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Validacién de una metodologia analitica
para la determinacién de acetaminofén

en procesos de limpieza

Carmen Zoraya Estévez*, Freddy Armando Quiroga*, Jaime H. Rojas*' y Humberto Herndndez**

Resumen

En el presente escrito se consignan aspectos relacionados con la validacién de una metodologfa analitica
aplicada a la evaluacién de la eficiencia de un proceso de limpieza en las cabinas de pesado de materias pri-
mas de una industria farmacéutica. Esta validacién se hace necesaria, dado el incremento de equipos mul-
tiuso-multiproducto en la industria farmacéutica, para lo cual se estandarizé un método de muestreo y se
establecieron los pardmetros que posteriormente tueron validados con base en la cantidad maxima permi-
sible residual de un firmaco seleccionado de acuerdo con criterios cientificos.
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maxima permisible - Cromatografia liquida de alta eficiencia - Métodos de muestreo aplicados a procesos

de limpieza.

Summary
Validation of an analytical methodology for determination
of acetaminophen in cleaning processes

In this article, aspects related with the validation of an analytical methodology applied to a cleaning pro-
cess in the booths used for the raw materials weighing of a pharmaceutical industry are present. Nowa-
days, due to the increment in the use of multiuse-multiproduct equipments in the pharmaceutical
industry, the analytical methodologies must be validated and therefore, a sampling method has beenvali-
dated. The parameters validated were settled down according to the permissible residual maximum quan-
tity of a drug selected according to scientific methods.

Key words: Analytical methodologies validation - Cleaning processes - Acetaminophen - Permissible
maximum quantity - High performance liquid chromatography - Sampling methods applied to cleaning pro-

cesses.

Introduccién

La validacién de procedimientos de limpieza de
equipos empleados en la manufactura de pro-
ductos farmacéuticos ha recibido gran interés
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tanto en la industria farmacéutica como en las
autoridades regulatorias con el fin de minimizar
el riesgo de contaminacién cruzada en dichos
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productos (1-12). El incrementado uso de
equipos multiuso y multiproducto permite que
residuos provenientes de procesos de limpieza
puedan tener un impacto significativo en la cali-
dad del producto fabricado subsecuentemente
en e] mismo equipo. Por esto es importante
aplicar procedimientos de limpieza que asegu-
ren la eliminacién o por lo menos la reduccién
hasta limites permisibles del producto que aca-
ba de procesarse. Los estudios de validacién de
limpieza deben ser conducidos siguiendo un
protocolo de validacién, en el cual la metodolo-
gia analitica es un factor clave en el desafio del
procedimiento de limpieza, En consecuencia,
es necesario validar la metodologia analitica
para identificar y cuantificar el analito residual
de manera exacta y reproducible, mediante un
método sensible y especifico (2-10).

Este trabajo se desarrollé para validar una
metodologia analitica 1til para cuantificar resi-
duos remanentes luego de un procedimiento de
limpieza y no considera aspectos relacionados
con el procedimiento de limpieza evaluado.

Teniendo en cuenta las propiedades fisico-
quimicas del analito residual al proceso de lim-
pieza se seleccioné como técnica de andlisis la
cromatografia liquida de alta eficiencia en fase
reversa con detector UV. El analito residual se-
leccionado fue acetaminofén, el cual se selec-
cioné con base en criterios de peor caso para
procedimientos de limpieza.

Parte experimental

Materiales

Equipos: Bomba Merck-Hitachi L-7100, au-
tomuestreador  Merck-Hitachi ~ AS-2000A,
horno Merck-Hitachi L-7300, detector UV-VIS
Merck-Hitachi L-4250 e integrador Shimadzu
C-R4A  Chromatopac,  espectrofotémetro
UV-VIS Hewlett Packard 8453 - VECPRA XM -
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Serie 4, potenciémetro Schott  Gerite
pH-Meter CG840B, ultrasonido Branson
5510R-MT, balanza Sartorius RC2 10D, desio-
nizador Milli-Q PLUS de Millipore, columna
cromatografica LiChrospher® 100 RP-18 (5
pm), 250 - 4.0 mm, MERCK.

Reactivos y materiales: Acetaminofén USE,
estandar secundario, Mallinckrodt. Metanol
LiChrosolv para HPLC Merck, art. 106018.
Etanol 969 USE, Acetona p.a. Merck, agua des-
tilada y desionizada, 4-aminofenol Sigma Che-
mical Company, gasa hospitalaria Flexon, Lab.
BDC Ltda, algodén 100%, tipo VII, USE no es-
téril, limina de acero inoxidable 3 16L, plantilla
de acero de inoxidable 316L, de 10 cm x 10
cm, con drea interna para muestreo de 5 cm x 2
cm.

Actividades de prevalidacién

El analito a cuantificar se seleccioné con base en
criterios de peor caso al evaluar los residuos de
farmaco en mayor cantidad en el producto fi-
nal, el cual corresponde a acetaminofén para el
caso particular de la industria en la que se reali-
z6 la validacién, con una dosis de 500 mg/com-
primido. No obstante, la evaluacién de la
limpieza de las cabinas de pesado se realiz6 ade-
més mediante la evaluacién de la materia prima
mis dificil de limpiar y firmaco més téxico.

El indicador cuantitativo de la cantidad de
residuos se denomina cantidad méxima permisi-
ble. La cantidad maxima permisible se determi-
né con base en el criterio para la determinacién
visual planteado por Fourman y Mullen, el cual
es de 100ug/100cm?. Existen otros criterios
que, en este caso, generan valores mayores para
este pardmetro, por lo cual se escogié el mas
critico a fin de proveer un evaluador mas estric-
to (12-14).

El método de muestreo elegido es el del hi-
sopo, dada la facilidad que ofrece para la toma
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de las muestras de manera directa sobre la su-
perficie, los puntos a muestrear quedan expues-
tos, no son de dificil acceso y se pueden
seleccionar los que se consideran criticos. Para
muestrear un area total de 100 cm? se emplea
una plantilla de 10 cm? de 4rea interna y se
muestrean 10 puntos criticos, establecidos an-
teriormente con base en el mayor riesgo de
contaminacién, Cada 4rea de 10 cm? se debe
muestrear con un hisopo (gasa quirdrgica de
aproximadamente 5 cm x 5 cm) impregnado de
etanol al 96% y empleando una plantilla de 2
cm x 5 cm. El material de algodén del hisopo
elegido, no presenta interferencia con la deter-
minacién de acetaminofén. Como solvente para
la toma de muestras se eligié etanol al 96%, sol-
vente en el cual el acetaminofén es bastante so-
luble (3-5, 12).

Con base en la cantidad méxima permisi-
ble se realizé el tratamiento de la muestra en el
hisopo, de tal forma que de encontrarse esta
cantidad en un punto muestreado, 10 ug/10
cm?, se obtuviera una solucién de acetaminofén
cuya concentracién pudiera ser cuantificada con
exactitud y precisién por la metodologfa analitica
propuesta. El acetaminofén presente en el hiso-
po se extrae con 5.0 mL de fase mévil para obte-
ner asi una concentracién méaxima teérica de 2.0

pg/mL para la cantidad maxima permisible.

Estandarizacion de las condiciones
cromatograficas

La columna cromatografica seleccionada es la
propuesta en la USP24/NF19 para la cuantifi-
cacién de acetaminofén cépsulas, L1. La com-
posicién de la fase mévil, metanol:agua 20:80,
ajustada a pH 3.2 con éicido fosférico, se esta-
blecié luego de analizar varias composiciones, la
cual permite obtener una senal adecuada y re-
sultados de idoneidad dentro de especificacio-
nes (15-16).
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La longitud de onda se establecié con base
en los resultados de los espectros de absorcién
UV de las siguientes muestras: acetaminofén
2.0 wg/mL, estindar de comparacién disuelto
en fase mévil; detergente empleado en la lim-
pieza al 2% v/v, 4-aminofenol 25.0 wg/mL di-
suelto en fase mévil y fase mévil como blanco.
La longitud de méxima absorcién obtenida para
el acetaminofén en el sistema seleccionado es
de 244 nm. Las muestras de detergente al 2%
v/v 'y 4-aminofenol presentan una absorcién
mdxima a diferente longitud de onda.

El volumen de inyeccién estandarizado fue
de 20 uL, la velocidad de flujo de 1.0 mL/miny
una temperatura en el horno de 25 °C., condi-
ciones con las cuales se obtiene un tiempo de
retencién de alrededor de 5.9 minutos y una re-
solucién y eficiencia éptimas. El tiempo de co-
rrida definido fue de 10 minutos.

Resultados y discusién

Idoneidad del sistema

En todos los ensayos se analizé un estindar de
acetaminofén de 2.0 wg/mL en fase mévil, con-
centracién equivalente a la cantidad mdxima
permisible con base en el tratamiento del hiso-
po. Bajo las condiciones establecidas se obtuvo
un coeficiente de variacién entre las dreas gene-
radas por el estindar menor al 2.0%, un factor
de asimetrfa entre 0.8 y 1.1, un nimero de pla-
tos teéricos mayor a 4000, una resolucién entre
acetaminofén y 4-aminofenol mayor a 4.0, un
factor de separacién entre acetaminofén y
4-aminofenol mayor a 1.2 y un factor de capa-
cidad mayor a 2.0 (15-17).

Especificidad

La especificidad se evalué analizando las si-
guientes muestras: fase movil, solvente para la
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toma de muestras (etanol 96%), muestra de hi-
sopo (gasa quirtirgica), muestra de hisopo y sol-
vente para la toma de muestras, muestra blanco
(drea 10 cm? limpia muestreada de acuerdo al
procedimiento establecido), acetaminofén 2.0
pg/mL-estindar de comparacién, producto de
descomposicién: 4-aminofenol 25.0 ug/mL,
mezcla de acetaminofén 2.0 wg/mL vy
4-aminofenol 25.0 ug/mL y detergente em-
pleado en la limpieza al 2% v/v (15-17).

El acetaminofén presenta un tiempo de re-
tencién de 5.9 minutos, mientras que las mues-
tras restantes no presentan senal que interfiera
con la cuantificacién del acetaminofén en el sis-
tema propuesto. La metodologfa analitica cum-
ple con el parimetro de especificidad para
acetaminofén (15-17). En la Figura 1 se pre-
senta el cromatograma obtenido con una solu-
cién de acetaminofén en fase mévil.

Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se analizé evaluando
cinco niveles de concentracién, en un rango en-
tre 50% y 150% de la solucién de comparacién
para la cantidad méaxima permisible y emplean-
do tres réplicas para cada nivel (2, 17).Los re-
sultados se encuentran en las Tablas 1y 2.

986

o 1 man

Figura 1. Cromatograma de acetaminofén 2.0 pg/mL

Tabla 1. Estimadores de regresién para la linealidad del sistema

Parametro Valor t calculado

Limite de confianza Limite de confianza

inferior(95%) superior(95%)
Correlacién r 0.9964 42.6019 - -
Intercepto a 1718.3 1.0926 -1679.21 5115.88
Pendiente b 31583.07 42.6019 29981.44 33184.69

t o+ (13, 0.05) = 2.1604
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Tabla 2. Anilisis de varianza para la linealidad del sistema.

Grados de Suma de

Cuadrado

Variables libertad cuadrados medio Fexp Ftab
Regresién 1 7481175751 7481175751 1740.001 4.96
Linealidad 3 10591229.2  3530409.733 0.8211 3.71
Error puro 10 42995230 4299523

Ecuacién de la recta para la linealidad del
sistema: y = 31583 x + 1718.3

Linealidad del método

La linealidad del método se analiz6 mediante
soluciones obtenidas por la recuperacién de
acetaminofén sobre superficies que contenian
la cantidad de acetaminofén en el rango del

50%y el 150% de la cantidad maxima permisi-
ble o limite de aceptacién por 10 cm?. De esta
manera se evaluaron cinco niveles de concen-
tracién y tres réplicas de cada una. Los resulta-
dos se encuentran en las Tablas 3 y 4.

Ecuacién de la recta para la linealidad del
método:

y =128700x + 1033.7

Tabla 3. Estimadores de regresién para la linealidad del método.

Limite de con- Limite de con-

Parametro Valor t calculado fianza infe- fianza supe-
rior(95%) rior(95%)
Correlacién r 0.9617 12.6535 - -
Intercepto  a 1033.7 0.2148 -9361.18 11428.51
Pendiente b 28700 12.6535 23800.16 33600.51
tahulado © (13, 0.05) = 2.1604
Tabla 4. Anilisis de varianza para la linealidad del método.
. Grados de Suma de Cuadrado
Variables libertad cuadrados medio Fexp Ftab
Regresion | 6177818501 6177818501 178.695055 4.96
Linealidad 3 155883897.2 51961299.06 1.502994499 3.71
Error puro 10 34578491.3 34571849.13 -
Rev. Col. Cienc. Quim. Farm., Vol. 32, No. 2 (2003) 107
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Con base en los analisis estadisticos tanto
para la linealidad del sistema como para la del
método se puede concluir: la pendiente es sig-
nificativamente diferente de cero, indicando
que la regresién lineal es significativa, el inter-
cepto no es significativamente diferente de
cero y los limites incluyen el cero y la correla-
cién es significativa entre la concentracién y la
respuesta instrumental. De acuerdo al anali-
sis de varianza (ANOVA) se puede concluir
que la desviacién de la linealidad no es signifi-
cativa y que no existe diferencia significativa
dentro de las respuestas para una misma con-
centracion. Hay correlacién entre las con-
centraciones y la respuesta instrumental
(dreas), es decir, existe diferencia entre las res-
puestas para las diferentes concentraciones.
Igualmente se concluye que la regresién es sig-
nificativa (2, 3, 17).

El rango o intervalo lineal dindmico de la
presente metodologia se establece entre 1.0
pg/mL a 3.0 wg/mL, valores de concentracién
de las muestras entre los cuales se ha demostra-
do que existe linealidad.

Exactitud

La exactitud se evalu6 mediante el porcentaje
de recuperacién de acetaminofén de la super-
ficie muestreada y del material del hisopo
empleado en la toma de muestras, para lo
cual se simularon cantidades de acetaminofén
sobre superficies de aproximadamente 10
cm?, superficies que posteriormente fueron
muestreadas y las muestras analizadas de
acuerdo a la metodologia analitica. La cantidad
de acetaminofén recuperado se cuantificé
contra un estindar de comparacién de 2.0
pg/mL (2 - 5).

Las cantidades evaluadas corresponden al
50%, 100%y 150% de la cantidad maxima per-
misible de acetaminofén residual en el proceso
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de limpieza, que equivalen a 5.0, 10.0 y 15.0
ug/10cm?, respectivamente. El porcentaje de
recuperacién promedio encontrado es 87.49%,
con un coeficiente de variacién de 6.17%, valor
aceptado para metodologias analiticas emplea-
das en la validacién de procesos de limpieza que
emplean el muestreo por hisopo, donde se re-
comienda un porcentaje de recuperacién ma-
yor al 70% con un coeficiente de variacién
menor a 10%.

El porcentaje de recuperacién, evaluado
mediante un test t de Student es diferente al
1009, por lo que se hace necesario incluir en la
férmula para calcular la cantidad de acetamino-
fén por area un factor que permita realizar la
correccién del valor obtenido al 100% cuando
se evalte la limpieza de las cabinas de pesado de
materias primas. El factor calculado correspon-

deal.14.

Precision
Se evalué la precisién del sistema y del méto-
do mediante repetibilidad y precisién inter-
media. La repetibilidad se evalio en un
mismo dia, por un mismo analista y con el
mismo equipo. La precision intermedia se
evalué en dos dias diferentes y con un analista
diferente. La precisién del sistema fue anali-
zada en tres niveles de concentraciones co-
rrespondientes al 50, 100 y 150% de la
cantidad mdxima permisible, con seis repeti-
ciones para cada concentracién. Los coefi-
cientes de variacién para la precisién del
sistema fueron menores al 29%.

La repetibilidad del método conté con un
coeficiente de variacién de 0.72% y la precision
intermedia con un 3.44%. Para la precisién del

método el coeficiente de variacién debe ser me-
nor al 10% (2 -5,7, 18).

Rev. Col. Cienc. Quim. Farm., Vol. 32, No. 2 (2003)
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Limite de deteccion
y limite de cuantificacién

La determinacién del limite de deteccién y del
limite de cuantificacién se realizé mediante los
resultados obtenidos para la linealidad y los re-
sultados de una curva de calibracién a bajas
concentraciones respecto a las utilizadas en el
estudio de linealidad, empleando tres niveles
de concentracién con tres réplicas y las
férmulas:

LD =33x0/SyLC = 10x06/S

Donde: 6 = desviacién estindar del intercepto
a bajas concentraciones, obtenida con base en
los datos de la curva de calibracién a bajas con-
centraciones, S = pendiente de la recta elabo-
rada para la linealidad del sistema.

Los valores de limite de detecci6n y limite
de cuantificacién se comprobaron experimental-
mente, mediante la preparacién de soluciones a
las concentraciones calculadas tedricamente y
con seis determinaciones para cada limite.

Se establece como limite de deteccién
30.0 ng/mL, equivalente a 0.60 ng; y como li-
mite de cuantificacién 80.0 ng/mL, equivalente
a 1.60 ng, nivel al cual el acetaminofén es cuan-
tificado con exactitud y precisiéon (CV =
3.98%) (2, 3).

Robustez

Con base en el modelo factorial de Placket y
Burman (2, 9), se evalué la robustez de la meto-
dologia ante pequefias variaciones introducidas
a propésito en los siguientes parametros estan-
darizados: tiempo de inyeccién de la muestra
desde su preparacién, temperatura del horno,
composicién de la fase mévil, pH de la fase mé-
vil, velocidad de flujo, columna y longitud de
onda. De acuerdo con los resultados, la tnica
variable de las propuestas como alternativa que
afecta significativamente la determinacién de
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acetaminofén residual es la velocidad de flujo,
variable que debe mantenerse bajo control du-
rante el desarrollo y aplicacién del método.

Conclusiones

La metodologia analitica propuesta cumple con
los parametros de especificidad, exactitud, pre-
cisién y linealidad dentro del rango de 1.0 — 3.0
pg/mL, es decir, la metodologia cumple con los
requerimientos oficiales para validacién de me-
todologias analiticas.

El método de muestreo estandarizado y
la metodologia analitica validada permiten
obtener un porcentaje de recuperaciéon de
87.49%, superior al 70%, valor recomendado
para metodologias analiticas aplicadas a pro-
cesos de limpieza que emplean el muestreo
por hisopo.

Con la metodologia analitica propuesta se
determinan los limites de deteccién y cuantifica-
cién para acetaminofén en 30 ng/mLy 80 ng/mL
equivalentes a 0.6 ng y 1.6 ng respectivamente.

Debido al bajo de nivel de concentracién
manejado en la determinacién de residuos en
procesos de limpieza, la metodologfa analitica
propuesta se afecta por la introduccién de pe-
quenos cambios en la velocidad de flujo de la
fase mévil por lo que este parimetro debe
mantenerse bajo control durante el anélisis.

Recomendacién

Esta metodologia analitica puede ser aplicada a
otros equipos empleados en el proceso de fa-
bricacién de medicamentos cuyo principio ac-
tivo sea acetaminofén, considerando que en la
evaluacién de la especificidad se debe conside-
rar la posible interferencia de un placebo del
producto.
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