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CAPITULO | INTRODUCCION

Hoy en dia los laboratorios deben demostrar que sus métodos analiticos
proporcionan resultados fiables y adecuados para su finalidad y propdsito
perseguido, ya que muchas de las decisiones que se toman estan basadas en la
informacion que estos datos proporcionan. La validacion de las metodologias,
junto a otras actividades englobadas en el control del aseguramiento de la calidad,
permite demostrar a los laboratorios que sus métodos analiticos proporcionan

resultados fiables

Es en los afos setenta cuando la FDA establece el paradigma “proceso no
validado es un proceso de alto riesgo, ya que en cualquier momento generara
medicamentos fuera de especificaciones” y por consecuencia no cumpliran su

funcién y pondréan en riesgo al paciente.?

Validacion es “Contar con evidencia documental, que provee de un alto grado de
seguridad de que un proceso especifico, produce consistentemente un producto

de acuerdo a especificaciones predeterminadas y atributos de calidad” 2

La validacién de métodos analiticos es un sistema involucrado en los procesos de
fabricacion en el area de calidad de la empresa y bajo la filosofia de la Validacion,
las Autoridades Regulatorias verifican que las empresas sustenten estos sistemas
con actividades documentadas, como se indica en la NOM-059 SSAl. La
validacion proporciona, a quien aplica la metodologia, una seguridad de la

confiabilidad de dichos métodos y puede tomar la decision final con certeza.*



Para la realizacion de una validacion se debe contar con: 2

Un método de andlisis apropiado, en el cual se establecen todas las
condiciones de andlisis por ejemplo: pH, velocidad de flujo, volumen de

inyeccion, sustancia de referencia, etc.

Un protocolo de validacion en donde se resumen procedimientos y criterios
para los trabajos de laboratorio. Estos criterios y procedimientos seran
uniformes con respecto a los empleados en las demas validaciones de
métodos dentro de la organizacion, y éstos a su vez de acuerdo a los
parametros establecidos por organizaciones como Secretaria de Salud de
México o la FDA en EUA.

Al finalizar la validacion debera elaborarse un informe de validacion, con

informacion util y clara, para los usuarios y autoridades. Dejando por escrito

todo lo referente a la validacion.
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1.1 OBJETIVOS

e Validar el Método Analitico para cuantificar Cloruro de Benzalconio en
solucion oftalmica con concentracion de 0.01% por cromatografia de

liguidos de alta resolucion.

e Confirmar que el sistema es lineal y preciso, que el método es preciso,
lineal, reproducible, especifico, robusto y tolerante de acuerdo a los
lineamientos basicos establecidos en la “Guia de validacion de métodos

analiticos del Colegio Nacional de QFB’s™”.

Se pretende establecer que la capacidad del método mencionado, cumpla los
requisitos para ser utilizado como método de rutina en el laboratorio de Control

Fisicoquimico y como método de especificacion de Alcon México

1.2 JUSTIFICACION 1618

De acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informética (INEGI)
los problemas visuales son la segunda causa en México de discapacidad, estos
problemas visuales se deben entre otras causas a las: hereditarias, sociales y

ambientales.

Dentro de esta problematica de salud visual, se destaca que los problemas mas
recurrentes que aquejan a la poblacion en México son: miopia, astigmatismo e

hipermetropia, mismos trastornos que pueden ser corregidos con cirugia.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Organismo
Internacional de Prevencion de la Ceguera cerca de 200 millones de personas en
el mundo sufren este tipo de padecimientos, de los cuales el 80% es curable a

través de una cirugia.
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El cloruro de benzalconio se encuentra como preservante en diversos
medicamentos oftalmicos, incluyendo anestésicos, Los cuales estan indicados en
todo procedimiento oftdlmico que requiera de anestesia topica, incluyendo
tonometria, extraccion de cuerpos extrafios, retiro de suturas, auxiliar en el

diagndstico de lesiones oculares por traumatismos y previo a eventos quirdrgicos.

Sin embargo el cloruro de benzalconio a concentraciones mayores a 0.3% causa
diversos efectos secundarios toxicos para la salud del paciente, por tal motivo se
debe emplear un método analitico para cuantificar la concentracion de dicho

compuesto.

Un método analitico mide un componente especifico (analito) en una muestra y
como todo proceso de medicidn, este debe ser confiable para ser utilizado con un
proposito definido. La validacion de métodos analiticos es un proceso por el cual
se demuestra, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface
los requisitos para la aplicacion analitica deseada, es decir cumple con el

propésito.
El presente trabajo se realiz6 con el fin de demostrar la capacidad del método

analitico empleado para la cuantificacion de Cloruro de Benzalconio por HPLC en

una solucion oftalmica.

12



CAPITULO Il MARCO TEORICO

2.1 SOLUCION OFTALMICA?®.

Este es, sin duda el método mas comun para administrar un farmaco en el ojo. Por
definicion, todos los componentes estdn completamente en solucion, la
uniformidad no es un problema y la interferencia fisica con la vision es escasa. La
desventaja principal de las soluciones es el tiempo de contacto relativamente
breve entre la medicacion y las superficies absorbentes. El tiempo de contacto
puede estar aumentado en cierta medida con la inclusiébn de un agente que

aumente viscosidad.

Las formulaciones oftalmicas contienen generalmente uno o mas compuestos
activos junto con excipientes tales como tensoactivos, agentes acomplejantes,
estabilizadores, agentes quelantes, agentes de viscosidad y antioxidantes. Las
formulaciones oftalmicas que estan destinadas para uso multidosis requieren un

preservante.

El cloruro de benzalconio es un conservante ampliamente usado en las soluciones
oftalmicas. Sin embargo, el cloruro de benzalconio y otros compuestos de amonio
cuaternario se consideran generalmente incompatibles con las composiciones
oftdlmicas de farmacos con grupos acidos, tales como farmacos antiinflamatorios
no esteroides. Estos preservantes pierden su capacidad para funcionar cuando

forman complejos con compuestos de farmacos cargados.
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2.2 MONOGRAFIA DE CLORURO DE BENZALCONIO®.

Nombre Quimico

e Cloruro de alquildimetil(fenilmetil)-amonio.

Formula Condensada: [CsHsCH2N(CH3)2R]CI
Donde R representa una mezcla de alquilos, incluyendo todos o alguno de los
grupos empezando con n-CgH;7 y extendiéndose a través de homdélogos mayores,

con n-Cy,Hos, n-Ci4H33 comprendiendo la porcion mayor.

Estructura®:

H
\ / [|: T R Cl
|H

CH4

Figura 1 Estructura quimica de Cloruro de Benzalconio

2.2.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS®®

» El peso molecular promedio del cloruro de benzalconio es 360 mg/mol.
» pH: 5 -8 en una solucion acuosa al 10% P/V

> Densidad: ~0.98 g/cm® a 20 °C.

» Punto de Fusion: ~40 °C

Descripcion: Consiste en un gel espeso o en piezas gelatinosas blancas o de color
blanco amarillento; tiene olor aromatico y un sabor muy amargo; las soluciones
son alcalinas frente al tornasol y forman mucha espuma cuando se agitan, tienen
una baja tension superficial y poseen propiedades detergentes y emulsificantes.

Solubilidad: Es muy soluble en agua y alcohol; 1g de la forma anhidra se disuelve

en aproximadamente 6 ml de benceno y en unos 100 mL de éter.
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Incompatibilidades: El cloruro de benzalconio es incompatible con aluminio,
surfactantes anionicos, citratos, algodoén, fluoresceina, perdxido de hidrégeno,
hipromelosa, yoduros, caolin, lanolina, nitratos, tensoactivos no aniénicos en altas
concentraciones, permanganatos, proteinas, salicilatos, sales de plata, jabones,
sulfonamidas, tartratos, oxido de zinc, sulfato de zinc, algunas mezclas de gomas

y algunas mezclas de plasticos

2.2.2 APLICACIONES®>®

El Cloruro de benzalconio es bacteriostatico en bajas concentraciones y
bactericida en concentraciones elevadas. Las bacterias Gram positivas son mas
sensibles que las Gram negativas. Es inefectivo contra algunas cepas de
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis, Trichophyton interdigitale,

y T. rubrum.

El Cloruro de benzalconio es un compuesto de amonio cuaternario usado en

formulaciones farmacéuticas como preservante antimicrobiano.

En preparaciones oftalmicas el cloruro de benzalconio es uno de los preservantes

mas usados, a una concentracién de 0.01 — 0.02 % p/v.

A menudo se usa en combinacibn con otros preservantes 0 excipientes,
principalmente con edetato disddico al 0.01 %P/V para aumentar su capacidad

antimicrobiana contra cepas de Pseudomonas aeruginosa.
En formulaciones nasales y 6ticas se usa una concentracion de 0.002—-0.02 % pl/v.

El cloruro de benzalconio al 0.01 % p/v también se usa como preservante en

productos parenterales de pequefio volumen.
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2.2.3 PRECAUCIONES °®

El cloruro de benzalconio usualmente no es irritante y es bien tolerado en las
diluciones normalmente empleadas en la piel y en membranas mucosas. Sin
embargo, ha sido asociado con efectos adversos cuando es usado en algunas
formulaciones farmacéuticas. Puede producirse ototoxicidad cuando es aplicado
en el oido y en contacto prolongado con la piel puede causar ocasionalmente
irritacion e hipersensibilidad. También se sabe que puede causar bronco
constriccibn en pacientes asmaticos cuando se usa en soluciones de
nebulizadores. Cloruro de benzalconio no es adecuado para sSu uso como
preservante en soluciones usadas para guardar o limpiar lentes de contacto
blandos, ya que se puede unir a los lentes y producir toxicidad ocular mas tarde

cuando los lentes son usados.

El contacto de una solucion mas concentrada que 0.03 % p/v con el ojo requiere
atencion médica inmediata. Tras el contacto con soluciones concentradas (>0.1 %
p/v) puede producirse irritacion de la garganta, eséfago, estbmago e intestino. La
dosis fatal oral en humanos es estimada en 1-3 g. Efectos adversos luego de su
ingestion oral incluyen vémitos, colapso y coma. Las dosis toxicas conducen a la
pardlisis de los musculos respiratorios, disnea y cianosis. Soluciones concentradas
de cloruro de benzalconio accidentalmente derramadas en la piel pueden producir
lesiones corrosivas con necrosis profunda y cicatrices, por lo que se debe lavar
inmediatamente con agua y con jabdén posteriormente. Para su manejo deben

utilizarse guantes, proteccion para los ojos y ropa adecuada.

2.3 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2006, los métodos analiticos
deben ser validados, de igual manera se debe de contar con métodos de analisis
validados para producto a granel, producto terminado y materia prima en caso de

no aparecer en cualquier farmacopea internacional ni en la FEUM.

16



La validacion de métodos analiticos es el proceso por el cual se demuestra, por

estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para

la aplicacion analitica deseada.

Los pardmetros de desempefio a estudiar para una validacion en funcion de la

aplicacion analitica de un método se describen en la siguiente tabla.®

Tabla 1 Parametros de desempefio que se deben evaluar.

PARAMETRO DE DESEMPENO ENSAYO PRUEBAS DE IMPUREZA
(CONTENIDO! oNTENIDO/ T LiIMITE | 'DENTIFICACION
POTENCIA) | yaLORACION
PRECISION/ ADECUABILIDAD
DEL SISTEMA Sl Sl Sl *
LINEALIDAD DEL SISTEMA Sl Sl NO NO
ESPECIFICIDAD! SPP Sl Sl Sl
EXACTITUD Y REPETIBILIDAD Sl Sl NO NO
LINEALIDAD DEL METODO Sl Sl NO NO
PRESICION DEL METODO O
PRESICION INTERMEDIA? Sl Sl NO NO
ESTABILIDAD ANALITICA®
DE LA MUESTRA * * NO NO
LIMITE DE DETECCION NO NO Sl NO
LIMITE DE CUANTIFICACION NO Sl NO NO
ROBUSTEZ * * * NO
TOLERACIA * * * NO

*Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método

1. La falta de especificidad de un método analitico, puede ser compensada por
otra alternativa analitica de soporte, como por ejemplo cromatografia de capa fina.
2. También es definido como un estudio de tolerancia.

3. Un método que es exacto y lineal, por definicion es especifico al placebo
analitico o a los otros componentes de la muestra.

Adecuabilidad del sistema®. Verificacién de que el sistema (instrumento, analista,
equipo, sustancia de referencia, entre otros) opera con base a los criterios
preestablecidos, que permitan asegurar la confiabilidad de los resultados de un
método analitico.

17



Especificidad®. Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida unicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra.

Estabilidad analitica de la muestra®. Propiedad de la muestra, preparada para su
cuantificacion, de conservar su integridad fisicoquimica y la concentracion del
analito, después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones
especificas.

Linealidad®. Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o
por medio de una transformacion matematica definida, son proporcionales a la
concentracion del analito, dentro de un intervalo determinado.

Precision'. Grado de concordancia entre los resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea del producto o de una referencia.

Precisiéon Intermedia®. Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas
en un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en distintos dias.

Repetibilidad®. Precisién de un método analitico, expresada como la concordancia
obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un solo analista,
usando los mismos instrumentos y método.

Robustez'. Capacidad del Método analitico de mantener su desempefio al
presentarse variaciones pequefias pero deliberadas, en los parametros normales
de operacion del método.

Tolerancia®. Reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos, por el anélisis
de la misma muestra bajo diferentes condiciones normales de operacion como

pueden ser: equipos columnas.

Dependiendo los requerimientos los tipos de validacion pueden ser divididos en
tres tipos principales que son®:

Validacion Prospectiva
Validacion Concurrente

Validacion Retrospectiva
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2.3.1 VALIDACION PROSPECTIVA?®.

La validacion prospectiva debe llevarse a cabo antes de la distribucién comercial
de un principio activo producida por un proceso nuevo 0 sustancialmente
modificado.

Los métodos validados de analisis capaces de cuantificar los atributos de calidad
del principio activo deben ser utilizados durante la validacién del proceso. Los
datos obtenidos deberian ser evaluados e incluidos en un informe de validacion,
aprobados por las mismas unidades de organizacion que aprobo el protocolo.

2.3.2 VALIDACION CONCURRENTEY.

Establece la evidencia documentada de que el proceso hace lo que se propuso
hacer, basada en la informacion generada durante el desarrollo del proceso.

Este tipo de validacion es empleada en casos de fabricacion esporadica, de
fabricacion de productos de alto riesgo o en maquilas.

2.3.3 VALIDACION RETROSPECTIVA®.

La validacion retrospectiva puede llevarse a cabo un proceso bien establecido que
ha sido utilizada sin cambios significativos (por ejemplo, cambios en materias
primas, equipos, sistemas, instalaciones o en el proceso de produccién) que
afectan la calidad de los atributos criticos del principio activo. Este enfoque de
validacion que se debe utilizar sélo cuando hay suficientes antecedentes sobre el
pasado de los lotes para demostrar que el proceso produce constantemente
productos aceptables, y que los atributos criticos de calidad y parametros criticos
del proceso se han identificado y documentado; las especificaciones adecuadas
durante el proceso y los controles se han establecido y documentado.

El protocolo de validacion debe incluir los criterios de seleccion de lote y los datos
analiticos que se evaluaran para determinar la consistencia del proceso.

Los datos obtenidos deben ser evaluados por el personal apropiado, y se debe
hacer un informe de validacion final que resuma los resultados y conclusiones.
Este informe debe ser revisado y aprobado por las unidades de organizacién que
aprobo el protocolo original.
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La validacion retrospectiva podria emplearse también para proporcionar datos
adicionales para complementar la validacion prospectiva y, o bien aumentar la
confianza en un proceso de produccion.

2.4 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION
2.4.1 HISTORIAY

Cromatografia de liquidos se definié a principios de 1900 por la obra del botanico
ruso, Mikhail S. Tswett. Sus estudios se centraron en la separacién de los
compuestos (pigmentos) de las hojas, extraidos de las plantas utilizando un
disolvente en una columna rellena con particulas.

Relatd que se repartieron, las bandas de diferentes colores para los diferentes
compuestos que figuraban inicialmente en la muestra. El habia creado una
separacion analitica de estos compuestos sobre la base de la fuerza de atraccion
quimica diferente para cada compuesto de las particulas. Los compuestos que
fueron mas fuertemente atraidos por las particulas eran mas lentos, mientras que
otros compuestos mas fuertemente atraidos por el disolvente se movia mas
rapido. Esto hace que cada compuesto se mueva a una velocidad diferente,
creando asi una separacion de los compuestos.

Plant Extract (
in Solvent ,

Figura 2. Experimento de Tswetts (© 2010 Waters. All rights reserved)

Para las particulas <10 micras estamos obligados a mejorar el poder de
separacion. Sin embargo, las particulas mas pequefias tienen una mayor
resistencia al flujo, las presiones tan altas son necesarias para crear el ritmo
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deseado de flujo de disolvente. Bombas y columnas disefiadas para soportar alta
presion son necesarias. Cuando se tiene una presion moderada-alta se utiliza para
el flujo de disolvente una columna cromatogréfica, la técnica se denomina HPLC.

Las siglas HPLC, acufiado por el difunto profesor Csaba Horvath por su papel
Pittcon 1970, originalmente se indica el hecho de que la presion alta se utilizé para
generar el caudal necesario para cromatografia liquida en columnas de relleno. Al
principio, las bombas sdlo tenian una capacidad de presion de 500 psi. Esto fue
llamado cromatografia liquida de alta presion, o HPLC. La década de 1970 vio un
enorme salto en la tecnologia. Estos nuevos instrumentos de HPLC podrian
desarrollar hasta 6.000 psi de presidn, y se incorporan inyectores mejorados,
detectores y columnas. HPLC realmente comenzé a afianzarse a mediados y
finales de la década de 1970. Las siglas HPLC siguieron siendo las mismas, pero
el nombre fue cambiado a cromatografia de liquidos de alta resolucion.

2.4.2 TIPOS DE CROMATOGRAFIA’

Los distintos tipos de cromatografia de liquidos también se clasifican segun el tipo
general de interaccién que se produce entre la fase estacionaria y los solutos en el
eluyente. Se clasifican como cromatografia en fase normal, fase inversa, de
intercambio idnico y de filtracion en gel o exclusion.

2.4.2.1 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS EN FASE NORMAL".

La fase solida es mas polar que la fase mévil. Las fases estacionarias suelen ser
polimeros inorganicos que tienen gran numero de poros de tamafio molecular de
modo que sus areas superficiales son grandes. Los dos materiales mas comunes
son el 6xido de silicio hidratado o polimeros de 6xido de aluminio hidratado.

La polaridad del disolvente es el principal factor que determina los volumenes de
elucién. Cuando los disolventes son mas polares, los solutos se desplazan con
mayor rapidez y se eluyen mas pronto.

2.4.2.2 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS EN FASE INVERSA'.

La fase estacionaria es menos polar que la fase movil. Se emplean dos tipos
fundamentales de fases estacionarias y las mas comunes son grupos no polares
enlazados con la silica. Entre ellos los que se emplean mas a menudo son los
grupos organicos —CHs, -CgHj7, -CigHs7. De este modo, los solutos se reparten
entre el recubrimiento superficial y la fase mévil a semejanza de una extraccion
liquido-liquido.
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Los disolventes menos polares son eluyentes mas poderosos en las separaciones,
en general, el poder de elucion de fase inversa es opuesto al orden para la elucién
en fase normal.

2.4.2.3 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE INTERCAMBIO IONICO’

En solucion, una de las causas por las que dos iones se enlazan es la atraccion de
cargas contrarias. Del mismo modo, si se anclan grupos con cargas positivas a
una fase estacionaria, atraeran iones de carga opuesta. Estas interacciones
emplean para separar las especies que se eluyen segun sus diferencias de carga
promedio.

Los materiales con fases estacionarias que tienen cargas enlazadas se llaman de
intercambio i6nico. Las fases estacionarias formadas por polimeros entrecruzados
con cargas negativas fijas se intercambian con iones positivos y se llaman resinas
de intercambio catiénico y los polimeros con cargas positivas enlazadas
covalentemente sobre ellos intercambian iones negativos y se llaman resinas de
intercambio anionico.

Debido a la dependencia crucial del pH, la fase movil casi siempre se amortigua a
un pH fijo y escogido cuidadosamente.

2.4.2.4 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS POR FILTRACION EN GEL’

La separacion se basa en el tamafio de las moléculas. La fase estacionaria que se
emplea es un sélido con poros de corte transversal controlado (con todo el
cuidado y precision posibles). La permeacion se produce a través de los poros de
las particulas empacadas en las columnas. La separaciéon se produce porque sélo
las particulas mas pequefias penetran a los poros y son removidas de la fase
movil que fluye. De este modo las moléculas mayores se eluyen en primer lugar,
seguidas por las mas pequenias.
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(a) Adsorcién (b) Fase inversa

Fase
moévil
menos polar

OH
@
o-

(c) Intercambio iénico

Figura 3. Tipos de cromatografia de liquidos (Rubinson F.J, Rubinson K. A, 2000)
2.4.3 COMPONENTES DEL HPLCY

Un deposito contiene el disolvente llamado la fase movil. Una bomba de alta
presion es el sistema de distribucién del disolvente, por lo general mililitros por
minuto. Un inyector de muestras automatico, que es capaz de inyectar la muestra
en el flujo continuo de fase mévil que lleva la muestra en la columna de HPLC. La
columna contiene el material de embalaje de cromatografia necesario para
efectuar la separacion. Este material de embalaje se llama fase estacionaria, ya
gue se mantiene en su lugar por el hardware de la columna. Un detector que se
necesita para ver a los grupos compuestos separados, ya que eluyen de la
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columna. Las salidas de fase mavil y el detector se pueden enviar a los residuos, o

se recogera, segun se desee.
HPLC Column

Packing Matere
ad e Chromatogram

Fosks » Yollow, ed, B

— —

- oy

Injector
AutoSampler
Sample Manager

—9

e
1

Computer Data Station

Solvent Lopy \ -
(Mobile Phase) Sample
Reservoir
Pump Detector

Solvent Manager
Solvent Delivery System

Waste

Figura 4. Componentes del HPLC (© 2010 Waters. All rights reserved)
2.5 PARAMETROS CROMATOGRAFICOS®101,

Los parametros cromatogréaficos que se evalian son los que a continuacion se
describen.

2.5.1 FACTOR DE CAPACIDAD (k’): El factor de capacidad (k') es una medicioén
del tiempo de retencién de una muestra, relativo al volumen muerto de la columna.
El factor de capacidad que mide la distribucién de la muestra entre la fase
estacionaria y la fase movil. Los valores de k' menores a uno indican que la
muestra casi no es retenida por la fase estacionaria en la columna y da como

resultado separaciones muy pobres.

. Rt
a

Donde:

k' = Factor de capacidad

Rt = Tiempo de retencion, medido desde el punto de inyeccioén al pico maximo.
Vo = Tiempo de retencién, medido desde el punto de inyeccion al volumen muerto
del frente del solvente.
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2.5.2 FACTOR DE COLEO O ASIMETRIA (T): una medida de la simetria del pico,
es uno (1) para los picos perfectamente simétricos y su valor aumenta a medida
que la simetria es mas pronunciada. En algunos casos pueden observarse valores
menores de la unidad. Como consecuencia de la simetria del pico, la integracion y
la precision son menos confiables.

T = II"||"FI]'.I]'5
2f
Donde:
W05 = Ancho del pico al 5% de la altura.
f = Distancia entre el maximo del pico y el borde inicial del pico, al 5% de la

altura del pico desde la linea base.

mebedmm- -

méximo del pico

Pico cromatografico asimétrico.

Figura 5. Factor de coleo (USP 33)

2.5.3 FACTOR DE RESPUESTA (FR): EIl cociente de dividir concentracion de
estandar (mg/ml) entre respuesta del estdndar. (abs 6 area de estandar segun sea
el caso).

C de ST
FR=———
Resp de 5T
Donde:
FR = Factor de respuesta.

Conc de ST = Concentracion del ST en mg/ml.
Resp de ST = Absorbancia 0 area de estandar segun sea el caso.

2.5.4 NUMERO DE PLATOS TEORICOS (N): Medida de la eficiencia de la

columna. El valor de (N) depende de la sustancia que se realiza y las condiciones
de operacion como la velocidad de flujo y el largo de la columna.
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Donde:

tR = Tiempo de retencion de la sustancia.

W = Ancho del pico medido por extrapolacion de los lados relativamente rectos
en la linea base.

W1/2H = Ancho del pico a la mitad de la altura.

o - - - ~ A

TIEMPO DE
RETENCION
L___J ANCHO DE LA __»"
- TANGENTE

Figura 6. Platos tedricos (USP 33)

2.5.5 RESOLUCION (R): También es funcion de la eficiencia de la columna (N) y
se especifica para asegurar que los compuestos que eluyen muy cercanos se
resuelvan entre si, para establecer el poder de resolucion general del sistema y
para asegurar que los estdndares internos se resuelvan de la muestra. La
eficiencia de la columna puede especificarse también como un requisito de la
confiabilidad del sistema, especialmente si hay un solo pico de interés en el
cromatograma, sin embargo, es un medio menos confiable para asegurar la
resolucion de la medicidn directa. La eficiencia de la columna es una medida de la
agudeza de los picos, que es importante para detectar componentes en trazas.

_ C(Rt; — Rty)
D

Donde:

R = Resolucion.

Rt = Tiempo de retencion.

W1+W2 = Suma de ancho de pico de tangentes al 50 %.
C = Constante de 2.
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Figura 7. Resoluciéon (USP 33)

2.5.6 TIEMPO DE RETENCION (tR): El tiempo (en minutos) que una muestra
requiere para eluir. Este es medido desde el momento de la inyeccion hasta el
méaximo del pico. Es caracteristico para cada muestra, segun el solvente utilizado
y el empaque de la columna, a una temperatura dada. Se utiliza como ayuda para
la identificacion de los componentes. Sin embargo no siempre es adecuado el tR
para la identificacién, ya que este se ve afectado por muchos factores como la
velocidad de flujo, la temperatura de la columna, el tamafio de la muestra y el
tiempo de uso de la columna, ademas, puede haber varios compuestos que
tengan el mismo tR.

2.5.7 VOLUMEN MUERTO (Vo): Volumen de fase mévil necesario para desplazar
un soluto no retenido desde el inyector al detector.

vo=06X(DI/2)* X[ XL/F
Donde:
vo = Volumen muerto.
0.6 = Factor de constante.
DI = Diametro interno de columna en cm.
1 =Pi(3.1416)
L = Longitud de columna en cm.
F = Flujo de Fase Movil en ml/min.

277



2.6 PROCEDIMIENTO ANALITICO

Objetivo

Describir el método de ensayo por HPLC para Cloruro de Benzalconio.

Soluciones

Buffer de fosfato: Pipetear 3.0 ml de acido fosférico concentrado en 1000 ml de

agua. Ajuste el pH a 3.0 con hidréxido de sodio al 50%.

Fase movil: Buffer de Fosfato : Acetonitrilo (60:40). Filtrar a través de un filtro de

0.45 um antes de utilizarla.

Preparacion de la Solucién Stock del Estdndar de BAC (1.0 mg/ml)

A partir de la solucién al 10% del estandar de referencia de BAC, pipetear 2.5 ml
/100mg/ml) en una matraz volumétrico de 250.0 ml y diluya al volimen con agua
purificada. Adicionar el agua lentamente para evitar la formacion de espuma y que

se pueda hacer una dilucién exacta, mezclar bien.

Preparacion del estandar de trabajo de BAC
Diluir la solucién stock del estandar de BAC (1.0 mg/ml) con fase movil para tener
una concentracion final de 0.02 mg/ml. Por ejemplo, diluir 5.0 ml a 50 ml o diluir

2.5 ml a 25.0 mly después hacer una segunda dilucién de 1.0 ml a 5.0 ml.

Preparacion del producto
La concentracion final de BAC es aproximadamente 0.02 mg/ml. Para productos
con una concentracién teérica de BAC de 0.1 mg/ml (0.01% pl/v), pipetear 1.0 ml

del producto y diluir a 5.0 ml con fase mévil.
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Equipo

Sistema HPLC con un detector UV capaz de operar a 214 nm.

Columna para HPLC Ciano, 5um, 4.6 mm x 15 cm o equivalente.

Sistema cromatografico

Parametros sugeridos de operacion

Velocidad de Flujo: 1.0 ml/min
Longitud de onda del detector: 214 nm
Volumen de inyeccion: 30 pl

Adecuabilidad del sistema

% RSD para 5 inyecciones <2.0%
Resolucion (R) entre C12y Cua >2.0
Factor de coleo (T), C1» <20

Platos por columna (N), Ci» > 1500



CAPITULO Ill DISENO EXPERIMENTAL

3.1 PRECISION DEL SISTEMA

Se debe preparar por lo menos un sextuplicado de soluciones a la concentracion
nominal de trabajo del estandar 0.02 mg/ml (100% del analito en estudio) preparadas
por pesadas independientes o por diluciones utilizando estandar de referencia

secundario de Cloruro de Benzalconio.

PROCEDIMIENTO
Partir de una solucion stock de 1 mg/mL de Cloruro de Benzalconio (solucion A)

De la solucion A transferir una alicuota de 5 ml a un matraz volumétrico de 50 mL.
Llevar al aforo con agua purificada. Se tiene una concentracion final aproximada de
0.1 mg/mL (Solucién B).

De la solucién B, tomar una alicuota de 4 ml y transferirla a un matraz volumétrico de
20 mL, llevar al aforo con fase mévil. Esta solucion final tendr4 una concentracion

final de aproximadamente 0.02 mg/mL.

REPORTE DE DATOS

Tabular los resultados y calcular los siguientes datos estadisticos:
- Media de los datos.

- Desviacion estandar.

- Coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa (%RSD).

- Adecuabilidad del Sistema.
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3.2 PRECISION DEL METODO

Adicionar a un placebo el analito al 100% tomar las alicuotas correspondientes para
preparar 6 muestras independientes. Analizar los placebos cargados contra estandar

de trabajo de Cloruro de Benzalconio, como se indica en el método analitico

PROCEDIMIENTO

Preparar el placebo de cada producto a utilizar. Tomar la alicuota o el peso
necesario y depositarlo en un matraz volumétrico de 10 mL, segun esté indicado en
el método ME.C02.2ATP.0976 ultima revision Anexo 1.

Anadir al matraz volumétrico de 10 mL una alicuota de 2.0 mL de la solucion B

(Conc. 0.1 mg/mL), para tener una conc. Final de 0.02 mg/mL en placebo cargado.

REPORTE DE DATOS

Tabular los resultados y calcular los siguientes datos estadisticos:
- Media de los datos.

- Desviacion estandar.

- Coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa (%RSD).
- Adecuabilidad del Sistema.

En la determinacién de Precision reportar:

- Factor de coleo (T)

- NUmero de platos teoricos (N)

- Resolucion (R)

- % Recobro

- Intervalo de confianza de la media poblacional (IC(l)).
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3.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA

PROCEDIMIENTO.

Preparar una curva de 5 puntos de estandares.

La curva sera construida a las siguientes concentraciones aproximadamente: 0.012,
0.016, 0.020, 0.024 y 0.028 mg/mL. A partir de una solucion stock de 1 mg/mL de

Cloruro de Benzalconio (solucion A)
De la solucion A transferir una alicuota de 5 ml a un matraz volumétrico de 50 mL.
Llevar al aforo con agua. Se tiene una concentracion final aproximada de 0.1 mg/mL

(Solucion B).

De la solucién B se construye la curva de la linealidad, tomando las alicuotas y

llevando a volumen con fase madvil indicados en Tabla 2

Tabla 2 Curva para la linealidad del sistema.

Conc. de la Alicuota de solucion B | Volumen final aforo | Conc. Tedrica final
curva % conc. 0.1mg/mL con fase movil mg/mL
60 3.0mL 25.0 Ml 0.012
80 4.0 mL 25.0mL 0.016
100 5.0mL 25.0mL 0.020
120 6.0 mL 25.0mL 0.024
140 7.0 mL 25.0mL 0.028

Analizar usando un sistema cromatografico de tal forma que se determine el rango

lineal de la respuesta como funcion de la concentracion. Inyectar por triplicado.

REPORTE DE DATOS.
Tabular los resultados y calcular los siguientes datos estadisticos:
- Pendiente (by)

- Intercepto en Y u ordenada al origen (bo).
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- Relacion respuesta vs concentracion para cada punto.
- CV de la relacion resp/conc.
- Intervalo de confianza para la pendiente IC([31).

- Coeficiente de determinacion “r*’ y Coeficiente de correlacion “r’.

Todos ellos para cada curva.

3.4 LINEALIDAD DEL METODO

PROCEDIMIENTO
Construir una curva de placebos cargados a 3 niveles de concentracion (80%,100%
Y 120%), de acuerdo a los limites de estabilidad que van de 90 a 120%, analizar por

triplicado cada punto de la curva contra estandar de concentracion conocida.

Afadir al matraz volumétrico de 10 mL la alicuota establecida en la tabla No. Il para
tener las concentraciones establecidas de Cloruro de Benzalconio.

Pesar 100 mg de solucién de Cloruro de Benzalconio 50% (materia prima) y diluir en
un matraz de 100 ml con agua. Llevar al aforo con agua. Se tiene una concentracion

final aproximada de 0.5 mg/ml (Solucién C).

De la solucién C transferir una alicuota de 5 ml a un matraz de 25 ml. Llevar al aforo

con agua. Se tiene una concentracion final aproximada de 0.20 mg/ml (Solucién D).

De la solucién C transferir una alicuota de 4 ml a un matraz de 25 ml. Llevar al aforo

con agua. Se tiene una concentracion final aproximada de 0.16 mg/ml (Solucién E).

De la solucion C transferir una alicuota de 6 ml a un matraz de 25 ml. Llevar al aforo

con agua. Se tiene una concentracion final aproximada de 0.24 mg/ml (Solucién F).
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Tabla 3 Curva para linealidad del método.

Conc.dela| Alicuota | Solucion | Volumen final aforo Conc. Tedrica
curva % con fase movil final mg/ml
80 2mL D 10.0 mL 0.016
100 2mL E 10.0 mL 0.020
120 2mL F 10.0 mL 0.024

REPORTE DE DATOS

- Calcular la relacién cantidad adicionada contra la cantidad recuperada.
- Calcular la pendiente (b,)

- Calcular la ordenada al origen o intercepto en y (bo).

- Calcular el coeficiente de determinacion (r%)

- Calcular la desviacion estandar relativa de la regresion (CVyy).

- Calcular el intervalo de confianza para la pendiente IC (31).

- Calcular el intervalo de confianza para la ordenada al origen IC (Bo).

- % Recobro (Media, Desviacion estandar y %CV)

- IC (i) media poblacional del recobro

3.5 PRECISION INTERMEDIA

PROCEDIMIENTO.

Determinar el % de activo en muestras de placebo cargado o producto al 100% de
activo por triplicado, por 2 diferentes analistas en 2 diferentes dias, usando el mismo
estandar de referencia y equipo. Seguir la técnica de preparacion segun sea el

producto.
REPORTE DE DATOS

- Calcular la media, la desviacion estandar y el %CV de cada grupo de datos y total.
- Tabla de analisis de Varianza analista / dia.
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3.6 ESPECIFICIDAD

PROCEDIMIENTO

Debido que no se cuenta con estandares de productos de degradacion del Cloruro
de Benzalconio se analizan los cromagramas de placebo cargado, placebo
degradado cargado y el activo previamente degradado por las cuatro vias (medio
acido, medio basico, oxidacion y temperatura) con respecto al estandar de activo
intacto.

Al analizar las muestras degradadas en el sistema cromatografico, se inyectaran
muestras de placebo, placebo cargado, activo sin degradar y finalmente fase mouvil,
con el fin de observar en los cromatogramas los posibles picos de degradacion del

activo.

REPORTE DE DATOS
- Calcular el % Recobro para los placebos cargados, los placebos degradados
cargados y los activos degradados.

- Calcular el %CV de los placebos cargados, placebos degradados cargados

3.7 ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA

PROCEDIMIENTO

Preparar tres muestras de placebo cargado o producto, vaciar en tres viales cada
una para analizar contra un estandar recientemente preparado en lapsos de inicial,
12, 24 y 48 hrs. en las condiciones cromatogréaficas normales.

Nota: En el caso de que alguna condicion no cumpliera especificaciones, se

procedera a determinar el tiempo en el que la muestra sea estable.
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REPORTE DE DATOS

- Media aritmética del andlisis inicial

- Media aritmética de cada condicion

- Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion respecto al analisis

inicial.

3.8 TOLERANCIA

PROCEDIMIENTO
Analizar una muestra por triplicado contra un estandar en 2 diferentes equipos y 2

diferentes columnas por un solo analista en un mismo dia.

REPORTE DE DATOS.

- Media X

- Desviacion estandar

- Coeficiente de variacion %CV 6 %RSD < 2.0%

- N= Numero de datos totales para comparar

3.9 ROBUSTEZ

PROCEDIMIENTO

Analizar una muestra de producto o placebo cargado por triplicado contra un

estandar, modificando los parametros cromatogréaficos del método indicados en la
Tabla 4.
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Tabla 4 Parametros a evaluar en la prueba de Robustez.

Paradmetro Condicion base Condicion Alternativa Condicion
modificado Alternativa
pH de Buffer 3.0 2.5 3.5
Proporcion de 40% Buffer pH 3.0 35% Buffer pH 3.0 45% Buffer pH 3.0
fase movil 60% Acetonitrilo 65% Acetonitrilo 55% Acetonitrilo
Velocidad de 1.0 0.8 1.2
Flujo
Volumen 30 pcl 20 pcl 25 pcl
inyeccion
Columna Beckman Ultrasphere | Thermohypersil CN Spherisorb CN
Cyano de 4.6 mm x 15cm X 4.6 mm 15cm X 4.6 mm
150 mm, 5 micras

Nota: Si un parametro no cumple con los requerimientos se buscaran las

condiciones adecuadas a las cuales se mantenga la robustez del método.

REPORTE DE DATOS

- Calcular los parametros cromatograficos de adecuabilidad del sistema para cada
condicion.

- Reportar el contenido para las muestras de la condicion normal de operacion y las
muestras de las condiciones alternas.

- Diferencia media absoluta entre la condicion normal y la condicién alterada, no

mayor a 2.0% expresada en %
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CAPITULO IV RESULTADOS

4.1 ESPECIFICIDAD

Condiciones de analisis iniciales. Proporcion de fase Buffer de fosfatos pH 3:
acetonitrilo (40:60), velocidad de flujo: 1.0 ml/ min, volumen de inyeccién 30 pl,

temperatura ambiente y Columna Ciano de 4.6 mm de DI X 150mm de longitud.

Con el fin de obtener el comportamiento del principio activo en estudio bajo
condiciones extremas, se analizd por triplicado placebo, placebo cargado, activo y
fase movil por cuatro vias de degradacion: via acida (HCI 38% y 80 °C), via basica
(NaOH 38% y 80 °C), via oxidacién (H,O2y 80 °C) y via calor (80 °C), al final de las
condiciones de degradacién se compararon contra las muestras intactas para

identificar los posibles productos de degradacion.

Figura 8 Blanco inicial
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Cromatograma del blanco en las condiciones iniciales de cada experimento

Figura 9 Blanco via acida
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Cromatograma del blanco después de 5 horas de reaccién con HCI 38% y 80 °C
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Figura 10 Blanco via basica
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Cromatograma del blanco después de 5 horas de reaccién con NaOH 38% y 80 °C

Figura 11 Blanco via oxidacion

| g ?
2 0,000/~ \\ﬁww/ﬂ“‘”*
-1 v
_1"

[
| |
|

I |

'0001 ; [ [ [ | 1 1 ] [ [ ] [ ] [ T I ] ] ] 1 T 1 ]
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

Minutes

Cromatograma del blanco después de 2 horas de reaccién con H,O, y 80 °C

Figura 12 Blanco via calor
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Cromatograma del blanco después de 15 horas de reaccién a 80 °C

En los cromatogramas del blanco podemos observar que no aparecen picos que

puedan interferir con la cuantificacion de la sustancia de interés.
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Figura 13 Placebo inicial
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Cromatograma del placebo en las condiciones iniciales de cada experimento

Figura 14 Placebo via acida
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Cromatograma del placebo después de 5 horas de reaccién con HCI 38% y 80 °C

Figura 15 Placebo via béasica
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Cromatograma del placebo después de 5 horas de reacciéon con NaOH 38% y
80°C
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Figura 16 Placebo via oxidacion
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Cromatograma del placebo después de 2 horas de reaccién con H,O, y 80 °C

Figura 17 Placebo via calor
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Cromatograma del placebo después de 15 horas de reaccion a 80 °C

En los cromatogramas del placebo podemos observar que no aparecen picos que

puedan interferir con la cuantificacion de la sustancia de interés.

Figura 18 Placebo cargado inicial
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Cromatograma del placebo cargado en las condiciones iniciales de cada

experimento
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Figura 19 Placebo cargado via acida
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Cromatograma del placebo cargado después de 5 horas de reaccion con HCI 38%

y 80 °C

Figura 20 Placebo cargado via basica
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Cromatograma del placebo cargado después de 5 horas de reaccién con NaOH

38% y 80 °C

Figura 21 Placebo cargado via oxidacion
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Cromatograma del placebo cargado después de 2 horas de reaccién con H,0, y
80 °C
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Figura 22 Placebo via calor

|
|
|

' || ‘ i . ;'97 7
| | o
0.04- I l |3 ~
’ k ~ ® 1
| (AR N BT 5 |
2 | 8 \ ' =]
< 0.02- I | \ f = 5 o ‘
“ { ', ] /f < e © |
4‘ | / \\ ’,’{\ (1) 6 ‘
0.00+——" e 17 TN T Sl Gl W s 7T GNP MR
1 L ~ 70 |
% f DN SRR < ) T T = T T T >i o i i i ‘ o T = o "
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

Minutes

Cromatograma del placebo cargado después de 15 horas de reaccion a 80 °C

En los cromatogramas del placebo cargado podemos observar que no aparecen
picos que puedan interferir con la cuantificacion de la sustancia de interés. Cabe
mencionar que la degradacion se presenta tanto en estandares como en

muestras, reflejando un valor menor en el recobro.
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Tabla 5 % de recobros de estandar para calcular la especificidad*

Condicion Base CV | Degradacién | CV | % Degradado
NaOH / calor 5 hrs 94.01 % | 0.70 69.50 % 1.40 2451 %
Resultado

HCI / calor 5 hrs 94.96 % | 0.89 85.55 % 1.80 9.41 %
Resultado

Calor 8 hrs 93.38% | 1.95 82.20 % 0.75 11.18 %
Resultado

Peroxido / calor 2hrs 92.53 % | 0.60 61.21 % 0.10 31.32%
Resultado

Tabla 6 % de recobros de placebo cargado para calcular la especificidad*

Condicion Base CV | Degradacién | CV | % Degradado
NaOH / calor 5 hrs 95.73% | 0.79 79.01 % 1.22 16.72 %
Resultado

HCI / calor 5 hrs 97.33% | 0.78 79.66 % 1.43 17.67 %
Resultado

Calor 8 hrs 100.19 % | 0.60 93.47 % 1.06 6.71 %
Resultado

Peroxido / calor 2hrs 99.15% | 0.22 85.72 % 0.55 13.44 %
Resultado

*El % de recobro y el CV fueron calculados con los datos de las areas (tabla 25-32

del anexo).
CRITERIOS DE ACEPTACION:

%CV < 2% placebos cargados y placebos degradados cargados CUMPLE

No debe interferir ningun pico en el tiempo de retencién del activo. CUMPLE
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4.2 PRECISION DEL SISTEMA

Tabla 7 Suma de las areas de los homdlogos Ci, y Ci4 para calcular la precision

del sistema*

CONC STD FR SISTEMA
mg/ ml CONC STD / AREA
STD 1 0.02112 8.046E-11
STD 2 0.02112 8.302E-11
STD 3 0.02112 8.119E-11
STD 4 0.0211 8.062E-11
STD 5 0.02112 7.988E-11
STD 6 0.02112 8.101E-11
MEDIA = 8.103E-11
RSD6CV = 1.33%
*Las areas totales fueron calculadas con las areas de la tabla 17 del anexo

CRITERIOS DE ACEPTACION:
CV 0 %RSD < al 1.5%

CUMPLE
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4.3 PRECISION DEL METODO

Tabla 8 Suma de las areas de los homélogos Ciz, Ci4, Ci6, Y C1s, Y % de

recobros para calcular la precision del método *

PORCIENTO RECOBRO

(normalizado al 100%)
Muestra 1 101.45%
Muestra 2 101.20%
Muestra 3 101.35%
Muestra 4 101.98%
Muestra 5 101.36%
Muestra 6 101.66%
MEDIA = 101.50%
Recobro = 1.498%

RSD 6 CV = 0.28%

*Las areas totales fueron calculadas con las areas de la tabla 18 del anexo

CRITERIOS DE ACEPTACION:

CV 0 %RSD < 2.0%: 0.28% CUMPLE
Recobro < 2%: 1.498% CUMPLE
IC(1) debe incluir al 100% o que el promedio aritmético se encuentre dentro del
rango de 98-102% : 101.22 a 101.78 CUMPLE
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4.4LINELIDAD DEL SISTEMA

Tabla 9 Suma de las areas de los homdlogos C;, y Ci4 para calcular la linealidad

del sistema*
CONC. RESPUESTA RESP/CONC

VALOR MEDIA
149357888

STD 1 63.360% 150404016 149890335 2365693
149909100
200382960

STD 2 84.480% 200545028 199964771 2367007
198966324
250469036

STD 3 105.600% 248934176 250501856 2372177
252102356
300671320

STD 4 126.720% 300466256 300113256 2368318
299202192
346541264

STD 5 147.840% 346809812 345967649 2340149
344551872

*Las areas totales fueron calculadas con las areas de la tabla 19 del anexo

CRITERIOS DE ACEPTACION:

r>0.99256 r>>0.985: r=0.999975 ; r’>=0.999950
IC(B1) no debe incluir el cero: 2367491 a 2347501
IC(Bo) debe incluir al cero: 2235829 a -1563826

% Error de intercepto en Y en el punto medio < 5%: 0.14%

%CV <2% relacion resp/conc. (sistema tolerante y preciso): 0.59%

CUMPLE

CUMPLE

CUMPLE

CUMPLE
CUMPLE
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4.5 LINEALIDAD DEL METODO

Tabla 10 Suma de las areas de los homélogos Ci2, Ci4, Ci6, Y C1s, Y % de

recobros para calcular la linealidad del método*

Areas mg mg % Recobro
Adicionados | Recuperados
198409900 0.01676 0.01693 101.04
80% 197784128 0.01676 0.01688 100.72
199140600 0.01676 0.01699 101.41
249297512 0.02095 0.02128 101.56
100% | 248732332 0.02095 0.02123 101.33
248081320 0.02095 0.02117 101.07
295089860 0.02514 0.02518 100.18
120% | 294487508 0.02514 0.02513 99.98
291441068 0.02514 0.02487 98.94

*Las areas totales fueron calculadas con las areas de la tabla 20 del anexo

CRITERIOS DE ACEPTACION:

r>>0.985

0.9983

IC(B1)debe incluir al uno: 0.94 a 1.00

IC(Bo) debe incluir al cero:

0.000 a 0.001

CV < 2% relacién mg recuperados entre mg adicionados: 0.84 %

CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE
CUMPLE

IC(u) debe incluir al 100% o que el promedio aritmético se encuentre dentro del
rango de 98 — 102%:
%CV y/x de la regresion lineal < 2%: 0.54%

99.77.07 a 101.7760

CUMPLE
CUMPLE
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4.6 PRECISION INTERMEDIA

Tabla 11 % de recobros para calcular la precisién intermedia*

ANALISTA

1 2
94.21 97.74
D 1 94.65 97.00
| 95.87 98.09
A 95.27 97.86
2 96.78 96.81
97.78 98.07

*El % de recobro fue calculado con los datos de las areas (tabla 21-24 del anexo)

MEDIA | 96.68
Cv 1.42

CRITERIOS DE ACEPTACION:

CV <2% relacion mg recuperados entre mg adicionados. CUMPLE

4.7 ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA.

Tabla 12 % de recobros para calcular la estabilidad de la muestra a 24 y 48

horas a temperatura ambiente y refrigeracion*

Inicial 24 hrs 48 hrs
T.A % | Refrigeracion % T.A % | Refrigeracion %
96.17 % 96.58 96.20 97.88 95.85
Diferencia % Diferencia %
T.A % | Refrigeracion % T.A % | Refrigeracion %
-0.41 -0.03 -1.71 0.31

*El % de recobro fue calculado con los datos de las areas (tabla 33-37 del anexo)
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CRITERIOS DE ACEPTACION:

La diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion respecto de la

media aritmética del analisis inicial no debe variar mas del 2%.

4.8 ROBUSTEZ

CUMPLE

Tabla 13 % de recobros para calcular la robustez cambiando los parametros*

Condicién Base Alterada Diferencia

% Fase

Buffer/ACN (40:60) (35:65)

Resultado 94.62 % 92733 % = 1.89 %
Buffer/ACN (40:60) (45:55)

Resultado 94.62 % 89.22 % = 540 %
pH Fase (pH 3.0) (pH 2.5)

Resultado 98.17 % 97.37 % = 0.80 %
pH Fase (pH 3.0) (pH 3.5)

Resultado 98.171 % 99.14 % = -0.97 %
Volumen de inyeccion (30 mclL) (20 mcL)

Resultado 94.619 % 94405 % = 0.21 %
Volumen de inyeccion (30 mcL) (50 mcL)

Resultado 94.619 % 92.862 % = 1.76 %
Flujo ml/min (1 mL/min) (0.8 mL/min)

Resultado 94.62 % 94648 % = -0.03 %
Flujo ml/min (1 mL/min) (1.2 mL/min)

Resultado 94.62 % 92.049 % = 2.57 %
Marca de Columna Beckman CN Thermo CN

Resultado 97.19 % 97.39 % = -0.20 %

*El % de recobro fue calculado con los datos de las areas (tabla 38-50 del anexo)

CRITERIOS DE ACEPTACION:

La diferencia debe ser menor de 2% para considerar que no hay efecto

significativo sobre la valoracion del activo. CUMPLE
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Tabla 14 Parametros de adecuabilidad para la prueba de robustez

Condicion Platos tedricos Coleo Resolucion
C12 Cl2yCl4

%Fase
Condicion base 4059 1.73 3.02
35:65 ( Buffer/ ACN) 4547 1.65 2.35
45:55 (Buffer / ACN) 3891 1.76 3.93
pH Fase
Condicion base 3014 1.59 3.24
pH 2.5 3778 1.69 3.14
pH 3.5 3019 1.64 2.94
Volumen de inyeccion
Condicion base 4059 1.73 3.02
20mcL 4558 1.67 3.16
50mcl 4474 1.69 3.15
Flujo
Condicion base 4059 1.73 3.02
0.8 mL/min 3912 1.73 2.96
1.2 ml/min 4319 1.74 3.15
Marca Columna
Beckman 2382 2 2.18
Thermo CN 12115 1.1 1.39
CRITERIOS DE ACEPTACION:
Platos tedricos por columna para C12 > 1500
Factor de coleo para C12 < 20
Resolucién entre C12y C14 > 2.0
% RSD < 2.0%
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4.9 TOLERANCIA

Tabla 15 % de recobros para calcular la tolerancia

Condicion Base Alterada Diferencia
Equipo
HPLC F.048 F.009
Resultado 98.17 % - 99.12 % = -0.94 %
Cambio de
Columna Serie 8UEC125 Serie 7TUEC125
Beckman
Resultado 98.17 % - 98.25 % = -0.08 %

*El % de recobro fue calculado con los datos de las areas (tabla 51-53 del anexo)

CRITERIOS DE ACEPTACION:
La diferencia debe ser menor de 2% para considerar que no hay efecto

significativo sobre la valoracion del activo. CUMPLE

Tabla 16 Pardmetros de adecuabilidad para la prueba de tolerancia

Condicion Platos teoricos Coleo Resolucién
C12 Cl2yCl4

Equipo
HPLC
F.048 2939 1.66 2.74
F.009 4268 1.69 3.05
Cambio de Columna
Beckman
Serie SUEC125 2939 1.66 2.74
Serie 7TUEC125 6297 1.95 3.88

CRITERIOS DE ACEPTACION:

Platos tedricos por columna para C12
Factor de coleo para C12

Resolucién entre C12y C14

%RSD

> 1500
< 20
> 2.0

< 2.0%
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CAPITULO V DISCUSION DE RESULTADOS

Los célculos para la obtencion de todos los pardmetros de desempefio de ésta

validacion, se realizaron para Cloruro de Benzalconio.

5.1 PRUEBAS DE DETECCION:

Se realizan pruebas con diferentes condiciones de andlisis: proporcion de fase,
velocidad de flujo, columna. Partiendo de éstas pruebas, se establecen las
condiciones idéneas: Proporcion de fase Buffer pH 3: Acetonitrilo (40:60), Velocidad
de flujo: 1.0 ml/ min. Columna Ciano de 4.6 mm de diametro X 150 mm de longitud.
Bajo éstas condiciones se cumplen los parametros de adecuabilidad requeridos,

ademas de obtener una buena respuesta en la sefial del analito.

5.2 ESPECIFICIDAD:

Se realizan inyecciones de: fase movil, solucién estandar de cloruro de benzalconio,
Placebo, placebo cargado; ninguna soluciébn mencionada anteriormente presenta
alguna sefial 6 pico de interferencia con el pico de interés, durante los veinte
minutos de la corrida. Tanto el estdndar como la muestra, en éste caso, placebo
solo y placebo cargado, se someten a degradaciéon acida (acido clorhidrico 38%),
degradacion basica (hidroxido de amonio 38%), degradacion por oxidacion
(peréxido de hidrogeno al 30%), y degradacién por temperatura (aproximadamente
80 C/15 horas). Se observa en la sefial que, en algunos casos se modifica 6
aumenta el area. Se someten a analisis cuantitativo tanto muestras como
estandares y se observa en los resultados que el mayor nivel de degradacion en las
primeras horas de reaccion se da en la degradacion por oxidacion y posteriormente,
con 5 horas de reaccién ademas de la adiciébn de temperatura, el mayor nivel de
degradacion se da en la degradacion basica. La degradacion se presenta tanto en

estandares como en muestras, reflejando un valor menor en el recobro. En ningin
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caso se observa ninguna sefial que cause interferencia con el pico de interés, por lo

que se concluye que el método es especifico.

5.3 PRECISION Y ADECUABILIDAD DEL SISTEMA:

Bajo las condiciones de andlisis establecidas, se cumplen los parametros de
adecuabilidad: Platos teoricos por columna para Ci, = 1500, Factor de coleo < 2.0,
Resolucion entre Ci, y C14 2 2.0 Se utiliza columna Ciano 4.6 DI X 150 mm. Se

obtiene reproducibilidad, CV = 1.33%. El Sistema es preciso.

5.4 LINEALIDAD DEL SISTEMA:

Se someten las concentraciones necesarias para una curva que contempla, del 60
al 140% de cloruro de benzalconio, teniendo como concentraciones reales en la
curva 63.36%, 84.48%, 105.6%, 126.72% y 147.84%. Se obtienen los resultados:
Intervalo de la pendiente IC (B1)= 2367491 a 2347501 no contiene al cero.
Intervalo del Intercepto IC (B0) = 2235829 a  -1563826 contiene al cero.
Coeficiente de determinacion (r2) = 0.999950. Coeficiente de correlacion (r) = 1.00;
todos los parametros estan dentro de los criterios de aceptacion. El sistema
cumple con los pardmetros de adecuabilidad. El sistema es lineal en el rango de

concentraciones analizadas.

5.5 PRECISION DEL METODO POR REPETIBILIDAD:

Se realiza la prueba con placebo cargado con el mismo estandar secundario de
cloruro de benzalconio. Los Factores de Respuesta de las soluciones estandar,
arrojan un CV = 0.38%. El sistema cumple con los parametros de adecuabilidad. Se
observa buena repetibilidad en la respuesta del placebo cargado, se obtiene un CV
= 0.28% y el promedio del porcentaje se incluye en el intervalo (X)= 101.50%. El
sistema cumple con los parametros de adecuabilidad. El método es preciso por

repetibilidad.
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5.6 LINEALIDAD DEL METODO:

Se determina la Linealidad del Método a partir de placebos cargados a tres
diferentes niveles de concentracién, 80, 100, 120 %. Se obtienen los siguientes
resultados: Coeficiente de determinacion (r2) = 0.9983. Intervalo de confianza del
intercepto IC (B0) = 0.000 a 0.001 (debe contener al cero). Como el intervalo de
confianza de la pendiente IC (1) = 0.94 a 1.00. EI CV de la regresion es de 0.84%,
y el % de recobro de todos los puntos esta en el rango de 98% a 102%. El sistema
cumple con los parametros de adecuabilidad. EI método es lineal en el rango de

concentraciones analizadas.

5.7 PRECISION INTERMEDIA:

Se realiza ésta prueba con producto terminado para los dos analistas, tomando
alicuotas individuales. El dia 1, el analista 1 obtiene en la respuesta de los
estandares CV = 0.31% y en el recobro de las muestras, un promedio de 94.91%
con CV = 0.90%. El analista 2, obtiene en la respuesta de los estandares CV =
0.24% y en el recobro de las muestras, un promedio de 97.61% con CV = 0.57%. El
dia 2, el analista 1 obtiene en la respuesta de los estdndares CV = 0.33% y en el
recobro de las muestras, un promedio de 96.61% con CV = 1.31%. El analista 2,
obtiene en la respuesta de los estandares CV = 0.2% y en el recobro de las
muestras, un promedio de 97.58% con CV = 0.69%. Se obtiene un recobro
promedio general de todos los datos de 97.10% con un CV = 1.08%. En todos los

casos, el sistema cumple con los parametros de adecuabilidad.

5.8 ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA:

Se analizan muestras a tiempos de 24, 48, horas a temperatura ambiente y en
refrigeracion. Se observa que en ningun caso la diferencia es mayor de 2% cuando
el limite es 2%; por lo tanto se considera que no hay efecto significativo en la

valoracion del activo, aun después de 48 horas de preparadas las muestras. Se
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concluye que tanto los estandares como las muestras son estables hasta 48 horas a

Temperatura ambiente y refrigeracion.

5.9 ROBUSTEZ:

Los cambios para la prueba de robustez del método, se hicieron sobre los puntos:
pH del Buffer de fosfatos, proporcion de la fase mévil, velocidad de flujo, volumen

de inyeccidén y marca de columna.

En todos los casos, se cumplen los pardmetros de adecuabilidad, excepto en el
cambio de columna WATERS el valor de resolucion = 1.35, cuando el valor
minimo es 2.0. En todos los casos, la diferencia no es mayor al 2%, excepto para
el cambio de columna Waters, el cambio de velocidad de flujo (1.2 mL/min) y el
cambio de la proporcidon de fase buffer: ACN (45:55), se considera que con los
cambios no hay efecto significativo en la valoracion del activo, por lo tanto, el
meétodo se considera robusto respecto a éstos cambios; para los casos de cambio
de columna Waters, el cambio de velocidad de flujo (1.2 mL/min) y el cambio de la
proporcién de fase buffer: ACN (45:55), de aplicarlos en caso necesario, revisar y
valorar los parametros de adecuabilidad.

5.10 TOLERANCIA:

Se evalla el comportamiento y error de un solo analista, 2 columnas diferentes y 2
equipos diferentes, obteniendo una diferencia menor a 2% en ambos casos, por lo
gue, se considera que con los cambios no hay efecto significativo en la valoracion
del activo, por lo tanto, el método es tolerante respecto a los cambios de equipo y

columna.
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CAPITULO VI CONCLUSIONES

Se realizd la validacion del Método Analitico para cuantificar Cloruro de
Benzalconio en soluciéon oftalmica con concentracion de 0.01% por cromatografia
de liquidos de alta resolucion., para lo cual se utilizd: Proporcion de fase Buffer de
fosfatos pH 3: Acetonitrilo (40:60), Velocidad de flujo: 1.0 ml/ min. Columna Ciano
de 4.6 mm de didmetro X 150 mm de longitud y una longitud de onda de deteccién
de 214 nm.

Las pruebas que se realizaron fueron:

Precision del sistema

Linealidad del Sistema

Precision del método

Linealidad del método

Precision intermedia

Especificidad

Estabilidad de la muestra

Robustez

Tolerancia

57



Al finalizar esta validacién podemos concluir que:

VI.

VII.

VIII.

El sistema para la valoracion de Cloruro de Benzalconio es preciso y lineal.

El método analitico es preciso, ya que presenta un CV menor a 2%
estipulado en la guia de validacion de Métodos Analiticos del Colegio
Nacional de QFB'’s y la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2006.

El método analitico es lineal en un intervalo de concentracion de 80 a 120 %
de la concentracion de activo tedrica.

El método analitico es reproducible, ya que presenta un CV menor a 2%
entre los dos analistas.

El método analitico es especifico, ya que detecta al Cloruro de Benzalconio y
no a los excipientes de la formulacion de las soluciones y no existe
interferencia alguna con los picos de interés.

Las muestras analiticas son estables por lo menos 48 horas tanto en
condiciones de temperatura ambiente como en condiciones de
refrigeracion, sin embargo, se recomienda guardar en condiciones de
refrigeracion ya que la diferencia absoluta fue mas baja.

El método analitico es robusto, excepto en los casos de cambio de
columna, velocidad de flujo y de cambio de la proporcién de fase buffer:
ACN, de aplicarlos en caso necesario, revisar y valorar los parametros de
adecuabilidad.

El método analitico es tolerante al cambio de columna de la misma marca y

mismas caracteristicas, asi como al cambio de equipo para su valoracion.

El Método Analitico para cuantificar Cloruro de Benzalconio en solucién oftdlmica

con concentracion de 0.01% por cromatografia de liquidos de alta resolucion, es

adecuado para ser utilizado como método de rutina en el laboratorio de Control

Fisicoquimico de Alcon México
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CAPITULO VIII ANEXOS

8.1 ALGORITMO PARA LA CUANTIFICACION DE CLORURO DE
BENZALCONIO.

(( AREA TOTAL MUESTRA )(CUNCE’NTRHC[UN DE ESTANDAR)) 100

AREA PROMEDIO ESTANDAR

CONCENTRACION DE MUESTRA
=0y DE RECOERO DE CLORURO DE BENZALCONIO

El &rea total del estdndar y la muestra se calcula de la siguiente manera.

AREATOTAL = (AREAC12 X PM DE C12)+ (AREA C14 X PM DE (C14)

Donde.

PM C12 =
PM C14 =
PM C16 =
PM C18 =

+ (AREA C16 X PM DE C16) + (AREA C18 X PM DE C18)

340
368
396
424
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8.2 AREAS OBTENIDAS DURANTE EL ANALISIS

8.2.1 PRECISION DEL SISTEMA

Tabla 17 Areas de los homologos para precision del sistema

AREA TOTAL DE STD

Area Cj, Area Cy, Area Total FR STD
Std 1 494262 256635 262490760 8.046E-11 mg/mi
Std 2 488200 240265 254405520 8.302E-11 mg/mi
Std 3 490168 253977 260120656 8.119E-11 mg/mi
Std 4 494979 254599 261985292 8.062E-11 mg/mi
Std 5 497528 258819 264404912 7.988E-11 mg/mi
Std 6 490414 255344 260707352 8.101E-11 mg/mi

8.2.2 PRECISION DEL METODO

Tabla 18 Areas de los homoélogos para la precision del método

AREA TOTAL DE AREA | AREA | AREA AREA

MTA alicuota |AREA C12 C14 ClG C18 TOTAL

DE MTA
100%-1 2 388896 | 208143 | 107475 | 16074 | 258196740
100%-2 2 389947 | 206569 | 106776 | 15719 | 257547524
100%-3 2 389597 | 207592 | 107524 | 15332 | 257937108
100%-4 2 391666 | 210018 | 107541 | 15340 | 259543460
100%-5 2 391671 | 208548 | 105160 | 15111 | 257964228
100%-6 2 390202 | 208059 | 108115 | 15735 | 258719572
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8.2.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Tabla 19 Areas de los homologos para la linealidad del sistema

# Sample Name Cop, Cuy Area Total
1 std 60% BAC 279656 147486 149357888
2 std 60% BAC 280724 149342 150404016
3 std 60% BAC 278659 149905 149909100
4 std 80% BAC 375440 197645 200382960
5 std 80% BAC 374541 198916 200545028
6 std 80% BAC 368337 200358 198966324
7 std 100% BAC 464779 251207 250469036
8 std 100% BAC 467300 244707 248934176
9 std 100% BAC 468165 252517 252102356
10 std 120% BAC 554686 304560 300671320
11 std 120% BAC 563232 296107 300466256
12 std 120% BAC 564480 291519 299202192
13 std 140% BAC 649596 341518 346541264
14 std 140% BAC 647549 344139 346809812
15 std 140% BAC 644036 341249 344551872

8.2.4 LINEALIDAD DEL METODO

Tabla 20 Areas de los homologos para la linealidad del método

# SampleName Cu, Cus Ci Cis Area Total
4 PC 80 309022 163433 73947 9236 198409900
5 PC 80 307919 161664 74841 9345 197784128
6 PC 80 311134 162512 74884 9190 199140600
7 PC 100 383448 200313 99392 13799 249297512
8 PC 100 386358 200524 96115 13010 248732332
9 PC 100 382943 200447 97389 13090 248081320
10 PC 120 455103 237110 114980 17845 295089860
11 PC 120 453145 236269 116216 17570 294487508
12 PC 120 450712 233341 113365 17540 291441068
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8.2.5 PRECISION INTERMEDIA

Tabla 21 Areas de los homologos para analista 1 dia 1

Cmta AREA Ci» | AREA Cy14 | AREA C45 | AREA Cy3 AREA TOTAL
mg/mL DE MTA
MTA 1 | 0.0200 348303 188806 83890 17237 228432556
MTA 2 | 0.0200 351371 188846 84159 15988 229067344
MTA 3 | 0.0200 352585 191081 87638 17552 232343404
Tabla 22 Areas de los homologos para analista 1 dia 2
Cmta AREA C1» | AREA C14 | AREA Ci6 | AREA Cy5 AREA TOTAL
mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 360333 191288 83691 16640 233104200
MTA 2 0.0200 361527 195666 87373 17164 236801512
MTA 3 0.0200 362327 196200 90811 18617 239247544
Tabla 23 Areas de los homologos para analista 2 dia 1
Cmta AREA Ci> | AREA Cis | AREA Ci6 | AREA Cy3 AREA TOTAL
mg/mL DE MTA
MTA 1 | 0.0200 355826 194420 89630 17701 235526104
MTA 2 | 0.0200 359216 191630 85360 16591 233490424
MTA 3 | 0.0200 357266 195758 89707 17889 236618292
Tabla 24 Areas de los homologos para analista 2 dia 2
Cmta AREA Ci» | AREA C14 | AREA Ci5 | AREA Cy5 AREA TOTAL
mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 365778 199030 90941 17787 241161884
MTA 2 0.0200 363404 197830 99149 17255 242937924
MTA 3 0.0200 369675 199427 88984 17371 241681604
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8.2.6 ESPECIFICIDAD

Tabla 25 Areas de los homologos por via basica condicién inicial

AREA C12 | AREA C14 |AREA C16 | AREA C15| AREA TOTAL
DE MTA
NaOH-M1 398490 200307 86325 11021 248057180
NaOH-M2 399147 197720 95764 13037 251921172
NaOH-M3 398063 199000 87611 14193 249285208

Tabla 26 Areas de los homologos por via basica condicion final

AREA Ci2 | AREA Cis | AREA Ci6 | AREA Cyg AREA TOTAL

DE MTA
NaOH-M1 340576 165301 71248 9476 208858640
NaOH-M2 339865 159835 66514 7371 203838228
NaOH-M3 342333 157239 71924 7735 206018716

Tabla 27 Areas de los homologos por via acida condicion inicial

AREA Ci; | AREA Cis | AREA Ci6 | AREA Ci5 | AREA TOTAL
DE MTA
HCL-M1 403949 210381 95881 10321 257107848
HCL-M2 394040 209378 100392 14304 256844832
HCL-M3 398715 213942 104680 11054 260433932

Tabla 28 Areas de los homologos por via acida condicion final

AREA Ci2 | AREA Cis | AREA Ci6 | AREA Ci15 | AREA TOTAL
DE MTA
HCL-M1 343204 156053 71616 10299 206843576
HCL-M2 344543 159071 78649 8470 210419032
HCL-M3 349828 164347 76038 7698 212796216
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Tabla 29 Areas de los homologos por via de oxidacion condicién inicial

AREA Ci2 | AREA Cis | AREA Ci6 | AREA Ci5 | AREA TOTAL
DE MTA
H,0,-M1 429496 210958 89936 8806 263009584
H,0,-M2 427645 211718 89003 8951 262351936
H,0,-M3 430080 211395 89854 9236 263518808

Tabla 30 Areas de los homologos por via de oxidacion condicién final

AREA C12 | AREA C14 |AREA C16 | AREA C13| AREA TOTAL
DE MTA
H,0,-M1 363935 184694 86909 7029 229101552
H,0,-M2 370985 180098 78346 7512 226621068
H,0,-M3 369538 185274 78925 7278 228163924

Tabla 31 Areas de los homologos por via de calor condicién inicial

AREA Ci, | AREA Ci4 |AREA Ci6 | AREA C15 | AREA TOTAL
DE MTA
CALOR-M1 434064 210163 89936 8806 264270144
CALOR-M2 432187 219899 90128 9086 267409564
CALOR-M3 434685 210821 90019 12307 266240720

Tabla 32 Areas de los homoélogos por via de calor condicion final

AREA Ci2 | AREA Cis | AREA Ci6 | AREA Ci15 | AREA TOTAL
DE MTA
CALOR-M1 416602 208830 65492 7130 247452072
CALOR-M2 414702 201042 65199 7252 243875788
CALOR-M3 414513 210228 69423 7546 248989336
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8.2.7 ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA

Tabla 33 Areas de los homologos para la estabilidad de la muestra condicién

inicial
Cmta |AREA Ci2| AREA Cy4 | AREA Ci6|AREA Ci15| AREA TOTAL
mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 356683 194964 87009 17135 234739776
MTA 2 0.0200 | 364662 195706 86275 16094 236993644
MTA 3 0.0200 | 359881 196609 88856 17309 237237644

Tabla 34 Areas de los homologos para la estabilidad de la muestra condicién

24 horas a temperatura ambiente

Cmta |AREA Ci2|AREA Ci14|AREA Ci5 | AREA Cig| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 358905 195294 90188 17281 236937484
MTA 2 0.0200 | 359585 192876 85275 15535 233593008
MTA 3 0.0200 | 357111 193266 88241 17169 234762720

Tabla 35 Areas de los homologos para la estabilidad de la muestra condicién

48 horas a temperatura ambiente

Cmta |AREA Ci2 |AREA C14|AREA Ci5|AREA Cig| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 367705 199027 91716 17732 242099540
MTA 2 0.0200 | 364920 196911 86213 17134 237941212
MTA 3 0.0200 | 360156 196534 89736 18215 238036168
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Tabla 36 Areas de los homologos para la estabilidad de la muestra condicién

24 horas en refrigeracion

Cmta |AREA Ci2 |AREA Ci14|AREA Ci6 | AREA Cig| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 358176 192704 87809 17333 234816468
MTA 2 0.0200 | 357793 190129 84486 17025 232292148
MTA 3 0.0200 | 356944 194618 87858 17276 235097176

Tabla 37 Areas de los homologos para la estabilidad de la muestra condicién

48 horas en refrigeracion

Cmta |AREA Ci2 |AREA C14|AREA Ci5 | AREA Cig| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 355742 193865 88184 16841 234356048
MTA 2 0.0200 | 361816 193269 84815 17934 235331188
MTA 3 0.0200 | 355452 194028 87567 17292 234264324
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8.2.8 ROBUSTEZ

Tabla 38 Areas de los homologos para robustez condicién inicial

Cmta |AREA Ci2 |AREA Ci14|AREA Ci6 | AREA Cig| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 364792 191121 93561 12119 236550420
MTA 2 0.0200 | 366250 193098 92423 13007 237699540
MTA 3 0.0200 | 369759 194090 87992 13778 237829884

Tabla 39 Areas de los homologos para robustez condiciéon volumen de

inyeccion 20 microlitros

Cmta |AREA Ci2|AREA Ci14|AREA Ci5 | AREA Cig| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 238394 124861 59985 8935 154545308
MTA 2 0.0200 | 237881 123949 59505 9037 153888440
MTA 3 0.0200 | 239449 127604 63599 9605 157628656

Tabla 40 Areas de los homoélogos para robustez condicién volumen de

inyeccién 25 microlitros

Cmta |AREA Ci2 |AREA C14|AREA Ci5|AREA Cig| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 299281 157115 67521 9559 190365192
MTA 2 0.0200 | 301366 156999 70208 9658 192137432
MTA 3 0.0200 | 303620 160041 71929 10867 195217380
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Tabla 41 Areas de los homologos para robustez condicién velocidad de flujo

0.8 mL/min
Cmta |AREA C;2| AREA Ci4 | AREA Ci6 | AREA Ci15| AREA TOTAL
mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 452400 235351 113482 16663 292429152
MTA 2 0.0200 | 453290 236545 116700 17206 294675704
MTA 3 0.0200 | 458057 240061 120185 19059 299756104

Tabla 42 Areas de los homologos para robustez condicién velocidad de flujo

1.2 mL/min
Cmta | AREA Ci12 | AREA Cy14 | AREA Cyi6 | AREA Ci3 | AREA TOTAL
mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 300778 157417 74581 10500 194180052
MTA 2 0.0200 302494 158305 75570 10740 195583680
MTA 3 0.0200 307334 162164 78865 11634 200333268

Tabla 43 Areas de los homologos para robustez condicién fase mévil buffer :
Acetonitrilo (35:65)

Cmta |AREA C1»,|AREA C14|AREA C16|AREA C13| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 354666 | 188480 84169 12583 228613196
MTA 2 0.0200 | 354943 | 188891 84735 12634 229104384
MTA 3 0.0200 | 363230 | 193223 89975 13803 236086836
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Tabla 44 Areas de los homologos para robustez condicién fase moévil buffer:
Acetonitrilo (45:55)

Cmta |AREA Ci2 |AREA Ci14|AREA Ci6 | AREA Cig| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 356502 175380 76320 13565 221724800
MTA 2 0.0200 | 361928 176391 77062 8662 222156648
MTA 3 0.0200 | 366803 180542 83352 8760 227874108

Tabla 45 Areas de los homologos para robustez condicién inicial

Cmta |AREA Ci,| AREA Ci4|AREA Ci6|AREA Ci5| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 351793 186549 90471 15626 230711592
MTA 2 0.0200 | 355078 183047 88404 16604 230135896
MTA 3 0.0200 | 351299 182207 87136 17024 228217868

Tabla 46 Areas de los homologos para robustez condicién buffer pH 3.5

Cmta |AREA Cy,|AREA Cy4|AREA Ci6| AREA Cig| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 354177 | 196893 84006 14595 232331460
MTA 2 0.0200 | 353791 | 187653 90463 14940 231503152
MTA 3 0.0200 | 348590 | 197579 83257 14973 230547996

Tabla 47 Areas de los homologos para robustez condicién buffer pH 2.5

Cmta |AREA C1»,|AREA C14|AREA C16|AREA C13| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 349837 | 190515 86198 16244 230075964
MTA 2 0.0200 | 348261 | 184484 83294 17430 226673596
MTA 3 0.0200 | 350057 | 184308 82158 16302 226291340
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Tabla 48 Areas de los homologos para robustez condicién inicial

Cmta | AREA C;, | AREA Cy4 | AREA Ci6 | AREA Ci15 | AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA1 |0.0200| 358410 186360 83544 13814 229380440
MTA2 |0.0200 | 358355 184027 85889 20207 232142448
MTA 3 |0.0200 | 363150 186150 78117 17469 230315388

Tabla 49 Areas de los homologos para robustez condicién columna

Thermohypersil
Cmta |AREA C;,|AREA C14|AREA Ci6| AREA Ci5| AREA TOTAL
mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 352816 178374 83062 14041 224445008
MTA 2 0.0200 | 358973 188626 84010 15604 231349244
MTA 3 0.0200 | 356749 177280 86315 14680 226938760

Tabla 50 Areas de los homologos para robustez condicién columna Waters

Spherisorb
Cmta |AREA C12 |AREA C14|AREA C15|AREA Ci3| AREA TOTAL
mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 311810 138998 60145 8249 184481660
MTA 2 0.0200 | 311098 137474 59950 4341 181944536
MTA 3 0.0200 | 311652 136283 58442 8006 182651400
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8.2.9 TOLERANCIA

Tabla 51 Areas de los homologos para tolerancia con la columna Beckman

Ultrasphere Cyano 8UEC125 con el equipo #48

Cmta |AREA Ci2 |AREA Cy14|AREA Ci5 | AREA Cig| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 351793 186549 90471 15626 230711592
MTA 2 0.0200 | 355078 183047 88404 16604 230135896
MTA 3 0.0200 | 351299 182207 87136 17024 228217868

Tabla 52 Areas de los homologos para tolerancia con la columna Beckman

Ultrasphere Cyano 8UEC125 con el equipo #09

Cmta |AREA Ci2|AREA Ci14|AREA Ci5 | AREA Cig| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 377002 190520 89626 17080 241025856
MTA 2 0.0200 | 372983 189691 90781 17143 239838416
MTA 3 0.0200 | 378519 194333 95226 23220 247765780

Tabla 53 Areas de los homologos para tolerancia con la columna Beckman

Ultrasphere Cyano 7UEC125 con el equipo #48

Cmta |AREA Ci2 |AREA C14|AREA Ci5|AREA Cig| AREA TOTAL

mg/mL DE MTA
MTA 1 0.0200 | 360434 195806 87935 12876 234885852
MTA 2 0.0200 | 357878 189726 81752 10398 228280232
MTA 3 0.0200 | 362986 194099 82438 13008 233004512
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