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Resumen

El presente trabajo trata de cdmo se realizé la validacion de la metodologia analitica de
contenido de dos medicamentos que actualmente se encuentran comercializados en el
mercado nacional. Esta metodologia esta validada y es utilizada actualmente en otra
filial de Bayer S.A. por lo que se hizo necesario validarla con las condiciones de trabajo
del Laboratorio de Control de Calidad de Bayer S.A. Chile.

Para esto fue necesaria la calificacion de los equipos en que se realizo la validacion de
las metodologias. Las calificaciones realizadas fueron: Calificacion de Instalacion (1Q),
la Calificacion Operacional (OQ) y de la Calificacion Desempefio (PQ), las que se
desarrollaron en los equipos de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) en los
cuales se realizé la validacién de la metodologia analitica.

Esta validacion fue necesaria para garantizar que las metodologias de analisis de los
medicamento a validar, son aplicables al Laboratorio de Control de Calidad, ademas
fue imprescindible aplicar los criterios establecidos por este laboratorio (POSs), para la
validacion del método.

Antes de dar comienzo a las calificaciones de los equipos, y posterior validacion de las
metodologias analiticas, se realizd una revision de la documentacién, tanto de los
equipos a calificar como de los materiales e instrumentos que también serian utilizados
durante la calificacion y validaciéon, comprobandose que los instrumentos a utilizar se
encontrasen calibrados y contasen con sus respectivos certificados y ademas se
verificd que los estandares utilizados poseian sus respectivos certificados de analisis.
Para comenzar la calificacion y posterior validacion fue necesario definir los puntos
criticos a controlar tanto en los equipos como también los puntos criticos de la
metodologia analitica, ademas de determinar la factibilidad técnica de los HPLC en su
funcionamiento para la realizacion de la validacion.

La validacion de la metodologia se acoté a las especificaciones de identificacion y
cuantificacion del principio activo que compone al medicamento y no al analisis
completo de las especificaciones que éste debe cumplir.

Los resultados obtenidos junto con los registros de la calificacion del equipo, permiten
aseverar que los equipos HPLC se encuentran calificados para la realizacion, en ellos,

de pruebas de las metodologias analiticas.
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Con los datos obtenidos al final de las validaciones de las metodologias analiticas de
los medicamentos que se realizaron, se puede concluir que los métodos de analisis de
los medicamentos analizados son factibles de realizar en los equipos, y se encuentran
validados debido a que cumplen con los criterios de aceptacion establecidos por el

Laboratorio de Control de Calidad.



Introduccidén

En esta primera década del siglo XXI, enormes avances en el bienestar humano
coexisten con privaciones extremas. En la salud mundial somos testigos de los
beneficios que estan aportando los nuevos medicamentos y tecnologias.

La comunidad internacional cuenta con tecnologias y recursos econdémicos suficientes
para hacer frente a la mayoria de los desafios sanitarios, pero hoy dia muchos
sistemas de salud nacionales son endebles, indiferentes a las necesidades, no
equitativos e incluso inseguros. Lo que se necesita ahora es voluntad politica para
poner en marcha planes nacionales, junto con medidas de cooperacion internacional
para coordinar recursos, aprovechar los conocimientos y desarrollar sistemas
sanitarios robustos que traten y prevengan las enfermedades y promuevan la salud de
la poblacion. Para superar los escollos que obstaculizan el logro de los objetivos
nacionales y mundiales en materia de salud es fundamental formar trabajadores

sanitarios competentes, motivados y bien respaldados. (1)

iLos trabajadores sanitarios salvan vidas!
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Como es posible de apreciar en la Figura 1, un aumento de trabajadores de la salud
estd estrechamente relacionado con la sobrevida de la poblacién y si estos
trabajadores se encuentran bien capacitados la pendiente es aun mayor. La

supervivencia de la poblacion en general sigue esta tendencia, si cuenta con una



politica gubernamental, una autoridad sanitaria idénea, recursos y con profesionales
sanitarios capaces de velar por la salud de la poblacién.

En este contexto el profesional Quimico Farmacéutico se encuentra suficientemente
capacitado para atender y responder a las necesidades de la poblacion, la que cada
dia se encuentra mas avida de informacion y preocupada por la calidad de los
medicamentos que consume.

Una pregunta que parece légica plantear respecto a la morbilidad, mortalidad y uso en
general de los medicamentos es la siguiente: ;quién es el responsable del uso
adecuado de los medicamentos? Tradicionalmente el médico ha asumido la
responsabilidad del tratamiento farmacoldgico sus pacientes. Sin embargo, la evolucién
de los sistemas sanitarios en todo el mundo y los diversos estilos de vida de los
consumidores hacen que sea extremadamente dificil, si no imposible, que un médico
asuma por si solo esta tarea cada vez mas compleja. Evidentemente, los médicos
disponen cada vez de menos tiempo para dedicarlo a los pacientes, por lo que el
tiempo necesario para afrontar los problemas de los medicamentos, reales o
potenciales, se esta reduciendo también (2).

Es rol fundamental del Profesional Quimico Farmacéutico el asumir la responsabilidad
de todos los eventos relacionados con los medicamentos, desde su génesis hasta que
es administrado al paciente (y si no es asi, hasta su destruccidon) pasando por la
produccion, almacenaje, distribucion, traslado y posterior venta del medicamento.
Ademas de la obligacion y del deber que tiene, que es el de complementar al médico y
ayudar en la orientacién a los pacientes, acerca del uso y/o consumo y cuidados que
siempre deben tener los medicamentos.

Segun donde se encuentre ejerciendo el Quimico Farmacéutico con respecto a la
produccién o elaboracion de un medicamento, se puede senalar como una de las
diferencias mas notables en la preparacion de un medicamento en una farmacia y a
nivel industrial, es que en la primera, todas las operaciones son llevadas a cabo o a lo
menos controladas por un Quimico Farmacéutico, mientras que a nivel industrial las
operaciones son en su mayoria llevadas a cabo por operarios bajo la supervision de
un profesional (3). Es por esto, que los Quimicos Farmacéuticos tienen una gran
responsabilidad frente a las Autoridades Sanitarias locales, pero mas importante que

ello es la responsabilidad de velar por la buena calidad de los medicamentos.



El Quimico Farmaceéutico que ejerce en la industria farmacéutica se ha mantenido y se
mantiene en una posicion privilegiada, debido posiblemente al medio en que se
desempefia. Sus funciones se mantienen y experimentan pocos cambios con el
tiempo, a pesar que en los ultimos afos la mayoria de las grandes compafias
farmacéuticas transnacionales han cerrado sus plantas de produccién, dejando mas
reducido el campo para el Quimico Farmacéutico (4).

A pesar de esto, la importancia y el valor del Quimico Farmacéutico en los Laboratorios
Farmacéuticos internacionales, no podra ser sustituido ya que continia cumpliendo y
ejerciendo labores de gran importancia en todos los aspectos que tienen relacién con
la calidad de los medicamentos.

Una pregunta muy importante que surge es: ;Quién asegura y como se asegura la
calidad de los medicamentos? Aparentemente puede verse muy simple, pero en
realidad presenta una complejidad tremenda responder el “como” a cabalidad, debido
al gran numero de aristas que tiene ligada intrinsecamente esta pregunta. Para
responder él quien, debemos pensar en un profesional que tenga sodlidos
conocimientos en medicamentos, y quien mas apto que el Quimico Farmacéutico, por
lo tanto es el, quien debe asegurar la calidad del medicamento, y no tan solo en una
ocasion sino que en diferentes instancias y cada una independientes entre si, ya sea
en el desarrollo de la formulacion, la produccién del medicamento, el Control de
Calidad del medicamento, etc.

Ahora, para responder el como se asegura la buena calidad de los medicamentos se
debe conocer las Buenas Practicas de Manufactura (GMP siglas del ingles). Estas
tienen sus origenes en Estados Unidos (1962) con la finalidad de crear una ley de
proteccion al consumidor, con esta nueva reforma todos los establecimientos
farmacéuticos debian registrarse ante la Food and Drug Administration (FDA), lo que
permiti6 a esta agencia actualizar el registro de los fabricantes de medicamentos e
inspeccionarlos cada dos afios.

En 1963, la FDA publicé una reglamentacion que establecia requerimientos especificos
para la elaboracién de medicamentos, primeras GMP, las que se divulgaron por todo el
mundo, en un comienzo se tomaron como una recomendacion Util de caracter practico,
sin fuerza ni efecto legal, solo interpretaba la responsabilidad del Quimico

Farmacéutico frente al medicamento (Cddigo de ética profesional). En el afio 1973 y



debido a demandas presentados por la FDA ante las cortes, a algunas farmacéuticas,
la Corte Suprema de Justicia de los Estados Unidos, fallé a favor de la FDA. A partir de
este fallo toda normativa adoptada por la FDA deberia ser considerada con caracter y
fuerza legal, por lo que todo medicamento que se fabricase fuera de estas normas
seria considerado como un medicamento adulterado. Por lo tanto la FDA
responsabilizé a los fabricantes de la calidad de sus productos y les exigioé desarrollar
procedimientos de manufactura y aseguramiento de la calidad para cada uno de ellos
(3).
Entonces, las Buenas Practicas de Manufactura (GMP) son un amplio rango de
conceptos de Aseguramiento de Calidad que cubren todos los temas que individual o
colectivamente tienen influencia en la calidad de un producto. Es la suma de las
actividades llevadas a cabo para asegurar que los productos medicinales y los
dispositivos médicos para uso humano y animal son de la calidad requerida para su
uso propuesto.
Dentro de las GMP se encuentra contemplado un capitulo o elemento de calidad de
calificacion y validacion. Este elemento de Calidad trata de los requerimientos GMP
relativos a la calificacion de los equipos para la manufactura y control y utilitarios, asi
como de la validacién de métodos analiticos, procesos de manufactura, procesos de
limpieza y sistemas computarizados (5).
Con respecto a la calificacion se puede decir que se trata del establecimiento de
evidencia documentada de las instalaciones, los sistemas utilitarios y otros
equipamientos técnicos incluidos los sistemas computarizados han sido correctamente
encargados y que funcionan en forma confiable, dentro del rango especificado de
operacion. La calificacion de los equipos da los elementos para la validacion de
procesos.
La calificacion consta de 4 procedimientos basicos:
e Calificacion de Disefio (DQ) Se realiza sdélo a equipos nuevos
e Calificacion de Instalaciéon (IQ). Debe establecer por medio de evidencia objetiva,
que todos los aspectos claves del equipo y los necesarios para la instalacion, se
encuentran conformes con la especificacion aprobada y las recomendaciones

dadas por el fabricante.



e (Calificacién de la Operacion (OQ). Debe demostrar que el equipo o la maquinaria
involucrada en el proceso en el estudio, opera como se definié en el disefio y
determinar los valores 6ptimos de operacion para cada una de sus variables de
control.

e Calificacion del Funcionamiento (PQ). Corresponde al desafio al sistema en
condiciones operacionales y en la situacion mas desfavorable para demostrar su
funcionamiento correcto y constante, con la aplicacion de las herramientas del
disefo estadistico de experimentos y del control estadistico de procesos para la
determinacién del ajuste 6ptimo de las variables de control. En otras palabras
podemos decir que la calificacion de funcionamiento corresponde a la validacion del
proceso realizado por el equipo (6).

Acabamos de de ver a grandes rasgos lo que es la calificacion y en que consta, ahora
veremos aspectos generales de la validacion.

La validacion es la accion documentada que demuestra que cualquier procedimiento,
proceso o actividad conducira consistentemente a los resultados esperados. Esto
incluye la calificacion de sistemas y equipamiento.

Como parte de los programas de calidad o del plan de calidad o de la politica de las
empresas, se estan desarrollando o implementando nuevas metodologias y/o procesos
enmarcado en las mejoras continuas, y para cumplir este fin es que todo nuevo método
debe validarse, para demostrar documentadamente su idoneidad. Si el método no es
nuevo y se utiliza rutinariamente, entonces no es necesario el iniciar una validacion

desde cero, por lo que para estos casos se puede definir una validacion retrospectiva

basada en datos acumulados de produccién, pruebas y de control, donde se pueden
combinar nuevos criterios de validacion con la experiencia adquirida, o se puede
desarrollar analisis estadisticos de los registros arrojados por el método durante el
tiempo en que se ha utilizado. En contraposicion a este tipo de validacion se encuentra

la validacién prospectiva que se desarrolla con un producto nuevo o producto hecho

bajo un proceso de fabricacion revisado, donde las revisiones pueden afectar las

caracteristicas del producto. Por ultimo, se puede realizar la validacion concurrente que

es utilizada cuando no hay datos disponibles del proceso y se lleva a cabo durante el

proceso (7).



En muchos casos un método analitico es desarrollado y validado por un grupo de
trabajo, tipicamente el Laboratorio de Desarrollo analitico y aplicado a otro grupo, como
por ejemplo el Laboratorio de Control de Calidad. Para asegurar que el laboratorio de
aplicacion sea capaz de entregar resultados confiables, es conveniente realizar una

transferencia de validacion. En el caso de métodos cromatograficos, la transferencia de

validacion consiste en la comparacion de resultados de las pruebas de adecuacion y
de analisis en paralelo de, a lo menos, dos muestras homogéneas de concentraciones
conocidas, dentro de un rango de aceptacion del producto o dentro del rango de
aplicacion de la metodologia. Por otra parte, una revalidacidon se hace necesaria con
métodos validados previamente, pero que deben volver a evaluarse por
modificaciones, instrumentales, de la matriz que contiene la muestra o de la proporcién
relativa del analito.

Una vez que es desarrollado un método de analisis por HPLC, al igual que toda técnica
analitica, debera validarse, es decir, se debe documentar que cualquier procedimiento,
proceso o actividad conducira consistentemente a los resultados esperados.

En lo referente a los productos farmacéuticos codificados en la USP, se consideran
validados y el unico requerimiento es el cumplimiento del test de adecuacion indicado
en cada monografia: en general se inyecta una sustancia definida y se verifica que la
resolucion entre el pico del analito y dicha sustancia sea superior a cierto valor
indicado; ademas se mide y controla la precisién, asimetria del pico y eficiencia y se
permite ajustar la fuerza de la fase movil para cumplir con los requerimientos minimos.
Es importante destacar que la validez de estos métodos es ampliamente discutible.
Diferencia entre distintas formas farmacéuticas, tipos y calidad de las materias primas
empleadas por cada fabricante, hacen necesario validar la metodologia para cada
producto en particular, elaborado o semielaborado. (6)

Se debe tener bien en claro que tanto o mas importante que las normas en si, son los
principios y valores éticos y morales de cada profesional como también de cada
persona que esta relacionada directa o indirectamente con los medicamentos para solo

asi, garantizar y asegurar la buena calidad de éstos.



Resefa de la pasantia por Laboratorios Bayer Chile

Bayer Chile S.A. se encuentra constituido por diferentes divisiones, la divisién en la
cual me desempené fue BayService, la cual se encuentra subdividida en: Laboratorio
de Control de Calidad; Garantia de Calidad, Bodega BayService y Seccion Empaque.
La gerente de esta division, junto con el Jefe de Control de Calidad y la Responsable
de la Garantia de Calidad son los profesionales Quimicos Farmacéuticos que laboran
en esta division.

El Laboratorio se encuentra inserto en una politica de mejora continua, por lo que
trabaja y cumple con politicas GMP. Estas politicas son dictadas por la casa matriz de
Bayer en Alemania (Bayer AG).

Durante el periodo de practica prolongada realizado en el Laboratorio de Control de
Calidad desarrolle las siguientes actividades:

e Descripcion de los 4 equipos HPLC con que cuenta el Laboratorio de Control
de Calidad: esta actividad fue con el objeto de comprension de los equipos
tanto en sus caracteristicas como en el funcionamiento de sus distintos
modulos, con la informacion recavada se actualizaron los datos que se
mantenian, de los equipos.

¢ Autocapacitacion en los POS (Procedimientos Operativos Estandar) que se
manejan en el Laboratorio (medidas de seguridad, y manejo de materiales y
equipos):

¢ Manejo de los instrumentos y materiales utilizados en el Laboratorio.

e Manejo de los distintos equipos utilizados en el Laboratorio de Control de
Calidad (Balanzas, Durémetro, Equipo Carl Fisher, Desintegrador, Equipo de
Disolucion, Espectrofotometro, HPLC de diferentes configuraciones).

e Aplicacion de Protocolos de anadlisis de medicamentos: para el analisis de los
distintos medicamentos se debieron seguir los protocolos de analisis de cada
medicamento analizado respectivamente.

e Calificacion de dos equipos HPLC (N° 2 y N°3)

e Validacion de dos metodologias de analisis de contenido (Aspirina® y Avelox®)



Es bueno mencionar la ayuda y apoyo que recibi por parte del Jefe del Laboratorio de
Control de Calidad y de las personas que con el trabajan que me permitieron
insertarme dentro de este gran equipo de trabajo en el Laboratorio de Control de
Calidad, facilitandome el aprendizaje del manejo de los equipos e instrumentos que
son empleados, también me permitieron conocer los procedimientos y normas que
rigen dentro de las instalaciones. Pero lo mas importante es que pude sentir la
confianza entregada por todas estas personas para desempefar las diferentes

actividades desarrolladas durante el periodo de mi practica.



Objetivos

Objetivo General

Cumplir con el objetivo de mejora continua y con los estandares tanto nacionales como

internacionales en la aplicacion de normas GMP ademas de proceder con el Plan de

Calidad de Laboratorios Bayer S.A. lo que nos conduce a validar la metodologia

analitica de identificacion y cuantificacion de Aspirina® comprimido y Avelox

®

comprimido, lo que permitira la utilizacion de estas metodologias en el Laboratorio de
Control de Calidad de Bayer S.A.

Objetivos especificos para la calificacion

Recopilar la documentacion pertinente a los Equipo HPLC Shimadzu

Establecer un Protocolo de Calificacion de los equipos HPLC Shimadzu (HPLC
N° 2 y 3), que se encuentran actualmente emplazados y son utilizados por el
Laboratorio de Control de Calidad.

Verificar que los materiales e instrumentos a utilizar durante la calificacion sean
adecuados para este efecto. Instrumentos calibrados y los estandares
certificados.

Realizar la calificacion operacional a los equipos HPLC.

Realizar la calificacion funcional de los equipos HPLC.

Obtener resultados que permitan la calificacion de los equipos HPLC N° 2y 3



Objetivos especificos para la validacién

Contar con la documentacion pertinente a los Métodos de Analisis a validar,
tanto de Aspirina® 500mg comprimido y Avelox® 400mg comprimido.

Establecer un Protocolo de Validacion de las Metodologias Analiticas a validar
(Aspirina® 500mg comprimido y Avelox® 400mg comprimido), por el Laboratorio
de Control de Calidad.

Verificar que los materiales a utilizar durante la validacion sean adecuados para
este efecto. Instrumentos se deben encontrar calibrados y los estandares a
utilizar para la validacion deben contar con sus respectivos certificados de
analisis.

Realizar la validacion de las dos Metodologias Analiticas (Aspirina® comprimido
y Avelox® comprimido).

Obtener resultados adecuados que permitan la validacion de las Metodologias

Analiticas de Aspirina® comprimido y Avelox® comprimido.

10



Metodologia:

Antes de realizar cualquier actividad referente a la validacion del método de analisis se
acordaron los puntos criticos a considerar (tanto como para la calificacion como para la
validacion) con el Jefe de Control de Calidad, y en base a las normativas del
Laboratorio como también a los POS existentes.

Para poder realizar la validacion del Método de Analisis de Aspirina® comprimido y
Avelox® comprimido, y teniendo en consideracion de que se realiza por HPLC fue
necesario, calificar previamente el equipo HPLC en donde se llevaron a cabo estas
validaciones, es asi como también se realizdé la calificacion de instalacion (1Q), la
calificacién operacional (OQ) y la calificacién de funcionamiento (PQ) de los equipos
HPLC que se emplearon para las validaciones. Es por este motivo que se expondran
los dos temas en este trabajo, el de calificacion de los equipos HPLC y seguido el de
validacion del método de andlisis.

El tipo de Calificacion fue una calificacion de equipo en uso, debido a que se calificaron
HPLC en funcionamiento.

Por otra parte, el tipo de validacion que se realizé fue Concurrente, es decir se realizd
durante el analisis de rutina de uno o varios lotes de Aspirina® 500mg comprimido o

Avelox® 400mg comprimido.
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Materiales y métodos para la Calificacién

Descripcion del area

El area en donde se encuentran los equipos HPLC es la Sala de Instrumental, que se
encuentra dentro del Laboratorio de Control de Calidad.

El Laboratorio cuenta con acceso restringido y con temperatura controlada. Ademas
esta sala cuenta con aire acondicionado independiente. La temperatura y la humedad

del Laboratorio son monitoreadas y registradas periédicamente.

Requisitos previos a la Calificacion
e Contar con los manuales de la Operacién de los Equipos HPLC.
e Utilizacién de Instrumentos con certificados vigentes.
e [Estandares con certificados de analisis vigentes.

e Utilizacién de reactivos apropiados (calidad HPLC).

Método utilizado para calificar los equipos HPLC

Para la calificacion del los Equipo HPLC N° 2 y 3 se utilizé el anexo N°1 (Protocolo de
Calificacion HPLC). Este protocolo fue elaborado durante el periodo de practica y
describe el procedimiento a seguir para realizar la Calificacion de los equipos HPLC
Shimadzu con que cuenta el Laboratorio, esto, como parte de la validacion y con el fin
de verificar el funcionamiento del equipo HPLC.

En el Protocolo de Calificacion, se describe el equipo, el tipo de calificacion, el motivo
de la calificacion entre otros datos, y se encuentra aprobado por el Q.F. Jefe de Control
de Calidad y por el Q.F. Responsable de Aseguramiento de Calidad del Laboratorio.
También se especifica en el Protocolo de Calificacion los procedimientos para realizar
la calificacion de: Instalacion, Operacién y Funcionamiento del sistema HPLC. Ademas
se encuentra el registro de los datos obtenidos. Estos registros fueron ingresados por
escrito al Plan de Calificacion y otros debieron ser recolectados de la informacién que

entrega el equipo o los instrumentos utilizados.
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Materiales y métodos para la Validacién:

Requisitos previos a la Validacion
e Contar con los protocolos de analisis de Aspirina® 500mg comprimido y de
Avelox® comprimido.
e El equipo en donde se desarrollara la validacion debe estar previamente
calificado.
e Los Instrumentos deben contar con certificados vigentes.
e Estandares con certificados de andlisis vigentes.

e Utilizacién de reactivos apropiados (calidad HPLC)

Métodos utilizados para la validacién

Para dar inicio a la validacién de las metodologias analiticas se establecieron los
procedimientos a seguir durante la validacion y se dispusieron las secuencias de
inyecciones a realizar en el equipo.

Para la validacion de la metodologia analitica de Aspirina® 500mg comprimidos y de
Avelox® comprimido, se aplico la informacién entregada por la filial de Laboratorios
Bayer S.A. (procedimiento 2.02.09 y 02.02-2 respectivamente, que se encuentran
disponibles en el Laboratorio de Control a Calidad) y se tomaron en consideracién
como puntos criticos de las metodologias de analisis la cuantificacién e identificaciéon

de los principios activos de los medicamentos a validar.
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Protocolo para la Calificacion de los HPLC

Para una mejor comprension se revisara la calificacion de un solo equipo HPLC debido
a que los dos equipos son muy similares tanto en sus componentes como en su
funcionamiento.

A continuacion se muestra la informacion con que cuenta el Protocolo de Calificacion.
Todas las firmas se encuentran en los documentos originales (Protocolo de Calificacion
N° QCCEO001-01 y el Protocolo de Calificacion QCCE002-01). Estos documentos se

encuentran en el Laboratorio de Control de Calidad).

l.- Alcance

Equipo / Modelo: Shimadzu / L10 N° de Serie: Varios médulos

Sector / Ubicacion: Laboratorio de Control de Calidad / Sala de Instrumental

e Tipo de Calificacion:

Calificacion Equipo [

Calificacion Ambiente O

e Motivo de la Calificacion:

Calificacion Programada u
Recalificacion m

Observaciones: Se realizara la calificacion del Equipo HPLC N° 2 en uso, con el
objetivo de verificar que el equipo cumple con las especificaciones del fabricante
por lo que es adecuado su uso para realizar analisis de metodologias en el

laboratorio de Control de Calidad.

e Plazo Previsto:

Fecha de Comienzo Programada: 13/12 /2005

Fecha de Finalizacion Programada: 16 /12 /2005
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Il.- Plan de Accidn:

a) Personal Involucrado:

Redaccion del Protocolo

(Nombre y Cargo): Alvaro Vasquez O. Alumno Q.F. en Préactica

Ejecucién del Protocolo

(Nombre y Cargo): Alvaro Vasquez O. Alumno Q.F. en Practica

Revision y Aprobacion del Protocolo:

Responsable Garantia de Calidad Jefe Control de Calidad
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PROCEDIMIENTO PARA LA CALIFICACION DE LOS HPLC

PROCEDIMIENTO DE CALIFICACION DE INSTALACION

1 Ubicacion del sistema

O o O T o

1.1 Objetivo

Registrar en la planilla los datos del lugar donde se instal6 el sistema.
1.2 Procedimiento

Registrar los siguientes datos en la planilla:

Nombre de la empresa

Filial

Area

Jefe de area

Responsable de equipo

Control ambiental del lugar de instalacion
2.1 Obijetivo
Evaluar si el lugar donde se encuentra instalado el equipo cumple con los

requerimientos medioambientales e infraestructura indicados por el fabricante, lo que
evalua si el equipo funciona segun las especificaciones descritas.

2.2 Procedimiento

a Lugar de instalacion adecuado (libre de polvo, gases corrosivos y
grandes campos magnéticos)

Meson adecuado (dimensiones y estabilidad)

T° adecuada ( entre 5y 35°C)

Humedad ambiente adecuada (entre 45y 87%)
Puesta a tierra adecuada

Alimentacion eléctrica adecuada (220V +-10%, 50 Hz)

Linea de tierra adecuada

Q — o0 o O T
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Descripcion del sistema

3.1 Objetivo

Describir las caracteristicas del sistema HPLC
3.2 Procedimiento

a Registrar el modo de operacion y de mezclado del sistema HPLC

b Identificar el sistema computacional, registrando las caracteristicas de
éste.

c Identificar el software registrando nombre y version.

Identificacion de los médulos del sistema
4.1 Objetivo

Identificar los médulos del sistema

4.2 Procedimiento

a Identificar cada modulo componente, registrando modelo y numero de
serie.

Registro de documentacioén

5.1 Objetivo

Describir y registrar la documentacion recibida
5.2 Procedimiento

a Registrar la documentacion existente tal como manuales de operacion y
certificados de cumplimiento, asi como el idioma y la ubicacion de la
misma.

Entrenamiento de los usuarios
6.1 Objetivo

Evaluar si los usuarios del HPLC tienen los conocimientos basicos de la
operatoria del equipo

6.2 Procedimiento

Registrar si los usuarios conocen:
Rutina de encendido

Operacion basica de moédulos
Operacion del sistema

o O T o

Mantenimiento basico
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Calificacién de la instalacion

7.1 Objetivo

Verificar que el sistema se ha instalado de manera adecuada
7.2 Procedimiento

a Inspeccionar la apariencia externa del sistema y verificar que no
presente signos de golpes, contaminacién y otras anormalidades.

b Encender el sistema y verificar que no se presentan problemas de
comunicacion entre modulos, ni aparecen mensajes de error.

Control de cambios y mantenimiento del sistema
8.1  Obijetivo
Mantener un registro de los cambios realizados al sistema
8.2 Procedimiento
Registrar cambios de modulo o de software del sistema.
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1.2

1.3

PROCEDIMIENTO CALIFICACION OPERACIONAL

Condiciones generales

Material requerido

a Columna (ODS (C18) de 4.6mm DI y 25cm de largo u otra apropiada
b Fase Mévil: ACN/agua 70:30 grado HPLC

c Termometro con indicacién de maxima y minima (con sensor remoto)
d Crondmetro certificado

Temperatura ambiente.

Se recomienda que para realizar los ensayos la temperatura ambiente
se encuentre entre 15 y 30°C y que la fluctuacién de esta sea menor a

2°C/hora.
Preparacion
a Colocar agua como fase moévil en la bomba
b Purgar el sistema

Configuracion del sistema

Objetivo

Identificar los médulos del sistema HPLC
Procedimiento

Identificar cada modulo, registrando en la planilla el modelo y el nimero
de serie correspondiente.

Calificaciéon de Operacion

Objetivo

Comprobar que el sistema opera normalmente
Procedimiento

Funcionamiento de los indicadores luminosos

a Encender los médulos y verificar si durante el autodiagnéstico encienden
todos los indicadores luminosos de los mismos.
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Funcionamiento del controlador del sistema

a

Observar si durante el autodiagnéstico realizado anteriormente (punto
A), el controlador del sistema arroja algun mensaje de falla en la
memoria: [ROM Failure], [RAM Failure].

Ingresar mediante el teclado del controlador los siguientes valores para
cada modulo del sistema:

e Flow = 1.0 mL/min
e Wave =237 nm
e OvenT® =40°C

Activar el sistema y observar que los valores ingresados hayan sido
transmitidos a los correspondientes modulos.

No deben aparecer mensajes de falla en la pantalla del controlador y los
valores de los parametros deben ser transmitidos satisfactoriamente a los
correspondientes modulos.

Exactitud del caudal

Fijar el caudal de la bomba A en 1,0 mL/min.

Pesar un matraz aforado vacio con tapa, en la balanza analitica
calibrada.

Recoger en el matraz el volumen dispensado por la bomba en 3 min,
midiendo el lapso de tiempo con un cronémetro certificado.

Pesar el matraz aforado. Calcular el caudal bombeado por minuto,
dividiendo el peso obtenido por 3 y teniendo en cuenta la densidad del
agua a la temperatura de la medicién. (Ver tabla 1).

La diferencia entre el caudal obtenido y el fijado debe ser menor o igual
que +-0,030 mL/min. (+-3,0%).

Exactitud y estabilidad de la temperatura del horno de columnas

a

Colocar el sensor del termémetro dentro del horno en la proximidad del
sensor de temperatura del mismo.

Fijar la temperatura del horno a 50°C y activarlo.
Permitir que alcance la condicién "Ready"

Presionar la tecla [VP] hasta visualizar [Validation] y luego la tecla
[Func] hasta encontrar la funcién [Temperature Test].

Presionar la tecla [Enter] y permitir que se ejecute el programa.
Registrar el mensaje indicado por el instrumento.
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Presionar la tecla [Enter], ingresar el valor de la temperatura indicada por
el termometro y presionar la tecla [Enter].

Los mensajes indicados por el instrumento deben ser : "Stability Good" y
"Accuracy Good".

Control de la longitud de onda y de la intensidad de la lampara. Detector UV-
Visible de longitud de onda variable.

a

- 0 QO O T

Fijar la longitud de onda en 237 nm

Fijar el valor 1 para la funcién [Lamp].

Visualizar la funcion [REFEN] y registrar en la planilla el valor indicado.
Visualizar la funcion [WaveCheck] y presionar la tecla [Enter].

Registrar el mensaje entregado por el instrumento.

El mensaje debe ser : "Check Good"

La intensidad de la lampara de Deuterio [REFEN] debe ser mayor a 800.

Funcionamiento del inyector.

a

O QO O T

Para inyector automatico solamente: presionar la tecla [VP] para entrar a
las funciones de autocalibracién y seleccionar "Validation". Presionar la
tecla [Func] hasta localizar el chequeo de memoria.

Ejecutar el chequeo de memoria (ROM y RAM).
Ejecutar el chequeo de autodiagndstico para los sensores de posicion.
Registrar los mensajes obtenidos

Al finalizar el chequeo de autodiagnéstico de sensores de posicion,
debera observarse el mensaje "CHECK GOOD".
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PROCEDIMIENTO DE CALIFICACION DE FUNCIONAMIENTO

1 Condiciones Generales
1.1 Materiales Requeridos

a Solucion de calibracion para equipos HPLC: (solucion G) Mezcla
de Nitrometano, Antraceno, Pireno y Perileno disueltos en
metanol, provista por Bayer Leverkusen (Block D207).

1.2 Condiciones Ambientales

Se recomienda que para realizar los ensayos, la temperatura ambiente
se encuentre entre 15y 30°C y que la fluctuacion sea menor a 2°C/hr

1.3 Configuracion de los equipos HPLC

Numero de equipo HPLC N° 2

Marca / Modelo Shimadzu / LC10A - 10AVP
Moédulo Modelo Numero de Serie
Bomba Isocratica LC10 AT VP C20973604094
Detector SPD-10AV VP C21003600695 LP
Modulo de Control SCL-10A VP C21014216556 LP
Desgasificador DGU-14A C20973604094
Sistema de Gradiente
Cuaternaria FCV-10AL VP C21084104147
Autoinyector SIL-10AD VP C21054271145 US
Valvula Conmutadora de
Columna FCV-10AH C20434101896
Option Box L C20544001959
Horno Para Columna CTO-10AS VP C21044264138 SS
Computador
Monitor Compaq 235CP28KB625
Impresora LASERJET 1100 USGB000398

LC SOLUTION
Software Version: 1,11SP1 L50574200191
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Numero de equipo HPLC N° 3

Marca / Modelo Shimadzu / LC10 6A - T VP

Médulo Modelo Numero de Serie
BOMBA ISOCRATICA A LC-10ATVP C20973604109LP
BOMBA ISOCRATICA B LC-10AS C20312901346KG
DETECTOR SPD-10A C20332901493
MODULO DE CONTROL SCL-10AVP C21014216541LP
DESGASIFICADOR DGU-12A C20913602874TK
AUTOINYECTOR SIL-10A C2036367208KG
SAMPLER COOLER SAMPLE COOLER S C20472502885
ELU-SAVE 72.28.423
HORNO PARA COLUMNAS | CTO-10AVP C21023601899 KL
COMPUTADOR HP Compaq MXJ452053M
MONITOR DELL N°828FI 22794B190V69
IMPRESORA HP LASERJET 1100 USBB004182
SOFTWARE LC SOLUTION L50574200216

Procedimiento
2.1 Objetivo

Definir criterios, frecuencia y controles que son necesarios realizar para
demostrar el correcto funcionamiento de los equipos HPLC.

2.2 Frecuencia
Cada vez que sea necesario evaluar el funcionamiento del equipo.
2.3 Procedimiento

2.3.1 Los controles que se realizaran al equipo HPLC son pre-requisito para
los analisis cuantitativos y cualitativos de rutina. A continuacién se
detallan los controles que se realizaran en este procedimiento:

2.3.2 Después de cada mantencion o trabajo de reparacion de los equipos,
proceder a realizar algunas pruebas para evaluar el estado final del
equipo, segun se sefala a continuacion:

2.3.3 En caso de realizarse otro tipo de reparacién o cambio, consultar al Jefe
de Laboratorio para coordinar las medidas a seguir.
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2.3.4 Si alguna de las pruebas antes mencionada no cumple con las
especificaciones, el sistema HPLC no debe ser usado para realizar
analisis y se debe informar al Jefe de Laboratorio para tomar las
medidas correctivas pertinentes.

2.3.5 Sistema HPLC:

Fase Movil : metanol HPLC

Columna : Lichrospher 100 RP 18, 125 x 4mm, 5um (la
columna debe utilizarse solo para este analisis.

Longitud de onda : 250nm

Temperatura : 30°C

Volumen de inyeccién : 10pL de solucién de prueba G.

Solucién de prueba G : Mezcla de Nitrometano, Antraceno, Pireno y

Perileno disueltos en metanol.

Las condiciones cromatograficas pueden modificarse de acuerdo a las
posibilidades técnicas del equipo.

Cromatografiar y registrar 10 inyecciones de la misma solucion G. Evaluar los
siguientes parametros: tiempos de retencion, areas de los picos y areas
relativas de los picos.

Estos procedimientos de Calificacion fueron los que se utilizaron para los dos HPLC

N°2 y N°3 que fueron calificados.
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Requisitos que deben cumplir los Equipos HPLC:

e Constancia de flujo a tiempo largo: se determina a través del calculo
del Coeficiente de Variacion (CV) de los tiempos de retencion de los
componentes de la mezcla, después de multiples inyecciones. Ver
férmula en anexo adjunto.

Promedio de los 4 valores de CV :<0.5%

e Constancia de flujo a tiempo corto: es el CV de las areas de
porcentajes de areas estandarizadas con multiples inyecciones de la
mezcla G. Ver férmula en anexo adjunto.

Promedio de los 4 valores :< 1.5%

o Exactitud de flujo: Programar la velocidad del flujo de la bomba a 1.0
mL/min y dejar bombear 10 mL. Recibir en un matraz volumétrico el
volumen de fase movil a la salida del detector y medir con un
cronometro el tiempo empleado en llegar a los 10mL. Calcular el % de
desviacion empleando la siguiente formula:

| 600xseg —tiempo(seg)x100 |
600xseg

%Desviacion =

Limite: Desviacion <10%

o Reproducibilidad del Inyector: La reproducibilidad debe ser calculada
estadisticamente a partir de los CV de la reproducibilidad total y de la
prueba de consistencia de flujo a tiempo corto. Ver férmula en anexo
adjunto.

Valor medio de 4 valores de CV<1.5%

o Exactitud de longitud de onda: Comparar la media de los valores de
area estandarizadas de cada componente con la figura para la mezcla
G. Calcular a partir de la formula sefalada en el anexo adjunto.

Valor medio correspondiente a 4 diferencias absolutas < 4%.
e Ruido de la seial base: calculada a partir del software
Méxima diferencia AU: <5x10-4 Volts.

¢ Reproducibilidad Total: Las areas de los picos dependen del volumen
de inyeccion, longitud de onda e integracion de los parametros usados
para la evaluacion de la reproducibilidad total. Ver formula en anexo
adjunto.

Valor medio de 4 valores CV:<2.0%
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Protocolo para la validacion de las metodologias analiticas

En esta seccidn se describirda la validacidn de Aspirina solamente, ya que las dos
metodologias de analisis que se validaron, tienen mucho en comun, ademas se
expondra asi con el fin de simplificar la comprension de la validacion.

El Protocolo completo de Validacion de ambas metodologias se encuentra en el
Laboratorio de Control de Calidad (Protocolo de validacion N°: VCCMO001-01 Avelox y
Protocolo de validacién N°: VCCMO002-01 Aspirina).

Las firmas se encuentran en los documentos originales.

Breve descripcion del proceso a validar:

Se validara el metodo de analisis de contenido e impurezas de Aspirina 0.59g
comprimido, el cual se basa en la cuantificacion de Acido Acetilsalicilico (AAS) y de
Acido Salicilico (AS), segun el método de analisis 2.02-09.

Tipo de Validacion:

Alcance:

Validacion de Proceso m
Validacion de Método Analitico [
Re-Validacion de Proceso m
Re-Validacion de Método Analitico m
Tipo:

Concurrente [
Prospectiva o
Retrospectiva i

Razon de la Validacion:

Se realiza la siguiente validacion con el fin de utilizar el método de analisis de Aspirina
2.02-09 en el Laboratorio de Control de Calidad, la principal caracteristica de este
meétodo es el analisis de contenido, que se hace de manera anhidra, lo que permite una
mayor flexibilidad en el manejo de las muestras.
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Responsable de:

Redaccion del Protocolo

(Nombre y Cargo): Alvaro Vasquez O. Alumno Q.F. en Practica

Ejecucion del Protocolo

(Nombre y Cargo): Alvaro Vasquez O. Alumno Q.F. en Practica

Revision y Aprobacion del Protocolo:

Q.F. Responsable Garantia de Calidad

Q.F. Jefe Control de Calidad
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Metodologia

Analisis a Realizar

Metodologia analitica

Analisis de Contenido:

Para la identificacion y cuantificacion del AAS la metodologia es la siguiente:

Longitud de onda:  xxxnm

Reactivos: Reactivo 1
Agua
Reactivo 2
Reactivo 3

Reactivo 4

Equipos: Cromatografo liquido de alta presion con registrador e integrador.
Barfio de ultrasonido.
Columna metalica de acero.
Largo xxcm., diametro interno xxmm.

Relleno con LiChrospher 100 RP xx.xum.

Solvente: Mezclar xx voliUmenes de Reactivo 1 con x volumen de Reactivo
4,

Solucion de comparacion AAS (St A): Pesar con Exactitud alrededor de xx mg de AAS

en un matraz de xx mL. Disolver y llevar a volumen con solvente.

Solucion de comparaciéon Ac. Salicilico (AS): Pesar con exactitud alrededor de xxmg de
AS en un matraz de xxmL. Disolver y llevar a Volumen con
solucién St A. Diluir xxmL de la solucién anterior a xxmL con

solucién St A.

Solucion de prueba: Determinacion de AS: Moler xx tabletas. Pesar con exactitud

alrededor de xx mg en un matraz de xx mL.
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Adicionar xx mL de solvente.
Llevar a volumen con solvente vy filtrar por membrana.
Determinacion de AAS: Diluir xx mL de la solucién anterior a xx
mL con solvente.

Alternativamente se pueden elegir otros pesos y diluciones, mientras bajo las
condiciones utilizadas en la determinacion HPLC se cumpla con
las exigencias del test de aptitud del sistema en todos sus

puntos.

Condiciones de analisis:

Condiciones HPLC: Las condiciones indicadas son orientativas y pueden ser
adecuadas a las posibilidades técnicas del cromatografo y a las
caracteristicas de la columna para optimizar la separacion.

Fase movil: Disolver xx g de Reactivo 2 en xx mL de Agua. Adicionar xx mL

de Reactivo 1 y ajustar el pH a xx £ 0.05

Flujo: xx ml / minuto.
Temperatura del horno: xx ° C.
Deteccion: UV xxnm.

Vol. de inyeccién: XX ML.

Procedimientos de andlisis:
Cromatografiar solucién de prueba y comparacion en las condiciones indicadas.
Los cromatogramas de solucion de prueba y comparacion deben coincidir en los
tiempos de retencion:
Ac. Salicilico = 8,0 min.
Ac. Acetil Salicilico =10,9 min.
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Criterios de Aceptacion para la Validacion

Pruebas de Adecuacion visual del sistema: comparar cromatogramas de los
estandares con los de las muestras.
Criterio de aceptacion:
El tiempo de retencion de las muestras debe encontrarse dentro de un
+20% en relacion a los tiempos indicados en el método de analisis.
Todos los picos deben estar separados como se indica en el método de

analisis.

Limite de Deteccion: Analizar un maximo de un 50% del limite de liberacion de los
productos de descomposicion, inyectando un blanco previamente para eliminar el
carry-over del sistema de inyeccion.

Criterio de aceptacion:

Los picos deben ser detectables

Linealidad: Se debera determinar con la preparacién de soluciones estandar al 50%,
100% y 150% de la concentracion de la sustancia activa, la funcion de calibracion es
obtenida por regresion lineal.
Criterio de aceptacion:
Intercepto al eje no se debe desviar del origen mas de un 3%

El coeficiente de correlacion “r” debe ser al menos de = 0,99

Coeficiente de variacion de los factores respuesta (CVf) <5 %

Precision: se encuentra determinada por 6 inyecciones de un mismo estandar al
100%. El coeficiente de variacion es calculado segun el pico principal.
Criterio de aceptacion:
Coeficiente de Variacion del estandar < 1,5%

Coeficiente de Variacion de la muestra < 2,0%
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Resultados y Discusiéon

Resultados y Discusién de la Calificacion del HPLC N°2

REGISTRO DE CALIFICACION DE INSTALACION

Laboratorio Control de Calidad

1 Ubicacion del sistema

Empresa BAYER S.A.

Filial Chile

Area o Sector

Pais / Ciudad Chile / Santiago
Comuna San Joaquin
Direccién Carlos Fernandez 260

Jefe de Control de Calidad

Usuario del equipo

Gustavo Parra N.

Analistas del laboratorio

2 Control ambiental del lugar de instalacién
o . No .
Criterio de Aceptacién | Corresponde Corresponde No Aplica
Lugar de instalacion Libre de polvo y X
adecuado gases Corrosivos
) Dimensiones
Mesodn adecuado estabilidad X
Temp. ambiente Entre 5y 35°C; X
adecuada con dif. de T°<2 °C/hr
Humedad ambiente
Entre 45y 87% HR X
adecuada
Alimentacion eléctrica 220V £ 10%, 50 Hz X
Puesta a tierra Tensién entre neutro X

adecuada

y tierra <a 5V
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3

b

4

Descripcion del sistema

a Modo de operacion
Isocratico G. Binario G. Ternario G. Cuaternario
X
Modo de mezclado
Alta Presion | Baja Presion No Aplica
X

Identificacion de los médulos del sistema
Numero de equipo HPLC N° 2
Marca / Modelo Shimadzu / LC10A - 10 ATvp
Médulo Modelo Numero de Serie
Bomba Isocrética LC10 AT ve C20973604094
Detector SPD-10AV vp C21003600695 LP
Modulo de Control SCL-10A vp C21014216556 LP
Desgasificador DGU-14A C20973604094
Sistema de Gradiente
Cuaternaria FCV-10AL vp C21084104147
Autoinyector SIL-10AD vp C21054271145 US
Valvula Conmutadora de
Columna FCV-10AH C20434101896
Option Box L C20544001959
Horno Para Columna CTO-10AS vp C21044264138 SS
Computador
Monitor Compaq 235CP28KB625
Impresora LASERJET 1100 USGB000398

LC SOLUTION

Software Version: 1,11SP1 L50574200191
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5 Registro de documentacién
Documentacion Recibida Idioma
LC-10ATvp Ingles
FCV-10 ALyp Ingles
DGU-14 A Ingles
CTO-10ASyp Ingles
SIL-10 A Ingles
SCL10 AVP Ingles
SPD — 10 Ayp/10 AVyp Ingles
Drain Tube Kit Ingles
6 Entrenamiento de los usuarios
Criterio de No No
Aceptacion | Corresponde | Corresponde Aplica
Rutina de encendido X
Operacién basica de los X
modulos
Se
Operacion del sistema Debe X
C
Mantenimiento basico onocer X
Recomendaciones de
. X
seguridad
7 Calificacion de instalacion
Criterio de No No
Aceptacion Corresponde | Corresponde Aplica
Signos de golpes,
contaminaciéon u Inexistentes X
otras anormalidades
ConeX|_o_n del crpmgtografo Adecuada X
al suministro eléctrico
Instalacién de accesorios Adecuada X
Encendido Correcto X
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REGISTRO DE CALIFICACION DE OPERACION

Condiciones Generales
1.1 Fecha de iniciacion

Fecha
Dia Mes Ano
15 12 2005

1.2 Condiciones ambientales

T° Ambiente °C) | H.R.%

21 51

Ubicacién del sistema

Empresa : Bayer S.A. Chile

Sector : Laboratorio Control de Calidad / Sala de
Instrumental

Responsable del sector : Gustavo Parra N.

Usuarios del equipo : Analistas del Laboratorios

Configuracién del sistema

Numero de equipo HPLC N° 2

Marca / Modelo Shimadzu / LC10A - 10AVP

Moédulo Modelo Nuamero de Serie
Bomba Isocratica LC10 AT VP C20973604094
Detector SPD-10AV VP C21003600695 LP
Modulo de Control SCL-10A VP C21014216556 LP
Desgasificador DGU-14A C20973604094
Stema de Gradiente FCV-10AL VP 21084104147
Autoinyector SIL-10AD VP C21054271145 US
Valvula Conmutadora de

Columna FCV-10AH C20434101896
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Continuacion:
Médulo Modelo Numero de Serie
Option Box L C20544001959
Horno Para Columna CTO-10AS VP C21044264138 SS
Computador
Monitor Compaq 235CP28KB625
Impresora LASERJET 1100 USGB000398
LC SOLUTION

Software Version: 1,11SP1 L50574200191

Calificacion de operacion

A Funcionamiento de los indicadores luminosos
MODULO Corresponde No No Aplica

Corresponde

Bomba A X
Bomba B X
Inyector automatico X
Detector X
Controlador del sistema X
Horno X

B Funcionamiento del controlador del Sistema

Corresponde No No Aplica
Corresponde
Mensajes de falla (ausencia) X
Transferencia de parametros X
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C Exactitud del caudal

Caudal medido: 2,995 mL/min
Modelo N° de Serie
Cronémetro certificado utilizado VWR 62379-460 51045344
Balanza analitica utilizada LA 2305 16506808
Termoémetro cerificado utilizado VWR 23609-206 51267748
Temperatura del agua y densidad 23 °C 0,997536 g/mL
D Exactitud y estabilidad de la temperatura del horno de columna
Criterio de No .
Aceptacién Corresponde Corresponde No Aplica
Estabilidad "Stability Good" X
Exactitud "Accuracy Good" X
Termdmetro certificado utilizado:  Modelo: VWR 23609 — 206
N° de Serie: 51267748
E Control de la exactitud de longitud de onda y de la intensidad de la
lampara. Detector UV-Visible de longitud de onda variable.
Corresponde No No Aplica
P Corresponde P
Mensaje Check good
Intensidad a 237nm X
[REFEN]: _807 X
F Funcionamiento del inyector
Criterio de No .
Aceptacion Corresponde Corresponde No Aplica
Mensaje CHECK GOOD X
indicador luminoso Enciende X
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REGISTRO DE FUNCIONAMIENTO

Corresponden a los resultados entregados por los equipos

Los registros obtenidos de la calificacion de funcionamiento del equipo son los

siguientes:
C1. Cromatograma de la primera inyeccion de la prueba del HPLC N° 3

w
[nl
o

30/12/2005 12:

=== Bayer S.A. Control de Calidad ====

Acquired by : Admin
Sample Name Iny 1 Bomba A

Sample ID L : 20040906 HPLC test solution
Vail# : 52

Sample Amount @1

Injection Volume 10 uL

Data Filename 1 30122005_11.lcd

Method Filename Test equipo Bomba A.lem

Batch Filename : 5123000A.Icb

Report Filename : Reporte Tipo.lcr

Date Acquired : 30/12/2005 11:27:04

Data Processed : 30/12/2005 12:57:35
<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Project1\BMS\30122005_11.lcd

mV
50 ] ) ) 2 1Det A Cht
] g P =
=4 - =]
" s T B §
g g | &
30+ s 5
o
4 -
20+
10+
0 4 =l ==} /|
0 1 2 3 4 5 6
mm
1 DetA Ch1/250nm
PeakTable

Detector A Ch1 250nm S i P : —
| Pealk# | Ret Time | Name = -} Area | Area% | Height
24170 37608

1] 1.098 | Nitrometano = 24.170]
2] 1.937 | Antraceno B = _23.970| 3

3] 2.371| Pireno _ _ 217433 ~  26.869 36723
41 3.631  Perileno 202244 | 24.992| 24843

~ Total | o i 809240 100.000 | 136363




C3. Resultados de la prueba del HPLC N° 3

[
HPLC equipment test
|equipment HPLC N° 3 Analist: Alvaro V Ortiz
Pump LC 10 AT vp N°3 Bomba A Date: 30/12/2005
Detector: SPD 10A Version: 1.0
1) Nitromethan
| Sampie Nr. Rete Area norm.Area-% Retentiontime | Area _tmtm‘.mu-%
1 1,099) 195592 24,17 1,937 193071] 2397
2 1,100 189505 23,45 1,938 %'7 24,23
3 1,100 189377 23,46 1,938 195278 24,20
4 1,008 189253 2347 1,938 194953 24,18
5 1,101 196589 24,17 1,840 195108 23,99 |
6 1,009 196728 24,16 1,938 195218| 23,98 |
7 1,100 189557 2342 1,939 186172 24,24 |
8 1,102 196424 24,11 1,941 195724 24,02
9 1,098 188990 23,42 1,936 195529 24,23
10 1,100 190007 23,38 1,939 197098 2425
| Average 1,100 1922022 23,72 1,938 195478,5 2413
Standarddev. 0,001 3576,619 0372 0,002 818,395 0,122
Coett. of Var, 0,11 1.ss| 1,57 0,08 0,42 0,50
|3)Pyren 4) Perylon
Proban Nr. ime _ |Ama norm.Area-% Retentiontime | Area norm.Area-%
1 2371 217433 26,87 3,631 202244 24,99
2 2,372 219234 27,13 3,634 203513 25,19)
3 2,372 218795 27,11 3,632 203646 25,23
a 2.370 218736, 27,13 3,633 203286 2521
5 2,374 218404 26,85 3,637 203304 24,99
s| 2373 218599 26,85 3,636 203583 25,01
7 2,374 219605 27,13 3,638 204050 2521
8 2,375 218890 26,86 3,639 203772 25,01
9 2,371 218659 27,10] 3,635 203636/ 25.24
10 2,373 220330| 27,11 3,636 205396/ 25.27
| Average 2,373 218868,5| 27,01 3,635 203643 25,14
Stan 0,002 762,187 0,135 0,003 779,988 0,118
Coett. of Var. 0,07 0,35 0,50 0,07 0,38 0,47
Arsa nomalization Injection reproducibility |
Nitromethan Anthracen Pyren Perylen Nitromethan Anthracen Pyran
[Average 23,723| 24,127 27,014 25,135] 0,08 0,00 0,01] 0,00}
Standarddev. 0,44 0,10 0,09 0,10| 0.24 0,07 0.10] 0,07}
Coeff. of Var. 1,86 042 035 0,38 1,00 0,28 0.36 027}
y of the results
results 12&" Wave length i
:Total system reproducibility o.rgi 2| les [%Area certifided| Average Area% Diftarence
: Long time flow 0,08 0,5 ies 24,20 2372 0,484
: short time flow 0,76 1,5 ies__Janthracen 24,40 24,13 0.27]
4:injection reproducibility 0,48 1,6 Pyren 26,40 27,01} 051
Detector nolse (in 10°-5 AU) 50| com fPerylen 25,10 25.14| 0,04
s: Flow 10,0 |
Wave accu 4 i |
1 1 ¥
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Conclusiones de la calificaciéon

Los resultados obtenidos de la calificacion de instalacidon de los equipos cumplen con
los parametros establecidos.

Los resultados obtenidos por la calificacion operacional cumplen.

Los resultados obtenidos por la calificacion de funcionamiento cumplen.

Se tienen registros de todos los pasos realizados durante el proceso de calificacion, y

de los certificados de los instrumentos y materiales utilizados.

Por lo tanto y en vista de toda la documentacion y registros obtenidos podemos

concluir que el equipo se encuentra apto para realizar validaciones y analisis.
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Resultados de la validacion:

C4. Cromatograma del Blanco

==== Bayer S.A. Control de Calidad ====

Acquired by . Admin

Sample Name . Solvente

Sample ID : Blanco

Vail# i |

Sample Amount 4

Injection Volume ;10 uL

Data Filename : 03012006_1.lcd
Method Filename : Aspirina 500mg.lcm
Batch Filename : 06010300.Icb
Report Filename : Reporte Tipo.lcr
Date Acquired : 03/01/2006 20:52:34
Data Processed : 04/01/2006 9:46:20
<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Project1\Bayer Farma\03012006_1.lcd

mV
40 1DetA Chi

30
20-|

10

-10- ; ! -
0. 25 5.0 7.5 10.0 12.5

1 DetA Ch1/280nm

PeakTable
Detector A Ch1 280nm

Quantitative Results

Detector A _
Name Theoretical Plate#/ k'  Tailing Factor (10%) Resolution
Ac. Salicilico | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.000
Ac. Acetilsalicilico 0.000 0.000 0.000 0.000
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C5. Cromatograma Limite de cuantificacion:

Bayer S.A. Control de Calida

Acquired by : Admin

Sample Name : AS 50%
Sample ID : Limite deteccion
Vail# )

Sample Amount 24

;10 uL

: 03012006_3.Icd

. Aspirina 500mg.lcm
: 06010300.lcb

: Reporte Tipo.ler

: 03/01/2006 21:31:21
: 04/01/2006 9:27:04

Injection Volume
Data Filename
Method Filename
Batch Filename
Report Filename
Date Acquired
Data Processed

<Chromatogram>
C:\LabSolutions\Data\Project1\Bayer Farma\03012006_3.lcd
mV 49
8 1Det.A Ch1
)
¢
30 8
I
£
20~ 8
@
10 g
s
]
-+]
0 il g
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125
min
1 DetA Ch1/280nm
PeakTable
Detector A Ch1 280nm . >
Peak# @ Ret. Time | i _Name Area | Area% Height
1 8.600| Ac. Sallicilico 11959 | 1.500 322
2] 9.825 Ac. Acetilsalicilico 785490 | 98.500 45991
Total 797449 | 100.000 46313
Quantitative Results
Detector A e el L =
Name [Theoretical Plate#| k'  Tailing Factor (10%) Resolution
Ac. Salicilico | 1106.318 0.000 | 1.335 0.000
Ac. Acetilsalicilico 8276.366 0.142 1.113 1.671




C6. Cromatograma estandar

==== Bayer S.A. Control de Calidad ====

Acquired by : Admin

Sample Name : Std AS

Sample ID :L: 01-35-16

Vail# 16

Sample Amount =1

Injection Volume ;10 uL

Data Filename :03012006_17.lcd
Method Filename . Aspirina 500mg.lcm
Batch Filename : 06010300.1cb
Report Filename : Reporte Tipo.lcr
Date Acquired : 04/01/2006 1:23:30
Data Processed : 04/01/2006 9:48:20
<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Project1\Bayer Farma\03012006_17 Icd

mV
40 8 1Det.A Ch1
3
30 g
3]
- E
20- R :
] -
] | ]
| w
10 g
5
3
w
o+ 1 =
0. : : S :
0. 25 5.0 7:6 10.0 125
min
1 Det.A Ch1/280nm
PeakTable
Detector A Ch1 280nm : E .
| Peak# | Ret.Time | Name | Area | Area% | Height
1] 8.495 Ac. Salicilico , 30328 3682 806
2| 9.759 | Ac. Acetilsalicilico , 793272 96.318 47368
Total _ _ 823600 100.000 | 48173
Quantitative Results
Detector A _
Name |Theoretical Plate#| k'  Tailing Factor (10%) Resolution
Ac. Salicilico . 1056.668 [ 0.000 | 1.375 | 0.000

Ac. Acetilsalicilico | 8475170 | 0.149 | 1.122 [ 1.720




C7. Cromatograma muestra:

==== Bayer S.A. Control de Calidad ====

Acquired by : Admin

Sample Name : Mta 1 Aspirina adulto
Sample ID :L: 511781 500mg
Vail# o 4

Sample Amount =1

Injection Volume 10 uL

Data Filename - 03012006_23.lcd
Method Filename : Aspirina 500mg.lcm
Batch Filename : 06010300.Icb
Report Filename : Reporte Tipo.lcr
Date Acquired : 04/01/2006 3:02:58
Data Processed . 04/01/2006 9:49:06
<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Project1\Bayer Farma\03012006_23.lcd
mV

40 §
. E
30-| 8
g
20 £
10
0 .
=10 &
0. 25 5.0 75 10.0 125
1 Det.A Ch1/280nm
PeakTable
Detector A Ch1 280nm
Peak# | Ret. Time | Name | Area | Area% | Height
1] 9.771 | Ac. Acetilsalicilico | 800225 | 100.000 47382
Total 800225 100.000 47382
Quantitative Results
Detector A _
Name |Theoretical Plate# k'  Tailing Factor (10%) Resolution
Ac. Salicilico | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
Ac. Acetilsalicilico 8443.594 | 0.000 1.129 0.000

1Det. A Ch1
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Discusion de la validacion de aspirina

Limite de Deteccidon: como se puede apreciar en el cromatograma “C4” la cantidad de

Acido Salicilico es detectada por el sistema.

Prueba de adecuacion visual del sistema: al comparar los cromatogramas obtenidos

con los presentados en el método de analisis se puede apreciar su correspondencia.

Linealidad:

Curva de calibracion para Acido acetilsalicilico en Aspirina®

% Conc.
Std

50
50
50
100
100
100
100
100
100

Area
395396
395632
392979
808743
806288
807244
811475
812737
807244

150 1177011
150 1172210
150 1174468

@
e
<

Variable X 1 Curva de regresion ajustada y = 7949,1x

1400000 -
1200000 -
1000000 +
800000 -+
600000 +
400000 -
200000 -+

R? = 0,9976

0
40

60

80

100

Concentracion

120

140 160
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Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlacion multiple

Coeficiente de

0,999000406

determinaciéon R*2 0,998001811
RA2 ajustado 0,997801992
Error tipico 13515,55488
Observaciones 12
ANALISIS DE
VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de = Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1 9,12352E+11 9,12352E+11 499453  7,84596E-15
Residuos 10 1826702237 182670223,7
Total 11 9,14179E+11

Factor de respuesta:

Concentracion
mg/mL

0,254
0,254
0,254
0,518
0,518
0,518
0,518
0,518
0,518
0,758
0,758
0,758

Respuesta

395396
395632
392979
808743
806288
807244
811475
812737
807244
1177011
1172210
1174468

promedio
desviacion std

CV% factor de
respuesta

Factor de
respuesta

1556677,2
1557606,3
1547161,4
1561279,9
1556540,5
1558386, 1
1566554,1
1568990,3
1558386,1
1552785,0
1546451,2
1549430,1

1556687,3
7005,6

0,450
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Precision:

Precision del estandar

Muestra Area

793272
795384
797403
795704
797334
801623

OB WINI=

Promedio: 796787
C.V. 0,35 Maximo 1,5%

Precision de la muestra

Muestra Area

800225
786916
798947
814435
796516
796444

DR (WIN|=

Promedio: 798914
C.V.: 1,12 Maximo 2,0%

Cumple con los criterios de aceptacion de la precision tanto como para la muestra

como para el estandar.
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Conclusiones de la Validacion

Tras la realizacién de las calificaciones y una vez habiendo obtenido los resultados se
puede concluir que la metodologia analitica empleada por la filial de Laboratorios Bayer
S.A. es perfectamente aplicable al Laboratorio de Control de Calidad. Ademas esta
nueva metodologia (Aspirina 500mg), permitira realizar el analisis sin el apremio del
tiempo por ser anhidra (descomposicion rapida de la muestra en agua) y permite
optimizar el tiempo ya que permite una libertad mayor al analista, (agregar un lote al
analisis, reanalizar las muestras, “tirar” una secuencia completa nuevamente, etc.)

Por lo tanto se establece que:

Los equipos cumplen con las calificaciones a las que fueron sometidos.

El método de analisis de Aspirina® 500mg es factible de aplicar en el Laboratorio de
Control de Calidad de BayService.

Este método se aplicara en adelante para analizar muestras de AAS 500mg que

requieran de identificacion y de cuantificacion.
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Conclusion General

Este trabajo permitié la calificacion de equipos HPLC y la posterior Validacion de las

metodologias analiticas de Aspirina® 500mg y Avelox® 400mg.

Todos los resultados obtenidos en la validacion de los métodos de analisis tanto de
Aspirina® 500mg como de Avelox® 400mg permiten asegurar que son confiables, ya
que cumplen los criterios de validacion establecidos por Bayer S.A. Ademas ambos
métodos pueden ser utilizados en el Laboratorio de Control de la Calidad en sus

analisis de rutina.

Conclusioéon Personal

El mundo cambia constantemente y en muchos aspectos cambia muy rapido por lo que
es nuestro deber de profesionales preocupados por la salud de la poblacion como el de
personas comunes, el mantenernos constantemente actualizados e interiorizados de
las modificaciones que se van suscitando en las areas que nos competen. La vida es
una constante capacitacion y debemos estar abiertos a los cambios que puedan venir,
tratando de tomarlos eficientemente con el fin de poderlos aplicar en nuestra vida,
creando y/o optimizando y/o mejorando continuamente los procesos que realizamos a

diario, para poder entregar lo mejor de cada uno por el bienestar general.
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Anexo 1

Glosario

Aseguramiento de Calidad: Es un amplio rango de conceptos que cubren todas las
actividades que individual o colectivamente influyen en la calidad de un producto. La
suma total de las actividades llevadas a cabo para asegurar que los productos
medicinales y dispositivos médicos de uso humano y animal son de la calidad
requerida para lo que fueron destinados.

Buenas Practicas de Manufactura: Estandares minimos para los métodos que van a
ser usados y las instalaciones o controles que van a ser usados, la manufactura, el
proceso, el empaque o el mantenimiento de un producto medicinal para asegurar que
dicha droga satisface los requerimientos de la ley en materia de seguridad y tiene la
identidad y la concentracion y cumple con su calidad vy “pureza propuestas o que
referencian poseer.

Calibraciéon: Es el conjunto de operaciones que establecen, bajo condiciones
especificas, la relacion entre los valores indicados por el instrumento o sistema de
medicion (especialmente de peso), registro y control, o los valores representados por la
medida de un material y su valor conocido correspondiente a un estandar de
referencia. Los limites de aceptacion de los resultados de las mediciones deben estar
establecidos.

Calificacion: Es el proceso de establecimiento de evidencia documentada de la que
las instalaciones, los sistemas utilitarios y otros equipamientos técnicos incluidos los
sistemas computarizados han sido correctamente encargados y que funcionan en
forma confiable, dentro del rango especificado de operacion.

Control de Calidad: Es una parte de las GMP que conciernen al muestreo,
especificaciones y analisis y con la organizacion, documentacion y procedimientos de
liberacion que aseguran que los analisis que se estan llevando a cabo son necesarios y
relevantes y que los materiales no son liberados para su uso, tampoco para la venta o
suministro antes de que la calidad sea juzgada como satisfactoria. El control de calidad
no esta confinado a las operaciones de laboratorio, pero debe estar involucrado en

todas las decisiones concernientes a la calidad del producto.
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Criterio de Aceptacion: Las especificaciones que son utilizadas para tomar una
decision para aceptar o rechazar un lote o batch de producto o aceptar una pieza de
equipamiento que ha sido calificada.
Critico: Un material, etapa de proceso o condicién del proceso, requerimiento para
analisis u otro parametro relevante se considera critico cuando no existen no
conformidades con un criterio predeterminado que influencie directamente sobre los
atributos de calidad de un API o producto con droga de una manera perjudicial.
Especificacion: Descripcion detallada de la calidad o de los atributos criticos que debe
cumplir un material.
Especificidad de un test analitico: Es |la habilidad para calcular inequivocamente un
analito en presencia de de otros componentes que se espera que esté presente.
Tipicamente podrian incluirse las impurezas, esterecisbmeros, productos de
degradacion, matriz, etc.
La escasez de la especificidad de un procedimiento analitico individual puede ser
compensada por otros procedimientos analiticos que lo soporten. Esta definicion
implica lo siguiente:
e Identificacion: para asegurar la identidad del analito
e Analisis de pureza: para asegurar que todos los procedimientos analiticos que
se llevan a cabo permiten una exacta declaracion del contenido de impureza de
un analito, por ej. Analisis de sustancias relacionadas, metales pesados,
contenido de solventes residuales, etc.
e Valoracion: (contenido o potencia): proveer un resultado exacto que permite
una declaracion exacta del contenido o potencia de un analito en la muestra.
Exactitud: La exactitud de un procedimiento analitico expresa lo mas cercano a un
acuerdo entre el valor que es aceptado no como un valor verdadero convencional o un
valor de referencia aceptado y el valor encontrado.
Limite de cuantificacion: Es la cantidad mas pequefia de analito en una muestra que
puede ser determinado en forma cuantitativa con precision y exactitud. Este limite es
un parametro del ensayo cuantitativo para bajos niveles de compuestos en muestras
matrices y es usado particularmente para la determinacién de impurezas y/o productos

de degradacion.
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Limite de deteccion: Es La cantidad minima de de analito en una muestra que puede
ser detectado pero no necesariamente cuantificado como un valor exacto.

Linealidad: La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad (dentro de un
rango dado) para obtener resultados de analisis que son directamente proporcionales a
la concentracion (cantidad) de un analito en la muestra.

Procedimiento Operativo Estandar (POS): Procedimiento escrito autorizado que da
las instrucciones para llevar a cabo operaciones no necesariamente especificas de un
producto dado, material o procedimiento pero de una naturaleza mas bien general.
Repetibilidad: Expresa la precision bajo las mismas condiciones de operacién a través
de un corto intervalo de tiempo. También significa una precision entre ensayos.
Estandar de referencia Primario: Una sustancia que ha sido reconocida por un
conjunto extensivos de andlisis, para ser un autentico material de alta pureza. Este
estandar puede ser obtenido a través de una fuente reconocida o preparado por medio
de una sintesis independiente o por una purificacion sucesiva de un material existente
de produccion.

Estandar de referencia Secundario: Sustancia de pureza y calidad establecida que
ha sido comparada con un estandar de referencia primario, es utilizada como estandar
de referencia para analisis de rutina en el laboratorio.

Validacion: Accién documentada que demuestra que cualquier procedimiento, proceso
o actividad conducira consistentemente a los resultados esperados. Esto incluye la

calificacion de sistemas y equipamiento.
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