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INTRODUCCION

La Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS)
informo en julio de 2018 de la retirada del mercado de diferentes medicamentos del
grupo de los “sartanes” por la presencia de impurezas que no habian sido detectadas
anteriormente. Este problema hizo que la Agencia Europea del Medicamento (EMA)
abriera un procedimiento de revision que ha afectado a farmacos que contienen como
principio activo candesartan, irbesartan, losartan, olmesartdn y valsartan, todos ellos
pertenecientes a la familia de los sartanes (también conocidos como antagonistas de los
receptores de la angiotensina I1). Estos son empleados para tratar la hipertension arterial
y enfermedades cardiacas o renales. Su actuacion en el organismo consiste en bloquear
la accion de la angiotensina Il, una hormona que contrae los vasos sanguineos y hace
que aumente la presion arterial. Las impurezas detectadas fueron inicialmente N-
nitrosodimetilamina (NDMA) y N-nitrosodietilamina (NDEA), que previamente no
estaban identificadas en este grupo de medicamentos, no siendo detectables en ensayos
rutinarios para expedicion de lotes. Sin embargo, estan clasificadas como mutagénicas y
probablemente carcinogénicas en humanos [1], [2]. Abdel-Tawab, et al. [3] del
Laboratorio Central de Farmacéuticos Alemanes realiz6 un estudio en el que
encontraron contenidos de NDMA entre 3,7 y 22,0 ug por comprimido en examenes
aleatorios de productos de valsartan. Desde entonces, tambien se han identificado otras
N-nitrosaminas que estan siendo investigadas por organismos reguladores: N-
Nitrosodiispropilamina  (NDIPA),  N-Nitrosoetilisopropilamina ~ (NEIPA),  N-
Nitrosodibutilamina (NDBA) y N-Nitroso-N-metil-4-aminobutirico (NMBA), entre
otras. También se han identificado nitrosaminas en los medicamentos de ranitidina,
empleados para tratar la acidez y el reflujo acido, y en la metformina, empleado en el
tratamiento de la diabetes.

Las nitrosaminas son compuestos organicos (Figura 1) que se originan por la
reaccion de una amina con nitritos en medio &cido (Figura 2), su formacion se vera
favorecida a temperaturas elevadas. De modo que, las posibles fuentes de
contaminacion de este tipo de medicamentos provienen, fundamentalmente, del proceso
de sintesis. Durante el procesado del APl (Active Pharmaceutical Ingredient), bajo
ciertas condiciones determinadas y la presencia de nitrito de sodio, nitratos u aminas
secundarias y terciarias (suelen emplearse como reactivos y solventes durante el proceso
de fabricacion), pueden formarse nitrosaminas. Ademas, el reciclado de solventes,
reactivos y catalizadores durante sucesivos procesos de manufactura, asi como la
contaminacion cruzada, también pueden suponer un riesgo debido a la presencia de
restos de aminas y otros compuestos que favorecen su formacion de no ser controlado y
correctamente purificado para su reutilizacion [2], [4].

Figura 1. Estructura quimica general de una nitrosamina.
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Figura 2. Reaccion de formacion general de las nitrosaminas.

Las impurezas mutagénicas en los principios activos y en los productos
farmacéuticos suponen un riesgo importante para la salud y la seguridad, incluso en
pequefias cantidades, pues pueden dafiar el ADN provocando mutaciones y
potencialmente cancer. En la Figura 3 se muestra una de las posibles reacciones que
pueden dar lugar las nitrosaminas, en ella se forma la sal de diazonio. Esta se conoce
como agente alquilante del ADN, es decir, une un grupo alquilo al ADN, modificando

la naturaleza de las bases nitrogenadas (mutacion) [5].
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Figura 3. Transformacién de una nitrosamina (2) en sal de diazonio (3) mediante hidroxilaciéon enzimatica a

[5]-

Como consecuencia, los fabricantes deberan revisar sus procesos de fabricacion
e incluir ensayos que detecten a niveles traza la presencia de nitrosaminas, tanto en API
como en producto acabado. Se establece un periodo de dos afios para la implementacién
de esta nueva medida de control, lo que pone de manifiesto la necesidad de desarrollar
métodos analiticos que permitan la determinacion de las nitrosaminas como impurezas.
Los limites establecidos a partir de abril de 2021 por la EMA se muestran en la Tabla 1

para irbesartan, losartan y valsartan [2].
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Tabla 1. Limites permitidos en funcién de la dosis méxima diaria para irbesartan, losartan y valsartan,
respectivamente.

Activo (dosis maxima diaria)

Irbesar;t;n (300 Losartan (100 mg) Valsartan (320 mg)

N-nitrosamina . Limite* . Limite* . Limite”
(NGmero CAS) ng/dia (ppm) ng/dia (ppm) ng/dia (ppm)
NDMA (62-75-9) 96.0 0.32 96.0 0.96 96.0 0.30
NDEA (55-18-5) 26.5 0.09 26.5 0.27 26.5 0.08
NEIPA (16339-04-1) | 26.5 0.09 26.5 0.27 26.5 0.08
NDIPA (601-77-4) 26.5 0.09 26.5 0.27 26.5 0.08
NMBA (61445-55-4) | 96.0 0.32 96.0 0.96 96.0 0.30
MeNP (16339-07-4) 26.5 0.09 26.5 0.27 26.5 0.08
NDBA (924-16-3) 26.5 0.09 26.5 0.27 26.5 0.08
NMPA (614-00-6) 34.3 0.11 34.3 0.34 34.3 0.11

“La conversion a un limite de especificacion en ppm para un medicamento concreto se calcula como el
cociente del limite maximo diario (ng) de impureza N-nitrosamina que se puede consumir (basado en
estudios con animales), entre la dosis maxima diaria (mg) de producto determinado, tal y como se refleja
en el SmPC (summaryofproductcharacteristics).

Por otro lado, las nitrosaminas presentan un amplio rango de propiedades
fisicoquimicas (polaridad, volatilidad, etc.), de las cuales dependera el procedimiento
analitico requerido para su determinacion. En la Tabla 2 se muestran las estructuras
quimicas y caracteristicas principales de las nitrosaminas en estudio.

Tabla 2. Caracteristicas y propiedades principales de las nitrosaminas en estudio.

Compuesto Estructura quimica y Peso
(férmula nombre comdn molecular Log P pka
molecular) (g/mol)
0O
Q\\N
(CNﬁ'K'IAO) |\|1 74.082 022  -3.620.7
2161N2 / \
N-nitrosodimetilamina
0
*T
NDEA
102.135 0.49 -3.1+0.
(C4H10N20) ~ N 3.1+0.7
N-nitrosodietilamina
O%N
|
NMBA N COH
146.140 -0.28 -3.4+0.
(CSH10N203) e \/\/ 3.4+0.7
N-Nitroso-N-metil-4-
aminobutirico
o)
)
NEIPA N
116.220 1.4 -2.9+0.
(CoHioN:0) ~ 2.940.7

N-Nitrosoetilisopropilamina
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NDIPA N
-2.6+
(CsH1N,0) j/ 130.120 1.4 2.6+0.7
N-Nitrosodiispropilamina
O
i
NDBA
-3.1+
(CsH1sN20) \/\/l\l\/\ 158.241 2.45 3.1+0.7

N-Nitrosodibutilamina

* Los datos han sido obtenidos de PubChem.

1.1. DETERMINACION ANALITICA

La metodologia analitica para poder llevar a cabo la determinacion de
nitrosaminas en producto acabado y/o API requiere de alta selectividad y sensibilidad.
El analisis de este tipo de impurezas en farmacos es muy reciente, existiendo un nimero
limitado de fuentes. No obstante, las nitrosaminas han sido estudiadas con anterioridad
en otros tipos de matrices, tales como matrices alimentarias y aguas residuales [6], [7],

[8].

En la Tabla 3 se recogen los distintos métodos llevados a cabo hasta ahora por
distintas agencias, que cuentan con la sensibilidad necesaria para la determinacion de

nitrosaminas como impurezas en farmacos.

Tabla 3. Métodos establecidos para la determinacion de nitrosaminas en farmacos.

Agencia Método analitico LOD Compuestos Ref
. NDMA, NDEA,
1 SWISS MEDIC Slfegf'lsn('e-c'gg'rg 0.03ppm  NEIPA NDIPA,  [9]
J NDBA, NMBA
GC-MS (Liquid
2 USFDA Direct Injection) 0.01 ppm NDMA, NDEA [10]
0.005 ppm
3 USFDA GC-MS (Head (NDMA) NDMA, NDEA  [11]
Space Injection) 0.02 ppm
(NDEA)
NDMA, NDEA,
4 Waters UPLC-MS/MS 0.1 ng/mL NEIPA, NDIPA, [12]
NDBA, NMBA
Public Analyst
5 Laboratory GC—MS_(Hgad No mencionado NDMA [13]
Space Injection)
(Ireland)
FDA U.S. Food & 0.05_ 032 NDMA, NDEA,
6 Drug LC-HRMS .n /mL NEIPA, NDIPA, [14]
Administration g NDBA, NMBA
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NDMA, NDEA,
NMBA, NEIPA,
NDIPA, NDBA,
7 Agilent LC-MS/MS 0.025-0.1 NMEA, NPyR, [15]
Technologies (Q9Q) ng/mL NPIP, NMPhA,
NMIPA,
N-tert-butyl-N-
ethylnitrosamine
Journal of NDMA, NDEA,
8 Pharm_aceuti_cal SEC 0.22 —4.55 NDBA,,NDPhA,, [16]
and Biomedical ng/mL .
Analysis NPyr, NPip,
NMor

Actualmente, los métodos empleados para la determinacion de las nitrosaminas
implican técnicas de enriquecimiento que permitan conseguir menores limites de
deteccion. Entre ellas se encuentra la extraccion en fase solida (SPE), microextraccion
en fase solida (SPME), SPE dispersiva, cromatografia liquida (LC) y de gases (GC), y
analisis cromatografico con espectrometria de masas (GC-MS, GC-MS/MS, HPLC-MS,
HPLC-MS/MS). En general, un método basado en GC-MS tendra en cuenta el
coeficiente de particion y la volatilidad del compuesto a analizar (logP). También
deberad considerar la posible degradacion térmica que puedan sufrir las nitrosaminas
durante el andlisis, asi como, las reacciones secundarias (favorecidas por alta
temperatura) que pueden dar lugar a la formacion de impurezas de nitrosaminas. Por
otro lado, un método basado en HPLC-MS tendra en cuenta la hidrofobicidad, afinidad,
polaridad y adsorcion (pKa) de las nitrosaminas. Ademas, debe considerar la posibilidad
de falsos positivos que puedan tener lugar en metodos en los que se emplea el agua
como solvente ya que, por ejemplo, el NDMA es un subproducto de la desinfeccion que
se forma durante el tratamiento del agua con cloraminas, siendo esta una fuente de
contaminacion que interfiera su deteccion. Dada las caracteristicas y propiedades
fisicoquimicas de las nitrosaminas de estudio en este proyecto, la técnica considerada
sera la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas tandem (HPLC-
MS/MS) [17].

Como fuente de ionizacion, la mas empleada es la ionizacion quimica en modo
positivo. Se podrian emplear otras fuentes de ionizacion tales como impacto de
electrones (El), pero la fragmentacion de las nitrosaminas en este tipo de fuentes
proporciona iones mas pequefios que podrian estar interferidos por iones de fondo,
dificultando su identificacion y deteccion. Por ello, una fuente de ionizacién de
fragmentacion suave estad recomendada para este tipo de analitos. No obstante, incluso
sin fragmentacion, las nitrosaminas tienen bajos pesos moleculares y suelen estar
interferidas. Este tipo de interferencias ionicas tendrian una solucion teérica empleando
espectrometria de masas de alta resolucion. Empleando HPLC-MS/MS, la deteccion y
cuantificacién de las nitrosaminas puede llevarse a cabo mediante ionizacién quimica a
presion atmosférica (APCI) en modo positivo o ionizacion por electrospray (ESI). No
obstante, existe evidencia de que APCI proporciona una sensibilidad 10 veces mayor.
Esto se debe a que, en general, APCI es un método de ionizacidn suave muy adecuado
para compuestos polares y relativamente menos polares, térmicamente estables y de
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pequefio peso molecular. Ademas, minimiza el ruido y mejora el rendimiento de la sefial
[18], [19].

OBJETIVO

El objetivo de este proyecto es el desarrollo de un método analitico, empleando
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tdndem (triple
cuadrupolo), para la determinacion de nitrosaminas como impurezas en sartanes.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1.

Las soluciones estandar de nitrosaminas se obtuvieron de: N-nitrosodietilamina
(NDEA) (TCI Chemicals, América), N-nitrosodimetilamina (NDMA) (Sigma Aldrich,
Alemania), acido n-nitroso-n-metil-4-aminobutirico (NMBA) (LGC Dr. Ehrenstorfer,
Espafia), N-nitrosodietilamina deuterada (NDEA-d10), N-nitrosodiisopropilamina
(NDIPA), N-nitrosodi-n-butilamina (NDBA), N-etil-n-nitroso-2-propanamina (NEIPA)
(TRC, Canada). Fueron reconstituidas en MeOH para una concentracion final segun se
indica en la Tabla 3.

REACTIVOS Y ESTANDARES

Tabla 4. Soluciones estandar de las nitrosaminas en estudio.

N-Nitrosamina

Casa comercial

Concentracion (mg-mL™)

NDEA TCI Chemicals, América 5.00
NDMA Sigma Aldrich, Alemania 5.00
NMBA LGC Dir. EhrNenstorfer, 20.00
Espana
NDEA-d10 2.50
NDIPA , 6.25
NDBA TRC, Canada 25.00
NEIPA 6.25

Se prepara una solucion trabajo de patron

interno (NDEA-d10) a una

concentracion de 9 ng/mL. Por otro lado, se prepara una solucién Stock I en MeOH que
contiene a todas las nitrosaminas a una concentracion de 0.018 mg-mL™. A partir de
esta solucién, se prepararon seis soluciones mezcla de trabajo en MeOH incluyendo a
todas las nitrosaminas a distintas concentraciones: 5, 10, 20, 45, 90 y 180 ng-mL
(Tabla 5). EI MeOH empleado es calidad HPLC-MS con una pureza >99.9%.

Tabla 5. Preparacion de las soluciones mezcla de trabajo para las nitrosaminas en estudio a distintas
concentraciones.

Volumen a partir de Concentracion

N-Nitrosamina Matraz (mL)

Stock I (uL) (ng-mL™)
Stock 0.5 13.9 50 5
Stock 1.0 27.8 50 10
Stock 2.0 55.6 50 20
Stock 4.5 125.0 50 45
Stock 9.0 250.0 50 90
Stock 18.0 500.0 50 180
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3.2. TRATAMIENTO DE MUESTRA

Blanco de muestra

Se pesan 930 mg de comprimido triturado (equivalente a 150 mg de activo). A
continuacion, afiadir 0.5 mL de solucion trabajo de patron interno y 0.5 mL de MeOH.
Vortex durante 2 min, sonicar 15 min y agitacién mecanica 15 min. Después, afadir 4
mL de agua para cromatografia. Vortex durante 2 min, sonicar 15 min y agitacion
mecénica 15 min. Por ultimo, centrifugar a 4000 rpm durante 10 min y filtrar
sobrenadante con filtro 0.22um PP en vial de HPLC.

Muestra dopada

Se pesan 930 mg de comprimido triturado (equivalente a 150 mg de activo). A
continuacién, afiadir 0.5 mL de solucion trabajo de patrén interno y 0.5 mL de solucion
mezcla de trabajo a la concentracion correspondiente segin Tabla 4, preparando un total
de 6 muestras dopadas a distinta concentracion. Vortex durante 2 min, sonicar 15 min y
agitacion mecanica 15 min. Después, afiadir 4 mL de agua para cromatografia. Vortex
durante 2 min, sonicar 15 min y agitacion mecanica 15 min. Por dltimo, centrifugar a
4000 rpm durante 10 min y filtrar sobrenadante con filtro 0.22um PP en vial de HPLC.

3.3. METODOLOGIA ANALITICA

Para la separacion cromatografica se emplea una columna GEMINI — NX C18
150x4.6 mm, 3um. La fase mavil consiste en agua MiliQ con 0.1% de acido férmico
(solvente A) y metanol (solvente B). Se trabaja en modo gradiente comenzando con un
5%B durante 2 minutos, después aumenta a un 13%B donde se mantiene hasta el
minuto 5.50, a partir del cual aumenta a un 80%B hasta el minuto 8, que aumenta al
95%B, donde se mantiene constante hasta el minuto 10. Por Gltimo, a partir del minuto
10 disminuye a 5%B, devolviendo el sistema a condiciones iniciales. En la Tabla 6 se
recogen los parametros establecidos para el analisis por HPLC.

Tabla 6. Parametros HPLC

Parametro Valor
Instrumentos Agilent 1290 Infinity Pump (G4220A)
Agilent 1290 Multisampler (G4226A)
Agilent 1290 Infinity TCC (G1316C)
Lavado de aguja MeOH
Solvente Agua
Temperatura del Automuestreador | 8°C
Volumen de inyeccion 20 pL
Columna analitica GEMINI C18 110A (150X4.6) mm, 3um
Fase movil A 0.1% HCOOH en agua
Fase movil B MeOH
Flujo 0.5 mL/min
Gradiente Tiempo %A %B
(min)
0.00 95 5
2.00 87 13
5.50 20 80
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8.00 5 95
10.00 5 95
12.00 95 5
Stop time 12 min
Post time 2 min

Tras la separacion cromatogréfica, el HPLC se encuentra acoplado a un
espectrometro de masas. El espectrometro de masas es un triple cuadrupolo (Agilent
6460 Triple Quad LC/MS) con ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI). En la
Tabla 7 se detallan los parametros establecidos para la fuente de ionizacion APCI y

espectrometro de masas (MS).

Tabla 7. Parametros de la fuente de ionizacion y espectrémetro de masas.

Parédmetro Valor
Instrumento Agilent 6460 Triple Quad LC/MS
Fuente de ionizacion Atmospheric pressure chemical ionization (APCI)
Modo MS/MS MRMy SIM
Modo de ionizacion Positivo
Temperatura gas desolvantacion | 300°C
Caudal gas desolvantacion 6 L/min
Presion del nebulizador 55 psi
Temperatura de la fuente 350°C
APCI Needle Positive 4pA
Voltaje del capilar (positivo) 3000 V

Resolucion MS1/MS2

0.7/0.7 (unit/unit)

Dwell Time Variable
4. DISCUSION DE RESULTADOS
4.1. SEPARACION CROMATOGRAFICA

Para llevar a cabo la separacion cromatografica, se consideraron dos columnas
cromatograficas distintas. Sus caracteristicas se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas de las columnas cromatogréficas.

SUNFIRE C18 GEMINI —NX C18
Casa comercial Waters Phenomenex
Cantidad de carbono (%C) 16% 14%
Empaquetado C18 C18
Endcapped Si Si (TMS)
Forma de la particula Esférica Esférica
Diametro interno (mm) 4.6 4.6
Longitud (mm) 150 150
Tamanfo de particula (um) 5 3
Modo de separacion Fase reversa Fase reversa
Tamarfio de poro (A) 100 110
Actividad del silanol Baja Baja (a pH 2.5)
Superficie (m*g™) 340 375
Rango de pH de trabajo 2.00 - 8.00 1.00-12.00

10
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Ambas columnas cuentan con la misma fase estacionaria, sin embargo, otros
pardmetros tales como la cantidad de carbono, el tamafio de particula o el tamafio de
poro son diferentes. Esto hace que la separacion no se igual en ambas columnas,
afectando a los tiempos de retencion, la anchura de pico e incluso la forma del pico.
Estas diferencias se muestran en la Figura 4. Se observa como empleando la columna
GEMINI-NX C18 los picos quedan mejor separados, hay menor ruido de fondo y son
picos mas estrechos.
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Figura 4. Comparacion de ambas columnas para una solucion estandar en solvente de concentracion 9 ng/mL
4.2. ESPECTROMETRIA DE MASAS (MS)

La espectrometria de masas en tandem muestra numerosas ventajas frente a la
simple, aumentando la sensibilidad y poder de confirmacién de un método analitico. La
determinacion de nitrosaminas como impurezas requiere de un método con estas
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caracteristicas pues los limites méximos permitidos se establecen a concentraciones
muy bajas (Tabla 1). En este caso, se trabaja en modo MRM (multiple reaction
monitoring), seleccionando un ion en el primer cuadrupolo (Q1) conocido como ion
precursor. En presencia de un gas inerte (N2) y aplicando la energia de colision dptima,
el ion precursor es fragmentado en la celda de colisiéon (q). El ion fragmento obtenido
pasa al segundo cuadrupolo (Q2) y se denomina ion producto. Este modo de adquisicion
es el més habitual en ensayos cuantitativos empleando un QqQ, puesto que se consigue
minimizar la presencia de interferentes. Se seleccionan dos transiciones por nitrosamina
estudiada, una para cuantificacion y otra para confirmacion.

Para optimizar las condiciones de la espectrometria de masas, el voltaje del
cono, las transiciones caracteristicas y las energias de colision fueron optimizadas para
cada nitrosamina mediante infusion directa de una solucién 9 ng/mL en metanol que
contiene a todos los analitos. Se selecciona como transicién cuantificadora (Q) a la mas
intensa y la segunda se toma como transicion de confirmacion (q)*. Esta informacion se
recoge en la Tabla 8.

Tabla 9. Optimizacion de parametros MS para la determinacién de nitrosaminas.

lon Voltaje del Energia de
. . tr lon precursor 5.
Nitrosamina (min) (ml2) producto cono colision

(m/2) (V) (Ev)

58.1 (Q) 65 10

NDMA 6.295 75.1 431 (q) 65 17

44.2 (Q) 50 7

NMBA 7.212 147.1 87.2 (q) 50 7

i 34.0 (Q) 85 14

NDEA-d10  8.230 113.1 81.0 (q) 35 9

75.1 (Q) 85 8

NDEA 8.285 103.1 471 (q) 35 16

75.1 (Q) 70 7

NEIPA 8.794 117.1 471 (q) 70 15

43.1 (Q) 50 7

NDIPA 9.215 131.1 89.1 (q) 50 5

57.2 (Q) 70 7

NDBA 10.437 159.1 411 (q) 70 24

4.3. OPTIMIZACION DEL TRATAMIENTO DE MUESTRA

El tratamiento de muestra propuesto para este método consiste en disolver las
nitrosaminas en un solvente para posteriormente ser inyectadas en el cromatografo. Es
conocido que las nitrosaminas son tanto mas solubles en disolventes organicos,
especialmente metanol, cloroformo y diclorometano, también son solubles en agua. No
obstante, el principal inconveniente que se presenta para el tratamiento de muestra
propuesto es que, junto con las nitrosaminas, para estos solventes, se disuelven otras
muchas impurezas que forman parte de los excipientes del comprimido. Estas son
causantes de interferencias que afectan a la determinacion de los analitos en estudio.

! Exceptuando NDMA, en cuyo caso la sefial de mayor éarea se encuentra interferida y se toma como Q la
transicion de menor &rea.
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Para seleccionar el solvente méas adecuado, se realizan diferentes pruebas. Se
evalla el solvente en funcion de las respuestas obtenidas. Para ello, se compara una
muestra dopada a una concentracion de 4.5 ng/mL? preparada en tres solventes
diferentes: metanol, cloroformo y metanol:agua (20:80). Esto se muestra en la Gréafica
3. Empleando como solvente metanol, se observa menor sefial, excepto para NDIPA. El
uso de cloroformo proporciona recuperaciones comparables con el solvente
metanol:agua (20:80), siendo mas altas para NDEA, NDIPA, NEIPA Y NDMA. No
obstante, el uso de cloroformo no estd recomendado para la espectrometria de masas en
andlisis de rutina. Por ultimo, el solvente seleccionado es metanol:agua (20:80) para el
que la sefial de respuesta es significativamente mejor que trabajando con MeOH,
excepto para NDIPA en la que la respuesta es menor.

8000
7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000 I
0

NDEA-d10 NDEA NDIPA NEIPA NDMA NMBA

Area

solvente 20:80 MeOH:agua ® Solvente CHCI3 Solvente MeOH

Gréfica 1. Representacién de la respuesta obtenida para cada nitrosamina en funcién del solvente empleado.

Por otro lado, se prepara la fase acuosa a distintos pH y se comprueba como
afecta al tratamiento de muestra. Para ello, se prepara una muestra dopada a una
concentracion de 4.5 ng/mL en la que la fase acuosa varia de pH. Los resultados
obtenidos se observan en la Grafica 4.

Cambio pH medio
6000
5000
4000
3000
2000
1000

Area

; sTF
< S %Q@

ot Nad

0.5M HCI 1M HCI Neutro

Gréfica 2. Estudio del cambio de pH del medio acuoso en el tratamiento de muestra.

2 No se muestran en esta prueba para NDMA por no contar con dicho estandar en el dia que se realiza.
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Se concluye que a pH neutro se obtienen mayores areas para la mayoria de las
nitrosaminas. Puesto que la acidificacion de la fase acuosa del solvente no supone
mejoras significativas, se mantiene a pH neutro.

4.4, EFECTO MATRIZ

El efecto matriz fue evaluado empleando una solucién trabajo de referencia
preparada en solvente a una concentracion de 4.5 ng/mL (C), una muestra dopada a la
misma concentracion y un blanco de muestra (B), segun la Ecuacion 1.

EM (%) = — [100 - (A%B) : 100] (1)

Valores de EM < 0 indican supresion ionica, mientras que EM > 0 indica
exaltacion de la sefial. En la Gréfica 1 se muestran los resultados. Como se observa, en
todas las nitrosaminas, a excepcion de NMBA, tiene lugar el fenémeno de supresion
iGnica, esto ocurre cuando, debida a las interferencias presentes en la matriz, la sefial del
analito se ve inhibida. En el caso de NMBA, el efecto matriz es despreciable.

ME (%)
NDMA NMBA NDEA NEIPA  NDIPA NDBA

[HEN
o
J

Gréfica 3. Estudio del efecto matriz.

Como criterio de aceptacion se establece que el efecto matriz tiene que ser
menor o igual a +20%. Tal y como se muestra en la 7abla 10, esto no se cumple
para NDMA, NDEA, NEIPA y NDBA, siendo necesario trabajar en matriz.

Tabla 10. Estudio del efecto matriz.

Nitrosamina ME (%)

NMBA 2

NDIPA -18

El efecto matriz también puede observarse en la recta de calibrado, debido a las
interferencias ocasionadas por la matriz de la muestra, se observan pendientes mas
acusadas realizando la recta de calibrado en matriz, esto se observa en la Gréfica 2. Para
su estudio, se preparan:
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- Calibrado en solvente: en un matraz de 5 mL se afiaden 0.5 mL de solucion
trabajo de patron interno preparado en MeOH y 0.5 mL de solucion mezcla de
trabajo en MeOH a la concentracion correspondiente seguin Tabla 4, realizando
un total de 5 puntos. Posteriormente, se adicionan 4 mL de agua miliQ y se
vortea para una correcta homogenizacién. Finalmente, se filtra con un filtro
0.22um PP en un vial para cromatografia. Se prepara del mismo modo un
blanco, sustituyendo los 0.5 mL de solucion mezcla de trabajo por 0.5 mL de
MeOH.

- Calibrado en muestra: se prepara del mismo modo que la muestra dopada y el
blanco descrito en el apartado 3.2. Tratamiento de muestra.

1.200
1.000 y = 0.0533x + 0.0214 NDMA
' R2=0.995

a)
— 0-800 /= 0.0265x + 0.0284
3 0.600 Rz =0.9928
[«5]
<T; 0.400

0.200

0.000

0 5 10 15 20
Concentracion (ng/mL)
NDMA en muestra ¢ NDMA en solvente
3.000 NMBA
' R2 = 0.9995

8 2.000 ;= 0,0611x - 0.0151
% 1500 = R?=0.9975
[«B]
5; 1.000

0.500

0.000

0 5 10 15 20
Concentracion (ng/mL)
NMBA en muestra ¢ NMBA en solvente
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3.000
y/=0.143x - 0.0076 NDBA

2.500 ") R2=0.9973

0 2,000y = 0.0638x + 0.0068
o R = 0.9977
= 1.500

e

< 1.000
0.500
0.000

0 5 10 15 20
Concentracion (ng/mL)

NDBA en muestra ¢ NDBA en solvente

Grafica 4. Recta de calibrado preparada en matriz (rojo) y en solvente (azul).

Tras estas pruebas se concluye que el método se desarrolle empleando la técnica
de adiciones estandar.

4.5. PARAMETROS PARA LA VALIDACION DEL METODO

A continuacion, se estudian una serie de parametros para la validacion del
método. No obstante, no es una validacion definitiva para este procedimiento pues ésta
tendria que considerar los niveles de concentracion en funcion de la especificacion. De
modo que, se estudia el método en términos de selectividad, sensibilidad, precision y
linealidad.

4.5.1 Selectividad

La selectividad de un método es la capacidad que tiene para medir y/o identificar
a los analitos de interés de forma inequivoca, sin interferencias de impurezas, productos
de degradacion, compuestos relacionados, excipientes u otras sustancias presentes en la
matriz de la muestra. El estudio de la selectividad del método es de gran importancia
previo a su validacion pues, en general, las interferencias pueden tener distintos efectos
en la determinacion del analito, dificultando su identificacion y dando lugar a falsos
positivos 0 negativos.

Para estudiar la selectividad del método, se prepara una muestra dopada a una
concentracion de 9 ng/mL, con el objetivo de verificar que el método es capaz de
identificar a las nitrosaminas en estudio, esto se muestra en el Cromatograma 1.
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Cromatograma 1. Identificacion de las nitrosaminas en estudio.

Un estudio completo de la selectividad del método tendria que incluir el
cromatograma para el solvente, placebo, principio activo e impurezas por separado. Esto
no se realiza pues no se cuenta con este material.

4.5.2 Linealidad

La linealidad de un método es la capacidad que éste tiene para proporcionar
resultados directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra
dentro de un rango de trabajo establecido. Siempre que sea posible, se busca una
respuesta de tipo lineal. El rango se define como el intervalo entre la concentracion
superior e inferior de analito para el cual se ha demostrado correcta precision, exactitud
y linealidad del método descrito. En la cuantificacion de impurezas se establece como
rango de trabajo desde el limite de cuantificacion (LOQ) o desde el 50% de la
especificacion limite de cada impureza, hasta un 120% de dicha especificacion.

Debido al efecto matriz, se realiza la linealidad siguiendo el método de adiciones
estandar, empleando como patron interno NDEA-d10 a una concentracion de 9 ng/mL.
Se preparan muestras a diferente concentracion en un rango desde 0.5 — 18 ng/mL,
dentro de este rango establecido se analiza cada concentracion por triplicado. Se
preparan también muestras no adicionadas (blanco de muestra) para restar la sefial de
los compuestos presentes en las muestras. El rango de trabajo para las diferentes
nitrosaminas viene especificado en la Tabla 11. Todas las nitrosaminas presentaron una
buena linealidad con R?>0.99. Por otro lado, se establece como LOQ el punto més bajo
del rango de lineal para cada nitrosamina, para el LOQ estipulado se realiza un estudio
de repetibilidad a dicha concentracién y se establece un criterio de aceptacion que debe
cumplir una RSD<20%.
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Tabla 11. Linealidad en muestra establecida para las nitrosaminas en estudio y estudio del LOQ.

Nitrosamina Rango lineal (ppm) LOQ (ppm) RSD (%)<20
NDMA 0.013-0.12 0.013 15
NMBA 0.013-0.12 0.013 19
NDEA 0.007 -0.12 0.007 16
NEIPA 0.007 -0.12 0.007 10
NDIPA 0.007 -0.12 0.007 11
NDBA 0.007 -0.12 0.007 11

4.5.3 Sensibilidad

La sensibilidad de un método se define como la capacidad que tiene para
detectar pequefias concentraciones de analito. Esta relacionada con el limite de
deteccion (LOD, limit of detection), que es la cantidad minima de analito que puede ser
detectada, aunque no necesariamente cuantificada con precision y exactitud. Un método
analitico, por lo general, sera tanto mas sensible cuanto menores valores de LOD pueda
proporcionar. La sensibilidad requerida por un método dependera de la aplicacion para
el que éste se desarrolle.

En este caso, el limite de deteccion es evaluado experimentalmente inyectando
por triplicado una muestra dopada a concentracion 0.5 y 1 ng/mL. El criterio de
aceptacion sera que cada nitrosamina tiene que ser detectada con una relacion sefial
ruido (s/n) menor o igual a 3 para el LOD establecido. De este modo, NDBA, NDEA,
NDIPA, NEIPA y NDBA presentan un LOD 0.003 ppm, mientras que NDMA presenta
un LOD 0.007 ppm.

4.5.4 Precision
La precision de un metodo expresa el grado de dispersion existente entre
distintas medidas a partir de una misma muestra bajo unas condiciones determinadas. El
estudio de la precision del método tiene como objetivo conocer la variabilidad que
presenta el ensayo debido a errores aleatorios. En este caso, se estudia la precision en
términos de repetibilidad.

La repetibilidad se expresa como el coeficiente de variacion de una serie de
medidas (desviacion estandar relativa, RSD). Uno de los factores que mas afecta a la
repetibilidad del método es la concentracion de analito. Cuando se trabaja a
concentracion mas alta, por ejemplo, en el analisis de principio activo, se aceptan
valores de coeficientes mas bajos. Sin embargo, en analisis de impurezas, como en este
caso, en el que las concentraciones son mas bajas, se aceptan coeficientes de variacion
mayores. Por otro lado, también se estudia lo que se denomina repetibilidad
instrumental. Este pardmetro estudia Unicamente la variabilidad debida al instrumento.1

En el andlisis de impurezas, se estudia la repetibilidad a la concentracion del
limite especificado. En este caso se establece como concentracion 4.5 ng/mL. Para ello,
se preparan 6 muestras dopadas a dicha concentracion, de este modo se estudia la
repetibilidad del método. Para estudiar la repetibilidad instrumental, se inyecta 6 veces
un mismo vial de una de las muestras dopadas. La estimacion de la repetibilidad se
realiza con el calculo del coeficiente de variacion (RSD) de las respuestas obtenidas.
Para la repetibilidad del método, se establece como criterio de aceptacion una
RSD<15% para la transicion de cuantificacion (Q), mientras que la repetibilidad
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instrumental requiere una RSD<10%. Los resultados del estudio de la
repetibilidad del método se recogen en la 7abla 12. Como se observa, todas las
impurezas cumplen con el requerimiento establecido.

Tabla 12. Estudio de la repetibilidad del método.

RSD (%)
Nitrosamina R r
NDMA 8 8
NMBA 7 5
NDEA 11 6
NEIPA 3 4
NDIPA 4 4
NDBA 8 5

IR: repetibilidad, 2r: repetibilidad instrumental

CONCLUSIONES

En este proyecto se ha desarrollado un método para la determinacion de

nitrosaminas en sartanes mediante HPLC — MS/MS. El procedimiento descrito muestra
limites de deteccion entre 0.003 — 0.007 ppm y limites de cuantificacion entre 0.007 —
0.013 ppm.
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