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Capitulo I. INTRODUCCION
1.1 OBJETIVOS
Objetivo General:

Validar el Método Analitico para cuantificar Rimexolona en una suspensién oftalmica al 1.0% por
cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Objetivos Particulares:

Confirmar que El sistema analitico sea lineal, preciso, exacto y que la adecuabilidad del sistema
cumple con los parametros de exactitud. Asi como también que el método analitico sea preciso,
lineal, reproducible, robusto y tolerante.

Llevar a cabo las pruebas indicadas para la validacion para verificar que cumplen con la “Guia de
validaciéon de métodos analiticos del Colegio Nacional de QFB’s” para validacion de métodos
analiticos.

1.2 MARCO TEORICO
1.2.1 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacion de métodos analiticos es parte fundamental del desarrollo de una nueva formulacion,
de la técnica de andlisis de control de calidad de una nueva formulacion y de la técnica de andlisis de
control de calidad de una forma farmacéutica, ya que es durante esta secuencia de pruebas y
andlisis, en donde el quimico se da cuenta si el estudio, el cual esta siendo evaluado
sistematicamente, cumple con los propésitos para el cual fue disefiado.

De acuerdo a las Buenas Précticas de Fabricacion como de Laboratorio, es necesario que todos los
métodos analiticos que empleamos estén validados.

La validacién de métodos analiticos se considera como el proceso por el cual queda establecido, por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para las aplicaciones
analiticas deseadas.

La validacién demuestra por medio de estudios experimentales la confiabilidad de lo que se esta
midiendo. Desde este enfoque, 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 validacién. Las
Autoridades Regulatorias verifican que las empresas sustenten estos sistemas con actividades
documentales, como se indica en la NOM- 059 SSA1 numerales 5.6.3, 5.7.4, 9.11.3,9.11.5y 9.12.3
y en los lineamientos regulatorios internacionales.

El objetivo final de un dictamen de calidad, es la liberacién o no liberacion de un producto sobre la
base de las especificaciones previamente establecidas. Esta decisidén es tomada generalmente por
el profesional farmacéutico, en gran medida esta dada por los resultados obtenidos al aplicar uno o
diversos métodos analiticos; si estos no son farmacopeicos y no estan validados, su decision corre el
riesgo de ser errénea y afectar al usuario del producto y por ende, a la misma empresa. La
validacion le proporciona a quien aplica la metodologia, una seguridad de la confiabilidad de dichos
métodos y puede tomar la decision final con certeza. La validacién de métodos analiticos también
impacta en otras areas relacionadas a la calidad de un producto (estabilidad, limpieza de equipos,
entre otras).
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No se puede pasar por alto el hecho de que el factor mas importante durante la validacion de todo
método analitico es siempre el criterio del profesional, responsable de ésta decision, criterio que es
necesario aplicar después de tomar en cuenta todos los factores relacionados con el, o los principios
activos, concentraciones, forma farmacéutica, tipo de muestra, método de analisis, propdsito de la
técnica analitica, instrumentacion, sustancias relacionadas, etc., estos constituyen Unicamente una
guia para dar al quimico un soporte técnico adecuado para resolver cada paso particular [3].

1.2.2 METODO ANALITICO

Un método analitico se define como la descripcion de la secuencia de actividades, recursos
materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el andlisis de un componente
especifico de la muestra. Un analito se define como un componente especifico de la muestra a medir
en un analisis; por lo que un método analitico mide un componente especifico (analito) en una
muestra y como todo proceso de medicion, éste debe ser confiable para ser utilizado con un
propdsito definido [3].

1.2.3 RIMEXOLONA

La rimexolona es un corticosteroide presenta el caracteristico nlcleo esteroidico
(ciclopentanoperhidrofenantreno). Estructuralmente, su principal caracteristica, en comparacion
con otros corticosteroides similares, es la casi nula presencia de grupos hidroxilo (-OH), si se
exceptla el correspondiente a C11 (indispensable para la actividad glucocorticoide). De hecho, es
de los pocos corticosteroides que carecen de un resto hidroxilo (libre o esterificado) en
Asimismo, se caracteriza por presentar varios restos metilo (-CH3), situados en C16, C17 y C20.

a

Fig. 1 Rimexolona

Este conjunto de caracteristicas determina una baja hidrofilia en la molécula, lo que le hace
practicamente insoluble en agua [7].
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Rimexolona es un corticosteroide. Los corticosteroides reducen la inflamacion, principalmente por
la inhibicion del metabolismo del &cido araquiddnico de los fosfolipidos de la membrana y la
prevencion de la sintesis y liberacion de los principales mediadores de la inflamacion. Los
corticosteroides suprimen las fases de la inflamacién, como lo son:

- Temprana: Depdsito de fibrina, la dilatacion capilar, aumento de la permeabilidad vascular,
la migracion de los leucocitos con la liberacion de factores quimiotacticos y de destruccién
tisular, y la actividad fagocitica.

- Tardia: proliferacion de capilares y fibroblastos, depdésito de colageno y cicatrizacion [8].

Rimexolona es un corticosteroide potente. La suspensiéon oftdlmica de Rimexolona 1% esta
autorizada para el tratamiento post-operatorio sensible a la inflamacion después de la cirugia
ocular. La inflamacion debe ser de naturaleza no infecciosa [8,9].

Los corticosteroides tépicos son el estandar de tratamiento de primera linea para el tratamiento de
condiciones oftalmicas inflamatorias, pero puede conducir a una elevacion de la presion intraocular
gue puede conducir a la pérdida de vision [9].

Rimexolona es un corticosteroide tépico nuevo con un bajo potencial para aumentar la presion
intraocular [10].

1.2.4 SUSPENSION OFTALMICA

Sistema disperso, compuesto de dos fases, las cuales contienen el o los farmacos y aditivos. Una
de las fases, la continua o la externa es generalmente un liquido y la fase dispersa o interna, esta
constituida de sélidos (farmacos) insolubles, pero dispersables en la fase externa [14].

1.2.5 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION?!®20:21:22.23,24.25.

La cromatografia es un método fisico de separacion, basado en la distribucion de los componentes
de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una estacionaria y otra moévil. En cromatografia liquida,
la fase movil es un liquido que fluye a través de una columna que contiene a la fase estacionaria.
La cromatografia liquida se lleva a cabo en una columna de vidrio. Después se coloca la muestra
por la parte superior y se hace fluir la fase movil a través de la columna por efecto de la gravedad.
Para aumentar la eficiencia en las separaciones, en la cromatografia de alta resolucion; el tamafio
de las particulas de fase fija se disminuye hasta los micrones, usando altas presiones para lograr
que la fase movil pueda fluir.
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1.2.5.1 TIPOS DE CROMATOGRAFIA EN HPLC Y APLICACIONES

La Cromatografia de liquidos, es una técnica de analisis quimico ampliamente utilizada, la cual
permite separar fisicamente y cuantitativamente los distintos componentes de una solucion por la
absorcién selectiva de los constituyentes de una mezcla, consta de dos fases, una fija que suele
llamarse fase estacionaria, y una movil (fase movil) que fluye permanente durante el andlisis, y
gue en este caso es un liquido. La tabla 1 nos muestra los tipos de cromatografia liquida que
existen asi como su separacién cromatogréfica.

Nombre Tipo de fase Tipo de fase Método de fijacion de la fase estacionaria
movil estacionaria
Particion Liquido Liquido Adsorbida en un sélido poroso en una columna tubular
Adsorcion Liquido Solido Sostenida en una columna tubular
Papel Liquido Liquido Sostenida en los poros de un papel grueso
Capa delgada Liquido Liquido 6 Solido finamente dividido sostenido sobre una placa de vidrio el
solido liquido puede ser absorbente sobre las particulas
Gel Liquido Liquido Sostenido en los intersticios de un polimero solido
Intercambio Liquido Solido Resina de intercambio i6nico finamente dividida en una
i6nico columna tubular

Tabla 1 Clasificacion de las separaciones cromatograficas.
1.2.5.1.1 CROMATOGRAFIA DE ADSORCION

Es la técnica mas usada para la separacién de compuestos organicos neutros, es adecuada para
compuestos no polares probablemente con masas moleculares inferiores a 5 000. Se basa en la
afinidad de adsorcion, su fase estacionaria es la superficie de un solido finamente dividido. El
soluto compite por los sitios sobre la superficie del solido con el disolvente utilizado como eluyente;
la retencidn es el resultado de la adsorcion. Las Unicas fases que se utilizan en este tipo de
cromatografia son la silice y la alimina, siendo la primera la preferida. La eleccion de la fase movil
es fundamental para el éxito de una cromatografia liquido-solido; variando el disolvente, si este
presenta una alta fuerza de elucion eluira las especies absorbidas méas rapidamente que uno que
tenga un valor mas bajo. La cromatografia de capa fina (TLC) es un ejemplo especial de
cromatografia por adsorcién en la cual la fase estacionaria es un plano, en la forma de un soporte
s6lido en un plato inerte.

Aplicaciones: se utiliza para compuestos no polares con masas <5000, muestras solubles en
disolventes no polares y es capaz de diferenciar entre compuestos isomeros. Es particularmente
adecuada para el andlisis de moléculas no ionizantes, insolubles en agua y relativamente simples,
gue frecuentemente son isdmeros o compuestos muy relacionados. Se utiliza en la separacién de
la vitamina D3 y sus metabolitos las vitaminas A, D y E (y compuestos muy relacionados a estas
vitaminas), muchas drogas de abuso (LSD, por ejemplo), antidepresivos triciclicos y bloqueadores
beta. Los aceites naturales y los extractos de esencias se analizan facilmente y los pigmentos
menos polares de las plantas, tales como los carotenoides y las porfirinas, La tendencia a ser
adsorbido disminuye en el siguiente orden: acido>alcohol>carbonilo>éster>hidrocarburo. A
continuacién se muestra una cromatografia de absorcion.
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Separacidn de cis y trans pirazolina por cromatografia de adsorcidn.
Columna: silica pelicular.

CeHs COOCHz
CaHs
N
s
—~ N
trans- pirazoling

CeHs CaHs
COOCH:
Solvente £

%N

=N

cis- pirazolina  |mpureza

o
1 1 i ! | 4 e
0 5 10 15 20 25 30 min

Fig. 2 Cromatografia de Adsorcion

1.2.5.1.2 CROMATOGRAFIA DE PARTICION

Cromatografia liquido-liquido. La separacion de las sustancias se logra por migracion diferencial
de los solutos. La fase estacionaria de la cromatografia de particiéon es un liquido soportado en un
sélido inerte, el mas usado es el acido silicico o gel de silice. La fase mévil puede ser un
disolvente puro o una mezcla de disolventes, la polaridad puede ser notablemente diferente al del
liquido estacionario. Esta consiste en aplicar una gota de la solucion con la mezcla de substancias
a separar en la parte inferior de una tira de papel o en una delgada capa de un material inerte,
como silicagel o celulosa, el papel o material inerte (los denominaremos soportes) se colocan en
un recipiente con un solvente, de manera que, este los vaya impregnando; el disolvente se elige
de manera tal que uno de ellos se adsorba més al soporte que el otro; a medida que el disolvente
avance a lo largo del soporte los liquidos suben espontdneamente por capilaridad, aquellos
componentes de la muestra que sean mas solubles en el liquido que queda adsorbido seran
retenidos, y los que tengan mayor afinidad por el que no se adsorbe seran arrastrados por este.

Aplicaciones: es un poderoso instrumento para la separacion de sustancias estrechamente
relacionadas. Ejemplos tipicos son la resolucién de los numerosos aminoacidos formados en la
hidrdlisis de una proteina, la separaciéon y andlisis de alcoholes alifaticos y la separacion de
derivados de azucares.

Soporte =~ : ;
. Direccion de
Migracion del solvente
Aplicacian " | Componentes de la
de la muestra . B R MMuestra separados
[ 2 L

Fig. 3 Separacion de moléculas pequefias por cromatografia de particion.
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1.2.5.1.3 CROMATOGRAFIA DE INTECAMBIO IONICO.

El disolvente por lo general es agua y las especies a separar son iones, es muy utilizada en la
guimica inorganica, también se usa para la separacién de aminoacidos y otros acidos y bases
organicas. Esta basada en la atraccion entre iones del soluto y puntos cargados que existen en la
fase estacionaria. El intercambio iénico es un proceso en el cual ocurre un intercambio de iones de
signo igual entre una solucion y un sélido esencialmente insoluble en contacto con la solucion. La
fase estacionaria es una resina de intercambio i6nico que contiene grupos cargados, teniendo la
propiedad de separar especies ionizadas (Cationes o Aniones); la Fase Movil es generalmente
una solucion amortiguadora de pH.

Dentro de los intercambiadores encontramos a las arcillas asi como resinas sintéticas. Estas
Ultimas pueden ser usadas para intercambio de cationes se usan: resinas acidas fuertes las cuales
contienen grupos de acidos sulfénico y resinas acidas débiles con grupos de &cido carboxilico. En
el caso de intercambiadores anionicos, contienen grupos funcionales basicos adheridos a la
molécula de polimero generalmente son aminas. La Fase Estacionaria es una resina de
intercambio iénico que contiene grupos cargados, teniendo la propiedad de separar especies
ionizadas (Cationes o Aniones); la Fase Mdvil es generalmente una solucién amortiguador de pH.

Aplicaciones: encuentra mucho uso en los analizadores para aminoacidos, se ha aplicado a una
gran variedad de sistemas organicos y bioquimicos incluyendo farmacos y sus metabolitos,
sueros, conservantes de alimentos, mezclas de vitaminas, azlcares y preparaciones
farmacéuticas.

(Li-Cs)
1
2+
Mg
2+
Ca -
| Sr
2+
Ba
E
i 1 i | | ]
0 2 4 6 0 4 8 12 16
Tiempo. min Tiempo. min
(a (b)

Fig. 4 Cromatografia l6nica (a) Separacion de aniones en una columna de intercambio aniénico. (b) separacion de iones
alcalinotérreos en una columna de intercambio catiénico.
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1.2.5.1.4 CROMATOGRAFIA EN GEL.

Es una técnica de caracterizacion de polimeros que proporciona la distribucion completa de pesos
moleculares de una muestra y sus distintos promedios. El fraccionamiento se basa, por lo menos
en parte, en el tamafio y la forma molecular de las especies de la muestra, también se le conoce
como cromatografia de permeacién en gel, cromatografia de exclusion y cromatografia de
tamizado molecular. Se efectia en una columna por el método de elusion. La fase fija esta
formada por particulas poliméricas o de silice que contienen una red uniforme de poros por los que
pueden penetrar las moléculas de pequefio tamafio. Las moléculas de tamafio grande se excluyen
totalmente y son eluidas en primer lugar, mientras que las de pequefio tamafio tienen acceso a
todo el volimen poroso y son las Ultimas que se eluyen, los factores que determinan la separacion
de las moléculas son el tamafio del poro, el tamafio de la particula y el flujo de elucién. Los
diferentes tipos de particulas usadas deben ser estables, mecanica y quimicamente, tener bajo
contenido en grupos idnicos, uniformidad de poro y tamafio. Los compuestos pueden ser
derivados de dextranos (Sephadex), derivados de agarosa (Sepharosa), derivados de acrilamidas
(Biogel P) y esferas de vidrio. Hay diferentes tamafios de particula para un gel: a menor tamafio
mayor resolucion y menor gasto en la columna.

Aplicaciones: Este técnica se emplea en la separacién de proteinas de alimentos, determinacion
de glucosa y fructosa en zumos de fruta, asi como para la separacion de compuestos de alto peso
molecular como proteinas y polimeros, acidos grasos y azucares. Cambios de buffers, después de
cromatografias de intercambio i6nico, afinidad o de interaccién hidrofdbica; proteinas,
polisacaridos, polipéptidos etc. pueden ser desalados antes de ser concentrados o liofilizados;
eliminacion de fenol de las preparaciones de acidos nucléicos; eliminacion de compuestos de bajo
peso molecular marcados. 1125, FITC de las soluciones de marcaje de proteinas; para reacciones
entre macromoléculas y reactivos de bajo peso molecular; eliminacion de productos, cofactores,
inhibidores, etc. de las enzimas; Purificacibn de macromoléculas; determinacién del peso
molecular de las proteinas.
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Fig. 5 Cromatograma Sephadex G-200 superfine. Peaks: 1. catalase; 2. aldolase; 3. Bovine serumalbumin; 4. ovoalbumin;
5 chymotrypsinogen A; 6 ribonuclease A.
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1.2.5.1.5 CROMATOGRAFIA PLANA

La separacién se produce sobre una capa de un solido finamente dividido que se ha fijado sobre
una superficie plana, es un método notablemente simple y de bajo costo. Técnica de separacion
en la que la fase estacionaria esta en forma de plano o sobre un plano, éste puede ser un papel,
gue esté impregnado con una sustancia que actle de fase estacionaria o una capa de particulas
sélidas extendida sobre un soporte, tal como una placa de vidrio. A veces a la se la llama
Cromatografia de Lecho Abierto.

La cromatografia plana tiene como fase mavil un liquido y como fase estacionaria un liquido o un
sélido dispuestos sobre una superficie plana; existen tres tipos, cromatografia en papel, donde una
hoja o tira de papel de filtro sirve como fase estacionaria y medio de separacion; cromatografia en
capa fina, en la que la separacion se produce sobre una capa de solido finamente dividido que se
ha fijado sobre una superficie plana; y la electroforésis. La fase mévil se mueve a través de la fase
estacionaria por capilaridad, a veces es ayudado por gravedad o por potencial eléctrico.

Aplicaciones: se utiliza para separar e identificar los componentes de pequefias muestras de
substancias inorganicas, organicas y bioquimicas, se usa en determinadas aplicaciones con una
finalidad didactica, también para la separacién de muestras clinicas y bioguimicas asi como en
otras aplicaciones analiticas generales por su gran sencillez y bajo costo.

1.2.5.1.6 CROMATOGRAFIA EN PAPEL.

Se utilizan papeles especiales de elevada pureza, Es una técnica muy sencilla, se utiliza una tira
de papel de filtro (Whatman n° 1 por ejemplo) como soporte para la separacion. El mecanismo que
interviene en la separacion fundamentalmente de reparto. La fase estacionaria esta constituida por
el agua absorbida sobre las moléculas de celulosa del papel. El papel utilizado puede ser papel de
filtro estandar o papel, La fase movil se selecciona empiricamente, se emplean mezclas
consistentes en compuestos organicos, agua Yy otras especies (acidos, bases, agentes
complejantes) que modifiquen la solubilidad de los compuestos de la muestra.
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1.2.5.1.7 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Se realiza en placas de vidrio o plastico recubiertos con una capa delgada de particulas finamente
divididas contenidas en la fase estacionaria. El mecanismo predominante es la adsorcién. Los
materiales mas usados han sido: gel de silice, alimina, celita, poliamidas. La fase movil el
disolvente a utilizar debe reunir una serie de caracteristicas: inerte frente a los componentes de la
muestra y de la fase estacionaria, elevada pureza, adecuada viscosidad y tension superficial, bajo
punto de ebullicion para facilitar el secado de las placas, econémico y baja inflamabilidad y

toxicidad.
] 10 ,
= . 8
e 7 =
& ®
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Fig. 6 Cromatograma en capa fina bidimensional (gel de silice) de algunos aminoacidos. Disolvente A: tolueno/2-
cloroetanol/piridina. Disolvente B: cloroformo/alcohol bencilico/acido acético. Aminoéacidos: (1) acido aspartico, (2) acido
glutdmico, (3) serina, (4) f3-alanina, (5) glicina, (6) alanina, (7) metionina, (8) valina, (9) isoleucina y (10) cisteina.
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COMPONENTES BASICOS DE UN SISTEMA PARA HPLC.

Un equipo para HPLC puede ser representado por la siguiente figura 7.

~ Fase ¢ Valvula ‘ Registrador

Fig. 7 Esquema de los componentes de un HPLC

La fase movil puede ser un disolvente puro o una mezcla de disolventes; algo importante es que
deben ser grado HPLC, esto implica un 99% o mas de pureza para evitar contaminantes que
puedan interferir en la elucion de la muestra o bien que contengan algunas pequefias particulas
gue puedan tapar la columna; por lo que es necesario filtrarlos antes de que entren a la columna.

Dependiendo del equipo, cuando se trata de una mezcla de disolventes; se puede o no programar
la bomba para que tome las cantidades adecuadas de cada disolvente o bien, algunas otras
bombas (las mas antiguas) no tienen la capacidad de realizar esta mezcla y por lo tanto esta se
tiene que preparar por nosotros. Cuando durante toda la separacion se usa el mismo disolvente,
se denomina isocratica.

La bomba envia el disolvente hacia la valvula inyectora que es una valvula de seis vias que
permite introducir al disolvente, la muestra contenida en el loop de volumen calibrado. Luego de
gue se produzca la separacion en la columna, los componentes de la mezcla pasan al detector. El
cual da una sefal eléctrica proporcional a la cantidad de materia; esta sefial es enviada al
registrador que a su vez da un cromatograma de intensidad en funcién del tiempo (figura 8); en el
cual, lo ideal es obtener picos gaussianos los cuales corresponden cada uno a un componente
diferente de la muestra.

Tiempo (111in_)

Fig. 8 Cromatograma tipico obtenido por un HPLC
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En HPLC existen dos tipos basicos de detectores:

- Los basados en una propiedad de la disolucién.

- Los basados en una propiedad del soluto

Algunos de los detectores méas usados son: detectores de absorbancia, detectores de
fluorescencia, detectores de indice de refraccion, detector de dispersion de luz, detectores
electroquimicos, detectores por espectrometria de masas.

El integrador calcula el area de cada pico, la cual se puede relacionar con la concentracion del
componente si se tiene una curva patrén; si no se cuenta con ella, sélo seria cualitativa. Debido a
gue los detectores que se usan en estos equipos no son destructivos, es posible recuperar los
productos que salen de él, y de esta manera realizar otro tipo de separaciones (por ejemplo)
analiticas (también depende del tamafio del loop, de la columnay del tipo de bomba).

Volumen y tiempo de retencion

El volumen de fase movil (o tiempo para Tr) necesario para transportar la banda de soluto desde el
punto de inyeccién a través de la columna, hasta el detector, en el punto maximo del pico del
soluto se define como volumen de retencion (Vr).

El volumen muerto (VO) representa lo que se conoce como espacio muerto o volumen de retraso
de la columna, incluye las contribuciones efectivas del volumen del inyector, tuberia, conexidn,
columna y detector.

Factor de capacidad (K)

Actualmente, se conoce como factor de retencion (k). El factor de retencién es un pardmetro
experimental importante que se utiliza para describir las velocidades de migracion de los solutos
en columnas. Para el soluto A, el factor de retencidon, kA se define como:

_Kax Vg

K,
A Vi,

donde K, es la constante de distribucién del soluto A, Vs es el volumen del soluto en la fase
estacionaria y Vm el volumen del soluto en la fase mévil (Skoog y cols., 2001).

Selectividad

El factor de selectividad a de una columna para dos solutos, A y B, se define como la relacion de
la constante de distribucion del soluto retenido con mas fuerza, B, y la constante de distribucion
del soluto retenido con menos fuerza, A:

_Ks

(X—KA

donde Kg es la constante de distribucién de la especie retenida con mas fuerza, especie B, y K, es
la constante de la especie retenida con menos fuerza, es decir, la especie A, que eluye mas
rapido. De acuerdo con esta definicion, a siempre es mayor que la unidad (Skoog y cols., 2001).
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Eficiencia

La eficiencia de una columna cromatografica depende del ensanchamiento de banda que ocurre
cuando un compuesto pasa a través de la columna. Para las mediciones cuantitativas de la
eficiencia de las columnas cromatogréaficas se emplean dos términos: (1) altura del plato H y (2)
cantidad de platos o nimero de platos tedricos N. Los dos estan relacionados por la ecuacion:

donde L es la longitud del empaque de la columna (en cm). La eficiencia de las columnas
cromatograficas aumenta a medida que es mayor el nimero de platos N y la altura H es menor. Se
observan grandes diferencias en la eficiencia de las columnas como resultado de las diferencias
en el tipo de columna y de las fases movil y estacionaria. En términos de nimero de platos
tedricos, la eficiencia puede variar desde unos centimetros hasta varios cientos de miles; la altura
de los platos varia desde unas décimas hasta milésimas de centimetro y son comunes incluso
mas pequefias (Skoog y cols., 2001).

Resolucion cromatografica

Es una medida cuantitativa de su capacidad para separar dos analitos A y B. la resolucion de cada
columna queda definida como:

— 207 — 2((trA) - (trB))
Wy + Wy Wy + Wy

Rs

Se puede mejorar la resolucion para una fase estacionaria determinada alargando la columna, lo
gue incrementa el nimero de platos. Sin embargo, una consecuencia adversa de afadir platos es
un incremento en el tiempo necesario para la separacion de los componentes (Skoog y cols.,
2001).

NUmero de platos teoricos

Expresada como una cantidad adimensional, refleja el nimero de veces que el soluto se reparte
entre las dos fases durante su paso a través de la columna.

4+— COLUNMMA >

AR i

PLATOS TEORICOS

N_L
" H
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Asimetria (AF)

El factor de asimetria del pico (AF, de asymetry factor) se define como la razon de las mitades del
ancho del pico a una altura dada. Conforme se mida mas abajo la asimetria del pico AF es mayor,
debido al ruido del detector, un compromiso aceptable es medir AF en 10% de la altura del pico.

SF=A/B

Fig. 9 Representacion esquematica del factor de asimetria. Skoog, 2001

21| Pagina

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

1.2.5.2 INSTRUMENTACION
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Fig. 10 Componentes bésicos de un sistema para HPLC. Hernandez, 2002.

Los componentes béasicos de un sistema para HPLC son:
A) Depositos para la fase mévil (disolventes)

Como algunas de las fases moviles usadas en HPLC pueden ser quimicamente activas como
acidos, bases o liquidos corrosivos, es esencial que los componentes del sistema estén fabricados
con materiales resistentes, por lo que la mayoria de las partes en contacto con la fase movil
suelen estar fabricadas con acero inoxidable (Hernandez L. 2002).

Los disolventes mas usados en HPLC son agua, disoluciones tampdn acuosas y disolventes
organicos como el metanol. Deben ser espectroscOpicamente puros, exentos de particulas sélidas
y degasificados, esto se lleva a cabo con un gas inerte muy poco soluble como el helio.

Como fase estacionaria lo mas comun es usar particulas microporosas esféricas de silice muy
puro, que son permeables al disolvente (Harris, D. 2001).

Los recipientes que se utilicen para almacenar la fase movil tienen que ser inertes, es decir, el
disolvente no deberd extraer especie alguna del material con el que estén construidos. Suelen ser
botellas de vidrio y tubos de teflén. Estan provistos de unos filtros, indispensables para eliminar los
gases disueltos y particulas que pueda contener la fase movil (Harris, 2001).
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B) Sistema de bombeo para proporcionar presién a la fase movil

Debido a las elevadas presiones de trabajo y al pequefio tamafio de las particulas de la fase
estacionaria, se utiliza una bomba que es la encargada de introducir la fase movil o disolvente a
través de la columna.

Los sistemas de bombeo deberan reunir las siguientes caracteristicas: (Hernandez, L. 2002).
Generar presiones superiores a 6000 psi.

Capaces de cubrir un amplio rango de flujo entre 0,1 y 10 ml/min con una precision del 0,5 % y
gue esté libre de pulsaciones.

Construidos con materiales inertes respecto a los disolventes empleados.
Las bombas empleadas en HPLC son de tres tipos:

Bombas reciprocas o de vaivén, son las mas utilizadas. Estan formadas por una pequefia
camara cilindrica que se llena y luego se vacia por oscilaciéon de un piston de zafiro. EI bombeo
produce un flujo pulsado que después debe amortiguarse. Sus principales ventajas son que se
consiguen presiones elevadas y se suministra un caudal constante, pudiéndose adaptar a la
técnica de elucién con gradiente, debido a su pequefio volumen interno (Skoog, D. A. et al. 2001).

Bombas neumaticas o de presion constante, hacen uso de la presion de un gas aplicado al
recipiente conteniendo la fase mévil. Son sencillas, no provocan pulsaciones pero estan limitadas
a presiones relativamente bajas. (Hernandez, L. 2002).

Bombas de desplazamiento o tipo jeringa, consisten en una camara equipada con un
mecanismo de tornillo. Suministran un flujo libre de pulsaciones pero con una capacidad limitada a
unos 250 ml. (Harris,D.C. 2001).

C) Sistema de inyeccion de muestras

Los volumenes que se inyectan de muestra deberan ser pequefios para evitar la sobrecarga de la
columna. Hay varios tipos:

El método més simple es la utilizaciéon de una jeringa de alta presién con un diafragma (“septum”)
a la entrada de la columna. Est4 limitado a una presion maxima de operacién de 1500 psi.

Las valvulas de inyeccién con bucles de volumen conocido, es el método mas utilizado (Harris, D.
C. 2001).
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D) Columna cromatografica

En las columnas cromatograficas es donde se produce la velocidad diferencial de los solutos que
permite su separacion (Harris, D. C. 2001). El material de las columnas cromatograficas suele ser
de acero inoxidable cuya longitud varia de 5 a 30 cm y un diametro de 1 a 5 mm. La eficacia de las
columnas aumenta al disminuir el tamafio de las particulas de la fase estacionaria. El tamafio
tipico de las particulas es de 3-10 um (Harris, D. 2001).

Tubo de la columna
Empaque

EDIII=J!;Fj

Anillo Tuerca de T
TLEE Tuerca

Fig. 11 Columna para HPLC. Fuente: P.V.G. Lab. 3-D, Facultad de Quimica, 2007

Las columnas son caras y se degradan con facilidad, por eso, se protege la entrada de la columna
con otra mas corta, la precolumna, que retiene por adsorcion las impurezas de forma irreversible
(Harris, D. 2001).

E) Termostatos para las columnas

No es necesario el control estricto de la temperatura de la columna, pero las separaciones resultan
mas reproducibles cuando la temperatura se mantiene constante. Los instrumentos comerciales
modernos estan equipados con calentadores que regulan la temperatura de la columna.

F) Detectores

El papel del detector es indicar los momentos de aparicién de los componentes, y proporcionar
indicacion cuantitativa y cualitativa de los mismos. El detector utilizado depende de la naturaleza
de la muestra y debera reunir una serie de caracteristicas como son, tener una sensibilidad
elevada, buena estabilidad y reproducibilidad. Amplio margen de respuesta lineal, insensible a
cambios en la presion y la temperatura. Se pueden clasificar de la forma siguiente: (Hernandez, L.
2002)

El detector se coloca al final de las columnas, responde a la concentracion del soluto y se registra
en funcién del tiempo y obteniéndose una serie de picos, generdndose un grafico que se
denomina cromatograma. La posicion de los picos en el eje del tiempo puede servir para identificar
los componentes de la muestra.
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Los detectores basados en una propiedad del soluto que no la suele presentar la fase mavil.
Suelen ser muy selectivos y sensibles:

Detectores de absorbancia ultravioleta, son los mas utilizados. Su fundamento es la
espectrofotometria de absorcion de luz visible y ultravioleta de un componente a una determinada
longitud de onda. Los més potentes son los que utilizan un montaje de fotodiodos para registrar el
espectro completo de cada soluto que pasa por el detector. Los datos de absorbancia se
representan en funcion de la longitud de onda y del tiempo.

Detectores de fluorescencia, son muy sensibles y selectivos, el principio de operacién se basa
en la irradiacion con la luz UV al componente de interés y la posterior medida de la luz
fluorescente emitida por éste.( Harris, D. C. 2001)

Detectores electroquimicos, ofrece ventajas debido a su especificidad, sensibilidad y amplia
aplicabilidad, especialmente para compuestos organicos. Responde a analitos que puedan
oxidarse o reducirse. Es el ejemplo de fenoles, aminas, peroxidos (pueden detectarse por
oxidacion) y cetonas, aldehidos (detectados por reduccién). Las técnicas electroguimicas mas
utilizadas con esta finalidad son la amperometria, voltamperometria y culombimetria.

Los detectores basados en una propiedad de la disolucién, responden a un conjunto amplio de
solutos, pero suelen ser poco sensibles:

Detectores de indice de refraccidn, esta formado por una celda con dos compartimentos, en uno
se introduce el disolvente puro y en el otro la muestra, se hace pasar luz visible paralela. Cuando
entra en la celda soluto de distinto indice de refraccién al disolvente el has se desvia y varia la
sefial dada por la fotocélula (Harris, D. C. 2001). El principal inconveniente es que son muy
sensibles a los cambios de temperatura y no resultan apropiados para trabajar con la modalidad
de elusion con gradiente.

Detectores de conductividad, son los méas utilizados cuando los solutos eluidos son idnicos,
como acidos y bases, asi como cationes y aniones inorganicos después de su separacién por
cromatografia de cambio i6nico. Tienen elevada sensibilidad, baratos y de larga duracion.

Caracteristicas de los detectores:

Sensibilidad. Medida de la efectividad de un detector para convertir la muestra en una sefal
eléctrica medible.

Linealidad. Rango de masa 6 concentracion de muestra sobre el cual el detector mantiene una
sensibilidad constante sin una desviacion arbitraria.

El significado practico de la linealidad del detector es el que le indica al analista la concentracion
para la cual el detector es confiable. Hay dos limites en la curva de linealidad:

El limite de concentracion inferior, que es dado por el limite de deteccién.
El limite Superior, definido por un porcentaje de desviacién arbitrario de la curva de linealidad.

Rango Dinamico Lineal. Rango sobre el cual la sensibilidad del detector es constante.
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Ruido. Es cuantificado por el promedio de la amplitud pico-pico de la sefal. El significado de
conocer el nivel de ruido de un detector es un factor determinante en la determinacién de la
cantidad minima detectable y el limite inferior del rango lineal.

Limite de Deteccidn. Esta definido como la minima cantidad de sustancia que puede producir una
sefial que sea el doble del nivel de ruido.

Corriente de Fondo. Sefial constante de salida generada por el proceso en el que un detector
esta operativo sin que alguna sustancia pase a través de él. Esta sefial es muy importante, ya que
permite diagnosticar el buen o mal funcionamiento del detector.

La separacion efectuada se conserva en un registro individual llamado cromatograma. Un
cromatograma es una imagen que traduce visualmente en una pantalla o en un papel la evolucion,
en funcién del tiempo, de un parametro que depende de la concentracién instantanea del soluto a
la salida de la columna. Este grafico se obtiene gracias a un detector situado a la salida de la
columna (Rouessac y Rouessac, 2003).

antrada da

la fasa mdvil

g P cromatograma
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Fig. 12 Montaje cromatogréafico y cromatograma (Skoog, A. D. Et. Al, 2001).
G) Sistema para el tratamiento de datos y registrador.
El procesamiento de datos en cromatografia incluye tres objetivos:
— colectar y procesar la sefial proveniente del detector de modo de producir un
cromatograma y la informacién correspondiente como area de los picos, tiempos de

retencion y ancho de picos

— colectar y analizar los datos de modo de obtener informacién cualitativa y cuantitativa y
generar los reportes correspondientes

— optimizar los pardmetros cromatograficos.
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1.2.6 PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

Un parametro es una cantidad que puede tener distintos valores y que caracteriza un proceso, una
operacién o un resultado. La parametrizacion de datos en cromatografia, como en otros métodos
facilita la tabulacién y la comunicacién de dichos datos. Se puede parametrizar la forma, la
posicién y la resolucién de las bandas de una cromatografia. Estos pueden correlacionarse
satisfactoriamente con descripciones de los procesos moleculares que tienen lugar durante la
separacion.

Constantes de Distribucion.

Al encontrarse un soluto disperso en una fase que entra en contacto con otra, ocurre un fenémeno
de distribucién, en el cual dicho soluto puede tener mayor afinidad a alguna de las dos fases. De
esta manera, se genera un equilibrio entre la cantidad de soluto que existe en una fase y en otra.
La constante asociada es la llamada constante de distribucion, que se define para un soluto A
como:

_[AL

Or=1ar,

donde [A]l y [A]2 son la concentracion de A en la fase 1y 2 respectivamente. Concretamente, en
cromatografia la fase 1 es la fase estacionaria y la fase 2 es la fase movil y el soluto A es el analito
de interés. Esta constante es especifica para cada compuesto con cada determinada fase
estacionaria y fase movil.

Factores de influencia en la retencion.

La retencion que ocurre del soluto en la fase estacionaria, se debe generalmente a la diferencia de
polaridades entre las fases estacionaria y la movil, promoviendo que el soluto se reparta entre
ellas segun su coeficiente de distribucidn. De esta manera, al separarse una mezcla que contenga
solutos con polaridad distinta, y por lo mismo coeficientes de distribucion distintos, la retencién
serd diferente para cada uno. En la cromatografia de gases, el to, es evaluado convenientemente
a partir del tiempo de retencién del “pico de aire”. En la cromatografia de liquidos, cualquier
compuesto no retenido puede usarse como muestra para medir el to. El tiempo muerto de la
columna puede usarse para determinar el llamado tiempo de retencién ajustado o corregido, t'R.

tR=tR-to

Una medida conveniente y Util de la retencion del soluto esta dada por el factor de capacidad (o
factor de retencién), k’
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————————— s tR1=t'R1 + t0

——————————— tR2 = t'R2 + 10
5 , » tR3=t'R3 + t0

Fig. 13 Cromatograma que muestra diferentes picos con tiempos de retencion diferentes, asi como el tiempo muerto.

Los valores de k' no tienen un significado simple en un gradiente de elucion o en temperatura
programada, y usualmente no son reportados cuando esos procedimientos son usados. Los
valores de k' pueden ser determinados a partir del tiempo de retencién, tR. En los modos de
retencion de cromatografia se tiene: k' > 0, que significa que no hay bandas eluidas antes del
tiempo muerto, to. A menudo es Util expresar el tiempo de retencion o el volumen en términos del
factor de capacidad, k'.

tR =to (1+ k)

VR =Vm (1 +K)

La retencion del soluto en la fase estacionaria depende de la afinidad, y de los factores que
puedan afectar a la misma. El fenédmeno de adsorcién depende fuertemente de la temperatura, a
mayor sea ésta se fomentard la desorcion, y debe por tanto controlarse dependiendo de la
naturaleza del analisis.

Retencién y Equilibrio en Cromatografia

El soluto se encuentra en un equilibrio de distribucion entre la fase mévil y la estacionaria, y
dependiendo del desplazamiento de dicho equilibrio es la retenciéon del mismo. Una separacion
cromatografica tipica se muestra en la figura 14. La separacion esté fuertemente afectada por la
proximidad de bandas adyacentes en el cromatograma.

Una importante medida de la proximidad de bandas es el llamado factor de separacion, a, donde
dos bandas adyacentes, teniendo los valores k1 y k2: a = k2 / k1 El factor de separacion, a, es
usualmente identificado con la selectividad del sistema cromatogréafico, es decir, la habilidad del
sistema a prever diferentes tiempos de retencion para dos compuestos especificos. Dicho factor
debe tener un valor mayor a uno, pues esto significaria que no hay separacion, pero es
recomendable que sea menor a dos puesto que tiempos de retencién muy largos se traducen en
tiempo desperdiciado durante la operacion experimental. Los valores de a depende de los dos
solutos y de

1) La composicion quimica de la fase estacionaria.
2) La composicién quimica de la fase movil (excepto en cromatografia de gases).
3) La temperatura.
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En cromatografia de fluidos supercriticos, la presion también puede afectar a a al cambiar la
densidad de la fase movil.

1 . 1 i i i 1 i 1 i 1 e

i i 1
BUENL &8 237 856 875 i0sa, a2 83
RT in minutes

Fig. 14 Separaciéon de una muestra de un compuesto nitrado con 10 componentes por cromatografia de liquidos.

Eficiencia de separacién de una columna

Las columnas cromatogréficas consisten en un nimero de zonas adyacentes en cada una de las
cuales hay suficiente espacio para que un analito esté en equilibrio entre dos fases. Cada una de
estas zonas se conoce con el nombre de plato tedrico (de los que hay N en cada columna). La
longitud de una columna contiene una altura del plato, H, que tiene unidades de longitud,
normalmente en micras. El valor numérico de N y H para cada columna en particular es expresado
en referencia a cada analito. La altura del plato esté relacionada con la anchura del pico del analito
y la distancia que recorre dentro de la columna, X:

0-2

H=—

X
donde o es un estdndar de desviacion de la banda gaussiana. Para los picos gaussianos
simétricos la anchura de la base es igual a 40 y la anchura del pico al punto de inflexion, wi es
igual a 20. Por lo tanto el valor de H puede ser calculado desde el cromatograma midiendo la
anchura del pico. El nimero de platos tedricos en la columna entera viene dado por:

L LxX

N=—=
H o2

donde L es la longitud de la columna. Si consideramos la posicién del pico a X = L con el hecho de
que la anchura del pico en su base es w, obtenida de las tangentes dibujadas desde los dos
puntos con mas pendiente del pico, es igual a 40, la ecuacion anterior se convierte en

16 L2
W2
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Si en lugar de medir L y w en unidades de longitud se hace en tiempo, la ecuacion quedara:

tr
N =16 (W)

2

La medicion del ancho del pico es mas confiable cuando se realiza a la mitad de la altura del pico,
con lo cual se puede utilizar

También puede hacerse en funcién de la altura y area del pico

2

N=2n ()
~ “™\area/altura

Es importante que tanto tR, W 6 W1/2 6 arealaltura se expresen en las mismas unidades ya que
N es adimensional.

Para que un sistema sea eficiente, se necesitan fases poco viscosas, espesores de pelicula
delgados y columnas de poco diametro, para que se favorezca la transferencia de masa. La
velocidad promedio de la fase mévil también afecta la altura del pico, por lo que hay una velocidad
Optima para obtener el maximo de eficiencia. Generalmente se trabaja a flujos mayores de éste
para no perder demasiado tiempo en analisis.

Procesos de ensanchamiento de banda

El nimero de platos de una columna (eficiencia, N) es una medida del ensanchamiento de la
banda cromatografica. Cuando inyectamos un pequefio volumen de analito en una columna forma
una banda estrecha en su inicio, pero a medida que el analito migra la banda se va ensanchando.
La anchura de pico aumenta con la raiz cuadrada de la longitud que la banda ha recorrido. Segun
la ecuacion de Van Deemter

_ A+B
T V+CxvV

A representa el término de caminos multiples. Esto es porque las moléculas no siguen tGnicamente
un camino, hay multicanales, que se deben a la densidad de empacado de la fase estacionaria y
afecta segln el tamafio y forma de la particula.

B representa la difusion axial, la cual depende de la movilidad de las moléculas en las fases. El
soluto se difunde desde la zona central que es la méas concentrada hacia las regiones mas
diluidas. En esto influye la velocidad v , pues a velocidades muy altas no se alcanza a difundir y
predomina el término A. Para encontrar la velocidad Optima puede trazarse una curva de Van
Deemter al graficar H en funcién de v.

Por ultimo, C representa la resistencia a la transferencia de masa. Es necesario éste término
porque en realidad los fendmenos que ocurren estan fuera del equilibrio. Esto es porque las
corrientes de la fase mévil como la capa de fase estacionaria tienen una anchura determinada. Por
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lo que las moléculas de analito necesitan primero migrar desde el centro de ellas hasta la interfase
donde ocurre la transferencia, y este retraso temporal se traduce en ensanchamiento de bandas.

Resolucién

La separacion relativa de dos bandas a menudo se refiere a su resolucion, Rs. La resolucién se
define como
Re = -4
ST1
5 (wy +w,)

Aqui, t1 y t2 se refieren a los tiempos de retencion (tR) de la primera y la segunda banda, y W1y
W2 son el ancho de dichas bandas. La figura 3 ilustra la separacion de dos bandas adyacentes
como una funcion de sus valores de Rs y su tamafio relativo. Se observa que la separacion mejora
sistematicamente a mayores valores de Rs, y la separacion es generalmente mejor para dos
bandas de igual tamafio (y el mismo valor de Rs.). Esto es, mayores valores de Rs se requeriran
normalmente para la separacion de las bandas desiguales.

1" 114 116
f\/-‘«l

\ !
/ \ [ '\II‘ r’f\
Rs=06 | "| 1 / \

\_\_____/ ;__L\

/¥ J\ g on
Rs-“’/\/\ R

Rs=0.8

Rs—'125 \
J U L \_4/__\\1\,_

Fig. 15 Separacién de dos bandas como una funcion de la resolucion (Rs) y el tamafio relativo de banda.

La resolucién depende de la retencién y selectividad de manera proporcional. A mayor selectividad
y retencién k', mayor resolucion. Para tener una buena separacion se recomienda utilizar k™ > 2,y
generalmente se trabaja con a =1. Para el andlisis cuantitativo es deseable (pero no siempre
practico) alcanzar la resolucidn de al menos Rs = 1.5, desde que esto corresponde a la separacion
a la linea base de bandas de tamafio similar. La separacion de la linea base hace que los
sistemas de datos midan el tamafio de cada banda apropiadamente y esto significa una
cuantificacion fiable. Una resolucion pobre puede deberse a que el método utilizado no es
apropiado, pues no discrimina entre los solutos, o que hay mucha muestra en proporcién a la
columna cromatografica.
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1.2.7 PARAMETROS DE DESEMPENO

En funcion de la aplicacion analitica de un método, la siguiente tabla indica los parametros de
desempefio a estudiar [3].

CONTENIDO/ | PRUEBAS DE IMPUREZAS

PARAMETRO DE DESEMPERNO POTENCIA/ | CONTENIDO/ LIMITE IDENTIFICACION
VALORACION | VALORACION

PRECISION/ ADECUABILIDAD S| S| S| .

DEL SISTEMA

LINEALIDAD DEL SISTEMA S| S| NO NO

ESPECIFICIDAD" sP° S| S| S|

EXACTITUD Y REPETIBILIDAD S| S| NO NO

LINEALIDAD DEL METODO S| S| NO NO

PRECISION DEL METODO O

PRECISION INTERMEDIAZ Sl Sl NO NO
ESTABILIDAD ANALITICA DE LA

MUESTRA? : : NO NO
LIMITE DE DETECCION NO NO S| NO
LIMITE DE CUANTIFICACION NO S| NO NO
ROBUSTEZ * * * NO
TOLERANCIA * * * 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 es exacto y lineal, por definicién es especifico al placebo analitico o a otros componentes de la muestra.
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Capitulo Il. REACTIVOS, MATERIALES, EQUIPOS E INTRUMENTOS
2.1 REACTIVOS
= Estandar de referencia: Rimexolona
» Suspension Oftdlmica al 1% de Rimexolona
= Acetonitrilo- Grado HPLC

=  Metanol- Grado HPLC

» Fase movil: Mezclar 600mL de Acetonitrilo con 400mL de Agua purificada, filtrar a través
de un filtro de 0.45u antes de usar.

Precauciones:
Rimexolona- Evitar contacto con la piel y ojos.

Acetonitrilo- (PELIGRO, VENENO)- Extremadamente flamable, dafiino si es inhalado
absorbido a través de la piel.

Metanol- (VENENO, FLAMABLE)- Puede ser fatal si es ingerido o absorbido a través de la
piel.

2.2 MATERIALES
» Matraces volumétricos de 25 mL y 50 mL.
» Pipetas volumétricas de: 2mL, 3 mL, 4mL,5mL, 6 mLy 7 mL.
» Pipeta graduada de 1 mL
» Espatula de cromo- niquel

= Viales para HPLC de la marca Waters.

» La Columna que se utiliz6 para realizar la validacion es:
Water Spherisorb C18 5micras 250 mm x 4.6 mm.

= La Columna a probar fue:
Phenomenex Spherisorb ODS (2) 5micras 250 mm x 4.6 mm.

2.3 EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Equipos e Instrumentos Marca Modelo Codificacion
Balanza analitica Mettler Toledo XS205DU F103
Estufa Lindenberg blue V0914A FO080
HPLC equipado con un detector UV a 242 nm Waters 2487 F098
HPLC equipado con un detector UV a 242 nm Waters 2489 F157
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Capitulo . METODOLOGIA

3.1 RESUMEN DE LOS PARAMETROS DE DESEMPENO ANALIZADOS

PARAMETRO DE DESEMPENO

DETERMINACION

CRITERIO DE ACEPTACION

PRECISION DEL SISTEMA

PRECISION DEL METODO
(EXACTITUD Y REPETIBILIDAD)

Determinacion de la lectura de 6
estandares a la concentraciéon nominal
(Sistema).

Determinar 6 replicas de placebos
cargados a la concentracion nominal
(Método).

CV 0 %RSD < al 1.5% (Sistema)

CV 0 %RSD < 2.0% (Método)

IC(1) debe incluir al 100%

Recobro 100% + 2%(Método) o que el
promedio aritmético se encuentre dentro del
rango de 98 — 102%

LINEALIDAD DEL SISTEMA

Preparar una curva estandar de 5 puntos
minimo 2 puntos arriba del 100%, 2 puntos
abajo del 100% y el 100%. Inyectar por
triplicado.

r>0.99256 r’>0.985

IC(B1) no debe incluir el cero.

IC(Bo) debe incluir al cero

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

%CV <2% relacién resp/conc. (sistema
tolerante y preciso)

Si el intervalo de confianza de la ordenada al
origen o intercepto en Y no contiene al cero,
calcular el %error en los limites superior e inferior

LINEALIDAD DEL METODO

Determinar la linealidad a partir placebos
cargados a tres diferentes niveles de
concentracion de activo (LI-20%, LS + 20%
y el 100%). Preparar por triplicado cada
nivel.

r*>0.985

IC(B1)debe incluir al uno.

IC(Bo) debe incluir al cero

CV <2% relacion mg recuperados entre mg
adicionados.

% Recobro 100% + 2%

IC(1) debe incluir al 100% o que el promedio
aritmético se encuentre dentro del rango de
98 — 102%

PRECISION DEL METODO
(PRECISION INTERMEDIA)

Determinar una muestra de placebo
cargado al 100% 6 producto analizado por
tripicado en 2 dias diferentes por 2
diferentes analistas, usando el mismo
estandar de referencia y equipo.

%CV < 2%

Calcularse la variabilidad usando la tabla de
anova o anadeva.

TOLERANCIA

Una misma muestra analizada por
tripicado bajo 2 condiciones de uso
diferente (equipo y columna) comparadas
contra condiciones base.

CV < 2%
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PARAMETRO DE DESEMPENO

DETERMINACION

CRITERIO DE ACEPTACION

ROBUSTEZ

Andlisis de la misma muestra por triplicado
bajo diferentes condiciones de corrida (%
fase, flujo, Vol. inyeccion, marca de
columna)

|di| < 2%.
Calcular los parametros de adecuabilidad del
sistema

PRUEBAS LIMITE
(LIMITE DE CUANTIFICACION)

Preparar 5 concentraciones a partir de
placebos cargados a niveles de
concentracion de activo (menores o que
incluya la especificacion del contenido).
Preparar por triplicado cada nivel.
Simultdneamente preparar por lo menos 5
blancos.

r’2 0.98
IC (B1), no debe incluir el cero

LC debe ser menor a la especificacion del
contenido/ Valoracion de las impurezas.

PRUEBAS LIMITE
(LIMITE DE DETECCION)

Preparar 5 concentraciones a partir de
placebos cargados a niveles de
concentracion de activo (menores o que
incluya la especificacion del contenido).
Preparar por triplicado cada nivel.
Simultdneamente preparar por lo menos 5
blancos.

r’2 0.98
IC (B1), no debe incluir el cero

LD debe ser menor a la especificacion de la
prueba de impurezas limite.

ESPECIFICIDAD

Analizar la interferencia del placebo, la
interferencia del placebo degradado y el
activo sometido a 4 diferentes vias de
degradacion por triplicados en cada
condicion.

%Recobros + 2% (el %CV del producto sin
degradar < 2% con respecto al producto
degradado)

No debe interferir ningun pico en el tiempo de
retencion del activo.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Andlisis de triplicados de una muestra
representativa mantenida en diferentes
condiciones y analizadas en diferentes
tiempos pre-establecidos, contra estandar
recientemente preparado.

La diferencia absoluta de la media aritmética
de cada condicion respecto de la media
aritmética del analisis inicial no debe variar
mas del 2%.
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3.2 PRECISION DEL SISTEMA.

Metodologia.- Un analista debe preparar por lo menos un sextuplicado de soluciones a la
concentracion nominal de trabajo del estandar 0.2 mg/mL (100% del analito en estudio) preparadas
por pesadas independientes o por diluciones utilizando estandar Primario de Rimexolona.

Partir de una solucién stock de 1 mg/mL de Rimexolona (solucién A)

De la solucién A transferir una alicuota de 5 mL a un matraz volumétrico de 25 mL. Llevar al aforo
con fase movil. Se tiene una concentracion final aproximada de 0.2 mg/mL.

Reporte de datos
Tabular los resultados y calcular los siguientes datos estadisticos:
- Media de los datos.
- Desviacion estandar.
- Coeficiente de variacién o desviacion estandar relativa (%RSD).
- Adecuabilidad del Sistema.

3.3 PRECISION DEL METODO (EXACTITUD Y REPETIBILIDAD)

Metodologia.- Esta prueba se realizara haciendo diluciones al producto final para obtener las
concentraciones requeridas para esta prueba y observar que los porcentajes de recobro sean
reproducibles y no se deba a un error de analista o del método.

Preparar 6 muestras independientes. Analizar las muestras como lo indica el Método Analitico.

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:
- % Recobro
- Intervalo de confianza de la media poblacional (IC(L)).

3.4 LINEALIDAD DEL SISTEMA (CURVA ESTANDAR)
Metodologia.- Preparar la curva de 5 puntos de estandares, por triplicado.

La curva sera construida a partir de la concentracion de trabajo del estandar 0.1 mg/mL (100%), por lo
cual las concentraciones seran las siguientes: 0.12, 0.16, 0.2, 0.24 y 0.28 mg/mL aproximadamente. A
partir de una solucién stock de 50mg/50mL.
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TABLA NO. | CURVA PARA LINEALIDAD DEL SISTEMA

., Alicuota de Volumen final -,
Concentracion S, Concentracion
solucion stock aforo con fase L, .
delacurva P Tedricafinal
0.1mg/mL movil

60 % 3mL 25.0 mL 0.12 mg/mL

80 % 4 mL 25.0 mL 0.16 mg/mL
100% 5mL 25.0 mL 0.20 mg/mL
120% 6 mL 25.0 mL 0.24 mg/mL
140% 7 mL 25.0 mL 0.28 mg/mL

Analizar usando un sistema cromatogréafico de tal forma que se determine el rango lineal de la
respuesta como funcion de la concentracion.

Reporte de datos:
Tabular los resultados y calcular los siguientes datos estadisticos:
- Pendiente (by)
- Intercepto en Y u ordenada al origen (by).
- Relacioén respuesta vs concentracion para cada punto.
- CV de la relacién resp/conc.
- Intervalo de confianza para la pendiente IC(B,).
- Coeficiente de determinacion “r*” y Coeficiente de correlacion “r".

3.5 LINEALIDAD DEL METODO

Metodologia.- Esta prueba se realizara construyendo una curva de producto realizando la segunda
dilucion a 3 niveles de concentracion (80%,100% y 120% correspondientes a 0.16, 0.2 y 0.24 mg/mL),
analizar por triplicado cada punto de la curva contra estandar de concentracién conocida.

Preparacion de la muestra:

La muestra se encuentra a una concentracion del 100% aproximadamente. El producto contiene
1.0g/mL, tomar una muestra de 5.0g y depositarla en el matraz volumétrico de 50mL disolver y llevar
a volumen con metanol realizar la segunda dilucion de acuerdo a la siguiente tabla.

TABLA NO. Il CURVA PARA LINEALIDAD DEL METODO PARA RIMEXOLONA

., Volumen de Volumen de Solucién Concentraciéon
Concentracion sndar d f . Volumen con Srica final del
de la curva muestra Estandar de Referencia Fase movil Teodricafinal de
(1.0mg/mL ) Stock (1.0mg/mL) producto.
0,
© 1%?n§/ml) 2.0mL 2.0mL 25.0mL 0.16 mg/mL
0,
© ;grgg;ml) 2.0mL 3.0 mL 25.0mL 0.20 mg/mL
0,
© i%mn 2.0mL 4.0 mL 25.0mL 0.24 mg/mL
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3.6 PRECISION INTERMEDIA

Metodologia.- Determinar el % de activo en muestras de producto terminado 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.

La preparacion del stock del estandar y muestra se hara como se indica en el punto 3.3 EXACTITUD
Y REPETIBILIDAD DEL METODO.

Reporte de datos:
- Calcular la media, la desviacién estandar y el %CV de cada grupo de datos y total.
- Tabla de Anadeva (analisis de Varianza analista / dia).

3.7 TOLERANCIA

Metodologia.- Analizar una muestra de producto final por triplicado contra un estandar en 2 columnas
y equipo diferentes por un analista en un mismo dia. Analizar como lo indica el método analitico.

Reporte de datos:
- Media X
- Desviacion estandar
- Coeficiente de variacion %CV 6 %RSD < 2.0%
- N= Numero de datos totales para comparar

3.8 ROBUSTEZ.
Metodologia.- Analizar una muestra de producto final por triplicado contra un estandar, modificando
los parametros cromatogréaficos del método indicados en la Tabla No. IlI

Analizar como lo indica el método analitico.

TABLA NO. 1l PARAMETROS A EVAVALUAR EN LA PRUEBA DE ROBUSTEZ

Parametro modificado Condicion base Condicion Alternativa
Proporcién de fase movil 40% Agua Purificada 35% Agua Purificada 45% Agua Purificada
P 60% Acetonitrilo 65% Acetonitrilo 55% Acetonitrilo
Velocidad de Flujo 1.0 mL/min 0.8 mL/min 1.2 mL/min
Volumen inyeccion 20 pL 10 L 30 pL
Waters Spherisorb Phenomenex Spherisorb
Columna C185u ODS(2)5p NA
250 mm x 4.6 mm 250 mm x 4.6 mm
Equipo HPLC 2487 HPLC 2489 NA

Reporte de datos:

-Calcular los pardmetros cromatograficos de adecuabilidad del sistema para cada

condicion.

-Reportar el contenido para las muestras de la condicion normal de operacién y las
muestras de las condiciones alternas.
-Diferencia media absoluta entre la condicién normal y la condicion alterada, no mayor

2.0% expresada en %.
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3.9 PRUEBAS LIiMITE.
3.9.1 LIMITE DE CUANTIFICACION

Metodologia.- Preparar 5 concentraciones a partir de placebos cargados a niveles de concentracion
de activo (menores o que incluya la especificacion del contenido), ya sea por dilucion o por pesada
independiente. Preparar por triplicado cada nivel.

Simultaneamente preparar por lo menos 5 blancos.
Analizar como lo indica el método analitico.

Reporte de datos:
Tabular los resultados y calcular los siguientes datos estadisticos:
- Pendiente (by)
- Intervalo de confianza para la pendiente IC(,).
- Coeficiente de determinacion “r*” y Coeficiente de correlacion “r".
- Desviacion estandar de los blancos.
- Calcular en limite de cuantificacion.

3.9.2 LIMITE DE DETECCION

Metodologia.-Preparar 5 concentraciones a partir de placebos cargados a niveles de concentracion
de activo (menores o que incluya la especificacion del contenido), ya sea por dilucion o por pesada
independiente. Preparar por triplicado cada nivel.

Simultaneamente preparar por lo menos 5 blancos.

Analizar como lo indica el método analitico.

Reporte de datos:
Tabular los resultados y calcular los siguientes datos estadisticos:
Para la curva de calibracion sin incluir los blancos:
- Pendiente (by)
- Intervalo de confianza para la pendiente IC(,).
- Coeficiente de determinacion “r*” y Coeficiente de correlacion “r".
Para los blancos:
- Desviacion estandar.
- Calcular en limite de deteccion.
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3.10 ESPECIFICIDAD

Metodologia.-Debido que no se cuenta con estandares de productos de degradacién de Rimexolona
se analizara por triplicado placebo, placebo cargado y el principio activo, degradando por las cuatro
vias (medio acido, medio basico, oxidacion y temperatura) con respecto a las muestras sin degradar.

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

Para las condiciones de degradacion y forma de preparacion de la muestra ver tabla No. il

TABLA NO. IV CONDICIONES DE ANALISIS PARA PRUEBA DE ESPECIFICIDAD

Viade

Peso de la muestra

Condicion de Analisis

Vol. adicionado

Vol. adicionado
de reactivo para

Degradacion (Rimexolona 1%) de reactivo d -
etener reaccion
Calor 59 12 hrs/85°C NA NA
.. o 0.3 mL de NaOH 0.3 mL de HCL
Bésica (NaOH) 59 4 hrs/85°C 50% 50%
Acida (HCL) 5g 4 hrs/85°C 0.3 mL de HCL 0.3 mL de NaOH
concentrado concentrado
L. R 0.3 mL de
Peroxido 59 4 hrs/85°C Peréxido 30% NA

Reporte de datos:
- Calcular el % Recobro para los placebos cargados y los activos degradados.
- Calcular el %CV de los placebos cargados y activos degradados.

3.11 ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA

Metodologia.- Preparar tres muestras de placebo cargado o producto terminado de acuerdo al
método analitico, vaciar en tres viales cada una para analizar contra un estandar recientemente
preparado en lapsos de tiempo inicial, 24, 48 y 72hrs. a temperatura ambiente y en refrigeracion 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.

Reporte de datos:
- Media aritmética del analisis inicial
- Media aritmética de cada condicion
- Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicién respecto al andlisis inicial.
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Capitulo IV. RESULTADOS

4.1 PRECISION: SISTEMA

Concentracion del estandar FR Sistema
mg/mL Concentracion del estandar/ Area
STD1 0.2001888 2.177E-08
STD 2 0.2001888 2.187E-08
STD 3 0.2001888 2.189E-08
STD 4 0.2001888 2.197E-08
STD5 0.2001888 2.199E-08
STD 6 0.2001888 2.209E-08
Media = 2.193E-08
RSD6CV = 0.51%
Criterio de aceptacion < 1.5%
051%<15% CUMPLE
4.2 PRECISION: METODO
Muestra Porcie_nto Recobro
(Normalizado al 100%)
1 101.31
2 101.19
3 99.93
4 100.47
5 101.32
6 100.29
Media = 100.76
Recobro = 0.761 %
RSD 6 CV = 0.61 %
Criterio sugerido:
Recobro <2% 0 Recobro de todos los valores + 2%
Ccv <2%
Intervalo () debe contener al 100 o el promedio aritmético de recobro se incluya en el intervalo de
98 — 102%.
Recobro: 0.761% < 2% CUMPLE
%RSD 6 CV: 0.61 % < 2% CUMPLE
Intervalo (u):  100.15 a 101.37 CUMPLE

41|Pagina

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

4.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA: (curva estandar)

-, Respuesta Respuesta /
oncentracion % Valor Media Concentracion
5487538
STD 1 0.120 5462846 5490771 45713274
5521930
7421314
STD 2 0.160 7349158 7371157 46026282
7342999
9120815
STD 3 0.200 9218907 9172170 45817600
9176789
11130537
STD 4 0.240 11078442 11057653 46030100
10963979
12820370
STD 5 0.280 12999166 12884513 45972718
12834002
Célculos: Resultado: Criterio sugerido:
- Sensitividad (pendiente=b1) 45955241 NA
- Intercepto (b0) -4472 NA
- Intervalo de confianza al 95%.
Pendiente
45955241 + 70080.6 46025322 a 45885160
No incluye al cero
- % error de y intercepto del punto medio 0.00% <5%
- Coef. De correlacion (rg 1.0000 r=0.9925
- Coef. Determinacion (r°) 0.999994 r’ 2 0.985
- CV de larelacion Resp./ Concentracion 0.27% <2%

4.4 LINEALIDAD DEL METODO

: m m
Areas adicior?ados recupe?ados 76 Recobro
7366304 0.16084 0.16076 100
80% 7377887 0.16084 0.16101 100
7392804 0.16084 0.16133 100
9071779 0.20056 0.19798 99
100% 9176207 0.20056 0.20025 100
9257638 0.20056 0.20203 101
10956296 0.24028 0.23910 100
120% | 10959073 0.24028 0.23916 100
11125249 0.24028 0.24279 101
Célculos: Resultados: Criterio sugerido:
- Pendiente (bl)= 0.9985 NA
- Ordenada al origen (b0)= 0.0002 NA

O Intercepto en Y
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- Intervalo de Confianza
Pendiente

Ordenada al origen

- 9% CV recobro=

Debe contener al uno

0.9698 a 1.0271

Debe contener al cero

-0.0056 a 0.0061
- Coef. De determinacion (°)= 0.9981

0.70%

- % Recobro para todos los puntos 98 a 102
- % CV y/x de la regresion lineal 0.59%

4.5 PRECISION INTERMEDIA

r* > 0.985
%CV < 2%

Recobro+ 2%

%CV £ 2%

A DIA
N 1 2
A 107.66 106.55
L 1 106.80 106.27
I 107.56 107.78
S 109.04 107.95
T 2 109.37 108.48
A 107.45 108.99
Criterio de aceptacion:
Media= 107.82%
= 1.0011
Cv= 0.93% CV<=2%
CcVv
DIA

A 1 2

N

A 1 0.44% 0.75% 0.60%

L

I

S 2 0.93% 0.48% 0.67%

T

A 0.93% 0.99%

4.6 TOLERANCIA

Waters Spherisorb

Phenomenex Spherisorb

Marca de la Columna C185p 0DS(2) 5 [di]
Resultado 107.30 107.33 0.03 %
Equipo HPLC 2487 HPLC 2489 |di]
Resultado 107.30 108.40 1.10 %
Criterio: |di | <2 % CUMPLE
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4.7 ROBUSTEZ

Diferencia media (di)= Media condicion base -

Media de la condicién alterada

Condicién Base Alterada |dil
20 pL 10pL
Volumen de 107.34 % : 107.15 % = 0.19 %
Inyeccion
20 pL 30uL
107.34 % - 106.76 % = 0.58 %
1.0 mL/min 0.8 mL/min
0 - 04 = 0
Velocidad de Flujo 107.34 % 107.04 % 0.30 %
1.0 mL/min 1.2 mL/min
107.34 % - 107.07 % = 0.27 %
% Fase (40/60) (35:65)
Agua purificada/ 107.34 % - 105.96 % = 1.38 %
Acetonitrilo (40/60) (45:55)
107.34 % - 106.30 % = 1.04 %
Condicién Base 2 Alterada |dil
Waters Spherisorb Phenomenex Spherisorb
Columna C18 ODS(2)
107.31 % - 107.33 % = 0.02 %
. HPLC 2487 HPLC 2489
Equipo
107.31 % - 108.40 % = 1.09 %
Criterio:|di | < 2 % CUMPLE

4.8 PRUEBAS LIMITE

4.8.1 Limite de Cuantificacion

Sy/lx = 348.9511632
Pendiente (b1)= 95625.05819
B1=95910.44679 a 95339.67

r2 = 0.999975

r=0.99999

b= 10xSy/x _ 10x348.9511632

bl ~  95625.05819
4.8.2 Limite de Deteccién
Sy/x = 348.9511632
Pendiente (b1)= 95625.05819

. 3.3xSy/x _ 3.3x 3489511632
~ bl 95625.05819

CRITERIO SUGERIDO:

El cual no contiene al cero
r’ > 0.985

r’ > 0.9925

= 0.0364916 pg/mL

= 0.0120422 pg/mL

44|Pagina

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

4.9 ESPECIFICIDAD

Condicion CV (%)
Sin degradar
CUMPLE
Resultado 0.28
Peroxido/ calor 4 hrs
CUMPLE
Resultado 1.68
HCL conc./ calor 4 hrs
CUMPLE
Resultado 1.67
Calor 12 hrs
CUMPLE
Resultado 1.72
NaOH 50%/ calor 4 hrs
CUMPLE
Resultado 0.69
CRITERIO: No debe interferir ningln pico en el tiempo de retencién del activo.
%Recobros + 2% (el %CV del producto sin degradar y estandar < 2% con respecto al
producto degradado y estandar degradado)
RESULTADO: El producto final y la solucién estandar a las condiciones de degradacién, no presentaron

ningun pico de degradacion o sefial que interfiera con los picos de interés al tiempo de
retencion que estos eluyen, aunque para la condicién béasica no se cumpla con en CV se
concluye que cumple, ya que lo que nos interesa es que no haya interferencias.

CV= 2%

4.10 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Diferencia de la media |di| = Media condicién base — Media de la condicién alterada

24 hrs 48 hrs 72 hrs
T.A% | Refrigeracion% | T.A% | Refrigeracion % | T.A% | Refrigeracion %
INICIAL 1 106 14 105.11 104.75 105.61 106.75 105.73
106.54 %

Diferencia %

Diferencia %

Diferencia %

T.A Refrigeracion T.A Refrigeracion T.A Refrigeracion
0.40 1.43 1.79 0.93 -0.20 0.81
Criterio:|di | <2 % CUMPLE
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Capitulo V. CALCULOS

5.1 PRECISION: SISTEMA

Operador: V. Rodriguez
Fecha: 05 09 11
Equipo: HPLC 2487

_Conc std

FR std=——
Area std

504mg 5mL

Conc.std= SomL X25 mLX 0.993 (pureza std)

Conc. std= 0.200188 mg/mL

Std 1 Std 2 Std 3 Std 4 Std 5 Std 6
Area 9195239 9154858 9143905 9113185 9102488 9061693
FR 2.17709E-08 2.18669E-08 2.18931E-08 2.197E-08 2.19928E-08 2.20918E-08
Media= 2.19304E-08
Desv std= 1.11455E-10
% CV= 0.51
46 |Pagina
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5.2 PRECISION: (EXACTITUD DEL METODO)
Operador: V. Rodriguez

Fecha: 05 09 11

Equipo: HPLC 2487

Conc std prom= 0.203191632 mg/mL

Area FR
STD1 9195239 2.21E-08
STD1 9154858 2.22E-08
STD1 9143905 2.22E-08
STD1 9113185 2.23E-08
STD1 9102488 2.23E-08
STD1 9061693 2.24E-08
FR prom = 9128561 2.226E-08
S = 46390.68518 1.13127E-10
CV = 0.51 %
C t _pesodelamtra S mL bete x 1.0150 (densidad de |
onc mtra= 25 Tl X 25 L X marbete x 1. (densidad de la susp.)
Area mtra C std
% Recobro= X x 100
Area std C mtra
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6
peso g 2.5068 2.5061 2.5308 2.5244 2.5030 2.5227
Conc. mtra 0.200544 0.200488 0.202464 0.201952 0.200240 0.201816
%Recobro 9133350 9114196 9089053 9115065 9114870 9093008
101.37 101.19 99.93 100.47 101.32 100.29
MEDIA de 6 = 100.76 %
Desv std = 0.613
Porciento RSD = 0.61 %
Intervalo de confianza de la media poblacional (u):
Media + Desv std
100.8 + 0.613
100.15 a 101.37
Criterio:
El IC debe incluir el 100%
Se incluye en el intervalo de 98- 102%
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5.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA (Curva estandar).

Operador: V. Rodriguez
Fecha: 08 09 11
Equipo: HPLC 2487

Conc sol.stock=

25.2 mg Rimexolona

25 mL MetOH

x 0.993(pureza std)

Conc. sol. Stock=1.000944 mg Rimexolona/ mL

S 60% = 3 ml/ 25 mlfase -------> 0.12 %RIMEXOLONA
S 80% = 4 ml/ 25 ml fase -------> 0.16 %RIMEXOLONA
S100% = 5 ml/ 25 mlfase -------> 0.20 %RIMEXOLONA
S120% = 6 ml/25mlfase -------> 0.24 %RIMEXOLONA
S140% = 7 ml/ 25 mlfase -------> 0.28 %RIMEXOLONA
STD 60% 80% 100% 120% 140%
% 0.12 0.16 0.20 0.24 0.28 x-eje
5487538 7421314 9120815 11130537 12820370
5462846 7349158 9218907 11078442 12999166
5521930 7342999 9176789 10963979 12834002
MEDIA 5490771.333 7371157 9172170.3 11057652.67 12884512.67 y-gje
RSD 0.5404 0.5908 0.5365 0.7705 0.7724
x-eje X2 y-eje y Xy
0.36 0.13 16472314 2.71337E+14 5935630.991
0.48 0.23 22113471 4.89006E+14 10624486.14
0.60 0.36 27516511 7.57158E+14 16525491.95
0.72 0.52 33172958 1.10045E+15 23907076.76
0.84 0.71 38653538 1.4941E+15 32499622.63
SUMA 3.002832 1.95 137928792 4.11204E+15 89492308.46
MEDIA 0.2002 9195252.8
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n=15

sumx?- (sum x)2
sum xx= o =1.34653867

sumy?- (sum y)?
sum yy= y r(] ) =2.84375x10"

sum xy- (sum x*sum
sum xy= y-( - y) =61880509.11

sum xy _ 61880509

sum xx_ 13465387 10995241.02

pendiente=b, =

Intercepto = by= media y — b; (media x)= -4471.753571

_sum yy- b;sum xy

S?y/x =1417445761
n-2
- L sum xy
coeficiente de correlacion=r= =0.9999968
4/ sum xx*sum yy

Coeficiente de determinacion= r’> = 0.9999935

El intervalo de confianza al 95% se calcula: T 0.975, 13=2.16

i 1 (mediax)?>
intercepto= by=-4471.753571 + 2.16 ﬁ+—*

Syl
sum xx yix
bo= -4471.753571 * 25252.81762
pendiente= b,=45955241.02 + 2.16 *Szy/x
sum xx
pendiente= b;=45955241.02 * 70080.55958
El intervalo de confianza de la regresion lineal:
by by x0=22.16 [+ X MEdAXT, o
Y=0oTBa U240 1 sum xx yix
1) x0 = 60 % y = 2.757E+09 +- 4190856.832
2)x0 = 100 % y = 4.596E+09 +- 6994058.133
3)x0 = 140 % y = 6.434E+09 +- 9797271.498
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y-eje y-eje

X-eje y-eje - interv. conf. + interv. conf.
50 2757309989 2753119133 2.762E+09
100 4595519630 4588525572 4.603E+09
150 6433729271 6423932000 6.444E+09

Sesgo del error debido al intercepto diferente de
cero

y=b0+bl*

X

y-intercepto : <= 5% de el punto medio de respuesta

y-intercepto = -4471.754

punto medio = 4.596E+09

% error = 0.0000973 %

Sobre la curva
Y- limite inf: 60 % 2757309989
Y-100%: 100 % 4595519630
Y-limite sup.: 140 % 6433729271
a) Limite inferior: 60%

Y-inferior\ /100b,
9%E=(1- ( )=0.400000389 -0.000162178= -0.000065%
° ( Y-lOO%) 60b; X °

b) Limite superior: 140%

Y-superior) (100b0

%E= (1-
° Y-100% / \140b,

) =-0.400000389 x -6.95048E-05= 0.000028%

Andlisis de residuales:

X-eje y-eje y % error
conc Resp resp/conc  sobre curva dey
0 -4472
0.12 5490771 45713274 5515363 0.447872325
0.16 7371157 46026282 7355308 -0.215015237
0.20 9172170.333 45817600  9195252.8 0.251657632
0.24 11057652.67 46030100 11035197.71 -0.203071634
0.28 12884512.67 45972718 12875142.62 -0.072723319
MEDIA = 45911995
RSD resp / conc = 0.27 %
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5.4 LINEALIDAD DEL METODO

Operador: V. Rodriguez
Fecha: 26 09 11
Equipo: HPLC 2487

25m
Conc.del std lera dilucién= ZSmEX 0.993=0.993 mg/mL

25mg 5mL
Conc.std= 25mLX 0.993 X25mL: 0.201579 mg/mL
1000 5.0123g
Conc.mtrazmxmz 1.0184969 mg/mL
Area FR
STD1 9203212 2.19E-08
STD2 9219666 2.19E-08
STD3 9225472 2.19E-08
STD4 9242552 2.18E-08
STD5 9277542 2.17E-08
STD6 9253432 2.18E-08
FR prom = 2.18E-08
S = 6.263E-11
Cv = 0.29 %

Placebos cargados por pesada independiente
Pureza st= 99.3 mg/mL
Tedrico= 0.9930 mg/mL

mg . .
— adicionados=

(Vol mtra* Conc mtra)+(Vol stock sin diluir * Conc.stock sin diluir)

mL 25 mL
Muestra tomada por nivel
teorico: Vol.Stock:
80% 2 mL 2 mL
100% 2 mL 3 mL
120% 2.0 mL 4 mL

mg recuperados x 100
mg adicionados

% Recobro=

mg recuperados= Area mtra x FR
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ml .
adicionados (l\:l:)vne(I: Areas mg/mL Rechg/en:z:dos %Recobro
en 50 ml Adicionados P
3 7366304 0.160839752 0.16076 99.9481 100
3 80% 7377887 0.160839752 0.16101 100.1053 100
3 7392804 0.160839752 0.16133 100.3077 100
5 9071779 0.200559752 0.19798 98.7113 99
5 100% 9176207 0.200559752 0.20025 99.8476 100
5 9257638 0.200559752 0.20203 100.7337 101
7 10956296 0.240279752 0.23910 99.5096 100
7 120% 10959073 0.240279752 0.23916 99.5348 100
7 11125249 0.240279752 0.24279 101.0441 101
MEDIA 100.0
S 0.69554
CV (%) 0.70
Parametros de Linealidad del Método
mg Adicionados mg Recuperados
Datos x-eje x? y-eje y? Sum xy
1 0.16084 0.02587 0.16076 0.02584 0.02586
2 0.16084 0.02587 0.16101 0.02592 0.02590
3 0.16084 0.02587 0.16133 0.02603 0.02595
4 0.20056 0.04022 0.19798 0.03919 0.03971
5 0.20056 0.04022 0.20025 0.04010 0.04016
6 0.20056 0.04022 0.20203 0.04082 0.04052
7 0.24028 0.05773 0.23910 0.05717 0.05745
8 0.24028 0.05773 0.23916 0.05720 0.05747
9 0.24028 0.05773 0.24279 0.05895 0.05834
SUMA = 1.80504 0.37148 1.80441 0.37122 0.37134
MEDIA = 0.20056 y= 0.20049
NUMERO DE DATOS (n) = 9
n*sum xy-(sum x*sum
pendiente=b;=— )2/ ( - )
N*sumx2- sum x*sum x
diente=b. = 3.34210-3.25703 —0.9984553
PN e =01= 334336-3.25816
) sum y-bl sum x 1.80441-1.80225
intercepto en y=b,= - = 5 =0.00024
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n(sum xy)-(sum x*sumy))?
Coeficiente de determinacion=r2= (n 2 Y)

n(sum x2)-(sum x)2-n(sum y2)-(sum y)?

,_ (3.342095308-3.257032273)?
- 0.0852 x 0.08509

=0.998087275

- Intervalo de confianza

=0.00117

JY. \/sumyz-bl sum xy-b0 sumy \/O.371222-0.3707703-0.0004336
X n-2 - 7

Pendiente (b1)

y 1
Sbl:S_ *
, Sum X*sum X
X

0.37148-0.36202

1
=0.001179462\/ =0.012123
sum

El intervalo de confianza al 95% se calcula:
t 0.975, 7 =2.365

IC (by)= by +10.975, 7 Shy
IC (by)= 0.99846 + 0.0286702
IC (by)= 0.96979 a 1.02713

Intercepto u ordenada al origen (b0)

1 (media x)?
Sby=Sy/x |=+ 3 =0.001179462+/4.360415=0.002462906
> (sum x*sum X
P TSI

El intervalo de confianza al 95% se calcula:
t 0.975, 7 =2.365

IC (bo)= bo + t 0.975, 7 Shy
IC (bo)= 0.00024 + 0.0058248

IC (bo)=-0.005584473 a 0.0060651

_0.001179462

= = 0, < 20,
Vo= 53000 X 100= 0.50% <2%
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5.5 PRECISION INTERMEDIA

Operador: V. Rodriguez

Fecha: 29 09 11
Equipo: HPLC 2487

Dia 1

ANALISTA 1: V. Rodriguez

% Recobro= (area mtra/ area std)* ( Cstd/ Cmtra)*100

Area FR
9180482 2.19573E-08
9149174 2.20325E-08
9142376 2.20489E-08
9133441 2.20704E-08
9149334 2.20321E-08
9140402 2.20536E-08
Media= 9149202 2.20325E-08

Desv std = 16437.15306 3.95008E-11

Cv=

0.18

Conc std= 0.201579 mg/mL

Area de
Mtras peso g Conc. Mtra Recobro %
9821215 2.5123 0.200984 107.6628
9747736 2.5137 0.201096 106.7978
9840959 2.5198 0.201584 107.5582
Media = 107.34
Desv std = 0.47
Cv= 0.44

ANALISTA 2: C. Pierre

% Recobro= (area mtra/ area std)* ( Cstd/ Cmtra)*100

Area FR
9078791 2.24253E-08
9080599 2.24209E-08
9123650 2.23151E-08
9054510 2.24855E-08
9083164 2.24145E-08
9115547 2.23349E-08
Media= 9089377 2.23994E-08
Desv std = 25701.87996 6.33099E-11
Cv= 0.28
Global
DIA1

Conc std= 0.20359479 mg/mL

Area de
Mtras peso g Conc. Mtra Recobro %
9932632 2.5505 0.204040 109.03893
10022124 2.5657 0.205256 109.369559
9918173 2.5844 0.206752 107.452002
Media = 109
Desv std = 1
Cv = 0.94
Media=  107.98
Desv std = 1.00
Cv = 0.93
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Operador: V. Rodriguez

Fecha: 02 11 11
Equipo: HPLC 2487

Dia 2

ANALISTA 1: V. Rodriguez

% Recobro= (area mtra/ area std)* ( Cstd/ Cmtra)*100

Area FR

8758846 2.30143E-08

8769641 2.29860E-08

8756088 2.30216E-08

8856442 2.27607E-08

8922172 2.25930E-08

8944844 2.25358E-08

Media= 8834672 2.28186E-08

Desv std = 2.19888E-10
Cv= 0.96

Conc std= 0.201579 mg/mL

Area de
Mtras peso g Conc. Mtra  Recobro %
9437134 2.5262 0.202096 106.55
9432172 2.5315 0.202520 106.27
9568077 2.5319 0.202552 107.78
Media = 107
Desv std = 1
CV = 0.75

ANALISTA 2: C. Pierre

% Recobro= (area mtra/ area std)* ( Cstd/ Cmtra)*100

Area FR
9041925 2.27397E-08
8989437 2.28725E-08
9001028 2.28430E-08
8961233 2.29445E-08
8979234 2.28985E-08
9024643 2.27832E-08
Media= 8999583 2.28469E-08
Desv std = 29700.78183 7.53521E-11
CV= 0.330 0.33
Global
DIA 2

Conc std= 0.20359479 mg/mL

Area de
Mtras peso g Conc. Mtra Recobro %
9590002 2.5371 0.202968 107.95
9585612 2.5235 0.201880 108.48
9627881 2.5227 0.201816 108.99
Media = 108
Desv std = 1
CV= 0.48
Media=  107.67
Desv std = 1.07
CV= 0.99
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5.5 PRECISION INTERMEDIA

-r > Z >

> 4w
N

r > Z >

A
%CV DIA

% RIMEXOLONA

DIA
1 2
107.66 106.55
106.80 106.27
107.56 107.78
109.04 107.95
109.37 108.48
107.45 108.99
Criterio de Aceptacion
Media = 107.82 %
= 1.00 CV<2%
CV = 0.93 %
% CV
DIA
1 2 % CV ANA
0.44 0.75 0.60 |
0.93 0.48 0.67 |
0.93 0.99
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5.6 TOLERANCIA

Columna: Waters Spherisorb C18 5y 250mm x 4.6mm

Operador: V. Rodriguez
Fecha: 03 11 11
Equipo: HPLC 2487

Conc. std= 0.202586895 mg/mL

FR= Conc std / Area std
% Recobro= (area mtra/ area std) * ( conc std/ C mtra)* 100

Area FR muestras

8960950 2.26077E-08 areas peso g Conc. Mtra  Recobro %

8985775 2.25453E-08 9488775 2.5213 0.201704 107.21

8984690 2.2548E-08 9546072 2.5243 0.201944 107.72

8800239 2.30206E-08 9486696 2.5263 0.202104 106.97

8822869 2.29616E-08

8784096 2.30629E-08 Media = 107.30

Media= 8889770 Desv std = 0.39
Desv std = 96903.96985 Cv = 0.36
Cv = 1.09

Columna: Phenomenex Spherisorb ODS (2) 5u 250mm x 4.6mm

Conc. std= 0.202586895 mg/mL

FR= Conc std / Area std
% Recobro= (area mtra/ area std) * ( conc std/ C mtra)* 100

Area FR
9050882 2.23831E-08 muestras
9135635 2.21755E-08 areas pesog Conc. Mtra Recobro %
9162948 2.21094E-08 9688346 2.5213  0.201704 106.42
9213121 2.1989E-08 9842383 2.5243  0.201944 107.98
9171606 2.20885E-08 9813590 2.5263  0.202104 107.58
9128679 2.21924E-08
Media= 9143812
Desv std = 54542.25212 Media = 107.33
Cv = 0.60 Desv std = 0.81
Cv = 0.76
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5.6 TOLERANCIA

Equipo: HPLC 2487

Operador: V. Rodriguez
Fecha: 03 11 11
Equipo: HPLC 2487

Conc. std= 0.202586895 mg/mL

FR= Conc std / Area std
% Recobro= (area mtra/ area std) * ( conc std/ C mtra)* 100

Area FR muestras
8960950 2.26077E-08 areas peso g Conc. Mtra Recobro %
8985775 2.25453E-08 9488775 2.5213 0.201704 107.21
8984690 2.2548E-08 9546072 2.5243 0.201944 107.72
8800239 2.30206E-08 9486696 2.5263 0.202104 106.97
8822869 2.29616E-08
8784096 2.30629E-08 Media = 107.30
Media= 8889770 Desv std = 0.39
Desv std = 96903.96985 CV = 0.36
CV = 1.09
Equipo: HPLC 2489
Conc. std= 0.202586895 mg/mL
FR= Conc std / Area std
% Recobro= (area mtra/ area std) * ( conc std/ C mtra)* 100
Area FR
8957328 2.26169E-08 muestras
8996861 2.25175E-08 areas peso g Conc. Mtra Recobro %
8997596 2.25157E-08 9672647 2.5213 0.201704 107.85
9055414 2.23719E-08 9725015 2.5243 0.201944 108.31
9006934 2.24923E-08 9797320 2.5263 0.202104 109.03
9031096 2.24321E-08
Media= 9007538
Desv std = 33410.60116 Media=  108.40
CV = 0.37 Desv std = 0.59
CV = 0.55
MARCA: Columna | Waters Spherisorb C18 5 Phenomenex Spherisorb ODS(2) 5 p |di
Resultado 107.30 107.33 0.03 %
Equipo HPLC 2487 HPLC 2489 |di]
Resultado 107.30 108.40 1.10 %
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5.7 ROBUSTEZ

CONDICION CONDICION
VARIABLE BASE ALTERNATIVA
Cambio velocidad de flujo 1.0 0.8 1.2
Cambio proporcién FM 40;60 35:65 45:55
Cambio vol. de inyeccién 20 10 30

Cambio de Columna

Waters Spherisorb
Cl185y
250 mm x 4.6 mm

Phenomenex Spherisorb
ODS(2) 5
250 mm x 4.6 mm

Cambio de Equipo HPLC 2487 HPLC 2489
CONDICION BASE
Operador: V. Rodriguez
Fecha: 29 09 11
Equipo: HPLC 2487
Conc. std= 0.2016 mg/mL
FR= Conc std / Area std
Area mtra
% Ensayo=———x FR x 100
Conc mtra
Area FR std
9180482 2.196E-08
9149174 2.203E-08
9142376 2.205E-08
9133441 2.207E-08
9149334 2.203E-08
9140402 2.205E-08
FR MEDIA 2.203E-08 9149202
RSD 0.1793 %
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 en ml
peso mtra g 2.5123 2.5137 2.5198 25
con. mta mg/mL 0.200984 0.201096 0.201584
resp mta 9821215 9747736 9840959
ENSAYO 107.66 % 106.80 % 107.56 %
promedio 107.34
des std 0.47
c.v 0.44
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Ensayo 1

Operador: V. Rodriguez

Fecha: 29 09 11
Equipo: HPLC 2487

VOLUMEN DE INYECCION: 10uL

Area FR std
4523910 4.456E-08
4537374 4.443E-08
4532456 4.448E-08
4519533 4.461E-08
4504571 4.475E-08
4502128 4.478E-08
FR MEDIA 4.460E-08 4519995
RSD 0.3177 %
Muestra 1 Muestra 2
peso mtra g 2.5123 2.5137
con. mtamg/mL  0.200984 0.201096
resp mta 4848754 4808753
ENSAYO 107.60 % 106.66
promedio 107.15
des std 0.48
c.v 0.44
VOLUMEN DE INYECCION: 30uL
Area FR std
13757114 1.465E-08
13730952 1.468E-08
13785642 1.462E-08
13691019 1.472E-08
13695468 1.472E-08
13708044 1.471E-08
FR MEDIA 1.469E-08 13728040
RSD 0.2723 %
Muestra 1 Muestra 2
peso mtra g 2.5123 2.5137
con. mtamg/mL  0.200984 0.201096
resp mta 14635586 14552703
ENSAYO 106.94 % 106.27
promedio 106.76
des std 0.42
c.v 0.40
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Conc. std= 0.2016 mg/mL

%

%

Muestra 3 en ml
2.5198 25
0.201584

4844948

107.20 %

Muestra 3 en ml
0.25198 25
0.201584

14695410

107.06 %
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Ensayo 2 VELOCIDAD DE FLUJO: 0.8 mL/min

Operador: V. Rodriguez

Fecha: 29 09 11

Equipo: HPLC 2487 Conc. std= 0.2016 mg/mL

Area FR std
11427018 1.764E-08
11464996 1.758E-08
11452772 1.760E-08
11531088 1.748E-08
11570256 1.742E-08
11579665 1.741E-08

FR MEDIA 1.752E-08
RSD 0.5621 %
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 en ml

peso mtra g 2.5123 2.5137 2.5198 25
con. mtamg/mL  0.200984 0.201096 0.201584
resp mta 12268832 12274094 12330901
ENSAYO 106.98 % 106.96 % 107.20 %
promedio 107.04
des std 0.13
cVv 0.12

VELOCIDAD DE FLUJO: 1.2 mL/min

Area FR std
7634919 2.640E-08
7629941 2.642E-08
7642097 2.638E-08
7665858 2.630E-08
7647320 2.636E-08
7655864 2.633E-08

FR MEDIA 2.637E-08
RSD 0.1743 %
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 en ml

peso mtra g 2.5123 2.5137 2.5198 25
con. mtamg/mL  0.200984 0.201096 0.201584
resp mta 8191347 8120945 8201729
ENSAYO 107.46 % 106.48 % 107.28 %
promedio 107.07
des std 0.52
cVv 0.49
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Ensayo 3 % FASE: 35 Agua purificada: 65 Acetonitrilo

Operador: V. Rodriguez

Fecha: 29 09 11

Equipo: HPLC 2487 Conc. std= 0.2016 mg/mL

Area FR std
9308349 2.166E-08
9315234 2.164E-08
9317853 2.164E-08
9292302 2.170E-08
9311578 2.165E-08
9280388 2.172E-08

FR MEDIA 2.167E-08
RSD 0.1587 %
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 en ml

peso mtra g 2.5123 2.5137 2.5198 25
con. mtamg/mL  0.200984 0.201096 0.201584
resp mta 9866507 9802686 9852757
ENSAYO 106.37 % 105.62 % 105.90 %
promedio 105.96
des std 0.38
cVv 0.36

% FASE: 45 Agua purificada: 55 Acetonitrilo

Area FR std
9204690 2.190E-08
9186412 2.195E-08
9222991 2.186E-08
9261333 2.177E-08
9268294 2.175E-08
9261723 2.177E-08

FR MEDIA 2.183E-08
RSD 0.3735 %
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 en ml

peso mtra g 2.5123 2.5137 2.5198 25
con. mtamg/mL  0.200984 0.201096 0.201584
resp mta 9823928 9773550 9795316
ENSAYO 106.71 % 106.11 % 106.09 %
promedio 106.30
des std 0.36
cVv 0.34
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CONDICION BASE 2 Columna: Waters Spherisorb C18 5u 250mm x 4.6mm

Operador: V. Rodriguez

Fecha: 03 11 11
Equipo: HPLC 2487

Conc. std= 0.2025869 mg/mL

%

%

Muestra 3
2.5263
0.202104

9486696

106.98

Muestra 3
2.5263
0.202104
9813590
107.58

Area FR std
8960950 2.261E-08
8985775 2.255E-08
8984690 2.255E-08
8800239 2.302E-08
8822869 2.296E-08
8784096 2.306E-08
FR MEDIA 2.279E-08
RSD 1.0903 %
Muestra 1 Muestra 2
peso mtra g 2.5213 2.5243
con. mtamg/mL  0.201704 0.201944
resp mta 9488775 9546072
ENSAYO 107.22 % 107.74
Promedio 107.31
des std 0.39
c.v 0.36
Ensayo 3 Columna: Phenomenex Spherisorb ODS (2) 5u 250mm x 4.6mm
Area FR std
9050882 2.238E-08
9135635 2.218E-08
9162948 2.211E-08
9213121 2.199E-08
9171606 2.209E-08
9128679 2.219E-08
FR MEDIA 2.216E-08
RSD 0.5985 %
Muestra 1 Muestra 2
peso mtra g 2.5213 2.5243
con. mta mg/mL 0.201704 0.201944
resp mta 9688346 9842383
ENSAYO 106.42 % 107.99
promedio 107.33
des std 0.81
c.v 0.76
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Ensayo 4 CAMBIO DE EQUIPO

Operador: V. Rodriguez

Fecha: 03 11 11
Equipo: HPLC 2489

Area FR std

2.262E-
8957328 08
2.252E-
8996861 08
2.252E-
8997596 08
2.237E-
9055414 08
2.249E-
9006934 08
2.243E-
9031096 08
2.249E-
FR MEDIA 08
RSD 0371 %
Muestra
1 Muestra 2
peso mtra g 2.5213 2.5243
con. mtamg/mL 0.201704 0.201944
resp mta 9672647 9725015
ENSAYO 107.86 % 108.31 %
promedio 108.40
des std 0.59
c.v 0.55
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Muestra 3 en ml

2.5263 25
0.202104
9797320
109.03 %
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Diferencia media (di)= Media de la condicién base — Media de la condicion alterada

Condicién Base Alterada |di]

Volumen de Inyeccién 20uL 10pL

107.34 % 107.15 % = 0.19

20pL 30pL

107.34 % 106.76 % = 0.58
Velocidad de Flujo 1.0 mL/min 0.8 mL/min

107.34 % 107.04 % = 0.30

1.0 mL/min 1.2 mL/min

107.34 % 107.07 % = 0.27

(40/60) (35:65)
% Fase 107.34 % 105.96 % = 1.38
Agua purificada/Acetonitrilo (40/60) (45:55)

107.34 % 106.30 % = 1.04

Base 2 Alterada
Columna Water; Phenqmenex

Spherisorb C18 Spherisorb ODS(2)

107.31 % 107.33 % = 0.02
Equipo HPLC 2487 HPLC 2489

107.31 % 108.40 % = 1.09
CRITERIO: di<2%
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5.8 PRUEBAS LIMITE

Operador: V. Rodriguez
Fecha: 26 09 11
Equipo: HPLC 2487

Stock= 25 mg Rimexolona 0.993 .
0= o5 mL Metanol  ~ ~>~° *50 mL fase

=0.05 mg/mL Rimexolona

Concentracion final en cada punto de la curva;

Alicuota de stock 1000 ug
Volumen final con fase 1 mg

= Conc stock* =mcg/mL de Rimexolona

mcg/ml
S 0.1% = 0.0993 1 ml /500 ml Fase ----- > 0.0993 mcg / mIRimexolona
S0.25%= 0.24825 1 ml /200 ml Fase ----- > 0.2483 mcg / mIRimexolona
S 0.5% = 0.4965 1 ml /100 ml Fase ----- > 0.497 mcg/ mIRimexolona
S1.0% = 0.993 2 ml /100 ml Fase ----- > 0.993 mcg/ mIRimexolona
S2.0%= 1.986 4 ml /100 ml Fase ----- > 1.986 mcg/ mIRimexolona
STD 0.0993 0.24825 0.4965 0.993 1.986 mg/ml
% 0.1 0.25 0.5 1.0 2.0 x-gje
8719 23466 47332 94062 189965
8880 23632 47208 94664 189238
8798 23751 47750 94509 189511
MEDIA 8799 23616 47430 94412 189571  y-eje
RSD 0.9149 0.6061 0.5987 0.3311 0.1937
x-eje X2 y-eje y? Xy
0.2979 0.02958147 26397 2.32E+08 2621
0.7448 0.18488419 70849 1.67E+09 17588
1.4895 0.73953675 142290 6.75E+09 70647
2.9790 2.9581470 283235 2.67E+10 281252
5.9580 11.8325880 568714 1.08E+11 1129466
SUMA 11.4692  15.7447374 1091485 1.43E+11 1501575
MEDIA 0.76461 72765.67
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n=15

sumx?- (sum x)2
n

=6.975311

sum Xx=

sumy?- (sum y)?
n

= 6.38x10%°

sum yy=

sum xy- (sum x*sum y)
n

=667014.5

sum xy=

sum xy _ 61880509

sum xx_ 13465387 202505819

pendiente=b, =

Intercepto = b= media y — b; (media x)= - 350.209075

sum yy- b;sum xy

S?yix= =121766.9
yix n-2
- L sum xy
coeficiente de correlacion=r= =0.99999
4/ sum xx*sum yy

Coeficiente de determinacion= r*> = 0.999975

El intervalo de confianza al 95% se calcula: T 0.975, 13=2.16

1 (mediax)? ,
by=- 350.20908 + 2.16 ﬁ+—*

int to= Syl
intercepto ey~ yIx
bo= - 350.2090755 * 292.3874
bo= - 57.82163969 a 642.5965
pendiente= b,;=95625.05819 + 2.16 *Szy/x
sum xx
pendiente= b;=95625.05819 * 285.3886
b;=95910.44679 a 95339.67
El intervalo de confianza de la regresion lineal:
by 0=t 2,16 | <4 XA, o
e sum xx yix
1) x0 = 40 % y = 3824652
2)x0= 100 % y= 9562156
3Ix0= 120 % y = 11474657
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y-eje y-eje

X-eje y-eje - interv. conf. + interv. conf.
50 3824652 3813453 3835851
100 9562156 9533834 9590477
120 11474657 11440628 11508686
Sesgo del error debido al intercepto diferente de cero
y=b0 + b1*x
y- intercepto: < 5% del punto medio de respuesta
y- intercepto = -350.209
punto medio = 9562156

% error 0.00366 mcg/ml

Sobre la curva

Y- limite inf : 40 mcg/ml 3824652
Y-100% : 100 mcg/ml 9562156
Y-limite sup. : 120 mcg/ml 11474657

a) Limite inferior: 40%

Y-inferior\ 100 b,
9%E=( 1- =0.600022 x-0.00916= -0.005% mcg/mL
° ( Y-100% )X 40 b, X > megim

b) Limite superior: 120%

Y-superiory 100 b,
) =-0.2000073 x-0.00305= 0.006% mcg/mL

9%E= (1-
° Y-100% /120 b,

Andlisis de Residuales:

X-eje y-eje y % error
conc resp resp/conc  sobre curva dey
0
0.0993 8799 88610 9145 3.936
0.2483 23616 95131 23389 -0.964
0.497 47430 95529 47128 -0.638
0.993 94412 95077 94605 0.205
1.986 189571 95454 189561 -0.005

MEDIA = 93960
RSDresp/conc= 0.0319 mcg/ml
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Limite de Deteccién:
S y/x=348.9511632
Pendiente (b1)= 95625.05819

_3.3* Sylx

LD by

_3.3x348.9512

~795625.05819 =0.012042229 mcg/mL

Limite de Cuantificacion:
10* Sy/x
LC=—F—
by

_10x 348.9512

= 55625 05a1g 0036491603 meg/mL
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5.9 ESPECIFICIDAD

Condiciones de Analisis

Condicion Base (sin degradar)
Calor 85°C x4 hrs
Peroxido/calor 85°C 4 hrs
HCL conc./calor 85°C 12hrs
NaOH 50%/calor 85°C 4 hrs

CONDICION BASE (Sin Degradar)

2 mL
10 mL

c td= 25.1 mg Rimexolona(
OnC-SH0= 55 mL Metanol

)=O.20238532 mg/mL

Pureza std= 0.993
Densidad mtra= 1.015g/mL

Conc.mira= peso de la mtra( 5mL )
50 mL Metanol \25 mL
Conc std
FR stdzm
Area mtra
% Ensayo= — *FR*100
Conc mtra
Area FR std
9193956 2.201E-08
9261718 2.185E-08
9233524 2.192E-08
9247912 2.188E-08
9237324 2.191E-08
9226092 2.194E-08
FR MEDIA 2.192E-08 9233421
RSD 0.2491 %
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 en ml
Peso (g) 5.0218 5.0267 5.0448 50
con. mtamg/mL  0.200872 0.201068 0.201792
resp mta 9713796 9778416 9780590
ENSAYO 106.00 % 106.60 % 106.24 %
promedio 106.28
des std 0.30
cVv 0.28
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Ensayo 1

Operador: V. Rodriguez

Fecha: 09 11 11
Equipo: HPLC 2487

Calor 85°C/ 12 hrs

Conc. std= 0.202385316 mg/mL

Area FR std
6685441 3.027E-08
6737441 3.004E-08
6826640 2.965E-08
6857953 2.951E-08
6835441 2.961E-08
6887661 2.938E-08
FR MEDIA 2.974E-08 6805096
RSD 1.1434 %
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 en ml
Peso (g) 5.0218 5.0267 5.0448 50
con. mtamg/mL  0.200872 0.201068 0.201792
resp mta 5313067 5423593 5523259
ENSAYO 57.98 % 59.12 % 59.99 %
promedio 59.03
des std 1.01
cVv 1.72
Ensayo 2 Per6xido 85°C/ 12 hrs

Operador: V. Rodriguez

Fecha: 09 11 11
Equipo: HPLC 2487

Area FR std

1633985 1.239E-07

1633481 1.239E-07

1628187 1.243E-07

1599058 1.266E-07

1604463 1.261E-07

1598677 1.266E-07
FR MEDIA 1.252E-07 1616309
RSD 1.0706 %

Conc. std= 0.202385316 mg/mL
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Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 en ml

Peso (g) 5.0218 5.0267 5.0448 50
con. mtamg/mL  0.200872 0.201068 0.201792

resp mta 8581178 8541630 8845771

ENSAYO 93.64 % 93.11 % 96.08 %
promedio 94.3

des std 1.59

c.v 1.68

Ensayo 3 HCI conc. 85°C/ 12 hrs

Operador: V. Rodriguez
Fecha: 09 11 11
Equipo: HPLC 2487 Conc. std= 0.202385316 mg/mL

Area FR std
1452545 1.393E-07
1441335 1.404E-07
1438119 1.407E-07
1440947 1.405E-07
1441336 1.404E-07
1425852 1.419E-07

FR MEDIA 1.405E-07
RSD 0.5948 %
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 en ml

Peso (g) 5.0218 5.0267 5.0448 50
con. mtamg/mL  0.200872 0.201068 0.201792
resp mta 9277213 9007112 9290814
ENSAYO 101.23 % 98.19 % 100.92 %
promedio 100.11
des std 1.67
cVv 1.67
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Ensayo 4 NaOH al 50% 85°C/ 12 hrs

Operador: V. Rodriguez
Fecha: 09 11 11
Equipo: HPLC 2487 Conc. std= 0.202385316 mg/mL

Area FR std
1774037 1.141E-07
1772437 1.142E-07
1765077 1.147E-07
1765529 1.146E-07
1770289 1.143E-07
1769078 1.144E-07

FR MEDIA 1.144E-07
RSD 0.2043 %
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 en ml

Peso (g) 5.0218 5.0267 5.0448 50
con. mtamg/mL  0.200872 0.201068 0.201792
resp mta 9354015 9490813 9256092
ENSAYO 102.07 % 103.46 % 100.54 %
promedio 102.02
des std 1.46
cVv 1.43
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5.10 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA
Condicién Base
Operador: V. Rodriguez
Fecha: 24 10 11
Equipo: HPLC 2487

Conc.std=

10.1 mg Rimexolona( 5mL

10 L Metanol 55 mL)X 0.993=0.200586 mg/mL

Pureza std= 0.993

ER std= Conc std
" Area std
Area mtra
% Ensayo=— *FR*100
Conc mtra
Area FR std
8571289 2.34021E-08
8607773 2.33029E-08
8584408 2.33663E-08
8634058 2.32319E-08
8717966 2.30083E-08
8809419 2.27695E-08
FR
MEDIA 2.31802E-08
RSD 1.0564 %
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 en ml
peso mtra g 2.5224 2.5187 2.5242 25
con. mta
mg/mL 0.2017920 0.2115708 0.2120328
resp mta 9512893 9556155 9663953
ENSAYO 109.28 % 104.70 % 105.65 %
promedio 106.54
des std 2.42
c.v 2.27 %
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T1= 24 hrs

Operador: V. Rodriguez
Fecha: 2510 11
Equipo: HPLC 2487

10.2 mg Rimexolona( 5mL

Cone.std=— 5 "Metanol  \25 mL

)X 0.993=0.202572 mg/mL

FR std

2.3611345E-08
2.3644044E-08
2.3601879E-08
2.3750444E-08
2.3693444E-08
2.3750572E-08

Area
8579435
8567570
8582876
8529188
8549707
8529142
FR MEDIA
RSD
Temperatura ambiente
Muestra 1 Muestra 2
peso mtra g 0.25224 0.25187
con. mta
mg/mL 0.2118816 0.2115708
resp mta 9482634 9498272
ENSAYO 105.96 % 106.29
promedio 106.14
des std 0.17
c.v 0.16 %
Refrigeracién
Muestra 1 Muestra 2
peso mtra g 0.25224 0.25187
con. mta
mg/mL 0.2118816 0.2115708
resp mta 9486610 9386189
ENSAYO 106.00 % 105.03
promedio 105.11
des std 0.85
c.v 0.81 %

2.368E-08
0.2808 %

Muestra 3
0.25242

0.2120328

9509511
% 106.18

Muestra 3
0.25242

0.2120328

9341514

% 104.31
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T2=48 hrs
Operador: V. Rodriguez
Fecha: 26 10 11
Equipo: HPLC 2487

Conc.std= 10.2 mg Rimexomna( > mL )x 0.993=0.202572 mg/mL
10 mL Metanol 25 mL
Area FR std

8634830 2.3459871E-08

8737954 2.3183001E-08

8631450 2.3469058E-08

8740080 2.3177362E-08

8738489 2.3181582E-08

8793523 2.3036501E-08

FR MEDIA 2.3251229E-08
RSD 0.75 %
Temperatura ambiente
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 en ml
peso mtra g 0.25224 0.25187 0.25242 25
con. mta
mg/mL 0.2118816 0.2115708 0.2120328
resp mta 9566309 9559990 9504454
ENSAYO 10498 % 105.06 % 104.22 %
promedio 104.75
des std 0.46
cVv 0.44 %
Refrigeracién
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 en ml

peso mtra g 0.25224 0.25187 0.25242 25
con. mta
mg/mL 0.2118816 0.2115708 0.2120328
resp mta 9676678 9638260 9549740
ENSAYO 106.19 % 105.92 % 104.72 %
promedio 105.61
des std 0.78
cVv 0.74 %
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T3=72hrs

Operador: V. Rodriguez
Fecha: 27 10 11
Equipo: HPLC 2487

Conc.std= 10.2 mg Rimexomna( > mL )x 0.993=0.202572 mg/mL
10 mL Metanol 25 mL
Area FR std
8774767 2.30857E-08
8708643 2.3261E-08
8778370 2.30763E-08
8611376 2.35238E-08
8682070 2.33322E-08
8560938 2.36624E-08
FR MEDIA 2.33236E-08
RSD 1.0084 9%
Temperatura ambiente
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
peso mtra g 0.25224 0.25187 0.25242
con. mta
mg/mL 0.2118816 0.2115708 0.2120328
resp mta 9608909 9732279 9743412
ENSAYO 105.77 % 107.29 % 107.18
promedio 106.75
des std 0.84
cVv 0.79 %
Refrigeracién
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
peso mtra g 0.25224 0.25187 0.25242
con. mta
mg/mL 0.2118816 0.2115708 0.2120328
resp mta 9598725 9545323 9663530
ENSAYO 105.66 % 105.23 % 106.30
promedio 105.73
des std 0.54
cVv 0.51 %
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5.10 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Diferencia media (di)= Media condicion base — Media de la condicién alterada

24 hrs 48 hrs 72 hrs
Inicial T.A % | Refrigeracion % | T.A % | Refrigeracion % | T.A % | Refrigeracion %
106.14 105.11 104.75 105.61 106.75 105.73

I i 0 I i 0 I i 0

106.54 % Diferencia % Diferencia % Diferencia %

T.A Refrigeracion T.A Refrigeracion T.A Refrigeracion
0.40 1.43 1.79 0.93 -0.20 0.81
CRITERIO: di £ 2%
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Capitulo VI. ANALISIS DE RESULTADOS

-PRECISION DEL SISTEMA:

Usando las condiciones de andlisis establecidas en el método se obtuvo un CV = 0.51% En una
serie de 6 muestras de solucion estandar, teniendo una especificacion de 1.5% (ver tabla), por lo
tanto: El Sistema es Preciso por Repetibilidad.

-LINEALIDAD DEL SISTEMA:

Se prepard una curva estandar del 60 al 140% de la concentracion de Rimexolona con respecto la
concentracion de trabajo (0.20 mg/ml) para verificar la linealidad del sistema. Las concentraciones
reales de trabajo en la curva fueron: 0.120%, 0.160%, 0.200%, 0.240% y 0.280%. Obteniendo los
siguientes resultados al aplicar la ecuacion de minimos cuadrados de la relacion respuesta vs
concentracion:

- Intervalo de la pendiente IC (B1)= 45955241.02 a 70080.55958, el cual no contiene al cero.

- Intervalo del intercepto IC(B0)= -4471.753571 a 25252.81762, el cual contiene al cero.

- El error del intercepto en el punto medio de la curva, es 0.00%, el cual debera ser menor o
igual a 5%.

- Se calcul6 el Coeficiente de determinacion (r?) = 0.999994 cuyo valor debera ser mayor o igual
a 0.985.

- El Coeficiente de correlacién (r) = 1.0000 cuyo valor deberd ser mayor o igual a 0.9925.

Todos los parametros se encuentran dentro de los criterios de aceptacion, por lo tanto El Sistema es
Lineal en el rango de concentraciones analizadas.

-PRECISION DEL METODO POR REPETIBILIDAD:

Se evalud la precisién del método a través de un placebo adicionado con solucion estandar de
Rimexolona; tomando 6 pesadas independientes de un solucion stock preparada de concentracion
aproximada de 0.203191632 mg/mL; se analizaron bajo las condiciones establecidas en el método
analitico.

Los porcentajes de recobro de Rimexolona obtenidos de las 6 determinaciones presentan un CV =
0.61% y el promedio del porcentaje = 99.78%,; se incluye en el intervalo de la media poblacional y
todos los valores estan contenidos dentro de la especificacion de recobro de 98.0% a 102.0. El
meétodo es Preciso por Repetibilidad.
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-LINEALIDAD DEL METODO:

Se analizé por triplicado producto cargado con Rimexolona materia prima. Pesando 25mg de
Rimexolona en 25 ml de Metanol (solucion estandar 1mg/mL), afiadiendo a un matraz volumétrico
una alicuota de ésta solucién, como se indica en la tabla, asi como también depositando en cada
uno de los matraces una alicuota de 2mL de muestra. Depositando ambas alicuotas en un matraz
volumétrico de 25 ml y diluyendo con fase movil, para obtener concentraciones a los niveles de 80%,
100% y 120% de Rimexolona.

Conc. de lacurva Volumen de muestra E\s/?é{;quaernddeesg‘lgrgr?;a Volumen con Conc. Tedrica final del
% (2.0mg/mL) Stock (1.Omg/mL) Fase movil producto en mg/mL
80
(0.16mg/ml) 2.0 mL 2.0 mL 25.0mL 0.16
100
(0.20mg/ml) 2.0 mL 3.0mL 25.0mL 0.20
120
(0.24mg/ml) 20mL 4.0 mL 25.0mL 0.24

Se obtuvieron los siguientes resultados:

- Intervalo de la pendiente IC (31)= 0.96979 a 1.02713, el cual debe contener al uno.
- Intervalo del Intercepto IC (B0) = -0.005584473 a 0.0060651, el cual debe contener al cero.

- Se calcul6 el Coeficiente de determinacion (r2) = 0.998087 cuyo valor debera ser mayor o
igual a 0.985.

- EICV delaregresion = 0.59% el cual debe ser menor de 2.0%.

- El % de recobro de todos los puntos se encuentran en el rango de 100% * 2%.

Todos los pardmetros se encuentran dentro de los criterios de aceptacion, por lo tanto El

Método es Lineal en el rango de concentraciones analizadas.

-PRECISION INTERMEDIA:

Se analizé una suspension de producto terminado a una concentracion tedrica 1.0% de Rimexolona
por triplicado por 2 diferentes analistas en 2 diferentes dias, usando el mismo estandar de referencia
y equipo, siguiendo el método analitico. Obteniéndose los siguientes resultados:

Analista 1 Analista 2 CV por dia
Dial 0.44 0.93
Dia 2 0.75 0.99
CV por Analista 0.60

El CV total de todas la muestras= 0.93%, El cual es menor al 2% por lo tanto EI Método es Preciso
por Reproducibilidad sin importar el Dia o el Analista.
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-TOLERANCIA:

Se analiz6 una suspension de producto terminado a una concentracion teérica 1.0% de Rimexolona
por triplicado contra un estandar en 2 columnas y equipo diferentes por un analista en un mismo dia.

La columna que se utilizo para realizar la validacién es: Water Spherisorb C18 5micras 250 mm x 4.6
mm.

La columna a probar fue: Phenomenex Spherisorb ODS (2) Smicras 250 mm x 4.6 mm

HPLC marca: Waters Modelos: 2487 y 2489

Waters Spherisorb Phenomenex Spherisorb
C18 ODS(2) HPLC HPLC
5p150 mm x 4.6 mm 5p 150 mm x 4.6 mm 2487 2489
% de recobro 107.30 107.33 107.30 108.40
CVv 0.36 0.76 0.36 0.55
|di|= 107.30% - 107.33%= 0.03% 107.30% - 108.40%= 1.10%

La diferencia absoluta entre las columnas y el equipo es menor 2% por lo tanto EI Método es

Tolerante al Cambio de Columnay Equipo.

-ROBUSTEZ:

Se realizaron cambios sobre las condiciones de la técnica de analisis como se observa en la tabla,
obteniéndose los siguientes resultados:

Condicion Base Alterada | di |
20pL 10pL
107.34 % - 107.15 % = 0.19
Volumen de Inyeccion 2000 3000
107.34 % - 106.76 % = 0.58
1.0 mL/min 0.8 mL/min
_ _ 10734 % - 107.04 % = 0.30
Velocidad de Flujo 1.0 mL/min 1.2 mL/min
107.34 % - 107.07 % = 0.27
(40/60) (35:65)
% Fase 107.34 % - 105.96 % = 1.38
Aguapurificada/Acetonitrilo (40/60) (45:55)
10734 % - 106.30 % = 1.04
Base 2 Alterada [di |
Waters Spherisorb C18 Phenomenex Spherisorb
Columna ODS (2)
10731 % - 107.33 % = 0.02
_ HPLC 2487 HPLC 2489
Equipo 10731 % - 108.40 % = 1.09
CRITERIO: |di| <2%
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El cambio en el Volumen de Inyeccién, Velocidad de Flujo, Proporciéon de Fase, asi como el cambio
de Columna y Equipo, no afecta significativamente en el analisis ya que la diferencia que se obtuvo
es menor al 2%.

La diferencia absoluta de cada uno de los parametros es menor 2% por lo tanto EI Método es
Robusto.

-PRUEBAS LIMITE:

Se prepararon 5 concentraciones a partir de materia prima Rimexolona, a niveles de concentracion de
activo (0.1%, 0.25%, 1.0% y 2.0%), por dilucion. Preparando por triplicado cada nivel. Asi como
también simultdneamente se prepararon 5 blancos. Obteniendo los siguientes resultados al aplicar la
ecuacion de minimos cuadrados de la relacion respuesta vs concentracion:

- Intervalo de la pendiente IC (B1)= 95910.44679 a 95339.67, el cual no contiene al cero.

- Se calcul6 el Coeficiente de determinacion (r?) = 0.999975 cuyo valor debera ser mayor o igual
a 0.985.

- El Coeficiente de correlacion (r) = 0.99999 cuyo valor debera ser mayor o igual a 0.9925.

El LC obtenido fue de 0.036491603 mcg/mL lo cual nos indica la concentracién minima del analito,
gue puede ser determinada con precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones de
operacion establecidas.

LD obtenido fue de 0.012042229 mcg/mL lo cual nos indica la concentracion minima del analito en
una muestra, que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones
de operacion establecidas.

Todos los parametros se encuentran dentro de los criterios de aceptacion, por lo tanto El Método es
Cuantificable y Detectable a estas condiciones de estudio.

-ESPECIFICIDAD:

Se realizaron pruebas con una suspensién de producto terminado a una concentracion teérica 1.0%
de Rimexolona y de Materia Prima bajo las siguientes condiciones de analisis, ver tabla:

Viade Peso de la muestra Condicion de Vol. adicionado de
Degradacion (Rimexolona 1%) Analisis reactivo
Calor 59 12 hrs85°C NA
Béasica (NaOH) 5g 4 hrs/85°C 0.3 mL de NaOH 50%
Acida (HCL) 59 4 hrs/85°C 0.3 mL de HCL
concentrado
Peroxido 5g 4 hrs/85°C 0.3 mL de Peréxido 30%

Una vez terminadas las condiciones de degradacion, se terminaron de preparar bajo las condiciones
de andlisis que establece el método.

El producto final y la solucién estandar a las condiciones de degradacidon, no presentaron ningin pico
de degradacion o sefial que interfiera con los picos de interés al tiempo de retencion que estos
eluyen. Por lo que se concluye que el método es Especifico para Rimexolona en una suspension
de prueba.
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-ESTABILIDAD DE LA MUESTRA:

Se analizo una suspension de producto terminado a una concentracion teérica 1.0% de Rimexolona;
segun el método. Se determinaron a los siguientes tiempos de analisis: Inicial, 24hrs/Temperatura
Ambiente y Refrigeracion, 48hrs/Temperatura Ambiente y Refrigeracion, 72hrs/ Temperatura
Ambiente y Refrigeracién, obteniendo los siguientes resultados:

Inicial
106.54%

24 hrs 48 hrs 72 hrs
T.A% Refrigeracion % T.A% Refrigeracion % T.A% Refrigeracion %
106.14 105.11 104.75 105.61 106.75 105.73
Diferencia% Diferencia % Diferencia %
T.A% Refrigeracion % T.A% Refrigeracion % T.A% Refrigeracion %
0.40 1.43 1.79 0.93 -0.20 0.81

Por lo cual se establece que la muestra de suspension probada es estable en un periodo de 72 hrs,
almacenada bajo condiciones de temperatura ambiente o en refrigeracién, para su analisis, pues la

diferencia de recobro es menor a 2%.
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Capitulo VII. CONCLUSIONES

= De acuerdo a la Validacién realizada el método analitico cumple con los lineamientos
establecidos en el protocolo general de validacion por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion. Por lo cual en base a los resultados obtenidos en el trabajo de Validacién de
Rimexolona se confirma que el sistema analitico es lineal, preciso, y exacto.

= La adecuabilidad del sistema cumple con los parametros de exactitud. Ademas de que se
asegura que el método es especifico, preciso, lineal, reproducible, robusto y tolerante. De
acuerdo a los lineamientos basicos establecidos en la “guia de validacion de métodos analiticos
del colegio nacional de QFB’S” Y Del protocolo de validacion..

= Este método permite cuantificar Rimexolona contra un estandar, usando un sistema HPLC
equipado con una columna C-18 y fase mavil Acetonitrilo: agua 60:40, con una deteccion del pico

a 242nm.

= Este método constituye identificacion positiva de Rimexolona por el tiempo de retencién del
estandar.
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Capitulo IX. ANEXOS

9.1 EJEMPLO DE AREAS Y CROMATOGRAMAS OBTENIDOS DURANTE EL ANALISIS.
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Empower

Reported by User: Claudia Project Name: Soluciones
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: STD Acquired By: Claudia
Sample Type: Standard Date Acquired: 9/5/2011 1:31:21 PM CDT
Vial: 2 Acq. Method Set: VEXOLS87
Injection #: 1 Date Processed: 9/6/2011 10:42:39 AM CDT
Injection Volume:  20.00 ul Processing Method: ADECUARIME
Run Time: 20.0 Minutes Channel Name: 2487Channel 1
Sample Set Name: LINEALIDAD SISTEMA Proc. Chnl. Descr.:. RIMEXOLONA
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1 <
o
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' (e}
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| © 3 < 8 N
00+ 28 : o oI .- :
< ' [ ' i ' o
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| g2 g g N g =
0.00 ——— N - = = e > E —
o 72.00 400 600 800 10.00 1200 1400 600 _15:00 26:00
Minutes

Name SampleName ( pcr‘zgc) Platos tedricos | Coleo | Resolucién
1|IMPUREZAK |STD 3632 | 13888.721210 | 1.165
2 |IMPUREZAL |STD 1614 | 17069.935928 | 1.094 4.161
3 |IMPUREZAM |STD 1499 | 19832.437377 | 1.050 13.488
4 [IMPUREZAC |STD 14788 | 20052.840361 | 1.039 9.322
5 [ RIMEXOLONA | STD 9313298 | 20169.598072 | 1.100 8.902
6 [IMPUREZAJ |STD 13396 | 21369.296927 | 1.279 3.973
7 |IMPUREZAB |STD 41398 | 21238.312453 | 1.010 8.2TT

Criterios de edecuabilidad:
Platos teéricos > 1500
Resolucion con impureza J > 1.0
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Reported by User: Claudia

Project Name: Soluciones

COLUMNA WATERS SPHERISORB C18 016330021136-71

. - LINEALIDAD METODO B -
Vil Name | hjection SampleName ~ Channel | Area
1 |26 | RIMEXOLONA | 1/sD | 2487Channel 1 | 9203212 |
2 |2 {ma_om! 2| SO | 2487Channel 1 | 9219666
| 3 26  RIMEXOLONA | 3 S | 2487Channel 1 9225472
4 27 \mu.om! 1/STD 2487Channel 1 9242552
5 |27  RVEXOLONA | 2 ST 2487Channel 1 | 9277542
6 |27 RMEXOLONA | 3 s 2487Channel 1 | 9253432
| Mean | | 9236979
|sd.Dev.| | l ] | 265308
% RSD | ' ’ \ I ’ ’ | o3|
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9.2 GRAFICAS

9.2.1 Linealidad del Sistema
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9.2.2 Linealidad del Método

Linealidad del Método
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9.3 PROCEDIMIENTO ANALITICO
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PROCEDIMIENTO ANALITICO

NO. PROCED. : PAG. :
1l DE 7
TITULO: ENSAYO DE RIMEXOLONA EN COMPONENTES QUIMICOS Y SUSPENSIONES
POR HPLC
NO. PROCED. ANTECEDE: FECHA E¥.:
Lis OBJETIVO

II. ALCANCE

Contrel Fisicogquimico
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IIT.

VE

RESPONSABILIDAD

- Es responsabilidad de los Quimicos Analistas seguir este procedimiento.

- Es responsabilidad del Jefe de Control Fisiceoquimico verificar que este
procedimiento se cumpla.

INTRODUCCION Y/O DEFINICIONES

Este método permite cuantificar rimexoleona contra un estandar, usando un sistema HPLC
equipade con una columna C-18 y fase mévil acetonitrilo:agua 60:40, con una deteccidn
del pico a 242nm.

Este método constituye identificacién positiva de rimexolona por el tiempo de
retencién de la muestra que coincida con el tiempo de retencidn del estandar.

Este método es indicativo de estabilidad.

REACTIVOS

Rimexolona - Estandar de referencia
Acetonitrilo - Grado HPLC

Metanol - Grado HPLC

Nitrato de sodio - Grado reactivo

Fase mévil - Mezclar 600 ml de acetonitrilo con 400 ml de agua purificada, filtrar a
través de un filtro de 0.45p antes de usar.

Nota: Las diluciones del estandar y producto son en fase movil. Preparar volumen
adecuado.

PRECAUCIONES
Rimexolona - Evitar contacto con la piel y ojos.

Acetonitrilo - (PELIGRQO, VENENQ) - Extremadamente flamable, dafiino si es inhalade o
absorbido a tarvés de la piel.

Metanol - (VENENO, FLAMABLE) - Puede ser fatal si es ingerido o absorbido a través de
la piel.
Nitrato de sodio - (TOXICO, PELIGROSO, FUERTE OXIDANTE) - Al contacto con otros

materiales puede causar fuego, puede reaccionar violentamente con golpes, friccién o
calor. Puede ser fatal si es ingerido, dafiino si es inhalado.
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VII. EQUIPO

Cromatografo de liquidos de alta resolucidn equipado con un detector UV a 242nm

Columna C-18 capaz de-medir los requerimientos de adecuabilidad del sistema

VIIL. PARAMETROS DE OPERACION SUGERIDOS

Columna: Waters Spherisorb C18, 5p , 0.46 x 25 cm, o equivalente.

Fase movil: Acetonitrile 2 agua, 60:40. Adicionar agua para
incrementar el tiempo de retencidén y resoluciodn.

Velocidad de flujo: 1ml/min
Volumen de inyecciédn: 20 pl
Tiempo de retencidn: Aproximadamente 15 min. Este pardmetro es critico para

el andlisis de substancias relacionadas y productos de
degradacién, para el propdsito de separaciodn.

Platos teodricos: = 3000
Factor de capacidad ( K'): =5
Factor de coleo ( T ): 0.7 = 1.8
RSD < 2%
IX. PREPARACION DEL ESTANDAR

Pesar aproximadamente cerca de 25 mg de rimexolona en un matraz de 25 ml, disolver y
llevar a volumen con metanol. La concentracién de esta solucién es cerca de 1 mg/ml
de rimexoclona.

Nota: La rimexolona se disuelve lentamente en metanol. No usar la solucidn hasta gue
la disolucién sea completada. Sonicar levemente si es necesario.

Diluir 5 ml de la solucidén anterior a 25 ml con fase moévil. La concentracidén final.es
aproximadamente a 0.2 mg/ml de rimexolona.

X. PREPARACION DE LA SOLUCION PRUEBA DE NITRATO DE SODIO

Pesar cerca de 16 mg de nitrato de sodio en un matraz volumétrico de 50 ml. Adicionar
10 ml de la solucién estandar de rimexolona de 1 mg/ml y diluir a volumen con fase
mévil. Use esta solucién para identificar sélo el frente del solvente. Expira en 3

meses.
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b PREPARACION DEL BLANCO

Diluir 5 ml de metanol a 25 ml con fase moévil.

XII. PREPARACION DE MUESTRA

Materia prima:

Preparar como se prepara el estandar.

Suspensiones:

ARgitar la muestra vigorosamente, pesar aproximadamente 2.5 g de suspensidén de
rimexolona en un matraz de 25 ml, diluir y aforar con metanol. Sonicar 2 minutos
para disolver la suspensién. La muestra puede quedar turbia.

Diluir 5 ml de la solucién a 25 ml con fase mévil. La concentracidén final es cercana
a 0.2 mg/ml de rimexolona.

ATIT. PROCEDIMIENTO

Prueba de adecuabilidad del sistema:

Realizar la adecuabilidad del sistema y calcular los siguientes parametros.

Desviacidn esténdar relativa (%RSD)
Factor de capacidad (K')

Platos teéricos (N)

Factor de coleo (T)

Tiempo de retencioéon relativo (RRT)

Tiempo de retencién del analito
BRI B o e e i e s i s
Tiempo de retencién de rimexolona

Ensayo para rimexoclona:

Inyectar un blanco de fase mévil y asegurarse de que no se observen interferencias
significativas.

Inyectar 20 pl del esténdar y la muestra en el cromatégrafo y obtener los picos de
respuesta. Calcular el porcentaje de activo, usando el promedio de la respuesta de
los estandares. Ver figura 1 para cromatograma tipico.

Materia prima y productos:

Calcular los resultados usando el promedio de la respuesta de los estandares.
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Sustancias relacionadas o productos de degradacion:

De todos los picos en la muestra que no sean del blanco o del frente del solvente,
determinar el porcentaje de cada pico en relacidén al de rimexolona.

Nota: Dejar eluir la muestra 30 min para ensayo de impurezas, sustancias
relacionadas y/o productos de degradacidn.

Paro del sistema:

Después de correr los ultimos estdndares lavar y almacenar el sistema HPLC con

metanol.
XIV. CALCULOS
Pureza:
Ap x Cs
Pureza tal cual = —-=——==—- x 100
As x Cp

Pureza en base seca:

Pureza base seca = % Pureza tal cual x —-———---

Activo (para soluciones):

Ap x Cs
Activo = =———w== x 100
As % Cp
Donde:
Ap = Area de la muestra
As = Area del esténdar (promedio)
Cp = Concentracién tedrica final de la muestra
Cs = Concentracidn final del estandar
W = % Pérdida al secado
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Substancias relacionadas:
Calcular el porcentaje de algunas:-substancias relaciocnadas por:
RRsi
¥ Bgd = === x 100
RT
Calculo del total de substancias relacionadas por:
RSt = X %Rsi
Donde:
RRSi = Pico de respuesta de algunos picos (excluyendo rimexolona) no observados en el
blanco.
RT = Respuesta total de todos los picos incluyendo rimexolona, no observados en el
blanco.
RST = Total de substancias relacionadas.

Substancias relacionadas (formulaciones de rimexolona y suspensicnes al 1%):

Calcular el porcentaje de algunas substancias relacionadas mediante la férmula:

Calcular el total de la substancia relacionada por:

RST = 2 %Rsi

Dende:

Ap = Area del pico de la substancia relacionada en la muestra

As = Promedio de las &reas de estéandar de rimexolona

Cp = Concentracién tedrica final de rimexolona en la muestra

Cs = Concentracién final de rimexolona en el estdndar

RST = Total de substancia relaciocnada

Nota: Para algunos estudios (por ejemplo, estabilidad de materia prima) el

porcentaje especifico para lumirimexolona y compuesto D pueden ser reportados.
En adicién el numero total de picos no observados en el blanco (excluyendo el
pico de rimexolona) pueden ser requeridos para ser reportados.
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Xv. REFERENCIAS
FW.C93.2ATP.S5071.R03.
XVI. REFERENCIA CRUZADA

ANEXO 1

CROMATOGRAMA TIPICO

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

Analito: Componente especifico de una muestra, a medir en un analisis.

Anchura de base: suele ser el intervalo de longitud de frecuencia de un pico; el intervalo pasa por
un separador de banda.

Banda: Es una situacion ideal, es una distribucién gausiana. La cantidad de compuesto que sale
del cromatodgrafo 6 de una columna electroforética.

Coeficiente de Correlacion: Es una medicién de cémo varian las mediciones juntas. Coeficientes de
+1 6 -1 indican una relacion lineal estricta, mientras que un valor cercano a cero significa que no hay
una relacion entre las 2 propiedades medidas.

Coeficiente de difusion: Medida de la movilidad de una especie en unidades de cm?’/s.

Coeficiente de reparto: constante de equilibrio que describe la distribuciéon de un soluto entre dos
fases, para definir el coeficiente de particion solo se utiliza una forma de un soluto (kD).

Coeficiente de selectividad: medida de la sensibilidad de un método para un interferente dado en
comparacién con su sensibilidad para el analito (KA,I).

Cola: prolongacion final de un pico cromatografico, generalmente debida a la presencia de lugares
muy activos en la fase estacionaria.

Constante de disociacion: constante de equilibrio de una reaccion en la que un complejo metal-
ligando se disocia para formar un ién metalico libre y un ligando (kD).

Constante de equilibrio: K’ Constante que se basa en las concentraciones molares al equilibrio,
su valor numérico de K’ depende de la fuerza iénica del medio.

Cromatografia: separacién en la que los solutos se distribuyen entre fase moévil y estacionaria.
Cromatograma: registro de la sefial de deteccion en funcion del tiempo de elusién o del volumen.
Eficiencia de la columna: medida del grado de ensanchamiento de una banda, se suele expresar
en términos de la altura H, de los platos o del nimero N de platos tedricos. En la medida en que la
distribucién del analito dentro de la banda es gausiana, la altura de los platos estd dada por la

varianza dividida entre la longitud de la columna del empacado.

Ensanchamiento de banda: aumento de la anchura de base de un soluto a medida que se
desplaza desde el punto de inyeccién al detector.

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

Estabilidad Analitica de la Muestra: Propiedad de una 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.

Exactitud: Concordancia entre el valor obtenido empleando el método y el valor de referencia.
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Factor de capacidad: medida de la fortaleza con la que la fase estacionaria retiene en soluto dado

(K).

Factor de selectividad: cociente de los factores de capacidad de dos solutos que muestra la
selectividad de la columna para uno de ellos (a).

Factor de separacion: medida de la eficacia de una separacién en lo que se refiere a la
separacion entre el analito y el interferente.

Fase estacionaria: fase extractante que permanece en posicion fija.
Fase movil: fase extractarte que se desplaza a través del sistema.

Intervalo 6 Rango: Concentraciones incluidas que van de la concentracion superior a la inferior, para
las cuales se ha demostrado que el método analitico es preciso exacto y lineal.

Limite de Cuantificacidon: Concentracion minima del analito, que puede ser determinada con
precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones de operacién establecidas.

Limite de Deteccion: Concentracion minima del analito en una muestra, que puede ser detectada,
pero no necesariamente cuantificada, bajo condiciones de operacion establecidas.

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

NUumero de platos tedricos: caracteristica de una columna cromatogréfica que se emplea para
medir su eficiencia.

Placebo: Muestras que contienen todos los componentes de un producto excepto el analito en
estudio.

Placebo cargado 6 Placebo adicionado: Muestra de un placebo analitico al cual se le adiciona una
cantidad conocida del analito.

Plato tedrico: medio cuantitativo para evaluar la eficacia de una columna y que consiste en tratar
una columna, como si estuviera compuesta de pequefias zonas o platos, en las que tiene lugar el
reparto entre las fases movil y estacionaria.

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

Recobro: Cantidad del analito determinada en el placebo adicionado o muestra adicionada,
empleando el método analitico.

Relacién de distribucién: cociente que expresa la concentracion total de soluto en una fase en

relacion con una segunda fase; en su definicion participan todas las zonas del soluto (D).
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Repetibilidad: Precision de un método analitico, expresada como la concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas por un solo analista usando los mismos instrumentos y
métodos.

Reproducibilidad: Precision de un método analitico, expresada como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas por diferentes laboratorios.

Resolucidén: separacion entre dos bandas cromatogréficas (R).

Robustez: Capacidad del método analitico a mantener su desempefio al presentarse variaciones
pequefias pero deliberadas, en los pardmetros normales de operacion del método.

RSD 6 %CV: La desviacion estandar relativa = Desviacion estandar / media x 100.

Selectividad: Medida de la ausencia de interferencia de un método que se mide ante el cociente
de selectividad del mismo.

Tiempo de retencién: es el tiempo entre la inyeccidn en una columna cromatogréfica y la llegada
a un pico de analito al detector.

Tiempo muerto: tiempo necesario para que una especie no retenida pase a través de la columna.

Tolerancia: Reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos, por el andlisis de la misma
muestra bajo diferentes condiciones normales de operacién, como puede ser: equipos, columnas. Se
refiere a factores externos del método.
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