 31740
4B 30610 29614 9,33 0,59 0,28 0,07

4C 26492

5 5A 87216
5B 44516 53371 57 1,09 0,52 0,14

5C 28378

*ND: No detectado.
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Resultado

L3 pg/mL

L2

Resultado

Tabla N°32: Comparacion entre resultados y valores limites, mezclador central.
Resultado

L1

Conforme/

pug/mL pg/cm?2 pg/cmz2 ppm ppm No Conforme
0,95 8,4 0,45 4 0,12 1,04 Conforme
0,50 8,4 0,24 4 0,06 1,04 Conforme
0,68 8,4 0,32 4 0,08 1,04 Conforme
0,59 8,4 0,28 4 0,07 1,04 Conforme
1,09 8,4 0,52 4 0,14 1,04 Conforme

Tabla N°33: Resultado mezclador central , muestreo por hisopado.
Promedio Area

Punto Muestreado

Area

Promedio

Mezclador Central

46435

25101

33448

29614

QA WIN|F

53371

37594 32

Resultado
png/mL

1,68

L3 pg/mL

8,4

0,80

L2 pg/cm?

Tabla N°34: Comparacion resultado y valor limite para mezclador central.
Resultado
Hg/cm?2

Resultado
ppm

0,21

L1
ppm

1,04

Conforme/

No Conforme

Conforme

e Cernidor-Silo

Tabla N°35: Resultados

punto critico, muestreo

por hisopado, cernidor-silo.

Punto Zona Area Promedio CV % Resultado Resultado Resultado
Area pg/mL pg/cm2 ppm

1 1A ND
1B ND 24716 - 0,49 0,23 0,07

1C 24716

2 2A 20508
2B 21848 21178 4,47 0,42 0,20 0,06

2C ND

3 3A 25846
3B 35682 26931 30,70 0,54 0,26 0,08

3C 19266

4 4A 50902
4B 50413 42606 32,70 0,87 0,41 0,13

4C 26503

5 5A 26405
5B 106637 50423 96,9 1,03 0,49 0,15

5C 18227

*ND: No Detectado.
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Tabla N°36: Comparacion entre resultados y valores limites, cernidor-silo.

Resultado L3 ug/mL | Resultado L2 Resultado L1 Conforme/
pg/mL pg/cmz2 pg/cm?2 ppm \[o]
Conforme
0,49 8,4 0,23 4 0,07 1,24 Conforme
0,42 8,4 0,20 4 0,06 1,24 Conforme
0,54 8,4 0,26 4 0,08 1,24 Conforme
0,87 8,4 0,41 4 0,13 1,24 Conforme
1,03 8,4 0,49 4 0,15 1,24 Conforme

Tabla N°37: Resultado cernidor-silo, muestreo por hisopado.
Punto Muestreado  Promedio Area Area Promedio  CV %

24716
21178
26931 33171 38
42606
50423

Cernidor-Silo

QA WIN|F-

Tabla N°38: Comparacion resultado y valor limite para cernidor-silo.
Resultado L3 pg/mL Resultado L2 pg/cm2 Resultado Conforme/
pg/mL pg/cms? ppm ppm \[o]

Conforme

1,602 8,4 0,76 4 0,24 1,24 Conforme

e Dosificadora

Tabla N°39: Resultados punto critico, muestreo por Hisopado, Dosificadora.

Punto Zona Area Promedio | CV Resultado Resultado Resultado
Area % pg/mL pg/cma2 ppm
1A 43412
1 1B 32668 37536 14,5 0,76 0,36 0,008
1C 36527

Tabla N°40: Comparacion resultado y valor limite para dosificadora.
Resultado = L3 pg/mL Resultado L2pg/cm2 Resultado L1ppm Conforme/
pg/mL pg/cm?2 ppm \[o]

Conforme

0,76 8,4 0,36 4 0,008 0,083 Conforme

L1: Limite en el siguiente producto, en ppm (ug de contaminante A que puede pasar por g de
producto siguiente B).
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L2: Limite en control de superficie, pg de contaminante A que pueden haber por cada cm2 de la
superficie del equipo que esta en contacto con el producto.

L3: Limite en la muestra analizada en el cromatégrafo HPLC, se expresa en concentracion de
mg/mL.

Verificacion de Limpieza: Muestreo Solvente de Extraccion.

Los valores obtenidos para las muestras con solvente de extraccion, se
encuentran todas dentro de los limites, por lo tanto su estado es Conforme. Los

resultados se muestran en la Tabla N°41 y N°42.

Tabla N°41: Resultados muestreo con solvente de extraccion, dosificadora.

Area Promedio CV % Resultado Resultado Resultado
Area Mg/mL pg/cm?2 ppm
Correa 435890
Correa 440897 | 4383935 | 081 9,2 215,4 0,043

Tabla N°42: Comparacion resultado y valor limite para dosificadora.
Resultado L3 ug/mL | Resultado L2 pug/cm2 Resultado L1 Conforme/
png/mL pHg/cm? ppm ppm No

Conforme

9,2 17,73 215,4 415 0,043 0,083 Conforme

L1: Limite en el siguiente producto, en ppm (ug de contaminante A que puede pasar por g de
producto siguiente B).

L2: Limite en control del solvente de extraccién, ug de contaminante A que pueden haber por
cada mL de liquido utilizado en el enjuague de las superficies del equipo en contacto con el
producto.

L3: Limite en la muestra analizada en el cromatégrafo HPLC, se expresa en concentracion de
mg/mL.

Verificacion de Limpieza: Muestreo Aguas de Enjuague.

En la Tabla N° 43, se exponen los valores de conductividad para las muestras de
agua desionizada. Todas las muestras presentan conductividad bajo los limites
establecidos.
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Muestra Conductividad Promedio CV ppm  Limite Conforme/

% ppm No
Conforme
A 10
Campana B 10 10 - 3,83 10 Conforme
incorporacion C 10
p.a
A 9
Mezclador B 9
Central C 9 8,8 51 | 3,48 10 Conforme
D 8
E 9
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