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RESUMEN

La calificacion de los diferentes componentes del sistema HPLC es un aspecto de
vital importancia para el logro de buenos resultados en la validacién de un método
analitico, pues se necesita demostrar previamente que el sistema se encuentra
trabajando de forma satisfactoria. En este caso la evaluacidn reviste una gran
importancia, por tratarse de instrumentos de varios afios de uso, con los que el
fabricante no se responsabiliza, por lo que se

recopilé informacién de instrumentos similares producidos por otros fabricantes o
establecidos para versiones modernas de estos donde se describiera la forma de
evaluar los parametros mas importantes en el funcionamiento de cada uno de los
componentes del sistema cromatografico a usar. Para calificar la bomba isocratica
(Pharmacia-LKB), se evalué la funcién de bombeo, la indicacién del cero de presion,
el limite minimo y maximo de presién, asi como la prueba de hermeticidad y la
exactitud del flujo. Para calificar el detector de indice de refraccién (Knauer), se
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evalud la senal de ruido, la sensibilidad y la linealidad de la sefial. Ademas se
calculd la precision del inyector. Se determind que tanto la bomba isocratica como
el detector de indice de refraccidn y el inyector manual cumplen con todos los
parametros estudiados, lo que demuestra que todos los componentes del sistema
de HPLC cumplen con las especificaciones establecidas y adecuadas a sus
caracteristicas, ademas de satisfacer los requerimientos necesarios para la
determinacion de impurezas mediante esta tecnologia.
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ABSTRACT

The assessment of different components of HPLC system is a very important
feature to achieve good results in validaion of a analytical method since it is
necessary to demonstrate previously that this system is working in a satisfactory
way. In present case the assessment is very important to be about of instruments
of some years of use where the manufacturer not accept responsability for the
information collected on similar instruments produced by other manufacturers for
current versions of these where is is described the way to assess the more
significant parameters in the functioning of each components of chromatographic
system to be used. To assess the isocratic pump (Pharmacia-LKB) pumping
function, zero-pressure indication, minimal and maximal pressure limit, as well as
the sealed test and flow accuracy. To determine the refraction rate detector
(Knauer), the noise, sensitivity and linearity signal was assessed. Also, the
injector's accuracy was estimated. Authors determined that the isocratic pump as
refraction rate detector and the manual injector flufill with all study parameters
demonstrating that all components of HPLC system also fulfill with specifications
established and suitable to its features, satisfying the requirements necessaries for
determination on impurities using this technology.

Key words: Assessment, HPLC, refraction rate.

INTRODUCCION

Las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) son de obligatorio cumplimiento para la
Industria Farmacéutica, estas consisten en un manual de la organizacion, un plan
maestro de validaciones, procedimientos normalizados de operacién y los registros.
Cubren todos los aspectos de la produccién: materias primas, instalaciones,
equipos, entrenamiento e higiene del personal, detallando por escrito el
procedimiento para cada proceso que podria afectar la calidad del producto final. Es
decir, las BPM no son mas que un conjunto de normas y procedimientos a seguir
para lograr que los productos sean fabricados de manera consistente y acorde a
ciertos estandar de calidad, en este Ultimo aspecto desempefian una funcién
fundamental las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) y dentro de ellas la
validacién de métodos analiticos.
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La calificacion se considera una parte del proceso de validacidon, que verifica los
diferentes modulos o equipos y la resolucién del sistema antes de que estos sean
utilizados en el trabajo diario.! Es por ello que la calificacidn de los diferentes
componentes del sistema HPLC es un aspecto de vital importancia para el logro de
buenos resultados en la validacién de un método analitico, pues se necesita
demostrar previamente que el sistema se encuentra trabajando de forma
satisfactoria.’ En este caso la evaluacidn reviste una gran importancia, por tratarse
de instrumentos de varios afios de uso, con los que el fabricante no se
responsabiliza, por lo que se recopild informacion de instrumentos similares
producidos por otros fabricantes o establecidos para versiones modernas de estos,
donde se describiera la forma de evaluar los pardametros mas importantes en el
funcionamiento de cada uno de los componentes del sistema cromatografico a usar.

METODOS
Calificacion de la bomba isocratica para HPLC (Pharmacia-LKB)

Para realizar la evaluacion de la bomba isocratica para HPLC de Pharmacia-LKB fue
necesario seguir el procedimiento descrito por Merck Hitachi en 1996 para su
bomba isocratica LaChrom-7110, teniendo en cuenta las especificaciones de la
bomba evaluada.*

Para evaluar el funcionamiento de este componente se determinaron los siguientes
parametros:

- Funcién de bombeo. Se programo la bomba con los siguientes parametros:
velocidad de flujo 1 mL/min, presién maxima 400 bar, presién minima 0 bar. Se
puso en funcionamiento la bomba y se purgd esta (aproximadamente 1 min) para
asegurar que no quedaran burbujas en el sistema. Al detener la purga, sin detener
la bomba se escuchd si el sonido de esta era mucho mas lento que cuando estaba
funcionando la funcién de purga. Posteriormente, se programd la velocidad de flujo
de la bomba a 5 mL/min y se escucho el sonido de la bomba a cuando la velocidad
de flujo era de 1 mL/min.

- Indicacién del cero de presion. Con la bomba funcionando se programé un flujo de
imL/min y se abrid la valvula de drenaje (purga), se observo la lectura del
indicador de presién.

- Limite minimo de presién. Utilizando agua para HPLC como fase movil, se
programé la bomba con los parametros: velocidad de flujo 1 mL/min, limite minimo
de presidn 3 bar. Por otro lado, se cerro la valvula de drenaje y se conectd un
capilar de 0,25 mm para que aumentara la presion de retorno a la bomba hasta al
menos 5 bar. Luego, se puso en funcionamiento la bomba y tan pronto como esta
alcanzo una presion de al menos 5 bar, se abrié la vélvula de drenaje,
observéndose el comportamiento de la bomba durante 40 s.>

- Limite maximo de presién. Utilizando agua para HPLC como fase movil, se
programé la bomba con los siguientes parametros: velocidad de flujo 2 mL/min,
limite maximo de presion 40,0 mPa. Por otra parte, se cerr6 herméticamente la
valvula de drenaje y la salida de fase mévil de la bomba con un tapon ciego M16 de
titanio; luego, se puso en funcionamiento la bomba y se observé su
comportamiento.

- Prueba de hermeticidad. Una vez que la bomba se detuvo en la prueba anterior se
presiond la tecla stop y se chequed la presion que mantenia el sistema después de
transcurridos 5 min.

- Exactitud del flujo. Utilizando agua para HPLC como fase mévil, se programo la
bomba a una velocidad de flujo de 1 mL/min, luego se puso en funcionamiento,
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asegurando que no habia burbujas en el sistema. El flujo de salida fue colectado
durante 5 min en un matraz aforado de 5 mL o en un bulbo de vidrio de 10 R
(pesados previamente), utilizando para ello un crondmetro. El contenido exacto del
matraz o el bulbo fue determinado por diferencia de pesada antes y después. Esta
operacion fue repetida 5 veces y se determind el promedio entre estas.

Calificacion del detector de indice de refraccion (Knauer)

Para evaluar el funcionamiento de este instrumento se determinaron los siguientes
parametros:

- Sefial de ruido.>® Se programé el detector con los siguientes pardmetros:
"Range": 2 y "Time constant", 0,25. Con las celdas de referencia y de muestra
llenas de agua para HPLC filtrada y con la bomba detenida, se registré la sefial
emitida por el detector durante 1 h. A partir de la sefial registrada se seleccioné un
segmento de 10 min, dentro del cual se calculé el ruido (R) del detector en 4
segmentos de 1 min cada uno, denominados A;, Ay, As Yy A4 respectivamente,
utilizando las siguientes formulas:

B mV= (Cant de mV contenidos en la escala x B mm)/a

donde:

B mV: ancho en mV de variacién en el segmento de 10 min analizado.
B m: ancho en mm de la variacion en el segmento de 10 min analizado
A: medida en mm contenidos en la escala del eje Y

R(mV)=(BmV/B mm)xA (mm)

Se calculd el promedio entre los 4 valores de R determinados.

- Sensibilidad.> Se programo el detector con los siguientes pardmetros: "Range", 2
y "Time constant”, 1. Con las celdas de referencia y de muestra llenas de agua
para HPLC filtrada y la bomba detenida, se registré la sefial emitida por el
detector durante 5 min, se gird el botdn "coarse" 6 vueltas completas hacia la
derecha y se verifico si se producia algun cambio en la sefial detectada.
- Linealidad.® Se conecté un capilar de PTFE de 0,25 mm (i.d.) en el lugar de la
columna (entre el inyector y el refractémetro) y utilizando como fase mévil agua
para HPLC filtrada, a un flujo de 1 mL/min, se programaron en el refractdmetro
los siguientes parametros: "Range", 2; "Time constant", 1. Se inyectaron por
triplicado 5 soluciones de referencia de glucosa a diferentes concentraciones (2, 3,
4,5y 6 %). Se determind el coeficiente de determinacién (r?) de la recta
promedio obtenida con las areas de los picos registrados para cada una de las
concentraciones.

Determinacion de la precision del inyector

Para realizar esta evaluacién se conecté un capilar de PTFE de 0,25 mm (i.d.) en el
lugar de la columna (entre el inyector y el refractémetro) y utilizando como fase
moavil agua para HPLC filtrada, a un flujo de 1 mL/min, se programaron en el
refractdmetro los siguientes parametros: "Range", 2; "Time constant”, 1. Se
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realizaron 10 inyecciones de una solucion de referencia de glucosa al 5 % y se
determiné el coeficiente de variacién (CV) de las dreas y de las alturas de los picos

obtenidos.

RESULTADOS

En un sistema de HPLC, la bomba constituye una de sus partes mas importantes,
porque de su buen funcionamiento depende la calidad de la separacién y la

precisién del ensayo, sobre todo en un método cuantitativo. En la tabla 1 aparece el
resultado de la evaluacién de los diferentes parametros para la calificacion de la
bomba isocratica en estudio

Tabla 1. Resultados ohtenidos en la calificacidn de la bomba isocratica para HPLC

Pardmetros
evaluados

Funcién de bombeo

Indicacian del cero
de presidn

Limite minimo de
presian

Limite maximo de
presion

Prueba de
hermeticidad

Exactitud del flujo
n=5

Especificacion adecuada
El sonida de |a bomba es mucho mas lento que cuando

estaba la "purga”

El sonido de la bomba es mucho mas rapido que cuando
la velocidad de flujo era de 1 mL/min

El indicador de presion retorna a 0+ 0,1 Mpa

La presion retormna a 0 y la bomba para automaticamente
Cuando la presion alcance el maximo, la bomba para
autamaticamente

La presian debe ser de al menos 30,0 Mpa

El peso promedio debe ser 590,19
C< 1%

Resultado

Cumple

Cumple

Cumple
Cumple
Cumple
36,0 Mpa

5,009 g
0,4312 %

Otro componente del sistema HPLC de vital importancia resulta ser el detector de
indice de refracciéon (refractometro Knauer), utilizado en el método que se desea
validar. Para realizar la calificacion de este instrumento se siguid basicamente el
procedimiento descrito por el propio fabricante para una versién moderna de sus
refractémetros;® ademas se tuvieron en cuenta las especificaciones del detector

evaluado.

En la figura 1 aparece el cromatograma resultante de la evaluacién del ruido del
detector en un periodo de 10 min y en la figura 2 se representa la recta promedio
obtenida a partir de las areas de los picos de diferentes concentraciones de glucosa
registrados para estudiar la linealidad de la sefial del detector calificado, mientras
que en la tabla 2 se resumen los resultados obtenidos al evaluar los diferentes
parametros de calificacién del refractémetro diferencial.
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Tabla 2. Resultados obtenidos en la calificacion del refractometro Knauer

Pardmetros
evaluados

Sefial de ruido

n= 4
Sensibilidad
Linealidad

Especificacion adecuada

El promedia del ruido calculada debe ser menar que 8 «
Se detecta un cambio considerable en la lectura de la
pizarra y en la sefial registrada

El coeficiente de determinacian (r2) de la recta promedio
de los puntos evaluados debe ser z 0,99

0,616

0,623

0,676

dnan

0,622

0,628

<0620

0,634

TP e

0,635

-0, G40

0,646

0,640

L

Fig. 1. Determinacion de la sefal de ruido del refractdmetro Knauer,

Prom. de area
5 Q00 000m

4 500 0001
4 000 000+
3 500 000
3 000 000

2 500 000
0

Fig. 2. Evaluacion de la linealidad del refractdmetro Knauer.

Por otra parte, la figura 3 muestra el cromatograma obtenido al evaluar la precisién
del inyector utilizando una solucién patrén de glucosa al 5 %, y en la tabla 3
aparece un cuadro resumen de los resultados del area y de la altura obtenidos para
los picos detectados.

L D A, Ll Sa il

=

y=254989767 x+2955106

0,646

20

Conc. de glucosa (%)

O

http://scielo.sld.cu

3,508 ¥ 103 my



Revista Cubana de Farmacia.2010; 44(4)476-434 482

Tabla 3. Resultados del estudio de precision del inyector manual

Muestra (n= 10} Area altura
Yalor medio 41938183, 1 265457,1
OE 19383, 139 426,983
CY (%8) 0,474 0,161
Fecomendado CWe 1 % CWe 1%
mYy k"
1 2 3 4 5 B 7 & 9 10
250 250
200 200
150 150
100 100
&0 ' 50
1] | S ]I [ E L L 10
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Fig. 3. Evaluacion de la precision del inyector manual.

DISCUSION

Los resultados mostrados en la tabla 1 demuestran que la bomba en estudio
cumple con las especificaciones establecidas y adecuadas a las caracteristicas del
equipo. Teniendo en cuenta estos resultados se puede afirmar que el instrumento
bombea correctamente, que el regulador de presidon esta ejerciendo su funcién
como es debido, que no existen fugas de liquido causado por problemas con los
sellos de los pistones o conexiones, asi como que por parte de la bomba esta
garantizada la precision del ensayo, teniendo en cuenta la exactitud y repetibilidad
del flujo, pues el CV de este Ultimo parametro evaluado es lo suficientemente bajo
como para ello.

En el cromatograma resultante de la evaluacién del ruido del detector en un periodo
de 10 min (fig. 1) se pueden observar los 4 segmentos (Ai;/A>/A3z/As ) que se
tuvieron en cuenta para realizar el calculo correspondiente (tabla 2), mientras que
en la figura 2 se puede apreciar como el detector evaluado es capaz de emitir una
sefial con una linealidad adecuada para el analisis.”

Al analizar los resultados de los parametros de calificacion del refractémetro
diferencial se considera que estos son adecuados, teniendo en cuenta que se trata
de una version anterior de estos instrumentos la cual no es completamente
digitalizada. Ademas, los valores obtenidos, especificamente para la senal de ruido
y la linealidad satisfacen los requerimientos necesarios para el ensayo de
determinacion de impurezas en vacuna que se desea validar.
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El comportamiento de los picos obtenidos en el estudio de la precision del inyector
fue muy similar, para cada una de las réplicas evaluadas (fig. 3), lo que se refleja
en un CV menor que el 1 % tanto para el area como para la altura del pico (tabla
3), por lo que cumplen con lo recomendado por la FDA en estos casos.® Se puede
apreciar que el CV del area es mayor que el de la altura debido a que este es un
parametro que se afecta mas con las pequefias variaciones del pico, pero brinda
mayor informacion de la calidad de la separacién cromatogréfica, por lo que
teniendo en cuenta que el método de nuestro interés es cuantitativo se decididé usar
este parametro para realizar todos los calculos de concentracion de la impureza a
determinar. Ademas considerando que el volumen de inyeccidn era constante y con
bucle lleno, no fue necesaria la evaluacién de la linealidad del inyector.

No se evalud la precisién de la temperatura del horno de columna, debido a que la
regulacion para la validacion de métodos cromatograficos de la FDA de 19948
considera que la realizacién de una prueba de aptitud o idoneidad del sistema como
parte de la validacion del método analitico, es suficiente para evidenciar un buen
funcionamiento de este componente del sistema. No obstante se garantizé que este
estuviera debidamente calibrado en la temperatura de analisis.
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