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CAPITULO 1 INTRODUCCION Y OBJETIVO

Como es bien sabido, todo producto farmacéutico debe reunir atributos de identidad,
pureza, concentracion, potencia, inocuidad y disponibilidad para cumplir con los
aspectos normativo oficiales e internos y no menos importantes, los éticos, por lo que
si un método analitico, que finalmente es el medidor de las caracteristicas criticas de
calidad del producto, no es confiable, se corre el grave riesgo de afectar al usuario
final que es el paciente™.

Desde hace afios existe una gran variedad de formas para cuantificar principios
activos, sin embargo al paso del tiempo se tienen que ir modificando el tipo de método
analitico utilizado para este propdsito, ademas de seguir con las regulaciones
establecidas por tal motivo se debe de realizar una validacion, ya que dia a dia se
utilizan métodos mas sensibles y especificos de acuerdo a las caracteristicas de los

productos.

La validacion de métodos analiticos mediante los procedimientos de las estancias
regulatorias asegura un exitoso funcionamiento de la técnica que se desea obtener

como una prescripcion de analisis.

Un objetivo de esta validacion es proveer a la empresa Boehringer Ingelheim Promeco
de una metodologia por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién para el analisis
de RA 8 BS en dos concentraciones distintas de una forma farmacéutica sélida,
ademas se desea obtener evidencia documentada de que el proceso se comporta en
forma consistente y demostrar ante las instancias regulatorias el control que se tiene

para el producto que se esta realizando el estudio.



CAPITULO 2 GENERALIDADES

2.1 Monografia de RA 8 BS*.

Nombre Quimico

2,2',2",2"-[(4,8-Di-1-piperidinilpirimido[5,4-d]pirimidina-2,6-
diyl)dinitrilo]tetrakisethanol;

2,6-bis(dietanolamino)-4,8-dipiperidinopirimido-[5,4-d]pirimidina;

Formula Condensada: C24H4oNgO4

Estructura®:

Figura 1 Estructura quimica del RA 8 BS

Masa molecular: 504.63g/mol

Punto de fusion: 163°C



2.1.1 Propiedades Fisicoquimicas

Descripcion: Polvo o agujas cristalinas de color amarillo intenso.
Solubilidad: Muy soluble en metanol, alcohol y cloroformo; ligeramente soluble en

agua; muy ligeramente soluble en acetona y en acetato de etilo.
2.1.2 Farmacocinética y Mecanismo de Accién*?

FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA EN HUMANOS: Las grageas se
absorben con rapidez en aproximadamente 10 a 15 minutos y alcanzan
concentraciones maximas en plasma en 45 a 75 minutos. Niveles en plasma “steady

state” se consiguen al cabo de 2 dias.

2.1.3. Aplicaciones Terapéuticas

INDICACIONES TERAPEUTICAS: RA 8 BS es un miocardioprotector, que mejora la
vascularizacion, y reduce el riesgo de accidentes tromboembodlicos. Esta indicado en la
insuficiencia coronaria aguda o crénica, angor pectoris, profilaxis y tratamiento del

infarto del miocardio; enfermedades tromboembodlicas.

Propiedades: Gracias a una dilatacion maxima de la circulacion coronaria, aumenta
notablemente la oferta de sangre y de oxigeno a las células del miocardio. Ademas se

estimula el desarrollo de colaterales de los vasos coronarios.

Tiene accién antitrombdética debido a su facultad de inhibir la adhesién y agregacion

plaquetarias.



2.1.4. Precauciones

RA 8 BS es un vaso dilatador muy activo y debe utilizarse con prudencia en los
pacientes con una angina que se agrava rapidamente, en los casos de estenosis

aortica subvalvular o de labilidad hemodinamica.

En pacientes con insuficiencia coronaria muy acusada RA 8 BS no debe inyectarse

por via parenteral.

La aplicacién 1.V. de RA 8 BS en dosificaciones elevadas (0.5 mg/kg peso corporal y

mas) para fines diagndsticos requiere la mayor precaucion.

Se han observado estenocardias, alteraciones isquémicas del ECG y trastornos de
transmision de estimulos del corazén.

En los estados de pre-colapso y colapso no esté indicada la administracién 1.V. de
RA 8 BS.

La administracion conjunta de un vasodilatador puede llevar a una hipotension grave.

REACCIONES SECUNDARIAS Y ADVERSAS: Las propiedades vasodilatadoras de
RA 8 BS pueden determinar ocasionalmente cefaleas vasculares, que suelen
desaparecer al reducir la dosis: En ocasiones aparecen molestias gastricas, nauseas

y diarrea, vértigo, debilidad, bochornos, sincope y “rash” cutaneo.

INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS Y DE OTRO GENERO: En caso de
tratamiento con RA 8 BS asociado con anticoagulantes o acido acetilsalicilico deben
tenerse en cuenta las “intolerancias y riesgos” asi como “observaciones especiales”

validas para estos medicamentos.



Los derivados de la xantina (presentes por ejemplo: en el café o en el té negro)

pueden atenuar la accion de RA 8 BS.
2.2 Validacion de Métodos Analiticos

Los parametros para una validacion de un método de acuerdo a la categoria en la

cual se localiza esta basada en las siguientes pruebas:

Especificidad, linealidad, precisiéon, exactitud, limite de deteccion, limite de

cuantificacion, tolerancia y robustez.

Estas pruebas se realizan de acuerdo al tipo de método analitico, ya que se clasifica

en La siguiente manera:

Categoria |- Métodos empleados para la cuantificacion de principios activos y

materias primas incluye ndo conservadores y productos a granel.

Categoria Il.- Métodos para la determinacion de impurezas en materias primas o
productos a granel. Las impurezas pueden ser productos de descomposicion,
sintesis, componentes volatiles etc. Estos métodos incluyen ensayos cuantitativos y

cualitativos.

Categoria lll.- Métodos para la determinacion de caracteristicas funcionales como

disolucién o liberacion del activo.

Categoria IV.-Pruebas de identificacion.

En la siguiente tabla nos muestra los elementos que son requeridos para cada tipo

de categoria®3*.



CATEGORIA | CATEGORIA I CATEGORIA CATEGORIA IV
1]
A CONTENIDO/
PARAMETRO UNIFORMIDAD CONTENIDQ/ PRUEBAS CONTENIDO IDENTIFICACION
DE CONTENIDO VALORACION LIMITE
POTENCIA/
VALORACION
Exactitud S| S| * * NO
Precision SI S| NO S| NO
Especificidad S| S| S| * S|
Tolerancia S| Sl Sl * NO
Limite de NO
deteccion NO* Sl * NO
Limite de NO *
cuantificacién Sl NO * NO
Linealidad S| S| NO . NO
Rango si si * * NO

* Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.

Validacion
Es la evidencia documentada que demuestra que a través de un proceso especifico se
obtiene un producto que cumpla consistentemente con las especificaciones de calidad

establecidas

El plan de validacibn se basa en requerimientos del sistema. Dependiendo los
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requerimientos los tipos de validacion pueden ser divididos en tres tipos principales los

cuales son:

Validacién Prospectiva

Validacion Concurrente

Validacion Retrospectiva




2.2.1.1 VALIDACION PROSPECTIVAY’

Evidencia documentada realizada antes de que el producto salga al mercado que
demuestra que las operaciones se encuentran bajo control.

La validacion prospectiva se refiere a comprobar que a través de un proceso
predeterminado se obtienen productos con la calidad disefiada.

La validacion prospectiva es el momento para demostrar que un proceso de
manufactura opera bajo condiciones estandar bien definidas y es capaz de generar

un producto que cumpla con las especificaciones preestablecidas.

2.2.1.2 VALIDACION CONCURRENTE™.

Es un tipo de validacion que se aplica exclusivamente en productos y procesos que se
realizan esporadicamente en los que puede decidir que esta bajo control con el
analisis de muestras representativas de distintas etapas del proceso cada vez que se
valide un lote.

Es aplicada cuando el sistema no se puede desafiar y no se cuenta con los datos
histéricos, entonces sera necesario estudiar el sistema, analizar el rendimiento del

mismo, establecer controles asociados y comprobar el sistema.

2.2.1.3 VALIDACION RETROSPECTIVA®®

Evidencia documentada basada en los datos acumulados de produccion (datos
histéricos), analisis y control de que un producto ya en distribucion esta siendo
fabricado con efectividad.

Esta validacion no se puede aplicar a equipos de proceso.

La validacion retrospectiva abarca las situaciones donde un producto se elabora sin
proceso de documentacion validado, depende de un registro adecuado de datos
histéricos de los procesos tales como: tiempos de mezclado, equipo utilizado,

especificaciones, etc.



Para que un producto pueda ser considerado para la validacién retrospectiva, se
requiere gue tenga un proceso estable, es decir, un proceso por el cual el método de
manufactura permanece constante, es necesario haber trabajado durante un tiempo
razonable bajo condiciones correctas de manufactura y tener completa la

documentacion correspondiente.

Identidad®®
Es una caracteristica que debe de cumplir un medicamento y se define como la
presencia del ingrediente activo correcto en el producto.

Pureza®®
Es el grado en el cual las materias Primas, los productos a granel estan exentos de

materiales extrafnos

Concentracion®?
Es la cantidad del farmaco presente en el medicamento expresada como peso/peso,

peso/volumen o unidad de dosis/volumen

Potencia®®
Se denomina a la actividad terapéutica del producto farmacéutico tal como es indicada
por pruebas apropiadas de laboratorio o por datos clinicos controlados y desarrollados

en forma adecuada.

Inocuidad®®

Es la caracteristica de un medicamento de poder usarse sin mayores posibilidades de
causar efectos toxicos injustificables.



Biodisponibilidad™
Es la proporcion de farmaco que se absorbe a la circulacién general después de la

administracién de un medicamento y el tiempo que requiere para hacerlo.

Linealidad™?
Es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para obtener
resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del compuesto en

la muestra

Exactitud?

Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia.

Precision?
Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente  diferentes porciones de una muestra

homogénea del producto, se evalla como repetibilidad y reproducibilidad.

Reproducibilidad?
Es la precision de un método analitico que expresa la variacion obtenida entre

laboratorios.

Repetibilidad?
Es la precision de un método analitico que expresa la variacion obtenida entre

determinaciones independientes realizadas en las mismas condiciones.

Precision intermedia?
Es la precision de un método analitico expresada como concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas bajo diferentes condiciones (analista,

tiempo, equipos) en un mismo laboratorio.



Especificidad (selectividad)®*

Es la capacidad de un método analitico para cuantificar exacta y especificamente el
compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos que pudieran estar presentes
en la muestras.
Limite de Detecci6n™*

Es la minima concentracibn de un compuesto en una muestra el cual puede ser
detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo las condiciones de operacion
establecidas.

Limite de Cuantificacion>?4

Es la concentracion mas baja del compuesto que puede cuantificarse cumpliendo con

la precision y exactitud establecidas en el método.

Tolerancia®*
Es la capacidad del método analitico para obtener resultados precisos y exactos ante
las variaciones pequefias pero deliberadas, en sus parametros y condiciones de

trabajo y que proporciona una indicacion de su confiabilidad durante su uso normal.

Robustez*

Es el grado de reproducibilidad a largo plazo cuando un método es usado en
diferentes laboratorios.
Estabilidad de muestras™>*°

Es la propiedad del compuesto por analizar, de conservar sus caracteristicas, desde el

momento del muestreo hasta su andlisis.
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Adecuabilidad del sistema®

Es la verificacion de que el sistema se encuentra trabajando bajo criterios establecido ,
los cuales permiten asegurar la confiabilidad de los resultados que se obtienen dentro
del método analitico entre los cuales pueden estar evaluandose las posibles
interferencias en cada analisis, entre los cuales podemos nombrar los siguientes:

instrumento, analista, equipo, sustancia de referencia, entre otros.

2.3 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION
2.3.1 HISTORIA'

La primera persona en usar el termino cromatografia fue Tswett un quimico Ruso el
cual definié a la cromatografia como un método en el cual los componentes de una

mezcla son separados en una columna adsorbente en un sistema fluido.
2.3.2 TIPOS DE CROMATOGRAFIA®

De acuerdo a la fase estacionaria se puede clasificar en dos tipos de cromatografia,
esto es en fase reversa y fase normal.

La cromatografia en fase reversa en esta técnica una mezcla de disolvente
acuoso/organico es comunmente usado como fase movil, la fase estacionaria
comunmente empleada es de caracter no polar, esta técnica es la mas utilizada hoy en

dia.

La cromatografia en fase normal el disolvente mas usado en no polar y la fase

estacionaria es polar, por lo cual o primero que eluye es lo mas polar.
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2.3.3 CLASIFICACION DE CROMATOGRAFIA®

La cromatografia se puede clasificar en cuatro tipos principales los cuales son:

2.3.3.1 Cromatografia de absorcion

En este tipo de cromatografia se utiliza una fase estacionaria sélida y una fase movil
liguida o gaseosa. El soluto puede adsorberse en la superficie de las particulas

sélidas. El equilibrio entre el estado absorbido y la solucion es la causa de la

separacion de las moléculas de soluto.
2.3.3.2 Cromatografia de particion

En esta técnica, una fase estacionaria forma una pelicula delgada en la superficie de
un soporte sélido. El soluto se equilibra entre este liquido estacionario y una fase movil

liquida o gaseosa.
2.3.3.3 Cromatografia de intercambio i6nico

En este tipo de cromatografia, aniones (como —SO3’) o cationes (como —N (CHs)3") se
unen covalentemente a la fase estacionaria solida, por lo comun una resina. Los iones
de soluto, de carga opuesta a los de la fase estacionaria, son atraidos por esta ultima

mediante una fuerza electrostatica. La fase movil e un liquido.
2.3.3.4 Cromatografia de permeacion

En la cromatografia de permeacién no existen interacciones por atraccion entre la fase
estacionaria y el soluto. La fase movil liquida o gaseosa pasa a través de un gel
poroso. Los poros son suficientemente pequefios para excluir las moléculas grandes
de soluto, pero no las pequefias. Las moléculas pequefias tardan mas tiempo en fluir
por lo cual se lleva a cabo la separacion.

En el siguiente esquema se ejemplifica que tipo te cromatografia se realiza de acuerdo

a su clasificacion.
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CROMATOGRAFIA—

Tipo de fase estacionaria
Principio de Cromatografia

Aparato parafase
estacionaria

Tipo de fase mévil

———» Gas —» Columna ——

. . —» Columna ——*
Cromatografia de adsorcior —

Competicion entre un
absorbente sdlido y la fase
movil

— Liquido—

—» Capaplana—>

] o » Gas  ——> Columna ———
Cromatografia de particior
Competicion entre unafase —
estacionaria liquida y lafase

movil

—*» Liquldo——> Columna ——

Cromatografia de
intercambio i6nico
Competicion entre una
resina de intercambio ionico
y una fase mdvil liquida

> Liguldo — Columna——*>

Cromatografia de

permeacion

Competicion entre una >
matriz poliméricay una fase

movil liquida

N

Clasificacion de M étodos Cromatograficos

Ligudo — Columna—*

Tipo de
Cromatografia

Cromatografia gaseosa
(solida)

Cromatografia en
columna (liquida)
Cromatografia de liquidos
de altaresolucién

Cromatografia en capa fine
Cromatografia en papel

Cromatografia gaseosa
(liquida)

Cromatografia liquido-
liquido

Cromatografia de liquidos
de altaresolucién

Cromatografia de
intercambio i6nico

Cromatografia de
permeacion
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2.3.4 parametros Cromatogréficos’

Los parametros de cromatografia de liquidos que se evallan son los que a

continuacion se describen:

2.3.4.1 Tiempo de volumen muerto®

Es el tiempo al cual el solvente eluye ( primer cambio de pendiente que se presenta.
2.3.4.2 Tiempo de retencion’

Es un pardmetro caracteristico para cada compuesto, pero este se puede ver
modificado por la composicién de la fase movil y por el tipo de fase estacionaria de

la columna que se utilice para la separacion de estos compuestos.
2.3.4.3 Coleo (tailing T)’

La precision de para cuantificar un activo decrece con el incremento del coleo del
pico porque se encuentran dificultades por el integrador para determinar
donde/cuando el termina el pico, por lo que se pueden obtener resultados erroneos,
la forma de calcular el coleo es de la siguiente manera:
T = Woos
2f

donde Wy 05 es ancho de pico al 5% de altura y f distancia del maximo del pico a la
distancia del 5% de la altura.

El coleo recomendado e menor o igual a 2.0
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2.3.4.4 Resolucién (R )"®

Es una medida que nos indica que tan separados se encuentran los picos de los

compuestos que se estan analizando.

R :M donde t, y t; son tiempo de retencion de compuesto 1 y 2
W, +W,
respectivamente y W; y W» son ancho de pico de cada compuesto

La resolucion recomendada es mayor a 2
2.3.4.5 Platos tedricos (N)'8

Los platos tedricos nos indica que tan eficiente es la columna, entre mas platos
tedricos se obtengan mejor eficiencia tiene la columna.
La forma de calcular los platos teoricos es:
.2
N = 16?\%\/%” donde t es tiempo de retencion de la muestra y W es ancho del pico
La cantidad de platos teéricos minimos recomendado es de 2000

2.3.4.6 Factor de capacitancia (K')>"®

Es una medida de la ubicacion del pico de interés con respecto al tiempo de
volumen muerto.
Forma de calculo:

t0
Donde t es tiempo de retencién del pico de interés y t es tiempo de volumen
muerto.

Generalmente este valor debe ser mayor a 2.
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Estos parametros cromatograficos se pueden verse modificados esto puede ser
por la composicion de la fase movil, ya que puede ayudar a que el pico de interés
eluya antes de lo estipulado, o puede eluir después, esto se debe a que al

modificar la fase mdévil cambia la polaridad de esta.

Otra forma en la que se modifican los parametros es con el flujo, ya que si el flujo
aumenta el pico de interés sale antes de lo estipulado y al disminuir el flujo el pico

de interés sale después.
La temperatura es otro factor que puede modificar la elusion del activo ya que al

aumentarla, hay mayor actividad de las moléculas, este es el motivo por el cual se

observa que el pico de interés sale antes de lo estipulado.
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CAPITULO 3 Desarrollo Experimental

3.1 Método Analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) para

cuantificar RA 8 BS en una forma farmacéutica Sdélida.
3.1.1 Reactivos, Equipos, Estandares y Materiales
Reactivos.

Metanol HPLC, EMD
Fosfato disodico dihidratado (Na,HPO, - H,0), Merck

Agua HPLC, obtenida del equipo Milli Q.

Placebo de sdlido 1ler Concentracion lote TPL0405-013

Suspension de Recubrimiento con color de 1er Concentracion lote 452930
Jarabe de azucar con color de 1er Concentracion lote 452930

Jarabe de azucar sin color de 1ler Concentracion lote TPL0407-017
Solucion de Pulido | de 1er Concentracion lote TPL0407-017

Solucion de Pulido 1l de 1er Concentracion lote TPL0407-017

Placebo de sdlido 2da Concentracion lote TPL0405-014

Suspension de Recubrimiento con color de 2da Concentracion lote
TPLO405-015

Jarabe de azucar con color de 2da Concentracion lote TPL0405-015
Solucion de Pulido | de 2da Concentracion lote TPL0405-015

Solucion de Pulido 1l de 2da Concentracion lote TPL0405-015

Tabletas de RA 8 BS ler Concentracion lote 253370

Tabletas de RA 8 BS 2da Concentracion lote 253625

Equipos
Cromatografo WATERS

Estandar Sigma RA 8 BS ( el cual fue reestandarizado por medio del mismo

metodo que se esta realizando)
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Materiales

Columna nbondapack C1g 125 A 3.9mm * 30 cm (Merck)
3.1.2 Preparacion de Soluciones

3.1.2.1 Preparacion de la Fase movil

Fase movil: 250 mL de solucion tampon de fosfato pH 4.6 + 750 mL de Metanol

HPLC, se filtra por separado, se mezcla y desgasifica.

Solucion Tampén: Disolver 1 g de fosfato disédico anhidro en 900 mL de agua,

ajustar pH a 4.6 con éacido fosférico diluido (8.5%) vy diluir con agua hasta 1000

mL.

Acido_fosférico Diluido: Tomar 10mL de &cido fosférico concentrado y diluir a

100mL con agua.
3.1.2.2 Preparacion de solucion de referencia.

Solucién de referencia: Pesar con exactitud 7.5 mg de RA 8 BS (sustancia de

referencia) a un matraz volumétrico de 100 mL, disolver con Metanol y llevar a
volumen con el mismo disolvente, tomar 10.0 mL y diluir a 50.0mL con fase movil.

(Preparar por duplicado)
3.1.2.3  Preparacion de la curva patron para linealidad del sistema.

Para determinar que el método es lineal se elaboro una curva patron, la cual

contenia seis niveles estos abarcaban de 60-140% del valor te6rico del 100 %
Preparacion de Solucion stock

Solucién stock Pesar con exactitud 7.5 mg de estandar de RA 8 BS vy disolver con
Metanol a 100.0mL

Nivel 1 Tomar 3.0 mL de la solucion stock y llevar a volumen con fase movil hasta

25.0 mL equivalente a 60 %
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Nivel 2 Tomar 7.0 mL de la solucion stock y llevar a volumen con fase movil hasta

50.0 mL equivalente a 70 %

Nivel 3 Tomar 4.0 mL de la solucién stock y llevar a volumen con fase movil hasta
25.0 mL equivalente a 80 %

Nivel 4 Tomar 10.0 mL de la solucién stock y llevar a volumen con fase mévil hasta
50.0 mL equivalente a 100 %

Nivel 5 Tomar 6.0 mL de la solucion stock y llevar a volumen con fase mévil hasta
25.0 mL equivalente a 120 %

Nivel 6 Tomar 7.0 mL de la solucion stock y llevar a volumen con fase mévil hasta
25.0 mL equivalente a 140 %

3.1.3 Método analitico para cuantificar RA 8 BS en una forma farmacéutica sélida.

Muestras para cuantificar RA 8 BS para 1er Concentracion

Colocar 20 tabletas en un matraz volumétrico de 1000 mL, adicionar 100 mL de
agua, someter a la accion del ultrasonido durante 15 minutos, adicionar 400 mL de
metanol HPLC y agitar durante 30 minutos, llevar a volumen con metanol,
transferir una alicuota de 10.0 mL de la solucién anterior a un matraz volumétrico
de 100.0 mL y llevar a volumen con fase movil, tomar 3.0 mL y llevar a 20.0 mL
con fase movil.

Muestras para cuantificar RA 8 BS para 2da Concentracion

Colocar 20 tabletas en un matraz volumétrico de 1000 mL, adicionar 100 mL de
agua, someter a la accion del ultrasonido durante 15 minutos, adicionar 400 mL de
metanol HPLC y agitar durante 30 minutos, llevar a volumen con metanol, transferir
una alicuota de 10.0 mL de la solucién anterior a un matraz volumétrico de 100.0
mL y llevar a volumen con fase mdvil, tomar 5.0 mL y llevar a 50.0 mL con fase

movil
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Andlisis de la muestra de Placebo.

Muestras de placebo para 1er Concentracion

Pesar 1.200g de placebo sdlido y colocarlo en un matraz volumétrico de 1000mL,
agregar las siguientes cantidades de los excipientes restantes Suspension de
Recubrimiento con color 1.1264g, Jarabe de azlcar con color 0.1468g, Jarabe de
azucar 0.0593g, Solucion de Pulido I 0.0083g , Solucion de Pulido 1l 0.0034g,
adicionar 100 mL de agua, someter a la accion del ultrasonido durante 15 minutos,
adicionar 400 mL de metanol HPLC y agitar durante 30 minutos, llevar a volumen
con metanol, transferir una alicuota de 10.0 mL de la solucion anterior a un matraz
volumétrico de 100.0 mL y llevar a volumen con fase movil, tomar 3.0 mL y llevar a
20.0 mL con fase mdvil.

Muestras de placebo para 2da Concentracion

Pesar 1.800g de placebo solido y colocarlo en un matraz volumétrico de 1000mL,
agregar las siguientes cantidades de los excipientes restantes Suspension de
Recubrimiento con color 0.8911g, Jarabe de azucar con color 0.2870g, Solucion
de Pulido I 0.0129g , Solucion de Pulido Il 0.0055g, adicionar 100 mL de agua,
someter a la accion del ultrasonido durante 15 minutos, adicionar 400 mL de
metanol HPLC y agitar durante 30 minutos, llevar a volumen con metanol, transferir
una alicuota de 10.0 mL de la solucion anterior a un matraz volumétrico de 100.0
mL y llevar a volumen con fase movil, tomar 5.0 mL y llevar a 50.0 mL con fase
movil

Condiciones Cromatograficas

Columna: nbondapack C18 125 A 3.9mm*30 cm

Fase Movil: 750 mL de metanol y 250 mL de Buffer pH 4.6
Temperatura: Controlada a 25°C

Volumen de inyeccion: 10 ni
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Flujo: 1.5 mL/ min.
Longitud de onda: 288nm
Tiempo de Corrida: 6 minutos

3.2 Validacion de un método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta

Resolucion para cuantificar RA 8 BS en una forma sdélida.

El método analitico se validé tomando en consideracion los requerimientos
corporativos, los cuales estan basados por las organizaciones regulatorias

internacionales.
Los pardmetros a evaluar fueron los siguientes:

Especificidad, linealidad, exactitud, precision del método, precision intermedia, limite
de deteccion, limite de -cuantificacion, tolerancia, estabilidad de solucion de
referencia y soluciones de muestra, estabilidad de la fase movil. Estos requisitos
son los que estan indicados en el procedimiento normalizado de operaciéon de la

empresa para llevar a cabo la validacion de un método analitico.
A continuacion se describen las pruebas realizadas:
3.2.1 Adecuabilidad del sistema

Preparar dos soluciones de estandar de RA 8 BS al 100% (ver pagina 18 solucion

de referencia)
Inyectar 5 replicas del estandar 1 y 1 inyeccion del estandar 2.
Criterio de Aceptacion:

La adecuacion del sistema debe cumplir con un coeficiente de variacion menor al
2.0%

Ademas debe cumplir con los siguientes paradmetros

Tiempo de retencién (Tr) 4.5 min £ 1 min
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Coleo (T) menor a 2.0

Platos Tedricos 2000 o mayor

K’ Mayor a 2.0

3.2.2 Especificidad

Soluciones de prueba

NaOH 1N Pesar 40 g de Hidroxido de Sodio y disolver en 1000.0 mL de agua

HCl 1% Tomar 27 mL de HCI concentrado (al 37%) y diluir hasta 1000 mL de

agua
H20O, al 30% esta solucidon es proporcionada por un proveedor conocido

Se prepararon 2 muestras que fueron inyectadas dos veces, estas muestras se
corren con una adecuacion de sistema, las muestras que se prepararon se

mencionan a continuacion:

Solucién stock de estandar pesar 7.5 mL de Sustancia de referencia y se
diluye con metanol hasta 100.0 mL.

Solucién de placebo

Solucion de muestras de las dos concentraciones

Soluciones a condiciones de luz: se colocaron las muestras a luz UV durante
1 hora

Soluciones a condiciones de calor: se colocaron las muestras a bafio Maria a
60°C durante 1 hora

Preparacion de solucion de placebo y muestras de ambas concentraciones
Muestras de la 1er Concentracion

Muestras de placebo para ler Concentracion

Pesar 1.200g de placebo soélido y colocarlo en un matraz volumétrico de 1000mL,

agregar las siguientes cantidades de los excipientes restantes Suspension de
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Recubrimiento con color 1.1264g, Jarabe de azlcar con color 0.1468g, Jarabe de
azlcar 0.0593g, Solucién de Pulido | 0.0083g , Solucion de Pulido II 0.0034q,
adicionar 100 mL de agua, someter a la accion del ultrasonido durante 15 minutos,
adicionar 400 mL de metanol HPLC y agitar durante 30 minutos, llevar a volumen
con metanol, transferir una alicuota de 10.0 mL de la solucion anterior a un matraz
volumétrico de 100.0 mL y llevar a volumen con fase movil, tomar 3.0 mL y llevar a

20.0 mL con fase movil.

Muestras de placebo para 2da Concentracion

Pesar 1.800g de placebo solido y colocarlo en un matraz volumétrico de 1000mL,
agregar las siguientes cantidades de los excipientes restantes Suspension de
Recubrimiento con color 0.8911g, Jarabe de azucar con color 0.2870g, Solucion
de Pulido I 0.0129g , Solucion de Pulido Il 0.0055g, adicionar 100 mL de agua,
someter a la accion del ultrasonido durante 15 minutos, adicionar 400 mL de
metanol HPLC y agitar durante 30 minutos, llevar a volumen con metanol, transferir
una alicuota de 10.0 mL de la solucion anterior a un matraz volumétrico de 100.0
mL y llevar a volumen con fase mdvil, tomar 5.0 mL y llevar a 50.0 mL con fase
movil
Preparacion del estandar

Tomar 10.0 mL de la solucion stock de estandar, adicionar 0.4 mL de la solucién
correspondiente (ver solucion de prueba)

Ademas de las soluciones de prueba, también se deben preparar muestras con

las siguientes condiciones: luz UV y Calor.
Criterio de Aceptacion:

Los productos de degradacion no deben interferir con la sefial del compuesto de

interes.
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3.2.3 Linealidad del sistema

Se evalud la linealidad de la respuesta preparando dos curvas de la solucion de
referencia, a seis niveles diferentes de concentracién de un intervalo de 60 a 140%

de la concentracion teorica con la cual se trabaja (15 ng/mL), ya que ambas

concentraciones de trabajo llegan a la misma concentracion.

Para cada curva se inyecto por triplicado cada nivel, se calculo la pendiente, la

ordenada al origen, el coeficiente de correlacion y el coeficiente de determinacion.
Las curvas se describen en la Pag. 18
3.2.4 Exactitud del método

Se prepararon por triplicado muestras de placebos cargados con tres
concentraciones diferentes de RA 8 BS, se preparo una de las muestras al 70% de
la cantidad de activo presente de acuerdo a la preparacion de la muestra, se
prepararon dos muestras mas una del 100% del activo y otra al 130%, cada
muestra fue inyectada por triplicado, y se calcula el promedio, y la desviacion

estandar, asi como el coeficiente de variacion de los porcentajes de recobro.

Muestras de la 1er Concentracion

Pesar 1.200g de placebo sélido y colocarlo en un matraz volumétrico de 1000mL,
agregar las siguientes cantidades de los excipientes restantes Suspension de
Recubrimiento con color 1.1264g, Jarabe de azlcar con color 0.1468g, Jarabe de
azucar 0.0593g, Solucién de Pulido I 0.0083g , Solucién de Pulido Il 0.0034g,
adicionar el equivalente a cada nivel de RA 8 BS, colocar 100 mL de agua, someter
a la accion del ultrasonido durante 15 minutos, adicionar 400 mL de metanol HPLC
y agitar durante 30 minutos, llevar a volumen con metanol, transferir una alicuota de
10.0 mL de la solucién anterior a un matraz volumétrico de 100.0 mL y llevar a

volumen con fase mavil, tomar 3.0 mL y llevar a 20.0 mL con fase mdvil.

24



Para Nivel de 70%

700mg de RA 8 BS

Para Nivel de 100%

1000mg de RA 8 BS

Para Nivel de 130%

1300mg de RA 8 BS

Muestras de la 2da Concentracion

Pesar 1.800g de placebo sélido y colocarlo en un matraz volumétrico de 1000mL,
agregar las siguientes cantidades de los excipientes restantes Suspension de
Recubrimiento con color 0.8911g, Jarabe de azucar con color 0.2870g, Solucion
de Pulido | 0.0129g , Solucién de Pulido 1l 0.0055g, adicionar el equivalente a cada
nivel de RA 8 BS, colocar 100 mL de agua, someter a la accién del ultrasonido
durante 15 minutos, adicionar 400 mL de metanol HPLC y agitar durante 30
minutos, llevar a volumen con metanol, transferir una alicuota de 10.0 mL de la
solucion anterior a un matraz volumétrico de 100.0 mL y llevar a volumen con fase

movil, tomar 5.0 mL y llevar a 50.0 mL con fase movil

Para Nivel de 70%

1050mg de RA 8 BS

Para Nivel de 100%

1500mg de RA 8 BS

Para Nivel de 130%

1950mg de RA 8 BS

3.2.5 Precision del método (Repetibilidad)

La precision del método se evalué analizando 6 diferentes preparaciones de una
misma muestra a una concentracion del 100%, por un analista, en dos dias
diferentes, se preparan tres muestras por dia y se realiza la inyeccién de las

muestras por triplicado.

Se calcula el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de los
porcentajes de recobro obtenidos.

Criterio de aceptacion:

El coeficiente de variacién del porcentaje recuperado es menor o igual a 1.5%.
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3.2.6 Precision intermedia (Reproducibilidad)

La precision intermedia se evalué analizando 6 diferentes preparaciones de una
misma muestra a una concentracion del 100%, por dos analistas, en dos dias
diferentes, se preparan tres muestras por dia por cada analista y se realiza la

inyeccion de las muestras por triplicado.

Se calcula el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de los

porcentajes de recobro obtenidos.

Criterio de aceptacion:

El coeficiente de variacion del porcentaje recuperado es menor o igual a 2.0%.
3.2.7.1 Limite de deteccion

Se deben inyectar 10 veces el blanco y obtener la altura maxima que presenta el
blanco, con esto se calcula la respuesta que debe de presentar la sefial del limite de

deteccion gue es tres veces mayor a la obtenida en el blanco.

Para determinar el valor del limite de deteccién se elaboro una curva patron, que

contenia cinco niveles estos abarcaban de 0.4-1.0% del valor teérico del 100 %

Preparacion de Solucion stock

Solucion stock Pesar con exactitud 7.5 mg de sustancia de referencia y disolver con
Metanol a 100.0mL, tomar 10.0 mL y diluir hasta 50.0 mL, tomar 7.0 mL y diluir
hasta 100.0 mL.

Nivel 1 Tomar 3.0 mL de la solucion stock y llevar a volumen con fase movil hasta
50.0 mL equivalente a 0.42 %

Nivel 2 Tomar 4.0 mL de la solucion stock y llevar a volumen con fase movil hasta
50.0 mL equivalente a 0.56 %
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Nivel 3 Tomar 5.0 mL de la solucién stock y llevar a volumen con fase moévil hasta
50.0 mL equivalente a 0.70 %

Nivel 4 Tomar 6.0 mL de la solucion stock y llevar a volumen con fase movil hasta
50.0 mL equivalente a 0.84%

Nivel 5 Tomar 7.0 mL de la solucion stock y llevar a volumen con fase moévil hasta
50.0 mL equivalente a 0.98 %

Criterio de aceptacion:
El coeficiente de determinacidon no debe ser menor a 0.98.
3.2.7.2 Limite de cuantificacion

Para el limite de cuantificacion se calcula de una forma similar al limite de
deteccion, diferencia del limite de deteccién el valor de la altura para este punto

debe ser 10 veces mayor que la altura del blanco

Para determinar el valor del limite de cuantificacién se elaboro una curva patrén,
gue contenia cinco niveles estos abarcan de 0.5-4.0% del valor tedrico del 100 %
Preparacion de Solucion stock

Solucién stock Pesar con exactitud 7.5 mg de sustancia de referencia y disolver con
Metanol a 100.0mL, tomar 10.0 mL y diluir hasta 50.0 mL.

Nivel 1 Tomar 2.0 mL de la solucion stock y llevar a volumen con fase movil hasta
100.0 mL, tomar 25.0 mL y diluir hasta 100.0 mL equivalente a 0.5 %

Nivel 2 Tomar 2.0 mL de la solucion stock y llevar a volumen con fase mévil hasta
100.0 mL, tomar 25.0 mL y diluir hasta 50.0 mL equivalente a 1.0 %

Nivel 3 Tomar 3.0 mL de la solucion stock y llevar a volumen con fase mévil hasta
100.0 mL equivalente a 2.0 %

Nivel 4 Tomar 4.0 mL de la solucion stock y llevar a volumen con fase mavil hasta
100.0 mL equivalente a 3.0%
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Nivel 5 Tomar 5.0 mL de la solucién stock y llevar a volumen con fase movil hasta
100.0 mL equivalente a 4.0 %

Al obtener el valor del limite de cuantificacion se deben preparar 6 soluciones
independientes e inyectar por triplicado y obtener su Coeficiente de Variacion.
Criterio de aceptacion:

El coeficiente de determinacion no debe ser menor a 0.98. El coeficiente de
variacion de las areas de 6 soluciones inyectadas por duplicado no debe ser mayor
de 10%.

3.2.8 Tolerancia y robustez

La prueba de robustez se realiz6 modificando dos parametros.
Los parametros modificados son:

Cambio de proporcion de fase movil

Cambios en la preparacion de la fase mévil.

La prueba de Tolerancia se realiz6 modificando los tipos de filtros.

A continuacién se menciona la metodologia seguida para la preparacion de las
muestras, asi como pardmetros que se evaluaron, el coeficiente de Variacion y se

hizo una comparacion entre estos.
3.2.8.1 Cambio en la proporcion de la fase movil

Se realiz6 la modificacion de la fase movil para observar como se ven afectados los
parametros cromatograficos, estos se realizaron con muestras preparadas, y se

utilizaron estandares al 100% de la concentracion a evaluar.
Fase normal: 25% Buffer pH 4.6 y 75% Metanol
Fase 1: 20% Buffer pH 4.6 y 80% Metanol

Fase 2: 30% Buffer pH 4.6 y 70% Metanol
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3.2.8.2 Cambio de filtros

Dentro de las buenas practicas de laboratorio las muestras deben ser filtradas
debido a que esto disminuye el error que puede llegar a ocasionar un mal
funcionamiento del equipo, por lo que se evalué la influencia del tipo de filtro. Para
dicha prueba se prepararon muestras, y se filtraron a través de filtros Whatman de

0.45 mm y filtros Millex del mimo tamafio de poro.

El criterio de aceptacién es que no debe existir una diferencia significativa en el

recobro obtenido entre ambos tipos de filtros.
3.2.8.3 Cambio en la preparacién de la Fase movil

Se preparo la fase moévil colocando por separado los componentes cada uno en un
reservorio y programando el equipo para que realice la mezcla de ambos
componentes con ayuda de las bombas del equipo antes del analisis, y la siguiente
forma es filtrando por separado cada componente y mezclando antes del analisis,
esto es colocando un solo reservorio en el equipo.

El criterio de aceptacion es que no debe existir una diferencia en el tiempo de
retencion, asi como cambios en los parametros cromatogréficos.

3.2.9 Estabilidad de muestras de producto terminado y solucion de referencia

La estabilidad de muestras se evalud preparando tres muestras de producto
terminado y dos de la solucion de referencia al 100%, las cuales se analizaron a las
24,48, 72 horas.

Las muestras para dicho analisis fueron almacenadas a temperatura ambiente, con
luz y sin luz, ademas de que se colocaron en refrigeracion. Se calcularon los
porcentajes de recobro de cada muestra.

El criterio de aceptacion es que no debe de existir una diferencia mayor al 2.0 %
3.2.10 Estabilidad de la fase movil

Se prepararon soluciones de referencia al 100%, las cuales se analizaron

empleando la fase movil preparada el dia de andlisis. Una parte de la fase
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preparada se almaceno a temperatura ambiente y la otra en refrigeracion, a las
48hrs se prepararon nuevamente soluciones de referencia al 100% y se corren en la
fase movil almacenada, tanto a temperatura ambiente como en refrigeracién, este
procedimiento se repite a los 7 dias.

Se compararon los resultados obtenidos en los diferentes dias de andlisis y se

determino el tiempo durante el cual puede almacenarse la fase movil.

Criterio de aceptacion:

No se deben modificar considerablemente los pardmetros cromatograficos, y no

deben aparecer picos de productos de degradacion de la fase movil.
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CAPITULO4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Especificidad

Se sometieron muestras de placebo de RA 8 BS, asi como producto terminado y
estandares a diferentes condiciones de estrés, Calentamiento (a bafio Mariay a
temperatura de 60°C durante 1 hora), luz UV (se sometio durante 1 hora a esta

condicion), acidez, basicidad y oxidacion se analizaron las muestras al tiempo 0, 8

y 15 dias.

Los cromatogramas representativos al tiempo 0 y a los 15 dias se muestran a

continuacion:

Chromatogram
0.025 ——— :
0.020-|
0.015
2 :
0.010
0.005
0.0004 T T T T
S | |
0.00 2.00 4.00 6.00
Minutes

SampieName blanco; Vial 1; injection 1; Date
———— Acquired Saturday, October 16, 2004 3:42:51
PM

Figura 2 Blanco

En el cromatograma del blanco podemos observar que no se observan picos que

puedan interferir con la cuantificacion de la sustancia de interés.
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Chromatogram
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Minutes
SanmpleName std1; Vial 2; injection 1; Date
——— Acquired Saturday, October 16, 2004 4:28:41
PM

Figura 3 Estandar t=inicial

Chromatogram
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0.00 2.00 4.00 6.00
Minutes

SampleName std16oct04; Vial 4, Injection 1;
——— Date Acquired Sabado, 30 de Octubre de 2004
02:23:02 p.m

Figura 4 Estandar T=15 Dias

En estos dos cromatogramas del estandar se puede observar que en el primero el
pico de interés presenta una respuesta aproximada de 0.02 unidades de
absorbancia, pero después de que pasan 15 dias el pico de interés disminuye
pero ademas aparecen otras sustancias, que no afectan la cuantificacion del

activo, pero estos picos se deben a la accion que tiene la luz sobre el activo.
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Chromatogram
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0.010- | 1 |

0.005- [

0.00 2.00 4.00 6.00
Minutes
SampleName m1; Vial 24; injection 2; Date
——— Acquired Saturday, October 16, 2004 6:39:43
PM

Figura 5 Muestra de RA 8 BS ler concentracion t= inicial

Chromatogram
0.0257
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0.015
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0.000-— 3 SRS |
0.00 2.00 4.00 6.00
Minutes

SampleName m1; Vial 6; Injection 1; Date
—— Acquired Sabado, 30 de Octubre de 2004
05:26:20 p.m.

Figura 6 Muestra de RA 8 BS ler concentracion t=15 dias

En estos dos cromatogramas de la muestra se observa el mismo comportamiento

gue presenta el estandar, ya que en ambos casos se observa la influencia que

tiene la luz después de los 15 dias expuesta, los picos que se observan a los 15

dias no afectan la cuantificacién del activo.
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Chromatogram
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Minutes
SampleName Muestral; Vial 4; Injection 1; Date
——— Acquired Sabado, 13 de Novierrbre de 2004
05:23:13 p.m.

Figura 7 Muestra de RA 8 BS 2da concentracion t= inicial

Chromatogram
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0.020-

0.015

AU

0.00 2.00 4.00 6.00
Minutes
SanpleName Muestrat; Vial 4; Injection 1; Date
-—— Acquired Sabado, 27 de Novierbre de 2004
06:29:48 p.m.

Figura 8 Muestra de RA 8 BS 2da concentracién t=15 dias

En estos dos cromatogramas de la muestra de la segunda concentracion se
observa el mismo comportamiento que presenta el estandar, ya que en ambos
casos se observa la influencia que tiene la luz después de los 15 dias expuesta,

los picos que se observan a los 15 dias no afectan la cuantificacién del activo.
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Chromatogram
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0o 200 400 600
Minutes
SampleName Std1+Calor; Vial 41; Injection 1;
——— Date Acquired Domingo, 14 de Noviembre de
2004 09:36:30 p.m
Figura 9 Estandar con temperatura t= inicial
Chromatogram
0.025— . n
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2
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0.000-— AT A T . —
000 200 400 600

Minutes

SampleName Std1+Calor; Vial 41; Injection 1;
———— Date Acquired Domingo, 28 de Novienmbre de
2004 09:28:10 p.m

Figura 10 Estandar con temperatura t=15 dias

Para el caso en el cual los estandares fueros sometidos a la condiciébn de
temperatura, se puede observar que no existe influencia sobre el activo, pero al
paso de los quince dias este presenta el comportamiento que el caso en el cual no

se somete a ninguna condicion.
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Chromatogram
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Minutes
SampleName m1-calor; Vial 20; Injection 2; Date
————— Acquired Sunday, October 17, 2004 11:11:23
PM

Figura 11 Muestra de RA 8 BS ler concentracién con temperatura t= inicial

Chromatogram
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Minutes

SampleName m1-calor; Vial 24; Injection 1; Date
—— Acquired Lunes, 01 de Novierrbre de 2004
08:36:14 am.

Figura 12 Muestra de RA 8 BS ler concentracién con temperatura t=15 dias

Las muestras de la primer concentracion al ser sometidas a la condicion de
temperatura no se ven afectadas ya que presenta el comportamiento de las
muestras que no se sometieron a condiciones, por lo cual la temperatura no tiene

influencia sobre estas.
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0.000-|—
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0.;)0 2.00

Minutes
SarmpleName Muestra1+Calor; Vial 37; Injection
———— 1, Date Acquired Domingo, 14 de Noviembre de

2004 06:41:59 p.m

Figura 13 Muestra de RA 8 BS 2da concentracion con temperatura t= inicial

Chromatogram
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SampleName Muestra1+Calor; Vial 37; Injection
——— 1; Date Acquired Domingo, 28 de Novierbre de

2004 06:25:35 p.m.

Figura 14 Muestra de RA 8 BS 2da concentracion con temperatura t=15 dias

Las muestras de la segunda concentracion al ser sometidas a la condicion de

temperatura no se ven afectadas ya que presenta el comportamiento de las

muestras que no se sometieron a condiciones, por lo cual la temperatura no tiene

influencia sobre estas.
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Chromatogram

AU

0.00 2.00 4.00 6.00
Minutes

SampleName placebo1-calor; Vial 22; Injection

1, Date Acquired Monday, October 18, 2004

1:36:45 AM

Figura 15 Placebo de RA 8 BS ler concentracion con temperatura t= inicial

Chromatogram
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SanrpleName placebo1-calor; Vial 26; Injection
2; Date Acquired Lunes, 01 de Noviembre de
2004 12:33:53 p.m.

Figura 16 Placebo de RA 8 BS ler concentracién con temperatura t=15 dias

El placebo al ser sometido a la condicion de temperatura muestra que no se ve
afectado desde la condicién inicial hasta los 15 dias, indicando que los
componentes del cual esta constituido no sufre ningiin cambio, ademas de que no

se presentan reacciones entre las materias utilizadas para la fabricacion de estas
muestras.
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Chromatogram
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SampleName Placebo1+Calor; Vial 39; Injection

1; Date Acquired Domingo, 14 de Noviembre de

2004 08:13:11 p.m

Figura 17 Placebo de RA 8 BS 2da concentracion con temperatura t= inicial

Chromatogram
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SarrpleName Flacebo1+Calor; Vial 39; hjection
—-———-1; Date Acquired Domingo, 28 de Novierrbre de
2004 08:04:59 p.m

Figura 18 Placebo de RA 8 BS 2da concentracién con temperatura t=15 dias

El placebo al ser sometido a la condicién de temperatura muestra que no se ve
afectado desde la condicion inicial hasta los 15 dias, indicando que los
componentes del cual esta constituido no sufre ningiin cambio, ademas de que no
se presentan reacciones entre las materias utilizadas para la fabricacion de estas

muestras.
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Chromatogram
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SampleName Std1+Luz; Vial 34; Injection 1,
——— Date Acquired Domingo, 14 de Novierbre de
2004 04:37:.02 p.m

Figura 19 Estandar con luz UV  t= inicial
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SampleName Std1+Luz; Vial 34; Injection 1;
-~ Date Acquired Domingo, 28 de Noviermbre de
2004 04:20:43 p.m.

Figura 20 Estandar con luz UV t= 15 dias

El estandar sometido a la condicion de luz UV no se ve afectado, ya que el tiempo
en el cual se someti6 fue de 1 hora, y al tiempo cero o inicial no le afecta pero al

paso del tiempo y en presencia de la luz se ve como aparecen sustancias, que no
afectan la cuantificacion del activo.
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Figura 21 Muestra de RA 8 BS ler concentracion con luz UV t= inicial
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SanpleName m-luz; Vial 20; Injection 1; Date
———Acquired Lunes, 01 de Noviembre de 2004
02:21:52 a.m

Figura 22 Muestra de RA 8 BS ler concentracién con luz UV t=15 dias

Las muestras de la primer concentracion al ser sometidas a la condicion de luz
utravioleta no se ven afectadas ya que presenta el comportamiento de las
muestras que no se sometieron a condiciones, por lo cual la luz ultravioleta no

tiene influencia sobre estas.
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Chromatogram
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Figura 23 Muestra de RA 8 BS 2da concentracion con luz UV t= inicial
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Figura 24 Muestra de RA 8 BS 2da concentracién con luz UV t=15dias

Las muestras de la segunda concentracion al ser sometidas a la condicion de luz
ultravioleta no se ven afectadas ya que presenta el comportamiento de las

muestras que no se sometieron a condiciones, por lo cual la luz ultravioleta no
tiene influencia sobre estas.
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SampleName placebo1-luz; Vial 18; Injection 1;
———— Date Acquired Sunday, October 17, 2004
7:22:22 PM

Figura 25 Placebo de RA 8 BS ler concentracién con luz UV  t= inicial
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Figura 26 Placebo de RA 8 BS ler concentracién con luz UV t=15 dias

El placebo al ser sometido a la condicion de luz ultravioleta muestra que no se ve
afectado desde la condicién inicial hasta los 15 dias, indicando que los
componentes del cual esta constituido no sufre ningiin cambio, ademas de que no
se presentan reacciones entre las materias utilizadas para la fabricacion de estas

muestras.
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Figura 27 Placebo de RA 8 BS 2da concentracion con luz UV t=inicial
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Figura 28 Placebo de RA 8 BS 2da concentracion con luz UV t=15 dias

El placebo al ser sometido a la condicion de luz ultravioleta muestra que no se ve
afectado desde la condicién inicial hasta los 15 dias, indicando que los
componentes del cual esta constituido no sufre ningln cambio, ademas de que no
se presentan reacciones entre las materias utiizadas para la fabricacién de estas

muestras.
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Figura 29 Estandar con HCI t= inicial
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SarmrpleName Std1+HCI; Vial 13; Injection 1;
——— Date Acquired Domingo, 28 de Noviembre de
2004 12:52:28 am

Figura 30 Estandar con HCI t=15 dias

El estandar sometido a la condicién de acido clorhidrico HCI no se ve afectado, ya
que al tiempo cero o inicial no le afecta pero al paso del tiempo y en presencia de

la luz se ve como aparecen sustancias, que no afectan la cuantificacion del activo.
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Figura 31 Muestra de RA 8 BS ler concentracion con HCI t= inicial
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Figura 32 Muestra de RA 8 BS ler concentracion con HCI t= 15 dias

Las muestras de la primer concentracion al ser sometidas a la condicion de &cido
clorhidrico no se ven afectadas ya que presenta el comportamiento de las

muestras que no se sometieron a condiciones, por lo cual el &cido clorhidrico no
tiene influencia sobre estas.
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Figura 33 Muestra de RA 8 BS 2da concentracion con HCI t= inicial
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Figura 34 Muestra de RA 8 BS 2da concentracién con HCI t=15 dias

Las muestras de la segunda concentracion al ser sometidas a la condicion de
acido clorhidrico no se ven afectadas ya que presenta el comportamiento de las

muestras que no se sometieron a condiciones, por lo cual el acido clorhidrico no
tiene influencia sobre estas.
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Figura 35 Placebo de RA 8 BS 1er concentraciéon con HCI t= inicial

Chromatogram
0.025 .

0.020-

0.015+

AU

0.010-

1
0.005-

0000 T ]

0.00 200 400 800
Minutes
SampleName placebo1-HCI; Vial 10; Injection 1;
———— Date Acquired Domingo, 31 de Octubre de 2004
01:09:46 p.m.

Figura 36 Placebo de RA 8 BS ler concentracion con HCI t=15 dias

El placebo al ser sometido a la condicion acida con HCI muestra que no se ve
afectado desde la condicién inicial hasta los 15 dias, indicando que los
componentes del cual esta constituido no sufre ningin cambio, ademas de que no
se presentan reacciones entre las materias utilizadas para la fabricacion de estas

muestras.
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Figura 37 Placebo de RA 8 BS 2da concentracion con HCI t= inicial
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Figura 38 Placebo de RA 8 BS 2da concentracion con HCI t=15 dias

El placebo al ser sometido a la condicion acida con HCI muestra que no se ve
afectado desde la condicién inicial hasta los 15 dias, indicando que los
componentes del cual esta constituido no sufre ningiin cambio, ademas de que no
se presentan reacciones entre las materias utilizadas para la fabricacion de estas

muestras.
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SampleName Std1+H202; Vial 27; Injection 1;
-——— Date Acquired Domingo, 14 de Noviembre de
2004 10:06:08 a.m

Figura 39 Estandar con H,O, t=inicial
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Figura 40 Estandar con H,0O, t=15 dias

El estandar sometido a la condicion de someter la solucidon con agua oxigenada
H.O, no se ve afectado si el analisis se realiza inmediatamente, pero con el paso
del tiempo esta solucibn empieza a romper los enlaces que tiene la molécula lo
cual origina que no absorba a la longitud de onda establecida para este andlisis.
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Figura 41 Muestra de RA 8 BS 1ler concentracion con HO, t= inicial
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SampleName m1-H2O2; Vial 16; Injection 1;
——— Date Acquired Domingo, 31 de Octubre de
2004 08:07:31 p.m.

Figura 42 Muestra de RA 8 BS ler concentracion con H,O, t=15 dias

Las muestras de la primer concentracién al ser sometidas a la condicién de
oxidacién no se ven afectadas ya que presenta el comportamiento de las muestras
gue no se sometieron a condiciones, pero en este caso se observa un que las
muestras se degradan con mayor rapidez, esto se debe por el mismo efecto con el

estandar.
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Figura 43 Muestra de RA 8 BS 2da concentracion con H,O, t= inicial
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Figura 44 Muestra de RA 8 BS 2da concentracién con H,O, t=15 dias

Las muestras de la segunda concentracion al ser sometidas a la condicion de
oxidacion no se ven afectadas ya que presenta el comportamiento de las muestras
gue no se sometieron a condiciones, pero en este caso se observa un que las
muestras se degradan con mayor rapidez, esto se debe por el mismo efecto con el

estandar.
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1:08:02 PM

Figura 45 Placebo de RA 8 BS ler concentracion con H,O, t= inicial
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Figura 46 Placebo de RA 8 BS ler concentracién con H,O, t=15 dias

El placebo al ser sometido a la condicién de oxidacién con H,O, muestra que no
se ve afectado desde la condicién inicial hasta los 15 dias, ya que el pico que se
observa es debido al H,O, que se utilizd, ademas de que se mantiene constante
durante los 15 dias, esto indica que los componentes del cual esta constituido no
sufre ningln cambio, ademas de que no se presentan reacciones entre las

materias utilizadas para la fabricacién de estas muestras.
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Figura 47 Placebo de RA 8 BS 2da concentracion con H,O, t= inicial
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Figura 48 Placebo de RA 8 BS 2da concentracion con H,O, t=15 dias

El placebo al ser sometido a la condicion de oxidacion con H,O, muestra que no
se ve afectado desde la condicidn inicial hasta los 15 dias, ya que el pico que se
observa es debido al H,O, que se utilizd, ademéas de que se mantiene constante
durante los 15 dias, esto indica que los componentes del cual esta constituido no
sufre ningln cambio, ademas de que no se presentan reacciones entre las

materias utilizadas para la fabricacion de estas muestras.
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Figura 49 Estandar con NaOH t= inicial
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Figura 50 Estandar con NaOH t=15 dias
El estdndar sometido a la condicion de hidroxido de sodio NaOH no se ve

afectado, ya que al tiempo cero o inicial no le afecta pero al paso del tiempo y en

presencia de la luz se ve como aparecen sustancias, que no afectan la
cuantificacion del activo.
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Figura 51 Muestra de RA 8 BS ler concentracion con NaOH t= inicial
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SampleName m1-NaOH, Vial 12; Injection 1;
———— Date Acquired Domingo, 31 de Octubre de
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Figura 52 Muestra de RA 8 BS ler concentracion con NaOH t= 15 dias

Las muestras de la primer concentracion al ser sometidas a la condicion de
hidroxido de sodio no se ven afectadas ya que presenta el comportamiento de las

muestras que no se sometieron a condiciones, por lo cual el hidroxido de sodio no
tiene influencia sobre estas.

56



Chromatogram

0.025
i I
0.020 ‘

0.015-

p=]

\
.
AT

0.005- ,

] Y |
|
e Wi b S—
0.000- pay ‘{

T 0 0 T ] T 0 T v 1
U,bO Z.bD 4.00 6.00

Minutes
SampleName Muestra1+NaOH; Vial 16; Injection
~——— 1; Date Acquired Domingo, 14 de Noviemrbre de
2004 01:58:32 am.

Figura 53 Muestra de RA 8 BS 2da concentracion con NaOH t= inicial
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Figura 54 Muestra de RA 8 BS 2da concentraciéon con NaOH t= 15 dias

Las muestras de la segunda concentracion al ser sometidas a la condicién de
hidroxido de sodio no se ven afectadas ya que presenta el comportamiento de las

muestras que no se sometieron a condiciones, por lo cual el hidroxido de sodio no
tiene influencia sobre estas.
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Figura 55 Placebo de RA 8 BS ler concentracién con NaOH t=inicial
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Figura 56 Placebo de RA 8 BS ler concentracion con NaOH t=15 dias

El placebo al ser sometido a la condicion basica con NaOH muestra que no se ve
afectado desde la condicién inicial hasta los 15 dias, indicando que los
componentes del cual esta constituido no sufre ningin cambio, ademas de que no
se presentan reacciones entre las materias utilizadas para la fabricacion de estas

muestras.
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Figura 57 Placebo de RA 8 BS 2da concentracién con NaOH  t= inicial
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Figura 58 Placebo de RA 8 BS 2da concentracién con NaOH t=15 dias

El placebo al ser sometido a la condicion basica con NaOH muestra que no se ve
afectado desde la condicién inicial hasta los 15 dias, indicando que los
componentes del cual esta constituido no sufre ningn cambio, ademas de que no
se presentan reacciones entre las materias utilizadas para la fabricacion de estas

muestras.
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Figura 59 Blanco con HCI t=inicial
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Figura 60 Blanco con HCI t=15 dias

Como se puede observar no existe diferencia alguna entre el blanco que fue
sometio a la condicién de &cido clorhidrico y la que se obtiene cuando se somete a
la condicion &cida después de 15 dias, por lo cual la fase no se degrada con este

condicion.
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Figura 61 Blanco con NaOH t= inicial
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Figura 62 Blanco con NaOH t=15 dias

Como se puede observar no existe diferencia alguna entre el blanco que fue

sometio a la condicion de hidroxido de sodio y la que se obtiene cuando se somete

a la condicion basica después de 15 dias, por lo cual la fase no se degrada con

este condicion.
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Figura 63 Blanco con H,O, t= inicial
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Figura 64 Blanco con H,O, t=15 dias

Como se puede observar no existe diferencia alguna entre el blanco que fue

sometio a la condicién de oxidacién y la que se obtiene cuando se somete a la

condicion de oxidacion después de 15 dias, por lo cual la fase no se degrada con

este condicion.
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Figura 65 Blanco con luz t=inicial
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Figura 66 Blanco con luz t=15 dias

Como se puede observar no existe diferencia alguna entre el blanco que fue
sometio a la condicion de exposicion de Luz UV y la que se obtiene cuando se
somete a la condicién de exposicion de Luz UV después de 15 dias, por lo cual la
fase no se degrada con este condicion.
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Figura 67 Blanco con temperatura t= inicial
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Figura 68 Blanco con temperatura t=15 dias

Como se puede observar no existe diferencia alguna entre el blanco que fue
sometio a la condicion de exposicion de Temperatura y la que se obtiene cuando
se somete a la condicion de exposicion de Temperatura después de 15 dias, por

lo cual la fase no se degrada con este condicion.
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4.2 Linealidad

La linealidad de la respuesta del detector (area) a la longitud de onda del método

fue examinada en seis niveles diferentes de concentracion de la solucién estandar

en un rango de 60 a 140 %. Se prepararon dos diferentes curvas y cada nivel fue

inyectado por triplicado, los datos se resumen en las siguientes tablas con sus

respectivas graficas.

Tabla 1 Linealidad

NIVEL (%) MUESTRA INYECCION AREA AREA/ Conc.
RA 8 BS
1 191854.000894 21147.93
1 2 190876.937129 21040.23
60 3 191334.223225 21090.61
(9.072 1 192778.386136 21249.78
mg/mL) 2 2 192699.801252 21241.18
3 192000.605056 21164.13
T 223087.093957 21077.76
1 2 222337.403201 21006.90
70 3 223130.012388 21081.82
(10.584 1 225301.312493 21286.94
mg/mL) 2 2 224947.584354 21253.59
3 224376.131449 21199.55
1 255773.045285 21145.25
1 2 255289.794046 21105.32
80 3 257367.469600 21277.03
(12.096 1 259119.870326 21421.96
mg/mL) 2 2 259658.837329 21466.52
3 259473.572355 21451.22
1 325693.490778 21540.54
1 2 324075.796341 21433.60
100 3 325634.479526 21536.64
(15.12 1 329520.656018 21793.72
mg/mL) 2 2 328811.761918 21746.83
3 329063.416545 21763.43
1 384409.262727 21186.56
1 2 385334.130780 21237.54
120 3 384813.725714 21208.88
(18.144 1 390045.404748 21497.19
mg/mL) 2 2 391356.004003 21569.44
3 392350.077717 21624.23
1 448409.321871 21183.34
1 2 450164.247512 21266.25
140 3 450685.013211 21290.86
(21.168 1 456133.020855 21548.23
mg/mL) 2 2 456696.466242 21574.83
3 455827.495466 21533.78
PROMEDIO 21340.1
CV 1.02

65



Linelidad del sistema para RA 8 BS
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Figura 69 Grafica de regresion lineal de RA 8 BS

Criterio de aceptacion: El coeficiente de determinacién debe ser mayor o igual a

0.98 y el coeficiente de variacion de la respuesta debe ser menor o igual a 2.0%

Al realizar el andlisis estadistico de valores area (y) contra concentracion (x) se
observa que existe una relacion estadisticamente significativa entre ambos y que

el modelo que describe la relacién que se ajusta a la recta es la siguiente:

Y=m*x+b y = 21638.389474x - 3857.441612
Pendiente (m)= 21638.389474
Ordenada al origen (b)= 3857.441612
Coeficiente de correlacién= 0.9995
Coeficiente de determinacion (r2 )= 0.9990

Se puede observar que se presenta un comportamiento lineal en el intervalo de
concentracion de RA 8 BS de 9.072 ng/mL a 21.168 ng/mL con un coeficiente de
determinacion mayor a 0.98 y el coeficiente de variacion del factor de respuesta es
menor a 2.0 %, por lo cual se cumplen los criterios de aceptacion establecidos

para esta prueba.
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4.3 Linealidad del método

4.3.1 Linealidad del método para la primer concentracion.

Tabla 2 de linealidad de Método para ler concentracion

Nivel
No de inyeccion
(%) Adicionados Recuperados
1 0.700 0.7056
2 0.700 0.7119
3 0.700 0.7038
1 0.700 0.6983
70 2 0.700 0.7021
3 0.700 0.6994
1 0.700 0.6952
2 0.700 0.6942
3 0.700 0.6956
1 1.000 1.0090
2 1.000 1.0150
3 1.000 1.0143
1 1.000 1.0114
100 2 1.000 1.0062
3 1.000 1.0106
1 1.000 1.0150
2 1.000 1.0172
3 1.000 1.0130
1 1.300 1.3216
2 1.300 1.3248
3 1.300 1.3216
1 1.300 1.3230
130 2 1.300 1.3225
3 1.300 1.3187
1 1.300 1.3206
2 1.300 1.3214
3 1.300 1.3153
Linealidad del método de la 1ler Concentracidon
1.4
2 1.2
B 1
9 os
§ 0.6
5 04 y = 1.0340x - 0.0226
= 0-5 R® = 0.9997
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
mg adicionados

Figura 70 Grafica de linealidad de Método para ler concentracion.
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Criterio de aceptacion: El coeficiente de determinacion debe ser mayor a 0.98, la
ordenada al origen no debe ser significativamente diferente de cero y la pendiente

no debe ser significativamente diferente de uno.

Después de realizar la regresion lineal de los valores de mg adicionados (X) contra

mg recuperados (y) se obtiene la siguiente ecuacion de la recta.

y=mx+b Y=1.0340x-0.0226
Pendiente (m)= 1.0340
Ordenada al origen (b)= -0.0226
Coeficiente de correlacion (r) = 0.9999
Coeficiente de determinacion ( r?)= 0.9997
t(0.95,25= 1.7081

Intervalo de confianza para la pendiente (95%, 25 g.l.) 1.0284 a 1.0396
Intervalo de confianza para la ordenada (95%, 25g.1.) -0.01681 a-0.02835
Coeficiente de variacién de la regresion. 0.413%

Con los resultados obtenidos se puede observar que existe una relacion
estadistica entre los mg adicionados y los recuperados de RA 8 BS, ya que nos
arroja como resultado un coeficiente de determinacion de 0.9997, el cual es mayor
a 0.98, el cual indica que el método es lineal, por lo cual se puede observar que el
método cumple con este parametro, también se puede observar que el rango de la
ordenada al origen no incluye el cero por lo cual se puede considerar que no
cumple con este criterio, pero esto se debe a que no todos los métodos cumplen
con la ley de Lamber y Beer, y esto se puede observar que a concentraciones

bajas cambia el valor de la pendiente.

Para el caso de la pendiente el criterio indica que no debe ser significativamente
diferente de uno, pero en el calculo del intervalo para este parametro se observa

gue no lo incluye y esto se puede deber a un error en el método.
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4.3.2 Linealidad del método para la segunda concentracion.

Tabla 3 de linealidad de Método para 2da concentracién

NIVEL No de inyeccion Mg Mg
(%) Adicionados Recuperados
1 1.050 1.0346
2 1.050 1.0401
3 1.050 1.0354
1 1.050 1.0336
70 2 1.050 1.0273
3 1.050 1.0419
1 1.050 1.0352
2 1.050 1.0340
3 1.050 1.0264
1 1.500 1.5041
2 1.500 1.4802
3 1.500 1.4847
1 1.500 1.4976
100 2 1.500 1.4900
3 1.500 1.4853
1 1.500 1.4870
2 1.500 1.4927
3 1.500 1.4866
1 1.950 1.9757
2 1.950 1.9700
3 1.950 1.9685
1 1.950 1.9622
130 2 1.950 1.9627
3 1.950 1.9546
1 1.950 1.9697
2 1.950 1.9709
3 1.950 1.9660
Linealidad del método de la 2da Concentracion
2.5 7
[%2]
3 27
@
@ 1.5 1
Q.
=}
8 17
= y = 1.0360x - 0.0571
(= 05 T 2
1S R =0.9996
O T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5
mg adicionados

Figura 71 Grafica de linealidad de Método para 2da concentracién.
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Criterio de aceptacion: El coeficiente de determinacion debe ser mayor a 0.98, la
ordenada al origen no debe ser significativamente diferente de cero y la pendiente

no debe ser significativamente diferente de uno.

Después de realizar la regresion lineal de los valores de mg adicionados (X) contra

mg recuperados (y) se obtiene la siguiente ecuacion de la recta.

y=mx+b Y=1.0360x0.0571
Pendiente (m)= 1.0360
Ordenada al origen (b)= -0.0571
Coeficiente de correlacion (r) = 0.9998
Coeficiente de determinacion ( r?)= 0.9996
t(0.95,25= 1.7081

Intervalo de confianza para la pendiente (95%, 25 g.1.) 1.0288 a 1.0432

Intervalo de confianza para la ordenada (95%, 25g.1.) -0.04597 a-0.06825
Coeficiente de variacién de la regresion. 0.539%

Con los resultados obtenidos se puede observar que existe una relacion
estadistica entre los mg adicionados y los recuperados de RA 8 BS, ya que nos
arroja como resultado un coeficiente de determinacion de 0.9996, el cual es mayor
a 0.98, el cual indica que el método es lineal, por lo cual se puede observar que el
método cumple con este parametro, también se puede observar que el rango de la
ordenada al origen no incluye el cero por lo cual se puede conrsiderar que no
cumple con este criterio, pero esto se debe a que no todos los métodos cumplen
con la ley de Lamber y Beer, y esto se puede observar que a concentraciones

bajas cambia el valor de la pendiente.

Para el caso de la pendiente el criterio indica que no debe ser significativamente
diferente de uno, pero en el calculo del intervalo para este parAmetro se observa

gue no lo incluye y esto se puede deber a un error en el método.
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4.4 Exactitud

Se prepararon muestras de placebo cargado a tres diferentes niveles de

concentracion (70, 100 y 130 %). Los resultados se muestran las tablas 2y 3

Tabla 4 Exactitud para RA 8 BS ler concentracion

NIVEL (%) | MUESTRA INYECCION % RECOBRO | PROMEDIO cV
RA 8 BS (%)

100.8
101.7
100.5
99.8
100.3 100.1% 0.8%
99.9
99.3
99.2
99.4

70 2

100.9
101.5
101.4
101.1
100.6 101.2% 0.3%
101.1
101.5
101.7
101.3

100 2

101.7
101.9
101.7
101.8
101.7 101.6% 0.2%
101.4
101.6
101.6
101.2

130 2

WNRFRP[WONRERPIWNRPIWONRFRPIWONRERP(WODNRERPWOWNRERPIWONERIWNPE

Promedio Global= 101.0%
Desv. Est. Global= 0.8
CV Global= 0.8%

Criterio de aceptacion: Recobros del 98% al 102%

Como se puede observar en la tabla los porcentajes de recuperacion a cada nivel de
concentraciéon de RA 8 BS cumple con el criterio de aceptacion estipulado para esta
prueba y se obtuvé un promedio general de 101.0%, el cual se encuentra dentro del
rango establecido, ademas se tiene un coeficiente de variacion de 0.8% el cual es menor
al 2.0%, por lo que el método es exacto para esta concentracion.
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Tabla 5 Exactitud para RA 8 BS 2da concentracion

NIVEL (%) | MUESTRA INYECCION % RECOBRO PROMEDIO cv
RA 8 BS (%)

98.5
99.1
98.6
98.4
97.8 98.5 0.5
99.2
98.6
98.5
97.8

70 2

100.3
98.7
99.0
99.8
99.3 99.3 0.5
99.0
99.1
99.5
99.1

100 2

101.3
101.0
100.9
100.6
100.7 100.9 0.3
100.2
101.0
101.1
100.8

130 2

WNRFRPWNRERPWNRERPIWONRFRPIWONRFRPIWONREP(WONERP[WNRIWN P

Promedio Global= 99.6%
Desv. Est. Global= 1.1
CV Global= 1.1%

Criterio de aceptacion: Recobros del 98% al 102%

Como se puede observar en la tabla los porcentajes de recuperacion a cada nivel de
concentraciéon de RA 8 BS cumple con el criterio de aceptacion estipulado para esta
pruebay se obtuvé un promedio general de 99.6%, el cual se encuentra dentro del rango
establecido, ademas se tiene un coeficiente de variacion de 1.1% el cual es menor al

2.0%, por lo que el método es exacto para esta concentracion.
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4.5 Precision y precision intermedia
4.5.1 Precision

Se tomaron los valores obtenidos de la Precision intermedia del analista 2 los

dias 1y 2 (seis muestras en total), los resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 6 Precision para RA 8 BS ler concentracion

Precision de RA 8 BS 1ler Concentracién
DIA| MUESTRA % DE RECOBRO
101.4
1 101.2
101.6
102.0
1 2 102.3
101.9
102.3
3 102.3
102.8
100.1
1 100.1
100.0
99.4
2 2 99.3
99.3
100.0
3 100.0
99.6

Promedio= 100.9%

Desv. Est.= 1.2

Cv= 1.2%
Criterio de aceptacion: El Coeficiente de variacion debe ser menor o igual al 1.5 %
Con los resultados obtenidos en la prueba se puede observar que el coeficiente de
variacion de la prueba es de 1.2% por lo cual cumple con el criterio de aceptacion

de la prueba, por lo cual el método es preciso para esta concentracion.
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Se tomaron los valores obtenidos de la Precision intermedia del analista 2 los

dias 1y 2 (seis muestras en total), los resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 7 Precision para RA 8 BS 2da concentracion

Precision de RA 8 BS 2da Concentracion
DIA| MUESTRA % DE RECOBRO
98.6

1 98.2

98.4

98.2

1 2 98.5

98.0

98.5

3 98.3

98.3

98.5

1 98.3

98.3

97.7

2 2 97.5

97.5

97.0

3 97.1

97.1

Promedio 98.0%
Desv. est. 0.5
% DSR = 0.5%

Criterio de aceptacion: El Coeficiente de variacion debe ser menor o igual al 1.5 %

Con los resultados obtenidos en la prueba se puede observar que el coeficiente de
variacion de la prueba es de 0.5 % por lo cual cumple con el criterio de aceptaciéon

de la prueba, por lo cual el método es preciso para esta concentracion.
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4.5.2 Precision intermedia

Se analizaron muestras de producto terminado por dos analistas dos dias
diferentes preparando tres muestras por dia cada analista para tener un total

de doce determinaciones.

Tabla 8 Precision intermedia RA 8 BS ler concentracion

Precision intermedia 1er Concentracion
% RECOBRO
DIA| MUESTRA | INYECCION | ANALISTA 1 [ ANALISTA 2
1 101.4 101.4
1 2 100.7 101.2
3 101.2 101.6
1 101.9 102.0
1 2 2 101.8 102.3
3 101.6 101.9
1 101.5 102.3 Promedio 101.7%
3 2 101.4 102.3 Desv est 0.5
3 101.1 102.8 CcVv 0.5%
1 100.2 100.1
1 2 100.3 100.1
3 100.3 100.0
1 101.1 99.4
2 2 2 100.8 99.3
3 100.6 99.3
1 99.7 100.0 Promedio 100.0%
3 2 100.1 100.0 Desv est 0.5
3 99.8 99.6 Ccv 0.5%
Promedio general 100.9%
Desv. Est. General 1.0
CV general (%) 1.0%

Criterio de Aceptacion: El Coeficiente de variacidon debe ser menor o igual a
2.0%

Con los resultados obtenidos en la prueba se puede observar que el coeficiente de
variacion promedio de las 12 determinaciones es de 1.0 %, lo que indica que el
método es reproducible ya que cumple con el criterio de aceptacion establecido

para esta prueba.
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Tabla 9 Precision intermedia RA 8 BS 2da concentracion

Precision intermedia 2da Concentracion
% RECOBRO
DIA | MUESTRA | INYECCION | ANALISTA1 | ANALISTA 2

1 97.4 98.6
1 2 97.2 98.2
3 97.1 98.4
1 97.7 98.2
1 2 2 97.7 98.5
3 98.5 98.0
1 97.9 98.5
3 2 97.8 98.3
3 97.8 98.3
1 97.3 98.5
1 2 97.7 98.3
3 97.4 98.3
1 96.3 97.7
2 2 2 96.2 97.5
3 96.3 97.5
1 97.6 97.0
3 2 97.5 97.1
3 97.5 97.1

Promedio General 97.7%

Desv. Est. General 0.6
CV General (%) 0.6%

Promedio
Desv est
Ccv

Promedio
Desv est
CcVv

Criterio de Aceptacion: El Coeficiente de variacion debe ser menor o igual a

2.0%

Con los resultados obtenidos en la prueba se puede observar que el coeficiente de
variacion promedio de las 12 determinaciones es de 0.6 %, lo que indica que el

meétodo es reproducible ya que cumple con el criterio de aceptacion establecido

para esta prueba.
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4.6 Limite de detecciény de cuantificacién

4.6.1 Limite de deteccidn

Para obtener el valor del limite de deteccion, primero se obtiene el promedio de la

altura del ruido, este valor se multiplica por tres y este es el valor que se obtiene
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1
©.cocos
=
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o .cocoz
o.ooco -]
i
o.cccco -
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=00 st -C -.oo
e S ermsle e e SLA NGO Winl 1 ecthon 8 Chum el T a0 7 it ¥
Date Acculned Siktrmcoe. OB de Abrit de 2005 O S4: 53 . r.

Figura 72 Cromatograma del blanco

La altura del pico se observa en el siguiente cuadro de resultados

Tabla 10 Resultados del blanco

RESULTADOS POR AREA

Name: PICO MAS ALTO

Saurwtetiarme | via o e (f‘;} usP N userT | © Juser ":‘:3;‘ 7 u‘“’. ——
BLANC O 1 PICO MAS AATG | 4 28| 795157250 oo ) 18 as s=s5
BLANCO 1 PICO MAS aLTO | 2 28 | 1016551552 cal| 1a P sra
BLANCO 1 FCoMAS ALTO | = 28] ea7300s748 cs] 1e as s26
BLANCO 1 PICO Mas aLTo | 4 =8 ] eailasorsa ce | 1.8 ) s65
BLANG O 2 PICOMAS AL TO | S Za§ 113z se17s3 ool 18 Sa ==
BLANCO ] PMCoOMAs alTo | & zal oes=2st1i0z aal s =0 eos
BLANCO 1 PICO Mas sLTo | 7 28| &7 ssasso oo | e == eo7
BLANCS 1 PCoOMAsS aLTO | =8 28 | 1037 7a3054 10] 1e &2 =
BLANMG G 1 PICO Mas aLTo | 8 28 | 10as.11468s 10 18 s3 aso
eLAMCcCO 1 PICO MAS AL TO § 0 28| 790443004 S EE ) soo
B 28 e o9 1.8 -0 .5 S093

es 7.4

El limite de deteccion estimado es con una altura de aproximadamente 150 nV
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Figura 73 Cromatograma del limite de deteccion

Se realiz6 una curva de calibracion para obtener el valor del limite de deteccion y

del limite de cuantificacion.

La curva de calibracion es la siguiente:

Curva de Calibracion (Limite de deteccidn)

250.0

200.0

150.0

Altura

100.0 -~
y = 1534.5x + 0.7833

50.0 A R? = 0.9981

OO T T T T T T T 1
0.000 0.020 0.040 0.060 0.080 0.100 0.120 0.140 0.160

Concentraciéon (mg/mL)

Figura 74 Curva de calibracién de limite de deteccién
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Tabla 11 Resultados de las alturas de la curva para limite de deteccion

NIVEL [INYECCION|] Curva |CONCENTRACION|RESPUESTA| FACTOR
% (ny/mL ) (ALTURA) |[(ALTURA/Con.)
? 0.064 103.0 1621.95
2 1 0.064 98.0 1543.21
0.423 3 0.064 100.0 1574.70
1 0.064 99.0 1558.96
2 2 0.064 97.0 1527.46
3 0.064 99.0 1558.96
? 0.085 132.0 1558.96
2 1 0.085 131.0 1547.15
0.564 3 0.085 128.0 1511.72
1 0.085 130.0 1535.34
2 2 0.085 132.0 1558.96
3 0.085 129.0 1523.53
? 0.106 161.0 1521.16
2 1 0.106 160.0 1511.72
0.706 3 0.106 159.0 1502.27
1 0.106 162.0 1530.61
2 2 0.106 164.0 1549.51
3 0.106 164.0 1549.51
? 0.127 198.0 1558.96
2 1 0.127 196.0 1543.21
0.847 3 0.127 198.0 1558.96
1 0.127 195.0 1535.34
2 2 0.127 194.0 1527.46
3 0.127 192.0 1511.72
? 0.148 231.0 1558.96
2 1 0.148 228.0 1538.71
0.988 3 0.148 229.0 1545.46
1 0.148 229.0 1545.46
2 2 0.148 230.0 1552.21
3 0.148 228.0 1538.71
PROMEDIO 1543.4
DESV. EST. 23.09
cV 1.50

Con los resultados que se obtuvieron se puede decir que el limite de deteccion es

0.106ng/mL, ya que es tres veces mas alto que la sefial del ruido, pero en este

caso se puede observar tambien que dicho calculo es erroneo, ya que el tiempo

de retencion en el cual se tomo la altura del ruido no corresponde al tiempo de

retencion del activo del cual se esta desarrollando el método analitico,
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4.6.2 Limite de cuantificacion
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Figura 75 Cromatograma del limite de cuantificacion

De acuerdo a la altura promedio del ruido el valor calculado de altura para el limite

de cuantificaciéon es de 500.

La curva de calibracion para el limite de cuantificacion es la siguiente:

Curva de Calibracion (Limite de Cuantificacién)
1000 A
800 A
@ 600 A
2
< 400 A
200 y = 1573.6x - 8.3897
R? = 0.9999
O T T T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Concentracién (mg/mL)

Figura 76 Curva de calibracion de limite de cuantificacion
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Tabla 12 Resultados de las alturas de la curva para limite de cuantificacion.

NIVEL INYECCION | Curva | CONCENTRACION| RESPUESTA FACTOR
% ( mg/mL) (ALTURA) (ALTURA/CONC)

1 0.076 107 1407.895

2 1 0.076 107 1407.895

3 0.076 105 1381.579

1 0.076 114 1500.000

2 2 0.076 111 1460.526

0.504 3 0.076 114 1500.000
1 0.151 231 1529.801

2 1 0.151 235 1556.291

3 0.151 231 1529.801

1 0.151 235 1556.291

2 2 0.151 233 1543.046

1.008 3 0.151 229 1516.556
1 0.302 466 1543.046

2 1 0.302 464 1536.424

3 0.302 458 1516.556

1 0.302 467 1546.358

2 2 0.302 468 1549.669

2.016 3 0.302 463 1533.113
1 0.454 704 1550.661

2 1 0.454 707 1557.269

3 0.454 705 1552.863

1 0.454 708 1559.471

2 2 0.454 708 1559.471

3.024 3 0.454 711 1566.079
1 0.605 945 1561.983

2 1 0.605 944 1560.331

3 0.605 942 1557.025

1 0.605 945 1561.983

2 2 0.605 943 1558.678

4.032 3 0.605 942 1557.025

PROMEDIO 1527.3
DESV. EST. 49.49
CVv 3.24

Con la curva de calibracién se puede observar que la concentracion con la cual se

obtiene una altura cercana a la calculada es la de 0.302ng/mL, por lo cual esta

solucion es la encontrada como limite de cuatificacion.
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Para llevar a cabo la corroboracion se prepararon 6 soluciones de esta

concentracion y e inyecto por triplicado para obtener el CV de las muestras.

Tabla 13 Resultados de la corroboracion de limite de cuantificacion

Con los resultados obtenidos se puede observar que el coeficiente de variacién es
de 1.2, este valor es menor al estipulado en el criterio de aceptacion que es de

10.0%, con lo cual se corroboro que el limite d deteccion es el correcto.

4.7 Toleranciay robustez

4.7.1 Variacion de la forma en la que se prepara la fase movil. (Prueba de

Robustez)

Esto es que el equipo us6 dos reservorios diferentes y al analizar se preparaba la
fase mévil con ayuda de las bombas del equipo o que el quimico analista prepare
la fase movil filtrando todo por separado y mezclando al final, solo se utiliza un

reservorio.

El % de variacién no debe ser mayor al 2.0
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Los resultados obtenidos son los siguientes:

Tabla 14 Resultados Variacion de Preparacion de fase

AREA TR T K R Platos teori (C-i:VI
' PROMEDIO s atos tedricos ) e
FASE MOVIL area
FASE MOVIL
PREPARADA POR
EL EQUIPO CON 324609 4.4 1.3 3.4 N/A 2604 0.8
DOS
RESERVORIOS
FASE MOVIL
PREPARADA
MANUALMENTE EN 323357 4.4 1.3 3.4 N/A 2607 09
UN SOLO
RESERVORIO
FASE MOVIL RESULTADO
PREPARADA POR FASE MOVIL
CONCEPTO EL EQUIPO CON CRITERIO DE PREPARADA
DOS ACEPTACION .
MANUALMENTE EN | % VARIACION
RESERVORIOS UN SOLO
RESERVORIO
Coleo (T) : 1.3 Menor a 2.0 1.3 0
No se ve afectado
Tiempo de retencién sensiblemente y
(TR) : 4.4 no se afecta la 44 0
selectividad
No debe haber
una variacion
K: 3.4 mayor del 2.0% 3.4 0
con respecto a la
fase original
4 . No mayor del
C.V del érea. : 0.8 2 0% 0.9 0.1

El tiempo de retencion, asi como los pardmetros cromatograficos no se ven

modificados utilizando la fase movil con ayuda del equipo, utilizando dos

reservorios y la fase movil preparada por el analista en un reservorio por lo cual no

existe diferencia alguna entre el modo de preparacion de la fase movil.
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4.7.2 variacion en la proporcion de la fase mévil. (Prueba de Robustez)

Chromatogram

0.04a0 S =
0.030—
|
- = =]
’ =
=2 0.020 =
0.010-
0.000{—— - ————— —— — e ————
o.00 2.00 4.00 6.00

Minutes
SampleName std1; Vial 2; njection 1; Date
Acquired Domingo, 27 de Febrero de 2005
09:51:26 a.m.

Figura 77 Fase normal: 75% Metanol: 25% Buffer pH 4.6

En este cromatograma se observa que en condiciones normales de operacion el

tiempo de retencién es de 4.4 min.

Chrom atogram:
O.040 | — R

O. 030

A
L

O. 000 R T = = ‘ = = — ".'"---:---.:-'-TJ;
0.00 =2.00 .00 .00 8.00 10.00
Minutes
SanmrpleNarmese ST 1; Vial 2, njection 1. Date
— Awcquired Lunes, 28 de Febrero de 2005
O05:48:59 a.rm

Figura 78 Fase 1  80% Metanol: 20% Buffer pH 4.6

En este cromatograma se observa que el tiempo de retencion del activo se

modifica hasta un valor de 3.4 min

84



Chrom atogramrm

A
6206

0

0

a

) 0
A

F— . S . A — . . . . S— 1
o.oco =.00 4.00 &.00 8.00 10.00
Minutes
SarmmrpleNarnns=s ST Vial 2; injection 1; Date
—————— Acquired Lunes, 28 de Febrero de 2005
12:19:36 a.rm.

Figura 79 Fase 2 70% Metanol: 30% Buffer pH 4.6

En este cromatograma se observa que el tiempo de retencién del activo se

modifica hasta un valor de 6.2 min.

A continuacién se muestran los resultados obtenidos de la variacion de fase movil.

Tabla 15 Resultados variacion de fase movil

AREA Platos CV del
FASE MOVIL | PROMEDIO TR T K Rs teoricos area

NORMAL
(Buffer de
fosfatos pH

4.6 25 %y 333468 4.4 1.3 34 N/A 2643 09
metanol
HPLC 75%)

Fase 1
(Buffer de

fosfatos pH
4.6 20 Y%y 342103 34 14 24 N/A 2871 0.7

metanol
HPLC 80%)

Fase 2
(Buffer de
fosfatos pH

4.6 30 Y%y 340928 6.2 1.4 5.2 N/A 2453 0.9
metanol
HPLC 70%)
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RESULTADO
Fase 1 Fase 2
(Buffer de | (Buffer de
RESULTADOS fosfatos fosfatos
CONCEPTO | FASE MOVIL (A:E:ETPETRACC)IE)E pH 4.6 20 |pH 4.6 30
NORMAL %y %y
metanol metanol
HPLC HPLC
80%) 70%)
Coleo () : 1.3 Menor a 2.0 1.4 1.4
Tiempo de
retenciéon 4.4 No se +V$ gf;?:]%gjo por 34 6.2
(TR) : -
No se debe ver
K: 34 afectado 29.4% 52.9%
considerablemente®
C.v. dfel area 0.9 No mayor del 2.0% 0.7 0.9

Para dar un resultado mas adecuado se realiz6 un andlisis de varianza entre la
condicion de trabajo normal y las variaciones de proporcion de fase movil, se
encontré6 que existe una diferencia significativa entre la fase mévil normal y la
variacion de proporcion de fase movil, El analisis estadistico se encuentra en el
Apéndice 1, el cual describe la metodologia que se siguié para realizar estos

calculos.

4.7.3 Tolerancia de filtros

Se utilizaron filtros Whatman 0.45nm vy filtros Millex 0.45mm para cada

concentracion.

Para la tolerancia de filtros no debe existir una diferencia significativa entre
ambos filtros , ademas de que no debe existir una diferencia entre ambos tipos

de filtro mayor a 2%
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Para la 1er concentracion.

Tabla 16 Resultados variacion de membranas de filtracion para ler concentracion

Filtro MUESTRA | AREA % DE RECOBRO Promedio
328295 99.3
1 326966 98.9 990.1
326896 98.9
326903 98.9
Whatman 2 326300 98.7 98.8
326451 98.8
324935 98.3
3 324797 98.3 98.3
324555 98.2
326614 98.8
1 326570 98.8 98.8
326532 98.8
327054 99.0
Millex 2 326517 98.8 98.9
326767 98.9
325863 98.6
3 326713 98.8 98.7
326220 98.7
Promedio Whatman= 98.7 Promedio Millex= 98.8
Desviacion estandar Desviacién estandar
Whatman= 0.4 Millex= 0.1
% DSR Whatman= 0.4 % DSR Millex= 0.1

No existe una diferencia significativa entre el uso de filtros millex y Whatman, ya
gue la diferencia entre medias es de 0.1, pero ademas se realizo una prueba de
comparacion de medias para corroborar los resultados obtenidos, esta prueba se
encuentra descrita en el apéndice 2, en el cual nos dice que no existe diferencia

significativa entre ambos tipos de filtros para la concentracién de 50 mg.
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Tabla 17 Resultados de variacién de membranas de filtracion para 2da Concentracién

Filtro
MUESTRA | AREA % DE RECOBRO Promedio
419776 101.2
1 419661 101.2 101.0
417928 100.8
418733 101.0
Whatman 2 417311 100.6 100.7
417340 100.6
416876 100.5
3 416383 100.4 100.4
416213 100.3
416921 100.5
1 417768 100.7 100.6
417081 100.6
417611 100.7
Millex 2 417044 100.5 100.6
417356 100.6
416858 100.5
3 416348 100.4 100.5
416968 100.5
Promedio Whatman= 100.7 Promedio Millex= 100.6
Desv. Est. Whatman= 0.3 Desv. Est. Millex= 0.1
% DSR Whatman= 0.3 % DSR Millex= 0.1

No existe una diferencia significativa entre el uso de filtros millex y Whatman, ya

gue la diferencia entre medias es de 0.1, pero ademas se realizo una prueba de

comparacion de medias para corroborar los resultados obtenidos, esta prueba se

encuentra descrita en el apéndice 3, en el cual nos dice que no existe diferencia

significativa entre ambos tipos de filtros para la concentracion de 75 mg.
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4.8 Adecuabilidad del sistema

Tabla 18 Adecuabilidad de RA 8 BS
FASE TR| N T | K' | No. Inyecciones
1 4,912875(1.1{3.9 7
2 4.412933(1.3|34 8
3 44119301434 12
4 4,7|2135(1.3|3.7 11
5 451249714135 11
6 44124791434 14
7 4.412359(1.5|34 16
8 44124691534 16
9 45(1785(1.5|3.5 29
10 4.412688(1.3|3.4 15
PROMEDIO [4.5(2415|1.4|3.5 14

De acuerdo con los resultados obtenidos los parametros de adecuabilidad son los

gue a continuacion se presentan:

RA 8 BS
Tiempo de retencion (Tr) 4.5min£1 min
Coleo (T) Menor a 2
Platos Tedricos 2415

Ademas antes de cada serie de medicion, inyectar por quintuplicado la solucion de
comparacion 1 y una vez la solucion de comparacion dos la DER debera ser
menor o igual a 2 %, intercalar inyecciones de estandar cada 6 muestras y al final

de la serie la DER de todas las inyecciones debera ser menor o igual a 2.0 %.
4.9 Estabilidad de las muestras y estandares

La estabilidad de las muestras y referencias se evalu6 preparando tres muestras
y dos referencias, los cuales fueron analizados a las 24, 48 y 72 horas después de

su preparacion. Las muestras y referencias fueron almacenadas en temperatura
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ambiente y en refrigeracion, empleando soluciones de referencia recientemente

preparadas.

49.1 Estabilidad estandares

Tabla 19 Estabilidad de estandares.

CONDICION Refrigeracion sinlLuz | conLuz
INICIAL 100.0 100.0 100.0
Muestra 1 97.6 97.5 86.9
Muestra 2 99.0 98.0 87.7
PROMEDIO 24 HORAS 98.3 97.8 87.3
DIFERENCIA % 1.7 2.2 12.7
Muestra 1 99.1 97.2 75.3
Muestra 2 100.7 97.9 79.6
PROMEDIO 48 HORAS 99.9 97.6 77.5
DIFERENCIA % 0.1 24 22.5

Las soluciones de referencia son estables en refrigeracion hasta 48 horas, y no

son estables mas de 24 horas con y sin luz a temperatura ambiente.

4.9.2 Estabilidad muestras de RA 8 BS l1er Concentracion

Tabla 20 Estabilidad de muestras RA 8 BS 1ler Concentracion.

CONDICION Refrigeracién sin Luz con Luz
Muestra 1 100.2 100.2 100.2
Muestra 2 100.8 100.8 100.8

INICIAL 100.5 100.5 100.5
Muestra 1 98.7 99.6 92.1
Muestra 2 98.9 99.1 93.0

PROMEDIO 24 HORAS 98.8 99.4 92.6
DIFERENCIA % 1.7 1.1 7.9
Muestra 1 97.5 96.8 77.6
Muestra 2 97.3 96.8 77.1
PROMEDIO 48 HORAS 97.4 96.8 77.4
DIFERENCIA % 3.1 3.7 23.1
Muestra 1 99.3 96.8 67.6
Muestra 2 99.3 95.5 59.9
PROMEDIO 72 HORAS 99.3 96.2 63.8
DIFERENCIA % 1.2 4.3 36.7
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Las soluciones muestras son estables en refrigeracion y a temperatura ambiente

sin luz hasta 24 horas, las muestras con luz no son estables 24 horas.

4.9.3 Estabilidad muestras de RA 8 BS 2da Concentracion

Tabla 21 Estabilidad de muestras RA 8 BS 2da Concentracion.

CONDICION Refrigeracion sin Luz con Luz
Muestra 1 95.9 95.9 95.9
Muestra 2 95.3 95.3 95.3

INICIAL 95.6 95.6 95.6
Muestra 1 96.3 96.2 90.2
Muestra 2 96.0 96.0 93.0

PROMEDIO 24
HORAS 96.2 96.1 89.2
DIFERENCIA % -0.6 -0.5 6.4
Muestra 1 94.6 93.0 73.0
Muestra 2 94.4 93.6 72.2

PROMEDIO 48
HORAS 94.5 93.3 72.6
DIFERENCIA % 1.1 2.3 23.0
Muestra 1 95.7 92.8 59.8
Muestra 2 95.1 92.3 59.6

PROMEDIO 72
HORAS 954 92.6 59.7
DIFERENCIA % -0.2 3.0 35.9

Las soluciones muestras son estables en refrigeracién hasta un periodo de 72
horas, a temperatura ambiente sin luz son estables hasta 24 horas y las muestras

con luz no son estables mas de 24 horas.
4.9.4 Estabilidad de la fase movil

La fase movil fue preparada y almacenada durante 7 dias a temperatura ambiente
y en refrigeracion, se determino en base a los parametros cromatogréaficos
obtenidos con soluciones de referencia recientemente preparadas a las cero

horas, 48 hrs y a los 7 dias.
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Tabla 22 Temperatura ambiente

PARAMETRO TIEMPO (dias) CRITERIO | CALCULADO| RESULTADO
DIAS 0 2 A —
Flujo (mL/min) | 1.5 15 15 N/A N/A N/A
C.V. (%) 1.0 0.4 1.0 <2.0 <2.0 Cumple
Aréa | 334418| 325570 | 319713|  NIA N/A N/A
Promedio
Tiempo de
retencion 45 5 4.40 N/A N/A N/A
No. Platos
tedricos 2425 1970 2687 n>ni-20% | 1940 | 2910 Cumple
Coleo 1.4 1.3 1.3 T< 2.0 T< 2.0 Cumple
Factor de 35 4.0 34 | k+50% | 1.75 | 5.25 Cumple
capacidad
Temperatura: refrigeracion
PARAMETRO TIEMPO (dias) CRITERIO | CALCULADO| RESULTADO
DIAS 0 2 e —
Flujo (mL/min) | 1.5 1.5 15 N/A N/A N/A
C.V. (%) 1.0 0.3 0.9 <2.0 <2.0 Cumple
Area 334418 | 325349 | 319559 N/A N/A N/A
Promedio
Tempode | g 5 4.40 N/A N/A N/A
retencion
No. Platos 50
teBricoS 2425 | 1946 | 2679 | n>ni-20% | 1940 | 2910 Cumple
Coleo 1.4 1.3 1.3 T<2.0 T<2.0 Cumple
Factor de 35 4.0 34 | K+50% | 1.75 | 525 | Ccumple
capacidad

La fase movil es estable hasta 7 dias, ya sea a temperatura ambiente o

refrigeracion, ya que los parametros de la adecuacion del sistema no tienen

cambios significativos.
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CAPITULO 5 Conclusiones

Se realizd la validacién de un método analitico por cromatografia de Liquidos de
alta resolucion (CLAR) para la cuantificacion de RA 8 BS en una forma

farmacéutica sdlida, para lo cual se utilizo una columna nbondapak C18 de
300*3.9mm de 10mm de tamafio de particula, asi como la fase movil utilizada de
25% Buffer pH 4.6 y 75% de Metanol y una longitud de onda de deteccion de
288nm.

Dentro de las pruebas que se realizaron se encuentran:

Especificidad

Linealidad del sistema

Exactitud del método

Precision del método
Reproducibilidad del método

Limites de deteccién y cuantificacion
Tolerancia

Estabilidad de muestras y estandares

Estabilidad de la fase moévil
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Al finalizar esta validacién podemos concluir que:

a. El método analitico para la cuantificacion de RA 8 BS es especifico, ya que

no existe interferencia alguna con el pico de interés.

El método analitico es lineal en un intervalo de concentracion de 60 a 140%

de la concentracién de activo teodrica.

El método analitico es exacto en un intervalo de concentracién de 70 a 130

% de la concentracion tedrica.

El método analitico es preciso, ya que presenta un CV menor a 1.5%

estipulado en las guias y normas.

El método analitico es reproducible, ya que al realizarse la determinacion por

dos analistas se corroboro este punto.

El método analitico permitié obtener el limite de deteccion y cuantificacion de
acuerdo a la metodologia descrita en las paginas centrales, este calculo no
fue el correcto, ya que la forma de calculo se malinterpreto y se realizé dicho

analisis en forma erronea, al final no se realizé la prueba por falta de tiempo.

El método analitico fue tolerante al cambio de filtros, asi como la forma en la

gue se prepara la fase movil.

La solucién de referencia es estable por lo menos 48hrs en refrigeracion y 24
hrs con luz diurna, las muestras de la ler concentracién son estables 24
horas en refrigeracion y con luz diurna, las muestras de la 2da concentracion

son estables 72 horas en refrigeracion y con luz diurna.

La fase mévil fue estable a temperatura ambiente por 7 dias.

El método Analitico validado puede utilizarse en el laboratorio de Control de

Calidad, para la cuantificacion de RA 8 BS en una forma farmacéutica soélida en

sus dos presentaciones analizadas.
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CAPITULO 7

Apéndice 1

Apéndice

Resumen del Procedimiento estadistico de comparacion de varianzas.

Muestra 1: organmas5 9 valores 98.0 hasta 98.4

Muestra 2: normal 9 valores 98.2 hasta 99.2

Muestra 3: orgmenos5 9 valores 97.4 hasta 98.2

El StatAdvisor

Este procedimiento compara los datos en 3 columnas del actual fichero de datos.

Realiza varios tests estadisticos y graficos para comparar las muestras. El F-test

en la tabla de ANOVA comprobara si hay alguna diferencia significativa entre las

medias. Si hay, los Tests de Rangos Mdltiples le indicaran las medias que son

significativamente diferentes unas de otras.

Resumen Estadistico

Frecuencia Media Varianza Desviacion tipica Minimo
organmas5 9 98.1778  0.0144444 0.120185 98.0
normal 9 98.6 0.12 0.34641 98.2
orgmenosS 9 97.8 0.06 0.244949 97.4
Total 27 98.1926  0.170712 0.413173 97.4

Maximo Rango Asimetria tipi. Curtosis

tipificada

organmas5 98.4 0.4 -0.0223967 0.689501
normal 99.2 1.0 0.227284 -0.393668
orgmenos5 98.2 0.8 0.0 -0.174964
Total 99.2 1.8 0.892791 0.318763

El StatAdvisor

Esta tabla muestra varios estadisticos para cada una de las 3 columnas de datos.

97



Tabla ANOVA
Analisis de la Varianza

Fuente Sumas decuad. GL Cuadrado Medio Cociente-F  P-Valor
Entre grupos 2.88296 2 1.44148 22.24 0.0000
Intra grupos 1.55556 24 0.0648148

Total (Corr.) 4.43852 26

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de cada grupo. El F-ratio, que
en este caso es igual a 22.24, es el cociente de la estimaciéon entre grupos y la

estimacion dentro de los grupos.

Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0.05, hay diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de las 3 variables a un nivel de confianza del 95.0%.
Para determinar las medias que son significativamente diferentes unas de otras,

seleccione los Tests de Rangos Mdltiples.

Tabla de Medias
con 95.0 intervalos de confianza

Frec. Media Error Estandar Limite inf. Limite sup.
(s agrupada)
organmas5 9 98.1778  0.0848625 98.0026 98.3529
normal 9 98.6 0.0848625 98.4249 98.7751
orgmenos5 9 97.8 0.0848625 97.6249 97.9751
Total 27 98.1926

El StatAdvisor
Esta tabla muestra la media para cada columna de datos. También muestra el

error estandar de cada media, que es la medida de su variabilidad en la muestra.
El error estandar es el resultado de dividir la desviacion tipica agrupada por la raiz
cuadrada del niumero de observaciones en cada nivel. La tabla también muestra
un intervalo que incluye cada media. Los intervalos mostrados actualmente son
95.0% intervalos de confianza para cada media por separado. 95.0% de estos

intervalos contendran las medias verdaderas.
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Contraste Multiple de Rango
Método: 95.0 porcentaje LSD

Frec. Media Grupos homogéneos
organmasb5 9 98.1778 X
normal 9 98.6 X
orgmenosS 9 97.8 X
Contraste Diferencias +/- Limites
organmas5 — normal *.0.422222 0.247697
organmasb - orgmenos5 *0.377778 0.247697
normal - orgmenosb5 *0.8 0.247697

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar las
medias que son significativamente diferentes unas de otras. La mitad inferior de la
salida muestra la diferencia estimada entre cada para de medias. El asterisco que
se encuentra al lado de los 3 pares, indica que éstos muestran diferencias
estadisticamente significativas a un nivel de confianza 95.0%. En la parte superior
de la pagina, se identifican 3 grupos homogéneos segun la alineacion del signo X
en la columna. Dentro de cada columna, los niveles que tienen signo X forman un
grupo de medias entre las cuales no hay diferencias estadisticamente
significativas. El método actualmente utilizado para discernir entre las medias es el
procedimiento de las menores diferencias significativas de Fisher (LSD). Con este
método, hay un 5.0% de riesgo de considerar cada par de medias como

significativamente diferentes cuando la diferencia real es igual a O.
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Apéndice 2
Resumen de Procedimiento estadistico entre comparacion de medias para la
concentracion de 50mg.
Datos: millex50-whatman50
9 valores comprendidos desde -0.5 hasta 0.5

El StatAdvisor

Este procedimiento esta destinado a examinar las diferencias significativas entre
dos muestras de datos los aales se ha agrupado en pares. Calculara varias
estadisticos y graficos para las diferencias entre los datos pareados. El
procedimiento también incluye pruebas destinadas a determinar si la diferencia

media es igual a cero.

Resumen Estadistico para millexs0-whatman50

Frecuencia=9 Media=0.1 Varianza = 0.1 Desviacion tipica = 0.316228
Minimo =-0.5 Maximo =0.5 Rango=1.0 Asimetria tipi. =-0.597546
Curtosis tipificada = 0.244949

El StatAdvisor

Incluye las medidas de tendencia central, medidas de variabilidad, y medidas de
forma. De particular interés estan los coeficientes de asimetria y curtosis
estandarizados que pueden utilizarse para determinar si la muestra procede de
una distribucién normal. Los valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a
+2 indican alejamiento significante de normalidad que tenderia a invalidar
cualquier test estadistico con respecto a la desviacion normal. En este caso, el
valor del coeficiente de asimetria estandarizado esta dentro del rango esperado

para los datos de una distribucién normal.
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El valor del coeficiente de curtosis estandarizado esta dentro del rango esperado

para los datos de una distribucién normal.

Contraste de Hipotesis para millex50-whatman50
Media muestral=0.1 Mediana muestral = 0.1
contraste t

Hipotesis nula: media = 0.0 Alternativa: no igual
Estadistico t = 0.948683 P-valor = 0.370555

No se rechaza la hipotesis nula para alpha = 0.05.

El StatAdvisor

Esta ventana muestra los resultados del tests concerniente al centro de la
poblacién de la que procede la muestra de millex50-whatman50. El test es un t
test cuya hipotesis nula es que el millex50-whatman50 medio es igual a 0.0 frente
a la hipotesis alternativa en la que millex50-whatman50 medio es no igual 0.0.
Puesto que el P-valor para este test es superior o igual a 0.05, podemos aceptar la

hipotesis nula para un nivel de confianza del 95.0%.
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Apéndice 3
Resumen de Procedimiento estadistico entre comparacién de medias para la
concentracion de 75mg.
Datos: millex75-whatman75
9 valores comprendidos desde -0.7 hasta 0.2

El StatAdvisor

Este procedimiento esta destinado a examinar las diferencias significativas entre
dos muestras de datos los cuales se ha agrupado en pares. Calculara varias
estadisticos y graficos para las diferencias entre los datos pareados. El
procedimiento también incluye pruebas destinadas a determinar si la diferencia

media es igual a cero.

Resumen Estadistico para millex75-whatman75

Frecuencia =9 Media =-0.177778 Varianza = 0.0794444
Desviacion tipica=0.281859 Minimo=-0.7 Méaximo=0.2

Rango =0.9 Asimetria tipi. =-0.935898 Curtosis tipificada = 0.0276447
El StatAdvisor

Incluye las medidas de tendencia central, medidas de variabilidad, ymedidas de
forma. De particular interés estan los coeficientes de asimetria y curtosis
estandarizados que pueden utilizarse para determinar si la muestra procede de
una distribucién normal. Los valores de estos estadisticos fuera del rango de -2 a
+2 indican alejamiento significante de normalidad que tenderia a invalidar
cualquier test estadistico con respecto a la desviacion normal. En este caso, el
valor del coeficiente de asimetria estandarizado esta dentro del rango esperado

para los datos de una distribucion normal.
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El valor del coeficiente de curtosis estandarizado esta dentro del rango esperado

para los datos de una distribucién normal.

Contraste de Hipotesis para millex75-whatman75

Media muestral =-0.177778 Mediana muestral = -0.1 contraste t
Hipotesis nula: media = 0.0 Alternativa: no igual
Estadisticot = -1.8922 P-valor = 0.0951034

No se rechaza la hipétesis nula para alpha = 0.05.

Esta ventana muestra los resultados del tests concerniente al centro de la
poblacién de la que procede la muestra de millex75-whatman75. El test es un t
test cuya hipotesis nula es que el millex75-whatman75 medio es igual a 0.0 frente
a la hipotesis alternativa en la que millex75-whatman75 medio es no igual 0.0.
Puesto que el P-valor para este test es superior o igual a 0.05, podemos aceptar la

hipo6tesis nula para un nivel de confianza del 95.0%.
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