UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ

Colegio de Ciencias e Ingenierias

Internalizacion de métodos analiticos para Materias primas por
Cromatografia de Gases

Freddy Joel Guevara Cangahuamin
Ingenieria Quimica

Trabajo de fin de carrera presentado como requisito
para la obtencion del titulo de
INGENIERO QUIMICO

Quito, 09 de diciembre de 2024



UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ

Colegio de Ciencias e Ingenierias

HOJA DE CALIFICACION
DE TRABAJO DE FIN DE CARRERA

Internalizacion de métodos analiticos para Materias primas por
Cromatografia de Gases

Freddy Joel Guevara Cangahuamin

Nombre del profesor, Titulo académico David Egas, PhD

Quito, 09 de diciembre de 2024



© DERECHOS DE AUTOR

Por medio del presente documento certifico que he leido todas las Politicas y Manuales
de la Universidad San Francisco de Quito USFQ, incluyendo la Politica de Propiedad
Intelectual USFQ, y estoy de acuerdo con su contenido, por lo que los derechos de propiedad

intelectual del presente trabajo quedan sujetos a lo dispuesto en esas Politicas.

Asimismo, autorizo a la USFQ para que realice la digitalizacion y publicacion de este
trabajo en el repositorio virtual, de conformidad a lo dispuesto en la Ley Organica de Educacion

Superior del Ecuador.

Nombres y apellidos: Freddy Joel Guevara Cangahuamin
Cadigo: 00322626
Cédula de identidad: 1724057219

Lugar y fecha: Quito, 09 de diciembre de 2024



ACLARACION PARA PUBLICACION

Nota: El presente trabajo, en su totalidad o cualquiera de sus partes, no debe ser considerado
como una publicacion, incluso a pesar de estar disponible sin restricciones a traves de un
repositorio institucional. Esta declaracion se alinea con las practicas y recomendaciones
presentadas por el Committee on Publication Ethics COPE descritas por Barbour et al. (2017)
Discussion document on best practice for issues around theses publishing, disponible en

http://bit.ly/COPETheses.

UNPUBLISHED DOCUMENT

Note: The following capstone project is available through Universidad San Francisco de Quito
USFQ institutional repository. Nonetheless, this project — in whole or in part — should not be
considered a publication. This statement follows the recommendations presented by the
Committee on Publication Ethics COPE described by Barbour et al. (2017) Discussion
document on best practice for issues around theses publishing available on

http://bit.ly/COPETheses.


http://bit.ly/COPETheses
http://bit.ly/COPETheses

RESUMEN

El presente proyecto tiene como objetivo principal el internalizar, mediante un proceso de
verificacion y/o validacién de procedimientos analiticos, metodologias de cuantificacion y
cualificacion de materias primas por la técnica cromatografia de gases (GC), utilizando como
base los procesos descritos en las monografias de las farmacopeas europea (EP) y
estadounidense (USP), y la metodologia de analisis (MoA) del fabricante Camphor
Technologies para las materias primas: zopiclona, acetona y 1, 2, 6 — hexanotriol para la
empresa Grinenthal. Dado que el numero total de analisis por GC que se ejecutan en
laboratorios externos resulta en una preocupacion para la empresa por el incremento de tiempos
de analisis y liberacion de los materiales esenciales para la cadena productiva. Se consiguieron
verificar e internalizar los métodos de analisis para zopiclona y acetona a condiciones 6ptimas
de anélisis, alcanzando disminuciones superiores al 90% en cuanto a tiempo de andlisis y
costos. Por otro lado, a pesar de no haber conseguido internalizar la metodologia desarrollada
para la materia prima 1, 2, 6 — hexanotriol, se ha logrado generar un antecedente y

oportunidades de mejora para su posterior validacion.

Palabras clave: Cromatografia de gases, validacion, optimizacion, materias primas, tiempo de

analisis.



ABSTRACT

The main objective of this project is to internalize, through a process of verification and/or
validation of analytical procedures, methodologies for both quantification and qualification of
raw materials by gas chromatography (GC), using as a basis the processes described in the
monographs of the European Pharmacopoeia (EP), the United States Pharmacopoeia (USP),
and the method of analysis (MoA) of the manufacturer Camphor Technologies for the raw
materials: zopiclone, acetone and 1, 2, 6 - hexanetriol for the Griinenthal company. Since the
total number of GC analyses that are performed by external laboratories represent a concern
for the company due to the increase of analysis times and release of essential materials for the
production chain. It was possible to verify and internalize the analysis methods for zopiclone
and acetone in optimal analytic conditions, achieving reductions of more than 90% in terms of
analysis time and costs. On the other hand, despite not having managed to internalize the
developed methodology for the raw material 1, 2, 6 - hexanetriol, it was possible to generate a

precedent and improvement opportunities for its subsequent validation.

Key words: Gas chromatography, validation, optimization, raw materials, analysis time.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Grinenthal es una empresa farmacéutica multinacional especializada en la produccion de
tratamientos contra el dolor, y cuya filosofia se basa en el mejoramiento de la calidad de vida
de los pacientes. La empresa fue fundada en 1946 en Alemania, manteniendo su sede en este
pais. Actualmente cuenta con 27 filiales alrededor del mundo [1], entre las cuales figura
Grunenthal Quito Site en Ecuador, misma que opera como centro de desarrollo farmacéutico y
logistica a nivel de toda América Latina, siendo ademas la planta dotada de la tecnologia méas
moderna para la manufactura de productos farmacéuticos sélidos, semisélidos y liquidos en el
pais [2].

Actualmente, la planta cuenta con mas de 200 profesionales que se rigen bajo los mas altos
estandares de calidad y ética del mercado, pues Unicamente el cumplimiento de estos puede
garantizar la seguridad y eficacia de los medicamentos que son lanzados al mercado [2]. En
este contexto, el area de control de calidad cumple un rol fundamental antes, durante y después
del proceso de manufactura, pues la liberacion (proceso mediante el cual un material es
aprobado para entrar o continuar con la cadena productiva de la empresa) de productos
terminados, semielaborados y materias primas para la produccion, dependen estrictamente del
cumplimiento riguroso de especificaciones con respecto a las propiedades fisicoquimicas,
cantidad o contenido de excipientes o de ingredientes farmacéuticos activos (API) por sus
siglas en Inglés, en formulaciones farmacéuticas y/o materias primas [3].

Dentro del analisis de materias primas, existen dos tipos de analisis que son necesarios
para la liberacion: el analisis de valoracion, el cual consiste en la determinacién de la cantidad
de excipiente o API dentro de una materia prima y la identificacién, cuyo propoésito es el

determinar la correlacion de una sustancia sujeta a analisis de con respecto a un estandar [4].



12

Ademas, existen analisis complementarios que son realizados con menor frecuencia, pero que
son requeridos cada cierto periodo de tiempo definido por la propia empresa, como parte de un
esquema de control y calificacion sobre los materiales adquiridos a empresas proveedoras de
materias primas, este tipo de pruebas suelen abarcar un amplio espectro de analisis pero
usualmente estan enfocadas en la cuantificacion de impurezas como solventes residuales o
residuos del proceso de manufactura de materias primas como pueden ser los solventes

residuales [4].

1.2 Especificaciones en materias primas

La cantidad méaxima de impurezas como solventes residuales, porcentaje de pureza
(valoracion) y parametros de identificacion usualmente se encuentran especificados en las
monografias de las farmacopeas internacionales y es inherente a cada sustancia o, por otra
parte, pueden estar indicados en el certificado de analisis CoA de un fabricante calificado. A
partir de esta informacion, se redacta un documento regulatorio correspondiente a cada articulo
estableciéndose las especificaciones correspondientes que tendran que cumplirse para
productos y materias primas a nivel local e internacional. En el caso de solventes residuales en
farmacos, excipientes, ingredientes dietéticos y productos terminados, estos se clasifican segln
su toxicidad y riesgo para la salud humana, ordenandose en clases: | (solventes a evitar por su
potencial carcindgeno), Il (solventes a limitar al no ser carcindgenos y provocar, o no, efectos
toxicos reversibles) y 111 (solventes con bajo potencial toxico) [5].

La zopiclona es un API, clasificado como una no-benzodiacepina cuya caracteristica
principal es la de producir un efecto sedante-hipndtico por lo que es utilizada en los
tratamientos para insomnio [6]. Durante la etapa final de manufactura de la zopiclona es
necesario purificar y aislar el isomero S, para esto es requerido realizar una separacion

cromatografica HPLC en fase reversa [7] puesto que esta se encuentra en forma de mezcla
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racémica, es en este proceso en el que se emplea una solucion de iso-propanol o 2-propanol
para realizar lavados periodicos, para posteriormente remover los residuos provocados por su
uso mediante un proceso de secado [7]. No obstante, dado que no se puede alcanzar una
remocion total de este solvente, pequefas trazas pueden formar parte de la zopiclona aislada,
requiriéndose asi establecer una regulacién en cuanto a su concentracion en la materia prima,
ya que el 2-propanol esté clasificado como un solvente residual de clase Il [5].

Por otro lado, la acetona es un excipiente perteneciente al grupo quimico de las cetonas,
se encuentra en estado liquido, es incolora e inflamable, y es utilizada en la industria
farmacéutica como solvente organico debido a su poca toxicidad en concentraciones bajas [8].
Ademas, dada su alta volatilidad y por ende facilidad de remocién, suele ser utilizada para la
extraccion de impurezas presentes en materias primas activas [9].

El 1, 2, 6 — hexanotriol, también esta clasificado como una materia prima excipiente, se
trata de un alcohol trivalente que se caracteriza por ser un liquido claro, inoloro, sumamente
viscoso, soluble en agua y en solventes organicos [10], y es utilizado en la industria como
agente espesante, humectante o adyuvante para el principio activo en preparaciones

farmacéuticas [11].

1.3 Métodos compendiales

Existen organizaciones a nivel internacional entre las que figuran la Farmacopea Europea
(EP) y la Farmacopea de los Estados Unidos (USP), encargadas de desarrollar metodologias
de analisis fisicoquimico para diferentes materiales, como materias primas, utilizados en la
industria farmacéutica. Estas entidades ademas se encargan de establecer los parametros de
especificacion para cada materia prima sometida a analisis, bajo los lineamientos y
regulaciones propuestas por el Consejo Internacional para la Armonizacion de Requisitos

Técnicos para Productos Farmaceuticos para Uso Humano (ICH).
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De este modo, esta entidad se encarga de dar definicion a pardmetros necesarios en el desarrollo
y validacion de metodologias de andlisis como: especificidad, precision, exactitud, linealidad,
limites de cuantificacion (LOQ), limites de deteccion (LOD) y robustez. Y, a su vez, establecer
las evaluaciones estadisticas que deberian cumplirse para cada uno de estos parametros [12].
No obstante, a pesar de la validez internacional de los métodos farmacopeicos (compendiales),
es requerido realizar un proceso de verificacion a nivel local para asegurar que el método sea
aplicable en las instalaciones de Griunenthal Quito Site [13], conforme a parametros de
validacién internos, igualmente basados en las propuestas de las monografias farmacopeicas y

el ICH.

1.4 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica analitico-instrumental que se fundamenta en
la separacion ordenada de compuestos que forman parte de una muestra sujeta a analisis, en
funcion a diferencias en la presion de vapor y su afinidad quimica a la fase estacionaria de una
columna de separacion [14]. Los compuestos fraccionados seran transportados a través de la
columna por un gas de arrastre inerte tanto a la muestra como a la fase estacionaria, siendo
comun el uso de nitrégeno o helio para este fin [14]. Posteriormente, las fracciones eluyentes
arriban al detector de ionizacion por llama (FID) donde son oxidadas por una llama de
hidrogeno-aire para producir moléculas organicas cargadas los cuales son recolectados por un
electrodo, generando una diferencia de potencial que al ser amplificada se traduce en una sefial
medible, la cudl es aproximadamente proporcional a la cantidad en masa de determinado
compuesto organico [15]. De este modo también se establece una limitante en cuanto al tipo
de grupos funcionales que son detectables por el FID, presentando poca sensibilidad a

moléculas como 0xidos de carbono, halégenos y agua [15].
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1.5 Justificacion del proyecto

Actualmente en Griinenthal — Quito Site, se externalizan analisis por cromatografia de
gases de aproximadamente 37 materias primas, entre los que figuran anélisis de valoracion,
identificacion, y determinacion de impurezas o solventes residuales. Esta situacioén supone un
incremento en la inversion monetaria hacia analisis externos, y aumentos en los tiempos de
andlisis y liberacion, retrasando la cadena productiva de la empresa al depender de los
resultados de otros laboratorios. Por otro lado, se ha considerado el revalorizar el instrumento
analitico adquirido por el laboratorio quimico, ya que debido a la falta de metodologias
analiticas validadas o verificadas dentro del laboratorio, el cromatégrafo ha entrado en un
estado de desuso a pesar de poseer acceso a metodologias provenientes de farmacopeas con

validez internacional.

1.6 Objetivos

Tomando como punto de partida el trasfondo planteado, se ha propuesto como objetivo
general del proyecto, el realizar un proceso de internalizacion (validacion o verificacion) de
cuatro metodologias de analisis quimico para tres materias primas piloto: zopiclona, acetona 'y
1, 2, 6 — hexanotriol mediante la técnica de cromatografia de gases.

El cumplimiento de este meta general se realizara mediante la ejecucion de tres objetivos

especificos, siendo estos:

e Evaluar la viabilidad de los métodos analiticos requeridos por Griinenthal — Quito Site,
mediante la inspeccion de insumos (disposicion de reactivos) y comprobacion de
compatibilidad en cuanto a componentes instrumentales del cromatdgrafo de gases
provisto por el laboratorio quimico de la empresa con respecto a los componentes
especificados por las metodologias a ejecutar (ej. detector empleado, columna'y tipo de

columna) y posibles consideraciones de seguridad. En caso de cumplirse con todos
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estos requerimientos, se podra emitir un protocolo de verificacion o validacién, basado
en los documentos de soporte locales “PROC-000481: Verificacion de metodos
compendiales”, “PROC-000470: Validacion de métodos Analiticos” y “SUP-002899:
PROTOCOLO DE VALIDACION” en el que se especifiquen los materiales a utilizar,
asi como las condiciones cromatogréaficas respectivas [13][16][17].

Comprobar que las metodologias puedan ser replicables en el laboratorio a través de la
ejecucion del protocolo de verificacién/validacion correspondiente considerando todos
los parametros de validacion respectivos segln los procedimientos locales “PROC-
000470 y “PROC-000481"".

Transferir el método analitico para su implementacion dentro del laboratorio quimico
de Grlnenthal, mediante la elaboracion de un informe final que recopile todos los
resultados obtenidos durante la segunda etapa, en conformidad al “SUP-005062:
Informe de Validacion de Métodos Analiticos”. En caso de obtener resultados positivos
y concluir que el método se encuentra verificado/validado al final del informe de
validacién, se procede a incluir las metodologias al archivo local del area de

validaciones, liberando asi el método al laboratorio quimico de Grunenthal — Quito Site.
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2. METODOLOGIA

2.2 Método de analisis

Se han planteado tres metodologias de andlisis para las tres materias primas para cuantificar
el porcentaje de 2-propanol en una muestra de zopiclona mediante cromatografia de gases
conforme al ensayo descrito en la Farmacopea Europea 11.4, EP <1060> “Zopiclone” [6]. Para
esto es requerido disolver la muestra en un solvente adecuado (dimetilsulfoxido) capaz de
extraer el analito, y posteriormente volatilizar la matriz formada y presurizar los compuestos
volatiles disueltos en el solvente, mediante el mdédulo de automuestreo headspace, con el
objetivo de que la muestra sea inyectable y analizable mediante la técnica instrumental
propuesta. Posteriormente, utilizando una relacion de concentraciones y areas entre estandares
y muestras se determina la cantidad de 2-propanol contenida en la API.

En el caso del excipiente acetona, esta metodologia toma como referencia el ensayo
descrito en la Farmacopea Estadounidense USPNF 2024 Issue 1 <USP43-NF38> “Acetone”
[18]. Dado que las propiedades fisicoquimicas de esta materia prima la vuelven aptas para el
analisis sin una preparacion previa de muestra, esta serd analizada mediante inyeccion directa
con el mddulo de auto inyeccidn de liquidos y vaporizada en la camara de mezclado o liner.
Para valorar la cantidad de acetona o pureza de ésta, se utilizara el método de normalizacién
de areas, en el que se cuantifica mediante la obtencion de la relacién entre el area del pico de
interés, entre la sumatoria del resto de areas en el cromatograma [19].

Este método de cuantificacion sera igualmente aplicado para el caso del 1, 2, 6 —
hexanotriol, exceptuando el hecho de que si se requiere una preparacion previa de la muestra
debido principalmente a la viscosidad de esta materia prima, siendo asi necesario diluirla en un

solvente adecuado (Metanol). Por lo que para utilizar la normalizacion de areas como método
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para la valoracion, es necesario primero sustraer o ignorar las sefiales provenientes del solvente
de preparacion.

Las metodologias, asi como sus condiciones cromatograficas respectivas se encuentran
descritas en detalle en los protocolos de verificacion/validacién mostrados en el Anexo B,

mientras que ejemplos de calculo se indican en el Anexo C.

2.3 Sistema cromatografico

Se utilizard un cromatdégrafo de gases Agilent 7890B equipado con un sistema de
automuestreo de liquidos y de espacio de cabeza o “Headspace”, este modulo en especifico
serd utilizado Unicamente para la cuantificacion de impurezas volétiles residuales, siendo este
el caso del 2-propanol en zopiclona.

Es necesario que los compuestos que ingresen a la columna de separacion se encuentren en
fase gaseosa para su analisis, dadas las caracteristicas del inyector a utilizar (Split/Splitless)
[20], puesto que este requiere del uso de una camara de mezclado conocida como “Liner”,
donde la muestra se vaporizard y mezclara con la fase movil para posteriormente fraccionarse
en una proporcion X:1 (Split Ratio) en caso de utilizar la modalidad de inyeccioén “Split”.
Finalmente, se utilizard& un detector FID para identificar y cuantificar los analitos

correspondientes para cada analisis propuesto.

2.4 Parametros y pruebas de verificacion/validacion

Durante el proceso de internalizacién de las metodologias, los pardmetros minimos
requeridos para su aprobacion varian segun el tipo de andlisis que se ejecutara y de la
proveniencia del método. En caso de tratarse de un método compendial, el proceso se abordara
como una verificacion, mientras que, si el mismo es proveniente de un método de analisis
(MoA), de un fabricante o laboratorio externo, la aproximacién hacia el procedimiento

analitico sera a través de una validacion. Ademas, es importante considerar que cualquier tipo
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de alteracion sobre una metodologia propuesta, obligatoriamente dirigira el enfoque hacia una

validacion.

La diferencia fundamental entre ambos acercamientos es la cantidad de requerimientos

minimos a cumplir para poder probar que el método aporta resultados fiables y reproducibles

por cualquier analista en el laboratorio quimico. Asi mismo, al tratarse de pruebas cualitativas,

la cantidad de requerimientos para la verificacion o validacion serd menor comparada a los

casos en gue se desee internalizar pruebas cuantitativas. Los parametros por evaluar en funcion

del tipo de andlisis se encuentran detallados en la Tabla 1.

Tabla 1. Pardmetros necesarios para la verificacién/validacion de métodos analiticos para
cada materia prima.

zopiclona/

Parametro/ ) acetona/ acetona/ 1, 2, 6 — hexanotriol/
. porcentaje de ., . e ., .,
Andlisis valoracion | identificacion valoracion
2-propanol
Especificidad X X X X
Exactitud X
R —
_epetlbllldaq fjel % %
sistema analitico
Precisién del %
método
Precisién
intermedia
Linealidad X
Limi
te_ (Ije %
deteccion
Estabilidad de la
solucion muestra X X
y estandar
Robustez X X
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2.5 Cuantificacion y procesamiento

Las metodologias desarrolladas requerirdn de un método de procesamiento lo
suficientemente preciso para identificar varios picos en la muestra, por lo que se utilizara el
software de adquisicion, administracion, y procesamiento de datos especializado en
cromatografia, Empower 3 version 3.8.0.2 y licencia ICL, desarrollado por Waters. Este
software esta provisto de un algoritmo de integracion denominado ApexTrack el cual basa su
deteccion de picos en la medicién de la curvatura de todo el cromatograma en distintos puntos
hasta determinar el dpice de un pico para un umbral (“threshold”) de intergacion establecido
de forma automatica [21]. De este modo, es posible discriminar la deteccion a Unicamente los
picos que puedan ser representativos o de interés en el proceso de valoracion e identificacion
de materias primas o cuantificacién de impurezas. En conjunto a esto, se descartan picos que
no cumplan con un requerimiento minimo de relacion sefial-ruido (s/n) de 1, puesto que, por
su propia definicion, una relaciéon con un valor menor a la unidad implicaria de forma directa
que el ruido es mayor que la sefial detectada [12].

Por otro lado, se optimizaré la integracion de los picos realizando ajustes y aproximaciones
mediante la adicion de eventos de integracion, los eventos de integracion corresponden a
puntos en los que se controla el tipo de aproximacion mediante el cual el software define qué
porcién del cromatograma corresponde a un pico 0 no, este tipo de eventos trazan una linea
exponencial, tangencial o vertical hacia la linea base, o hacia el punto de separacion entre dos
picos con baja resolucion, con el objetivo de aproximar la morfologia del pico hacia una forma
(gaussiana o triangular) que favorezca a la integracion [22]. Asi mismo, el nivel de deteccion
sera mayor o menor en funcion del tipo del analisis; dado es el caso de la valoracion de materias
primas, pues en este, a pesar de no identificarse de forma cualitativa las impurezas presentes
en la muestra, si es necesario medir el total de estas sefiales para obtener un porcentaje de

pureza de la materia prima y determinar si cumple 0 no con su respectiva especificacion.
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Mientras que, para los analisis de identificacion de acetona y porcentaje de 2-propanol no es
requerido un umbral de integracidn tan preciso puesto que la cuantificacion es realizada
mediante una comparacion directa entre el area del analito obtenido en la muestra y el area del
estandar preparado, o entre tiempos de retencion entre estdndar-muestra [16]. No obstante, es
primordial asegurarse que el umbral de deteccion se lo suficientemente preciso para detectar el
pico de la impureza residual correspondiente. Finalmente, el software Empower 3 también se
encargara de determinar criterios de desempefio como relacion sefial ruido, factor de capacidad
y factor de cola para cada uno de los picos detectados en el cromatograma.

Por otro lado, para establecer el area minima cuantificable del método de procesamiento
para las metodologias de valoracion, se utilizaron los resultados de la pendiente e intercepto de
las curvas de calibracion, realizadas por duplicado en las pruebas de linealidad
correspondientes, que relacionan el area del pico de analito con su concentracion respectiva.

Empledndose la ecuacion (1) para determinar el limite de cuantificacion (LOQ).

L0 = =22 ()
Donde,
o = La desviacion estandar de la respuesta
S = La pendiente de la curva de calibracién
Dado que se poseen datos de dos curvas de calibracion, es posible utilizar la desviacion
estandar del intercepto en el eje de las ordenadas de las curvas, como la desviacion estandar de

la respuesta [12]. Posteriormente, se extrapola el valor del area correspondiente a la

concentracion del analito en el LOQ para obtener el area minima cuantificable.
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2.6 Optimizacion de condiciones analiticas

Se realizaron modificaciones sobre la metodologia inicial provista por el fabricante de
1, 2, 6 — hexanotriol ya que se observaron anomalias en cuanto a la morfologia del pico de
interés, por lo que se llevaron a cabo una serie de experimentos en los que se variaron la
concentracion de analito en muestra (50, 25, 10, 5, 1 mg/mL) y el Split Ratio (100:1, 400:1)
con el objetivo de determinar las condiciones de analisis que consigan un pico con un factor de
simetria lo mas cercano a 1, segun las recomendaciones especificadas por USP [19].

Posteriormente al observarse una baja reproducibilidad del tiempo de retencién del pico
y variaciones en la simetria del mismo en el punto de concentracion previamente definido como
“Optimo”, se determind que la causa mas probable para esta falla fue la degradacion de la
columna, por lo que se optd por modificar también la rampa de temperatura para que el horno
alcance una temperatura maxima de 200 °C y no 300 °C, como fue previamente especificado
por el fabricante. Asi mismo, se utiliz6 una tasa de cambio de temperatura alta, junto a un
mayor tiempo de limpieza posterior a la corrida cromatografica manteniendo la temperatura
méaxima del método, con el objetivo de remover contaminantes con alto punto de ebullicion,
conforme a la guia de Agilent [23], permitiendo asi también, disminuir 10 minutos de corrida

debido al incremento en la tasa de cambio.

2.7 Evaluacion de desempefio analitico

Para determinar que las condiciones cromatograficas propuestas en los métodos
compendiales 0 aquellas seleccionadas para el proceso de validacion fuesen optimas, se ha
planteado utilizar como medida del desempefio los parametros de factor de capacidad (K”),
relacion sefial-ruido (s/n) y el factor de cola o tailing para el pico del analito de interes

correspondiente a cada metodologia.
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o Factor de capacidad (K”)

Se define como factor de capacidad a la relacion entre el tiempo de elucion del analito con
respecto al tiempo de elucidn de un soluto no retenido. De este modo, este parametro se vuelve
una medida de la afinidad del analito con la fase estacionaria o columna, y el tiempo de analisis.
Desde esta perspectiva, se define que los valores recomendables para el factor de capacidad se
encuentran delimitados en un rango de 1 — 10, puesto que, valores menores pueden implicar
que el pico de interés no posea una resolucion adecuada con respecto a los analitos de elucion
mas pronta y en caso de tener un valor de K’ superior a 10, el analito requerira de una mayor
cantidad de tiempo de andlisis, esto repercutiendo directamente en un mayor consumo de
recursos energéticos y de fase movil [14].

e Relacion sefial-ruido

La relacion sefial-ruido es un parametro sumamente importante, puesto que expresa en qué
medida es posible diferenciar el pico del analito de interés del ruido proveniente de la linea
base, por esta razon, es necesario que la relacién s/n sea superior a 1, implicando que la sefal
determinada por el detector es mayor con respecto al ruido o deriva. No obstante, trabajar con
valores de s/n de 1 no es recomendable, sugiriéndose un valor minimo de 3 el cuél suele ser
comun para concentraciones en valores de LOD segln la ICH [12].

e Factor de cola o tailing

Este parametro determina de forma directa la simetria del pico, el tailing es una
deformacion del pico que implica un alargamiento de la cola del mismo. Valores altos de tailing
pueden traer complicaciones al integrar el area bajo la curva del pico y por ende ofrecer
resultados poco fiables al momento de valorar la cantidad de determinado analito en una
muestra. Por esta razon es necesario mantener valores de tailing bajos, considerando los
protocolos internos de la empresa se ha establecido un rango de 0,8 a 2,0 como valores

aceptables [16].
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3. RESULTADOS

3.1 Andlisis efectuados sobre las materias primas

Se ejecutaron los analisis de cuantificacion del porcentaje de 2-propanol en zopiclona,
identificacion y valoracion de acetona, y valoracion de 1, 2, 6 - hexanotriol conforme a las
condiciones establecidas en los protocolos correspondientes, obteniéndose los resultados
recopilados en los reportes analiticos presentados en el Anexo D , los cromatogramas
individuales de las muestras sometidas a andlisis se muestran en las Figura 1,Figura 2 y Figura

3.
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Figura 1. Cromatograma de la muestra de zopiclona analizada.
Como se muestra en la Figura 1 se consigue identificar el pico correspondiente al 2-
propanol en la muestra, por lo que posteriormente se compara su area con aquella obtenida por

el pico de 2-propanol de una solucion estandar a una concentracion conocida del analito, ver
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el ejemplo de calculo, basado en los resultados de estabilidad inicial, proporcionado en el

Anexo C, determinandose que el porcentaje de 2-propanol en la muestra es de 0,1 %.
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Figura 2. Cromatograma del anélisis de valoracion e identificacion de acetona.

La Figura 2, muestra la identificacion del pico correspondiente a la acetona, esta
identificacion se obtiene al inyectar un estandar de acetona bajo las mismas condiciones
analiticas, definiendo un tiempo de retencion con el que se puede confirmar la identidad de la
materia prima. Posteriormente, se cuantifica que la materia prima esta compuesta por acetona
en un 99,98%, ver el célculo basado en el ensayo de repetibilidad para la acetona, mostrado en

el Anexo C.
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Figura 3. Cromatograma del anélisis de valoracion de 1, 2, 3 — hexanotriol.

La Figura 3, indica la identificacion del pico correspondiente a la materia prima 1, 2, 6 —
hexanotriol, ademas de los picos provenientes del solvente de preparacién (Metanol) e
impurezas desconocidas cuyo unico identificador es su tiempo de retencion en el
cromatograma. Se cuantifica que la materia prima esta compuesta por 1, 2, 6 — hexanotriol en
un 100% al descartar las sefiales que no cumplan con criterios minimos de sefial ruido y la
contribucion en area de los picos provenientes del solvente de preparacion, ver el célculo

correspondiente al ensayo de repetibilidad en el Anexo C.
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3.2 Resultados de optimizacion de condiciones analiticas para 1, 2, 6 -
hexanotriol

Se obtuvieron los siguientes resultados con el primer par de experimentos descritos en la

metodologia:
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Figura 4. Cromatogramas superpuestos de la muestra de 1, 2, 6 — hexanotriol a condiciones

de Split 100:1.
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Figura 5. Efecto de la concentracion sobre el pico de 1, 2, 6 — hexanotriol con condiciones de

Split 100:1.
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Figura 6. Cromatogramas superpuestos de la muestra de 1, 2, 6 — hexanotriol a condiciones

de Split 400:1.
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Figura 7. Efecto de la concentracién sobre el pico de 1, 2, 6 — hexanotriol con condiciones de
Split 400:1.

En las Figura 5y Figura 7 se puede apreciar el efecto de la concentracion y el Split Ratio
sobre la morfologia del pico, donde las sefiales en negro corresponden al nivel mas alto de
concentracion (50 mg/mL) y las sefiales magenta al nivel mas bajo. Los factores de cola del
picode 1, 2, 6 — hexanotriol a diferentes concentraciones y Split Ratio se encuentran reportados

en la Tabla 2.



Tabla 2. Valores de tailing o factor de cola para el pico de hexanotriol a diferentes
concentraciones.
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Concentracion (mg/mL) Split Ratio Tailing
50 Pico no fiable
25 Pico no fiable
10 100:1 0,9
5 1,3
1 3,5
50 Pico no fiable
25 Pico no fiable
10 400:1 1,7
5 2,3
1 No detectado

Una vez determinado un Split Ratio y una concentracion de trabajo adecuada se procede a

probar la repetibilidad del método analitico, donde se estudia la reproducibilidad del pico en

cuanto a area y morfologia, ver Figura 8.
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Figura 8. Morfologia del pico de 1, 2, 6 — hexanotriol a condiciones de Split Ratio 400:1y 10
mg/mL de concentracion de analito en muestra.

Por otro lado, en los cromatogramas reportados en las Figuras D y E se consigue dilucidar
que la linea base tiene una forma de S, fendmeno asociado al sangrado de columna, tomando
en consideracion que el sangrado puede ser causado por el ingreso de oxigeno a la columna
gue en conjunto con el incremento de temperatura del programa inicial, ver Figura 9,
provocando la escisidn de los enlaces que conforman el polimero de polisiloxano, el
componente principal de la fase estacionaria de una columna capilar [24], no obstante, esta
degradacion también puede ocurrir Gnicamente por un programa de temperatura inapropiado
[25].

Al observar estos resultados se consigue apreciar una reproducibilidad de pico muy pobre,
por lo que se procedid a repetir el ensayo modificando el programa de temperatura conforme

se muestra en la Figura 10. La forma del pico del analito vista en el andlisis de repetibilidad,
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utilizando las nuevas condiciones del programa de temperatura, se muestra en la
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Figura 11.
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Figura 9. Programa de temperatura propuesto en el MoA del fabricante.
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Figura 11. Morfologia del pico de 1, 2, 6 — hexanotriol a condiciones de Split Ratio 400:1y
10 mg/mL de concentracion de analito en muestra utilizando el programa de temperatura

modificado.
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Finalmente, los resultados de las pruebas realizadas para definir si los procedimientos
analiticos podrian ser validados o verificados, y por ende, implementados dentro del laboratorio
de Griinenthal — Quito Site se encuentran recopiladas en las tablas mostradas en el Anexo A.
Estas indican los criterios de aceptacion utilizados para evaluar cada uno de estos parametros
conforme al protocolo interno “PROC-000470:”y los resultados obtenidos, de donde se puede
concluir que las metodologias de analisis de cuantificacion de 2-propanol en zopiclona, e
identificacion y valoracion de acetona, fueron satisfactoriamente internalizados, como se
muestra en los informes respectivos que se detallan en los Anexos E y F, mientras que en el
Anexo G aparece la metodologia no validada, y por ende no internalizada, del 1, 2, 6 —
hexanotriol, dado el incumplimiento de los criterios de aceptacion de linealidad y exactitud,
ver Anexo A. Por otro lado, los parametros de desempefio analitico conseguidos se encuentran
recopilados en la Tabla 3.

Tabla 3. Pardmetros de desempefio analitico para las metodologias desarrolladas para cada
materia prima.

Materia Factor de Relacion
Parametro Analito Tailing
prima capacidad (k’) s/n
zopiclona 2-propanol 3 268 1,2
acetona acetona 4 35143 1,0
1, 2, 6 - hexanotriol 1, 2, 6 - hexanotriol 10 674 11

Finalmente, considerando el consumo de recursos en cuanto a reactivos, gases y costo
por hora del analista, para la metodologia méas costosa en cuanto a reactivos, se obtuvo que
para un tiempo regular de analisis, es decir, 7 horas y tomando en cuenta que el analista
empleard un total de 2 horas adicionales para preparar muestras y generar la documentacion
pertinente, el costo promedio por analisis es de aproximadamente $32,10, representando una

disminucion del 93,6 % con respecto al precio por andlisis para ensayos de valoracion y
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cuantificacion de solventes residuales, que se cotizan con empresas externas. Asi mismo, el
tiempo de analisis y liberacion de las materias primas, se ve reducido en un 91,7 % ya que con
las metodologias internalizadas se plantea que el laboratorio quimico puede tardar hasta 5 dias

en corroborar los resultados obtenidos por el analista y aprobar el reporte analitico.
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4. OBSERVACIONES Y RECOMENDACIONES

Tanto las metodologias verificadas (internalizadas), como la metodologia no validada
presentan resultados favorables en cuanto a la especificidad del método, factor que toma
especial relevancia dado que, en la mayoria de las metodologias, se emplea la normalizacién
de &reas como procedimiento para la cuantificacion. De este modo, el éxito, y obtencion de
resultados fiables dependen de forma intrinseca de una buena resolucion de picos a lo largo del
cromatograma y ausencia de interferencias con respecto al pico de interés , por lo que es posible
elucubrar que los métodos desarrollados pueden ser empleados con confianza. Es importante
comprobar que el método o el factor de respuesta del analito de interés presente una tendencia
lineal, no obstante, al no utilizarse una curva de calibracién para realizar mediciones, sino un
Unico punto de concentracion para el andlisis se puede considerar a la prueba de linealidad
como un test auxiliar, asi como robustez, estabilidad y determinacién del limite de deteccion,
salvo el caso de la medicidn del porcentaje de 2-propanol en zopiclona en el que es necesario
conocer tanto el limite cuantificable como detectable del analito, para el analisis rutinario a
futuro, puesto que de encontrarse un &rea fuera de estas concentraciones limites sera necesario
reportar como analito no detectable o detectable pero no cuantificable.

En cuanto a los picos o sefiales adicionales que son fueron detectados en los ensayos de
zopiclona, acetona 'y 1, 2, 6 — hexanotriol, en su mayoria al ser sefiales sumamente bajas (no
cumplen requerimientos minimos de relacion sefial ruido) y con poca reproducibilidad, es
decir, que no se presentan de forma frecuente en cada ensayo correspondiente, se las puede
atribuir a ruido ambiental, contaminacion leve del liner o de la septa del inyector, o debido a la
presencia de contaminantes de alto punto de ebullicion [25], por lo que se recomienda siempre
llevar a cabo un proceso riguroso de acondicionamiento de columna previo al analisis y

reemplazar el liner con una frecuencia cuasi semanal en caso de utilizarse el modulo de



36

inyeccion ALS o cada seis meses si Unicamente se utiliza el modulo Headspace. En el caso de
este estudio, se planted un programa de acondicionamiento general consistente en los
siguientes pasos: purgar la columna de cualquier rastro de oxigeno mediante el ingreso del gas
Carrier a una presion aproximada de 7 psi durante 15 a 20 minutos, posteriormente llevar la
columna a la temperatura maxima del método con una tasa de cambio de temperatura alta y
mantener en ese punto durante 30 minutos, finalmente, disminuir la temperatura hacia su punto
inicial, esta serie de pasos estdn basados en la guia técnica de Agilent para el
acondicionamiento de la columna [23].

En el analisis de 2-propanol en zopiclona, se consiguen identificar sefiales adicionales que
se asocian con la muestra, ver cromatogramas de especificidad en Anexo E, no obstante, debido
a que el foco principal de la metodologia no es el valorar la materia prima, sino Unicamente el
porcentaje de la impureza, estas sefiales son ignoradas ya que puede tratarse de otro tipo de
residuo no identificado, productos de degradacién o trazas de enantiomeros. Para el caso
particular de la acetona, a menos que a futuro se tengan que analizar muestras que previamente
hayan sido almacenadas como una solucion en agua, no puede considerar la presencia de
productos de reaccion con el agua, ademas debido a que los sustituyentes metilos enlazados al
grupo ceto no poseen propiedades electroatractoras [26], se puede descartar una posible
formacion de hidratos. De igual manera, al mantener la muestra en un ambiente controlado,
limitando su exposicion a la luz directa y libre de contaminacion acida, no se considera posible
la formacion de hemicetales en presencia de metanol [26] o la generacidn de productos de
degradacion [8].

En el caso de la metodologia desarrollada para el 1, 2, 6 — hexanotriol, a pesar del fracaso
en el proceso de validacion debido al incumplimiento parcial de los criterios de aceptacion de
la prueba de linealidad y exactitud, a excepcién de aquellos relacionados al intercepto de la

curva de calibracion y la distribucién de residuos, ver Anexo G. Esto aporta un indicio del
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rango 6ptimo de concentraciones de trabajo al que se puede inyectar la muestra al cromatografo
sin sobrecargarla y producir efectos secundarios sobre una serie de inyecciones consecutivas.
En cuanto a las causas probables del fallo en la curva de calibracion, la justificante mas acertada
es el acontecimiento del fendmeno conocido como “carry-over” [24] en la inyeccién del punto
a 10 mg/mL (100%), causado por la inyeccion de la solucion previa al 110%, explicando el
incremento y deformacién subita del pico. Fendmeno que se corrige en las préximas
inyecciones (90, 80 y 70 %).

Se descartd una mala preparacion de muestra debido a que posteriormente al ensayo se
inyecto la misma solucion al 100% en otro vial y no se observé una anomalia en la morfologia
del pico, ademas de que el area del mismo se redujo a un valor esperado. Esto también explica
el por qué existe menos desviacion estandar relativa entre los factores de respuesta, obtenidos
en la prueba de exactitud mostrada en el Anexo G, al comparar las inyecciones mas
enriquecidas con analito con respecto a las inyecciones menos concentradas.

De este modo, se sugiere que se estudie Unicamente la repetibilidad del factor de respuesta
del analito bajo las condiciones cromatograficas, asi como el ensayo de valoracion respectivo
y probar ejecutar esta metodologia disminuyendo el volumen de inyeccion y el Split Ratio con
el propdsito de evitar una disminucion muy pronunciada en cuanto al factor de respuesta o
incremento del factor de cola como se pudo apreciar en la Tabla 2, ademas de la utilizacion o
no, de una columna capilar G43, conforme al ensayo propuesto por la farmacopea europea para
el propanotriol (glicerol) [27] debido a la similitud del 1, 2, 6 — hexanotriol en cuanto a
propiedades fisicoquimicas [28].

Finalmente, al analizar los resultados de desempefio de la Tabla 3, es posible notar que
todas las metodologias cumplen de forma satisfactoria con valores de sefial ruido y factor de
cola del analito, en este sentido se puede decir que las condiciones cromatograficas son

Optimas. No obstante, al observar los valores de K’, es posible dilucidar que Ginicamente para
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el caso de las materias primas zopiclona y acetona, las cantidades obtenidas son muy cercanas
al rango propuesto como “ideal” para no desperdiciar tiempo analitico, no siendo asi parael 1,
2, 6 — hexanotriol, puesto que el mismo es retenido durante mucho tiempo en la fase
estacionaria siendo esta la razén por la cual presenta un valor de factor de capacidad de 10,
demostrando que probablemente este tipo de materia prima puede presentar un mejor
desempefio en otro tipo de columna, como la antes mencionada G43 o bien, requiere de otro
tipo de solvente en su preparacion cuyo punto de ebullicion sea mas cercano al punto de

ebullicién de la materia prima para mejorar el efecto del solvente [25].
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5. CONCLUSIONES

Se consiguieron internalizar exitosamente un total de 3 metodologias de analisis de 4
propuestas, con resultados 6ptimos de desempefio analitico lo que garantiza el uso apropiado
de recursos de alto valor. De igual manera, se demostro la capacidad que tiene el instrumento
para alcanzar resultados fiables debido a los analisis de repetibilidad y precision ejecutados
sobre todas las metodologias, obteniéndose una revalorizacion del cromatdgrafo de gases, en
conjunto con las columnas y gases ya adquiridos por la empresa, puesto que al considerar el
impacto de la internalizacion de estas metodologias se logré disminuir de forma muy
significativa el tiempo de analisis, tiempo de generacién documental y costos por anélisis en

un 90%.
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7. ANEXOS:

8. ANEXO A: SUMARIO DE CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LAS
METODOLOGIAS DESARROLLADAS.

Tabla 1A. Resultados y criterios de aceptacion para la verificacion del método de cuantifiacion de 2-

propanol en zopiclona.

Pardmetro Resultados Criterio de Aceptacion
No hay interferencias con los No tener interferencias con los diversos
Especificidad diversos componentes presentes la | componentes presentes tanto en la matriz
P matriz de la muestra ni atribuibles de la muestra como en el proceso de
al proceso de analisis. analisis.
o y s/n: 89 sin>3
Limite de deteccion ) .
RSD: 1,12 % RSD para 3 inyecciones < 30%
Estabilidad a 24 horas . Diferencia absoIL_th con respecto a la
(ambiente) 0% muestra en condiciones normales de
analisis < 30%
Estabilidad a 24 horas . Diferencia absoll_Jtz_:l con respecto a la
(refrigeracién) 0% muestra en condiciones normales de
analisis < 30%
.. K’>1,0
Robustez (variando el K30 Tailing 0.8 — 2.0
solvente de Tailing: 1,6 gv ’

extraccion)

Variacion de analito valorado: 0%

Variacion de analito valorado < 2,0% con
respecto al valor nominal

Robustez
(disminuyendo el
flujo de fase movil)

K’:3,0
Tailing: 1,2

Variacion de analito valorado: 0%

K’ >1,0
Tailing 0,8 — 2,0

Variacion de analito valorado < 2,0% con
respecto al valor nominal

Robustez
(aumentando el flujo
de fase movil)

K’: 3,0
Tailing: 1,2

Variacion de analito valorado: 0%

K’>1,0
Tailing 0,8 - 2,0

Variacion de analito valorado < 2,0% con
respecto al valor nominal
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Robustez
(disminuyendo la
temperatura del puerto
de inyeccion)

K’: 3,0
Tailing: 1,2
Variacion de analito valorado: 0%

K’>1,0
Tailing 0,8 - 2,0

Variacion de analito valorado < 2,0% con
respecto al valor nominal

Robustez
(aumentando la
temperatura del puerto
de inyeccion)

K’: 3,0
Tailing: 1,2

Variacion de analito valorado:
100%

K’>1,0
Tailing 0,8 - 2,0

Variacion de analito valorado < 2,0% con
respecto al valor nominal

Tabla 2A. Resultados y criterios de aceptacion para la verificacion del método de valoracion de

acetona.
Parametro Resultados Criterio de Aceptacion
No existen interferencias con los No tener interferencias con los diversos
Especificidad diversos componentes presentes tanto | componentes presentes tanto en la matriz
en la matriz de la muestra como en el de la muestra como en el proceso de
proceso de analisis analisis
Coeficiente de correlacion de la curva de
Coeficiente de correlacion de la calibracion > 0,999
curva de calibracién: 1,000 ] o
Ordenada al origen: valor maximo +
Ordenada al origen: XXX + 3,0% de la sefial medida al 100%
Desviacion estandar relativa de los
NA valores de RRF, maximo 2%
Linealidad Intervalo de confianza (P=95%) del

Intervalo de confianza (P=95%) del
intercepto: XXX

Los residuos estan distribuidos
alrededor de la curva de calibracion
de manera que no exista una
tendencia visible.

intercepto, incluye las coordenadas de
origen.

Los residuos deben estar distribuidos
alrededor de la curva de calibracién de
manera que no exista una tendencia
visible.

Precision del método

Desviacion estandar relativa: 0,01 %

Cumplen

Desviacion estandar relativa (n=6) <
2,0%

Cumplimiento de valores individuales
segun la especificacion
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Figura 1A. Curva de calibracion promedio para la valoracién de acetona.
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Figura 2A. Distribucidn de residuos para las curvas de calibracién de para la valoracion de acetona.
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Tabla 3A. Resultados y criterios de aceptacion para la validacién del método de valoracién de 1, 2, 6 -

hexanotriol.
Pardmetro Resultados Criterio de Aceptacion
No existen interferencias con los No tener interferencias con los
- diversos componentes presentes diversos componentes presentes
Especificidad . .
tanto en la matriz de la muestra tanto en la matriz de la muestra
como en el proceso de analisis como en el proceso de analisis.
Valor de media aritmética entre:
289,6 98,0 — 102,0%/ Valores
Exactltud No Cumplen indiViduaIeS: 97,0 — 103,0%
4,9 % Desviacion estandar relativa < 2,0
%
I . Desviacion estandar relativa (n=6
Repetibilidad del sistema 0,0% (n=6)
<2,0%
Desviacion estandar relativa (n=6)
0,0% <2,0%
Precision del metodo Cumplimiento de valores
Cumplen individuales segln la
especificacion
L . Desviacion estandar relativa
Precision intermedia 0%
° (n=12) < 2,0%
Coeficiente de correlacion de la
curva de calibracion > 0,999
0,668
Ordenada al origen: valor maximo
+ 3,0% de la sefial medida al
Cumple 100%
35,9 % Desviacion estandar relativa de
L los valores de RRF, maximo 2%
Linealidad Cumple 0
Intervalo de confianza (P=95%)
del intercepto, incluye las
Cumple coordenadas de origen
Los residuos deben estar
Cumple distribuidos alrededor de la curva

de calibracion de manera que no
exista una tendencia visible
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Robustez variando el
solvente de preparacion a 0 %, Robusto
etanol

Diferencia absoluta del resultado
nicial <2,0 %

Robustez variando el

., Diferencia absoluta del resultado
solvente de preparacion a 3,6 %, No Robusto .
nicial <2,0 %

2-propanol
Estabilidad de las
soluciones muestra 'y Diferencia absoluta del resultado
. %, Establ .
estandar a 24 horas en 0%, Estable inicial <2,0 %

temperatura ambiente

400

300

200

Area [uV*sec]

R?=0.4465

100

10.986 9.987 8.988 7.990 5.992
Concentracion [mg/mL]

Figura 2A. Curva de calibracién promedio para la valoracién de 1, 2, 6 -hexanotriol.
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Figura 3A. Distribucion de residuos para las curvas de calibracion de para la valoracion de 1, 2, 6 -

hexanotriol.
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n / revision number)

GRUNENTHAL
——

[ PROTOCOLO DE VERIFICACION

[ET presente documents podrd ser adapfado segin Is necesidad del proceso]

GEMERALIDADES:

Este documento describe el método analitico, responssbilidsdes y criterios de sceptscidn de Is
verificacién del método de analitico de identificacién y valorzcién del solvente residusl clase 2 2-
propancl en Is materia prims Zapiclona. segun |s monografis de ls Farmacopes Eurcpes 11.4, EP
<10802_"Znpiclens, por GC.

Contenido
1 Objetivo

1
Alsance 2
Responsabilidades 2
Pardmetros de Verficacion 2
3
7

Método de Anilisis

2

3

s

5

8 Proceso de Validacidn
7 Criterics de Aceptacién [
8 Acciones pars datos de anslisis y procesos fuera de especificacién 0
9 Resultados / Results 0
10 Historisl de Cambios [ Change history 0
1

Anexos ! Attachments 10

Objetivo

De:nustrarque &l método snalitica utilizado pars Ia Identificacion ¥ valoracidn def solvente de clase
3, 2-propansl en Zagislana por GC conforme & ks monogrefia de la Farmacopes Europea 11.4, EP
<10802_"Zapiclons]. cumple con los requerimientos pars lss que fue disefisdo ¥ por lo tanto es
capaz de proveer resultados reproducibles y confibles.

SUP-002899/Rev.04

CONFIDENCIAL / CONFIDENTIAL

Protocolo de Verificacion del Método
QRUNENTHAL Analitico de identificacién y valoracidn de
—

Zopiclona por GC

£ revision number)

Pag / Page: X de X/ X of X
Reemplaza: NiA

FROTOCOLO DE VERIFICACIGN

2 Alcance

Wétodo pars identificacién y vslorscion de del solvente residusl clase 3, 2-propancl en ls materis
prims Zppislons. conforme & la monogrsfia de ls Farmacopes Europea 11.4, EP <1080

" por GC.

2 Responsabilidades

B Global Quality | Garsnts.
Aeian! Analista "de [Am] Jefe de fhres] | Elact ':‘ﬁ‘g?
EC Hesd
Frotacola £ R B A
Reportes de Trabsja £ G - —
Informe E R _ A

*E" - Elaboracion | Elsbaate. R" - Revision | Reys A" - Aprobscién | Apprais.

Gerente IMO-EC:

Glebsl Quality Predust Coardinsiar:
Jefe de Control de Calided

Ceordinador de Control de Calidad:

Analista:

Pardmetros de Verificaci
Ly 4 a i

Mercades Herrers
Gizels Riquelme
Gonzalo Relizzad

Alexandra Moncayo
Guillermo Guayasemin’ Joel Guevars

- Especificidad

- Limites de deteccidn

- de las

o 24 horas = temperstura smbiente
o 24 horas en refrigerscign.

- Robustez

= Varisndo el flujo de = 2,1 golmi

o WVariando el solvente de extraccién con H-N
= Variando ls tempersturs del puerto de inyeccién a 215°C y = 235°C

y 22,3 gl/min
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Reemplaza: NiA

FROTOCOLO DE VERIFICACION

4 Método de Analisis

Utilizar el método de snélisis pars Is Identificacién y valoracion del soivente residus| clase 3, 2-
propancl en la materis prima Zppiclons. segtn ls monografia de la Farmacopea Europes 11.4, EF
<1080> “Zapislons’.
Fundsmente
La muestrs se coloca en el interior de un visl Head Spags, sometiéndose I solucién s postariores
procesos de agitacién y én, 4 Ia evsparacién del soivents
residusl. Le fase geseosa del visl es inyectads, cusnliicéndose los snslitos mediante
cromatografis gasecss con deteccién FID.

Aparatos. Resctivos, Esténdares y Muestras
Equipos:

Cromatégrafo de gases Agilent 78808 con detector FID e inyestor Head Spase. celibrade en DIC
2023,

Balanzas analiticas. calibradas en DIC 2023
Micropipetas. calibradas en JUL 2023.
Refrigerador. calibrado en MAR 2023

Milli-Q, celibrado en ABR 2023,

Campana de extraccién, ealibrads en JUN 2023,

Columns GC, 30 m x 0.32 mm x 1.0 ym. ¥ de fase. ¥
slannprelfeail (94:3-2)

Estancarles: N/A, sa prepsrardn soluciones esténdar con resctivos de alfa purezs certificads
segin cerificada de analisis del fabricante

Fesstines:

Etsnol R1, Lote 11150283124, \(jgansia 30 ABR 2026.

Dimetilsulféxido. Lote: 212382, Vigsngia JUL 2026,

2-propanal, Lote: 11268234308, \jgensia NOV 2024

Malsdas primasMussies,

Zopiclons, Lote: T0002, \igensia 31 JUL 2028

Soluciones:

Solucién esténdar interno: Solucién preparada con Etancl R1 y dimetilsulféxido
Solucién muestra: Soluzidn preparada con I muestra y la solucién esténdar intemo.

Solucién de sdecuacisn del sistems: Selucién preparsda con 2-propancl y esténdsr intermna.

Condiciones Analiticas

SUP-002899/Rev.04 Decumente f Clogumgat N°
- (tipe de yalidecian JK
CONFIDENCIAL | CONFIDENTIAL ;_ ipo ok mﬁ_w
Protocolo de Verificacion del Método g,\‘p‘:“m@ imers de
Analitico de i i0 ion de | ve i
Bap. Page: X de XX gf X
Reemplaza: NiA

n / RSRO.asRer

y
Zopiglena por GC

PROTOCOL O DE VERIFICACION ]

Dala rate | migioe pesk wigth: 20 Hz 1 0,01 min

Save signsl dsts: save data

Condiciones Head Spage

Equipe: Head Spage. Agilent T607A
Temperstura Homa: 108 °C

Loop: 120 °C

Transfer line: 120°C

Método de preparacién

Sz realizardn preparsciones con cantidades meneres de reactivo que eseguren la concentracion
indicada por Is monogrsfis de Ia Farmacopea Europes 11.4, EP <10802_"Zopiclons,- De igusl
farms, se sdaptarén las cantidsdes en gramos descritss por Is moncgrafis & volimenes
utilizando |s densidad de los resctivos Etanol R1 y Z-propancl, tal y como se muestra s
continuacian

m
¥ (mL solvents) = -

Donde:
¥. Volumen del solvente (gak).
: Masa del solvent (g).

p: Densidad del selvente (/gol.)

Preparacion de la solucién Estandar Interno

Tomer exactsmente 4438 pL de Etanol R1 con una micropipeta y sforer hasts 20,0 pb,en un
balén volumétrico y con dimetilsuliéxido. Tomar une slicuots de 2,0 pl. de le solucién recién
preparads y sforer en un balén volumétrica de 100,0 pal. con dimetilsutféxi

Preparacion de la solucién Muestra

Pesar exsctsmente 50,0 mg de muestra direcismente en ol visl de Hesd Spage. v dischver con
1,0 ol de Is solucién esténdar intemo en &l mismo visl.

Preparacion de solucion de on del Sistema a de

Tomsr exsctamente 22,4 uL de 2-propancl cen uns micropipets y en un bslén volumétrice de 50
ok, sforar con la solucién estandsr intermno.

Adecuacion del Sistema

SUP-002099/Rev.04 Documento ! QueaaLN
CONFIDENCIAL / CONFIDENTIAL | PT-(tho dé vallacisn, Juse

_ . A (Gadigo SAF /
Protocolo de Verificacion del Método P Gade). (Nimem de
Analitico de identificacion y valoracion de b0 / pevising.oumkes

por GC Bi. Page: X de X I X gf X
Reemplaza: NIA
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Condi c 3 de Oy
Equipo: Cromatégrafo de gases Agilent 8880 GC
Inlet (back inyector] Hestar, Tempersturs: 225°C
Bressie. Valor automtico.

Total Flow. Valor automético.

Mase: Selit 1:5 Spdifled: (44mLimin valor sutomatice)

Tolumna: Columna capilar de dimensiones 30 m x 0,32 mm x 1,0 g ¥
composicién de fase estecionaria: matipolisloxson ¥
cianoprnpilfani, (94:3:3).

‘Condiciones de Columna Mode: Constant Flow

{g9= settings: Helio} Pressure: 10.183 psi

Flow: 2.2 mLimin (Edastasia)
Berangs Velosity: 35 cmisec

Past run: 2,2 mLimin

Ramps de lemperatura: Home | Bale. Vale, | Hold  ftime | Run time
oimin | () {min} {min]
Tnicial NIA a0 E H
Rampa 1 | 20 240 - 10
Rampa 2 | N/A 240 - 5

Hermo de calumna Temperstura inicial columnz (setpoint). 40°C
Equilibration ime: 10,00 min

Temperstura méxims: 300 °C

Post run: 40 °C

Post run fime: 7,00 min

Detector FID B Heater: 260 °C

Air Flow: 400 mUimin & H2 Fuel Flow: 30 mLimi

Constant makeup & fuel flow & Kaheup flow He): 1 mLimin

Flame

Sefial Signal source - Det — Front detector
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Procedimiento
Reslizar inyecriones de 1 gl de las siguisntes solucicnes y reactives:

o Inyectsr una vez por sepsrada:
- EtanolR1
- Dimetilsulféxida
- Zz-propanal
*  Inyaetar una vez la solucién estdndar interno.
o Inyectsr por triplicado Is solucién de sdecuscién del sistema (Prepsrar 3 visles)
o Inyectsr uns por duplicade ls solucién muestrs (Preparsr 2 visles),

Reguerimientos de adecuacion del sistema

Resolucién minima de 3.0 entre las sefiales de stanaly 2-propanol.

Especificacion

2-propanol méx. 0,7 por sients
Célculos

Cilculo de selvente residual en materia prima
El céloule se realiza como s2 detalla a continuacian:

Comparar &l éres de la solucién esténdar con el &rea del anslito en I solucién muestrs. Ls
determinacién cumple i psrs el solvents (2-propanol), el resultado cbienide es mencr o igusl s
o especificado

Amiz x (\-’std x (;’D%))

uj
Eg(ppm selveate) = x 1000 x 1000 x D

Astd x B0 x Pmm
Donde:

&mta: Area del solvente presente en la solucién muestra,

&3t Ares del solvente correspondients sl esténdar de referencis
Wstd: Volumen de esténdsr (mL)

%P: (considerar la pureze del Reestivo en el Certificads de andlisis).
Bmta: Peso de la muestra (g)

L. Densidad del solvents (g/ml.) (ebtener deto de densided & partir del certificado de andlisis da
reactive o del rotulo del frasco)
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5 Proceso de Validacién
Se describe el listade de pardmetros evaluados durante |z validacién, de acuerdo con o
establecido por el capitulo USF "Sclventes Residusles — Verificacion de procedimientos

y validacidn de shernaivos”

Referente a: Pardmetros para evaluar,

Especificidad

Limite de deteccién
walidacidn de solventes residusles clase 3

Estabilided

Robustez

Ls especificidad del métode verifics i axisten can 2lgun otro comp: presente
en las soluciones empleadss pars el andlisis. Con este propésito, se necesits correr las
siguientes pruebas de lss soluciones preperadss, inyectsr por sepsrade cads uns de lss
preperaciones de las solusiones,

Las soluciones preparadas a inysctar

+ Inyectsr una vez por separado:
- EtsnolR1
- Dimetilsulféxido
- Propsnol
+  Inyctar una vez la solusién esténdar intemo.
+ Inyectsr una vez Ia solucién de sdecuscion del sistema
Bsjo los mismos criterios de resolucién de picos utilizados pars |s sdecuscion del sistema, se
determins Is aspecificidsd del métoda.

Limite de detec

El limite de deteccitn es la minima cantidad de analito puede ser detectads. Gon este propésito
se necesitan determinar los limites de detecsion (LOD) del 2-propanal, reslizéndose dilusiones
en visles color dmbsr pars obtener concentraciones del 50,0%, 40.0%, 30,0%, 20,0% y 10.0%
con respectn 3 Ia concentracidn d trabsjo. en este case, |a concentrecidn de trabajo comresponds
5 I3 concentracién en pLigl, de 2-propancl en I solucidn de sdecuscitn del sistems
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La siguients tabls muestra los volimenes requeridos tants de ls solucién adecuacién del sistema
como de ls solucién esténdar infemno para llegar @ les concentraciones descritas, considersndo
un volumen de aforo de 1 gl

ook Gofingl (wh/mb)

Salg. it 0.5

500% | Solo. Esténderinh| 0.5 0,2244
Aforg 1
Salg. it 0.4

400% | Sglp. Esténdsrinh| 0.8 0,1785
Afora 1
Sl Adecuscion 0.3

30,0% | Salg. Estandarint, 0.7 0,1348
Afora 1
Salg. Adecuscion 0.2

200% |Solo Esténderint| 0.8 0,0887
Afora 1
Sal. Adecuacion 0.1

100% |Solo Esténderit| 0.8 0,044
Aforo 1

Se inyectarén volimenes de 1 gL, e apusrin, 8l siguiente protocolo:

L= primers tands de inyecciones consiste en 5 visles Hesd Space con las preparsciones sl
50,0%, 40,0%, 30,0%, 20,0% y 10,0%, respactivamente. Posteriormente, pars confimar los
limites inferiores se realizardn inyzcsiones por triplicads de les preparaciones al 20.0% [preparar
3 visles) y posteriormente sl 10.0% (preperer 3 visles).

Inyeetar una vez la solucién al §0.0%.
Inyeetar una vez la solucién al 40.0%.
Inyectar una vez la solucién al 30.0%.
Inyeetar una vez la solucién al 20.0%.
Inyeetar una vez la solucién al 10.0%.
Inyectar por friplicado ks sl 20.0% (Prepsrar 3 visles).
Inyectar por friplicade ks sl 10.0% (Prepsrar 3 visles).

Se evaluaré el valor de la relacion sefabruido (S/M) obtenido de scuerdo los oriterios de
sceptacion.

Estabilidad de las soluciones:

SUP-002899/Rev.04
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Se almscensn las soluciones estdndsr intemo, sdecuscién y muestras preperadss para
especifivided. durante 24 horas & temperatura ambients y refrigerscidn, sin exponer lss muestras
a la luz solar. Les muestras son i junto con de adecuscién racién
preparados.

Se preparan tres soluciones de esténdar interno, sdecuscién y musstra (2 soluciones en total)

e 3cUerdp. s I preparacidn especificads en el punto 5. El primer grupa de soluciones {esténdar

interno, sdecuscién y muestrs) se ufilizardn psrs deferminar especificidad, el grupo 2 de
soluciones [estandsr interno én y muestra) se in durante 24 harss s
tempersturs smbients y &l grupa 3 de soluciones se simscensrdn dursnte 24 horss en
refrigerscion. Transcurrido este tiempo, se evalusrs e desemperio de los grupes 2 y 3 baje los
criterios de especificidad y se compararé con respecto al grupo 1, segin =l criterio de aceptacion
comespondients

Robustez:

Se preparsn todss las secuenciss de carrida de sndlisis pars ls zgpiclans e Averde.al

procedimiento descrito en el punto & las siguientes m

- Wariando el flujo en cads secuencia de corrids a 2,1 gl/min y & 2.2 pl/min
- Varizndo el solvente de extraceion con N-N imatiformasmids.
Wariando la tempersture del puerto de inyaceidn & 215°C y & 235°C.

Todos los dstos de ls validacién s= someten s evaluscién fe _scuerdp. A los criterios de
aceptacidn.

6 Criterios de Aceptacion

PROTOCOLO DE VERIFICACION

Parametro Criterio de Aceptacion
+ Mo tener interferencias con los diverses componentes
Especificidad presentes tanto en la mafriz de la muestra come en el

proceso de enlisis.
Limites de deteccién o LD (S/N = 3); RSD para 2 inysesionss  30%

Estabilidad de las * Diferencia sbsoluta con respecto & la muestra en
soluciones condiciones normales de andlisis < 30.0%

+  Factor de capacidad k' = 1,0 Tailing 0.85 - 2.0 Variseién
de éreas: Diferencia = 2,0%, con respecto al valor
nominal

Robustez

~

9

Acciones para datos de andlisis y procesos fuera de espeeificacion

Si los resultsdos se encuentran fuers de los limites, se informard inmedistsmente sl drea de
WValidsciones y se evaluars las siguientes scciones cusndo apligue:

—  Ewalusrla criticidad de lo sucedido
- Definir si s¢ sclara en el informe final o se procede s Is spertura de un evento.

Resultados / Results
Evslusr los resultados obtenidos para los parémetros de verificacién anslizades, elsborsr un
informe y emitir un registro de validacién

Historial de Cambios / Change history

Cambio Realizado / Change Observaciones /

No. Fecha [ Date
made Observations

10 Anexos i Attachments
NiA
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Hoke: The dco

Figura 1B. Protocolo de verificacion de 2-propanol en zopiclona.
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GENERALIDADES:

Este documento describe el método ansiftico. responssbilidades y criterios de aceptacién de Is
verificacién del método de enslitice de identificacién y veloracion de Acetona (MF). segin ke
monegrsfia de |a Farmacopes de Estsdos Unidos (USF) USPNF 2024 Issue 1 <USP43-NF38=
“Acstone" por GG.

1 Contenido

2 Objetiva 1
3 Aloance 2
4 Responssbilidades 2
5 Pardmetros de Verificaciin 2
& Método de Andlisis 2
7 Método de preparacién ]
8  Especificacion 7
9 Proceso de Verificacién 3
10 Criterios de Aceptacién 10
11 Acciones pars datos de snélisis y procesos fuers de espacificacian 10
12 Resultzdos 10
13 Historisl de Cambios 1
14 Anexos | Attschments "

2 Objetive
Demostrar que &l métoda snalifica utilizado pars | identificacién y valorscién de Acstons (MP),
seglin la monografia de la Farmacopes de Estados Unidos (USF) USPNF 2024 lssue 1 <USP43-
NF38> “Acstone” por GG, cumple con los requerimientos pars Iss que fus disefiado y por ko tanto
s capaz de proveer resultados reproducibles y confisbles.
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GRUMENTHAL
—

Reemplaza: NA

Moks: Bl documerio
Moke: The documer

FROTOCOLO DE VERIFICACION |

nla cémsra de mezcis del inyector. Ls mezcls de gases es inyectads, cuantificindose los analitos
medisnte cromatografia gaseoss con detecsién FID.

Aparatos, Reactivos, Estandares y Muestras

Equipos:

Cromstégrafo de gases Agilent TBB0E con detector FID & inyestor Head Space, calibrada en
DIC 2023.

Baslsnzss ansliicas, calibradas en ENE 2024.

Micropipetss, cslibradss en AGC 2024

Refrigerador, calibrado en MAR 2024,

Milli-Q, calibrado en ABR 2023.

Campana de extraccién, calibrads en JUN 2024

Columna GC, 30mx 0,32 mmx 1,8 pmy 6n de fase is G430

+ Estd : HiA, se ; estindar con resctivos de alts pureza cerfificads
segiin certificads de anslisis dei fabricants.

Reactivos:

Metanol, Lote: 234000, Vigencis FEB 2027.

Acstona, Lote: 232528, Vigencis 27 JUL 2028.

Tetrshidrofurano, Lote: 243382, Vigencia JUN 2025,

Materias primas/Musstras:

Acstona, Lote: W0028, Vigencia 31 AGO 2028

i i, seqen necesidat
21 or Enclish, 25 nasded

SUP-002899/Rev.04
CONFIDENCIAL / CONFIDENTIAL
Protocolo de Verificacion del Método i 1
Analitico Identificacién y valoracion de ;’ég 2de 11
Acetona (MP) por Cromatografia de
Gases (GC)

Documento N°: PT -
{veri ) 2001424

GRUNENTHAL
e — Reemplaza: NA

PROTOCOLO DE VERIFICACION

3 Alcance
Método para identificacion y valoracién de la materia prims Acetons, segin ls manografia de I
Farmacopes de Estados Unidos (USF) USPNF 2024 Issue 1 <USP43-NF3g> "Acetone’ por GG.

4
Global
Acciéni Responsable | Analista G:Z’;‘\'r':;"' Jefe de [Aras] Er::'l'::l IG;;'E“S
Msnager
Frotacalo £ R R R A
Reportes d= Trabajo £ R ) — —
Tnforme £ R R — A

— Elaboracién / Elaborsts “R” — Revisién | Review “A” - Aprobacién / Approve

Gerente IMQ-EC [ IMQ-EC Hesd: Mercedes Herrera
Global Quslity Product Manager
Jefe de Control de Gelidad:

Coordinsdor de Gontral de Calidsd:

Gizells Rigusime
Gonzalo Pellizzar
Alexandra Moncayo

Analista: Paois Gabreral Joel Guevars

5 Parametros de Verificacién
Los pars s san |
- Especificidad
- Lineslidad
- Precisién del método

€ Método de Andlisis
Utilizsr el método de analisis pars | Identificacién y valoracién de acetona, segun ls manografis
de la Farmacopes de Estedos Unidos (USP) USPMF 2024 Issue 1 <USP43-NF38> “Acetone” par
6.

Fundamento

La muestra se colocs en el interior de un vial de inyeccién ALS sometiéndose la solucién s
ores procesos de jiento, y izacién de los de ls muestrs liquids

ingits, senin necesiiad
nepih, o nosdus
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Moks: £l docusmert podr ser usaato en
ctean

Condiciones Analiticas

Condiei c de
Equipo: Cromatégrafo de gases Agilent 8880 GG
Inlst (front inyector] «  Hester, Tempersturs: 200°C
«  Pressure. Valor sufomético.
Total Flow: Velor sutomética.
Mode: Split 400:1 Splitfiod: Valor sutomatics
Columna: Columna capilar de dimensiones 30 m % 0,32 mm 1.8 pm y
it e fate P cm M
cianopropilifenil (94:3:3)
Condiciones de Columna | Mode: Constant Flow
(gas settings: Helio) Pressure: Vslor sutomstice
Flow: Valor automética
Averange Velocity: 35 cmisec
Post run: Mismo valor que Flow
Rampa de temperatura Homo Rate Value Hold fime st| Run
*Gimin) | (°C) final time
tempersture | {min)
{min}
Tnicial T 20 5 5
Remps 1 | 20 240 0 5

Romo dz columna: Temperaturs inizial columna (s=tpaint): 40°C
Equilibration tme: 10,00
Tempersturs méxima: 200 °C
Post run: 160 °C

Post run time: 10,00 min

Detector: o FID FHeater 280 °C
®  Air Flow: 400 mL/min ] HZ2 Fuel Flow- 30 mLimin

«  Constant makeup & fusl flow 2 Makeup flow (N2): 1
mLimin
Flame

ic e, seqr necesiian
Engish, 2 nsderd
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Sefal Signal source - Dat - Front detector

Dsts rate / minime pesk width: 20 Hz / 0,01 min

Save signal data: save dats

Condiciones ALS

Equipe: Head Spece Agileni 76074
Front Injector Injection

Syringe Size: 10 pL
Injaction Velume: 1 L
Dwell Time
Pre-Injection: 0 min
Post-Injaction: 0 min
Sample Depth

o Ensble

Washes and Pumps

Solvent A Washes:

= Preing 3

= Postin} 3

= Volume (uL): Max (8}
Salvent B Washes:

= Preing 3

= Postin} 3

= Volume (uL): Max (8}
Sample Washas:

= Preing 3

= Volume (L) Max (8}
Sample Pumps: 8
Plunger Speed:

© Fast

Viscosity Delay: 0 sec

SUP-002899/Rev.04
CONFIDENCIAL / CONFIDENTIAL
Protocolo de Verificacion del Método
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Sistema

Procedimiento

Protocolo de inyeccian

Inyectar 1.0 pL de las siguientes soluciones:
Inyectar (por triphicada) Ia solucién de sdecuacion del sistema,

Inyectar (por duplicada) Ia muestra.

Requerimientos de adecuacion del sistema

Resolusién minima de 15,0 entre las sefales de metanal y acetons.

Nots: Los fiempos de retencién relstivos pars metanol, acetons y tetrahidrofursna se encuentran
préximos & 0.6, 1.0y 1.9 respectivamentz. En caso de realizarse l céloulo de los RRT se debe
considersr que el tismpa de retencion de referencis corresponde sl analito de interés (scetona)
¥ no & la mayor sefial detectads

£ Especificacién

IDENTIFICACION

El fiempo de retencién de la muestrs corresponde sl del
esténdsr de Acstona, segin se abliens en la valorscién.

B. Tiempe de Retencién

VALORACION
Acatons Min. 88,0% (Cslculado con respecto = |a sustancia snhidra).

SUP-D02399/Rev.04
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Injection Type: Standard
Tray/Other Sample Overlap

= Ensble Sample Overlap
ALS Errors:
Stop the sequence

Verificar en la seccion Options del método instruments| creada en Empower, que el método tengs
seleccionado el driver GCO-Front (comespendiente al médulo ALS) y no el driver SAMPLERD:GC
sl médulo

7 Método de preparacion

Se reslizarén preperaciones con centidsdes menores de reactivo que eseguren |a concentracion
indicads por la menogrsfia de la Farmacopes de Estados Unidos USPNF 2024 lssus 2, < USP43-
NF38 > “Acstons”.

Preparacién de solucidn matriz

Tomsr exactsmente 500,0 uL de Metancl de alta purezs con una micropipets calibrads y sforsr
con tefrshidrofuranc hasta 25 mL en un baldn volumétrico. Ests solucién no forma parte del
andlisis rutinario.

Preparacién de solucién de adecuacién/aptitud del sistema

Temar exactsmente 0.2 mL de Metanol de alts pureza y 0.2 mL de Acetona de sita pureza con
i y aforar con hasta 10 mL en un balén volumétrice.

Preparacién de muestra

No se requiere preperar o pretratar la musstra para su inyeccidn. En un visl ALS cargar
directemente 1.0 mL de Acetana (MP).

Preparacién de viales

Tomsr spraximademente 1.0 mL de cada solusidn y cargar 2n visles ALS individusles.

Moba: 5 cocumaren peos
Moks: The d-n
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Caloulos.

9 Proceso de Verifica

Se describe el listado de paré durante Is
astablecido por el capitulo USP <1225> “Validation of Gempansdisl Procedures” y sl PROC-
000481 “Verificacion de métodos compendisles™

de scuerdo con o

Referentz & Pardmetros para evaluar.

Especificidad

Identificacién y valorscién eslidad

Precision oel método

Especificidad:

L= especificidsd del métado verifica si existen i con slgin otro presents
en lss soluciones empleadas para el sndlisis. Con este propésito. se necesits correr las
siguientes pruebss de les soluciones prepsradss, inyectsr por sepsrade ceds uns de lss
preparaciones de lss soluciones.

Las soluciones/reactivos 8 inyectar:

Inyectar 1 vez:

Tetrahidrofurana.
Metanol de alta pureza.

Acetona de slta pureza.

+  Solucién matriz.

+  Solucion de adecuscién del sistema.
+ Muestrs

Preparar los visles gig scusrsa sl spartsdo 5.8
Linealidad:

Se preparan 4 soluciones de 10 mL en el rango de (80-20%) de concentracin de scetona con
respects 8 su concentracién nominal Ademéas. se tiene en consideracian que la muestra a valorar
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Gases (GC) Gases (GC)
FROTOCOLO DE VERIFICACION | FROTOCOLO DE VERIFICACION
e inyectsra de forma directs al instrumento. por Io que na aplics Is preparacidn de una solucién + Los residuos deben estar distribuidos alrededor de la curva de
madre. De este modo, se preparsn las siguientes soluciones & partir de Acstons &l 88,0% calibracién de maners que no exista una tendencia visible.

{eancentracién nominsl). Reslizar sste procedimiento por duplicsdo después de comprobar Is Precision  del » Desviacién estinder relstiva (v-8) < 2.0%
aptitud del sistems cromstogréfice.

método . o de valores segin s
% Acetona | Alicuota (mL)

100% NA En el caso de la lineslidad, se omitirén los criterios relacionades con el caloulo de RRF y la
0% 3 dlst::umm ‘de nesldluns puesto que no se . &l contenido de
0% 5 acetons en ls muestra.
20 % 4
0% > 11 Acciones para datos de anélisis y procesos fuera de especificacion

Si los resultados se encuentran fuera de los limites, se informard inmedistaments sl drea de

Precisién del método: WValidaciones y s evalusré las siguientes acciones cusnde aplique:

Se cargan B muestras en visles distintos bajo &l método de preparacitn y &l protocolo de
inyeccién indicads en &l punto 5.6 [No se inyectsrd en duplicade Iss muestras, Gnicamente uns
inyeccién por cads visl de muestra). Es neceserio comprobar I3 sptitud del sistema dnicaments

- Ewslusr Iz criticidsd de lo sucsdide
—  Definir i se aclara en el informe final o se procede a |z apertura de un evento.

cio de la corrids cromstogréfics
12 Resultados
Evaluar los resultados obtenidos pars los pars de verificacit i elaborar un
informe y emitir un registro de vshidacion.

10 Criterios de Aceptacion
13 Historial de Cambios

Parimetro Criterio de Aceptacion _ _
| No. | Fecha / Date Cambio Realizado / Change Observaciones |
+ No tener interferenciss con los diversos componentes made Observations
Especificidad presentes tante en 2 matriz de la muestra coma en el proceso [ | |
de enalisis.
+  Cosfiients de correlacién de la curva de celibracién = 0,999 14 Anexos | Attachments
+ Ordenads sl origen: valor maximo + 2,0% de Ia sefisl medids NiA
i sl 100%
Linealidad +  Desviacién estandar relativa de los valores de RRF. mésime
2%
+ Intervalo de confisnza (P=95%) del infercapto, incluye lss
de origen,
Woka: 1 cocumert ol 0 b e necesiat Woka: £ cocumerts o ser 1 seqpin necess
Hoko: The decume + Enclh, s nosded Noke: The documend an ba e n = noededt

Figura 2B. Protocolo de verificacion de identificacion y valoracion de acetona.
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ORUNENTIAL Analitico de Valoracion de 1,2,6- | (900 arssa). 0 Protocolo de Validacion del Método | (valiscién de
_—_— Hexanotriol {MP) por Cromatografia de | Fdg: de -y Analitico de Valoracién de 1, 2, 6- 190001952). ((
Gases (GC) REE"P'EH A e, | Hexanotriol (MP) por Cromatografia de |Pap-2de 11

Gases (GC) Reemplaza: NA

[ PROTOCOLO DE VALIDACION

[ PROTOCOLO DE VALIDACION

GEMNERALIDADES:

Este documento deseribe 2l métode analitico, y criterios de dela & oilidad
validacién del método de analitico de valoracion de 1, 2. 8 - Hexanemul por GC. o] oronsablidades
. Accian/ c“"“::""“’ Jefe de c":r“jd':“" Jefe de gﬂ’:; Gerent
Contenido Anslista | L o | Velidacio | SUS e ma-
1 Objetivo 1 ble ret Quimieo nes EC
Quimice es Manager
2 Alosnce 1 Frotocalo E R R R R B A
3 Responssbilidades z Feportes
4 Parémetros de Validscién z de E R A _ _ _ _
5 Método de Andlisis 3 Trabejo
8  Proceso de Validacién o Informe E R R R R _ A
7 Criterios de Aceptscién “E" - Elaboracian | Elsborate “R- — Revision | Review "A” — Aprobacian | Approve]
3 Acciones para datos de andlisis y procesos fuers de especificacién 11
& Resultados 2 Gerente IMQ-EC / IMQ-EC Head Mercedes Herrers
10 Historial de Cambios 12 Global Quality Product Mansger: ‘erénica Tasiguano
11 Anexos [ Atachments 12 Jefe de Validaciones Cristina Rios
Jefe de Labarstoria Quimico: Gonzslo Pellizzar
Coordinador de Validaciones: Pamela Cazar
Coordinador de Laboratorio Quimico:  Alexandra Moncayo
1 Objetive Analistals: Paoa Cabreraioel Guevara

Demostrar que el método analitic ulilizado para s identificacién y valorscién de 1. 2, 8 -

Hexanatriol por Cromatografia de Gases {GG). cumple con los requerimientos para los que fue 4 Parimetros de Validacion

disefiado y por Io tanto es capaz de proveer ibles y Los paré a iner son los
- Especificidad
2 Alcance - Exactitud
Método para Ia valoracién de s materia prims 1. 2, 6 - Hexanafriol, por Cromatografis de Gases - Precisicn

&0 o Repefibilided del sistema
g = FPrecisién del método

= Precisién intermedia
- Linealided
- Robustez

o Variando &l solvente de preparacién s etanol

o Varisndo &l solvents de preparacién s 2-propsnal
- Estabilidad de |a solucién muestrs y esténdar

o 24 horas & tempersturs ambiente
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Gases (GC) mplaza: NA Gases (GC)
[ FROTOCOLO DE VALIDACION [ FROTOCOLO DE VALIDACION
5 Método de Anilisis 5.3 Condicicnes Analiticas
ngz]ar el método de andlisis para la valoracidn de 1. 2. B - Hexanotriol por Cromatografia de Gases =/Condiolones G {ficas de Operacié
i
Equipo Tromalbgrafo ds gases Agilent 72008
51 Fundamento Inlsis (Split-Splitless Inlel) « Heatar, Temperatura: 2007
o ) ) ) " ) *  Pressure. Valor sutomético.
La muestra se colocs en sl interior de un visl de inyeceién ALS sometiéndose Iz solucién = ”
posteriores procesos de jienio, y vaperizscién de los componenies de ls musstra liguids Total Flow: Valr sutomético.
enla cémars de mezols del inyector (iner). La mezcla de gases es inyectada, cusntifiodndoss los + Septum Purge Flow: 2 mLimin
anslitos mediante cromatografis gaseaza con deteccian FID.
Inlet Mode: Spiit
5.2 Aparatos, Reactivos, Estindares y Muestras Split Ratio: 450:1
Split Flow: Valor automstico
Equipo Cam':r':' n:"b::":;“ o Gas Saver (Dn): 15 mUmin
After: 2 min
Cromatégrafo de
gases Agllent DIC 2023 DIC 2024 AI054 - _ __
78808 con Columna Columna capilar Ge dimensiones 30 m % 0.32 mm x 1.0 gm y
detector FID s6n de fese o DB-5 0 equi
Balanzas JUL 2024 . . = Columns ‘Control Mode: ©n |
ansliticas
Flow: 2,0 mLimin
cropipats: AGO 2028 OV 2024 | | AQD73AQQTZ B = .
i T " Pressure: Valor automaico
Estandar) Tote Vi CTAS Formul :
standaries o ‘geneia armula Averange Velosity: Velor automético
28 RODOT 22 ENE 025 108-80-4 CEH1403 o Constant Flow
Hexenatriol
Reactivos Lote Vigencia Past run: 2.0 mLmin
eERSTERE T ST RER T - - Remps d= fempersiure | Homo | Rete Vale | Hold Time| Run Time
(Qven) roimin) [ Fer | min {min)
2-propanal 11268234 NOV 2024 - - ricial ) 30 5 5
Etenol 17150283 | 30 ABR 2026 E B e T 55
Materias primas Lote Vigencia 1
128 Homa de columns (Oven). | Tempersturs inicial harna (sefpaint). 40°C
. WOD0s 30 SEP 2025 - -
exanotriol Equilibration fime: 10,00 min
Temperatura maxima: 300 °C
Post run: 200 °C
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Past run time: 10,00 min

Dislerinns: FID

& Heater: 200 °C
B Air Flow: 400 mL/min
B HZ Fuel Flow: 40 mL/min
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p: 2
mplaza: NA
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Salvent A Washes:
= FBrsloi 3
= Besili 2
= Volume (uL): Max (8)
Solvent B Washes:

= Prelnj: 3
& Makeup flow (21 25 mLimin = Postinj: 2
Carrier Gas Flow Correction {Nane) * Volume (uL}: Max (8)
Sample Washes:
« Constant makeup & fuel flow smple Wasnes
Br, = Prein:3
ame « Volume {uL): Max (8)
Sianals Signal source - Front Signal (FID} Sample Pumps: 8
Dets rate / Min pesk Width: 20 Hz /0,01 min Plunger Speed:
B zer © Fast
P save iscosity Delay: 0 sec
Genfiancatian. Medules Injection Type: Standard
Front Inlet (S5 Inlat): He Truliher Sample Overlap
Front Detector FID (Mskaup): N2
o Ensble Sample Cverlsp
ALS Errors:
Condi del itico de liquides (ALS;
el il (ALS) Stop the sequence
Equipo Muestresdor sutomatico de liquidos (ALS)
Agilent 76034
Front Tnactor: Tnjection Nota: Verficar en la seccién Options del método instrumental craado en Empower, que el método
) ) tengs seleccionado el driver GCO:Front (comespondients sl méculo ALS) y no el driver
Syringe Size: 10 uL SAMPLERO:GC {comespondiente al médulo Headspace), tsl y como se muestra &n |a Figurs 1

Injaction Velume: 1 uL
Dwell Time
Pre-Injection: 0 min
Post-Injction: 0 min
Sample Depth

= Enable

Washes and Pumps

ot e
Note: Tha e
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Fle ot view Help

Dsuax:i\
(]

SeectBairpeste [0

Figura 1. Seccion "Qptions” en el software Empanss 3.
5.4 Método de preparacién
Preparacién de solusién estindar de adecuacién del sistema

Pessr 100.0 mg de 1, 2. & — Hexsoaiel esténdsr en un balén velumétrice de 100 pol.y sforer
con Metanol HPLC.

Preparacion de solucién blanco
Mo requiere preparacién, inyectar directamante Metanal HPLC.
Preparacién de muestra

Pessr 100.0 mg de la msteris prims 1, 2, 8 - Hexsoetel.en un bslén volumétrico de 10,0 mb. y
aforar con Metanol HPLC.

] cosumartn o ser usaa én expac a inolls, seqin hecesdad
: T oLt 2an B L It SPan o ENpish, o6 nosdes
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& Proceso de Vall

Se describe el listado de durante la , de acuerdo con lo
establesido &l FROC-000470

Especificidad:

La especificidad del métods verifica 5i existan i ias con lgun otro presente

en lss soluciones empleadss para el andlisis. Con este propésito, se necesits corer lss
siguientes prusbas d las soluciones o reactivos.

Las soluciones/resctivos s inyectar:

Inyectar 1vez:
*  Metanol HPLC.
* FEtanol
+ 2-propancl.
+  Solucién de estdndar.
*  Muestra

Preparar los visles gis agusrdn sl spartedo 5.4 del documento.
Linealidad:

Se preparan § soluciones en el range de (110-70%) de idn de 1, 2, 6 - igk.con
respecto 8 ls concentracién nominsl de 1, 2. 8 — Consideréndose que segin el
método propuesto la concentracidn &l 100% en la solucién tanto de adecuscién como muestrs
s de 10.0 mg/ml.

Solucion madre

Se preparen las siguientes soluciones 8 pertir de une solucién madre &l 500% obtenids &l pesar
26000 mpde 1.2, 6 - en una balanzs anslitica y lleveria hesta sforo con metanal
HPLC en un balén de 50 gL, realizar este proceso por duplicsdo.

% 1,2 6- |1,2 6-Hexanotriol| Alicuota | aforo (mi)
Hexanetriol (mg /L) (mk)
110% 1.0 55 25
100% 10,0 50 25
80% 2.0 45 25
80% 8.0 40 25
70% 7.0 35 5

i, sepin necesid
TS OSCLant 2 1 LSac It SPareh of ENRh, i nascss
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Preparacién de viales

Tomar sproximadsments 1.5 L, de cada seluciin y cargar en visles ALS individuales.

Procedimiento para an3

Inyectar 1,0 pL de lss siguientes solucicnes:
Inyectar metanol HPLC (blanca).
Inyectar (por triplicado) la solucion de esténdar de sdecuscicn del sistems,

Inyectar (por duplizada) la muestra
Requerimientos de adecuacion del sistema

Factor de simetria promedio del pico de 1,2,6 — Hexanotriol entre 0,8 - 2,0.

5.5 Especificacion

1.2, 8 - Hexsontiel No menos que 99,0% |

5.6 Calcules

Céleula del parcentsjs de 1,26 - Haxanptial

T
91, 2, 6 — Hexanotriol = —
rr

Donde
1y Ares del pico correspandiente al 1. 2. 8 — Hgzanpirigl en la muestra,

vy Suma del érea de todos los picos en ks muestra descertando los picos proveniantes del
blanco.

Nota: No se requiers hacer cormecsiones tenienda en cuents |s humedsd puesta que &l
detector FID no es sensible sl sgus.

cincumarts i sar usad en espafc o ngles, senin necesitid
ocument can b Lsai in Spanish o English, a5 nosded
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Motz: £l documents podr ser usada en esgaficl
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Repetibilidad:
Se prepsrs uns solucién estandar segin el apsriado 5.4, posteriommente se inyects 6 veces ests
solucién.

Precisién del método:

Se preparan & muesiras en visles distintos bsjo el métedo indicado en el punto 5.4 & inyectsr
‘cada muastra desde un visl distinto

Precisién intermedia:

Otro anslists, en un dis distinto, sjecuts los snélisis de precisién del método y repetibilidad del
sistema. se deben utilizar solucicnas estindar i y muestras. Comparar
<l total de los resultsdos obtenidos por smbos anslistss

Exactitud:
Realizar, por triplicado. |2 preparacidn de solugién madre el 500% de concentracién nominal y
diluir hasts los puntos de 110%, 100% y 70%. tsl y como se describe en el procedimiento de
linealidsd.

Estabilidad

Preparar y slmscenar, uns muestra y una solucién esténdsr dursnie 24 herss & tempersturs
smbiente. una vez franscumido ese tiempo inyectar y comparar los resultados obtenidos con los
de la prueba de repetibilidad.|

Robustez

Se preparan todes lss secusncias de comids de andlisis para e 1. 2. 6 - Hexanatrial o6 9cuardo_
sl procadimianto descrito en el punto 5.4 reali las sigui i

- Varisndo el sclvente de preparacién s stanal y 2-propanal

Todos los detos de la velidacién se someten s eveluacién sz aouerdp. & los oriterios de
sceptacian.

rcies, sein necestd
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7 Criterios de Aceptacion
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Reemplaza: NA

[ FROTOCOL O DE VALIDACIGN

3 Resultados

Evaluar los btenides psra los & de
informe y emitir un registro de vshidacion.

elsborer un

Parametro Criterio de Aceptacion
* No fener interferencias con los diverses compenentes 10 Historial de Cambios
Especificidad presentes tanto en ks matriz de la muestra como en el proceso
de andlisis | No. Fecha i Date Cambio Re: Observaciones |
* Coeficiente de correlscion de |z curva de calibracien = 0,099 Observations
+  Droenads sl origen: valor méximo + 3,0% de Is s=fis| medids [o1 |12 nOv 2024 | Documente nuevo [ raia
al 100%
~ Desviacién estandsr relstiva de los valores de RRF, méximo
Linealidad 2% 11 Anexos | Attachments.
+ Intervalo de confisnza (P=05%) del intercepto, incluye las
coordenadas de arigen.
# Loz residuos deben estar distribuidos slrededor de la curva de
calibrscidn de manera que no exists una tendencia visible.
Repetibilidad o, icién esténdar relative (n=8) < 2.0%
del sistema

Precisién  del « Desviscion esténdar relafiva (n=8) £ 2.0%

método c de valores segin s
Precision R "
. =12)%
Intormedia Desviacién estandsr relativa (n=12} £ 2,0%
+  Valor de media sritmética entre: 3.0 — 102.0%/ Valores
Exaetitud individusles: 87.0 - 103.0%
+  Desviacién esténdar relativa £ 2.0 %
Estabilidad +  Diferencia absoluta del resultado inicial = 2.0 %
Robustez +  Diferencia absoluta del resultado inicial £ 2.0 %
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2 Acciones para datos de anilisis y procesos fuera de especificacion

Si los resultados se encuentran fuers de los limites, se informard inmedistsments &l drea de
Validaciones y se evaluard Iss siguientes scciones cuando spligue:

—  Evaluar la criticidad de ko sucedido
- Definir 5i s& sclars en &l informe final o se procede & la aperturs de un evento.

Moks: Bl documerio

copy nevescitrd Moks: El documenkn podi ser s
Moke: The documer nasciad

Mokz: The document can ba used In

5 nosdiet

 Engt

Figura 3B. Protocolo de validacion de valoracion de 1, 2, 6 - hexanotriol.
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10. ANEXO C: EJEMPLOS DE CALCULO PARA EL ANALISIS DE LAS
MATERIAS PRIMAS PROPUESTAS

)'. Title: Reporte Analitico para Procesos de Validacién 2ef2 \
[RESPALDO DE PESOS/REGISTROS DE EQUIPOS/CALCULOS:
> 5 \l hd x T
1
Pesar -
15.Jul 2624 17148
n-:cmolmas B4 24+ ag
arlu.om
102
D3 ESTQILIMM
90.34 mg < dmi|ial )
::43”/-—‘ p E TN}
25.9 - L
S8.44 g ~ i T EHEEER
a’lT”/ LAY T
.16 49 =it
M|
[ LW 2024
q(‘-'dn‘ M
|
Rieacth ve Ly e Caducide |
LA Biallido A7 | odeoc34[3948 ) | U7 FE D 2eds
e L 840ead1b4adls SER (2008 —
» .‘NN& b 11% ln_ —
. | [ D.0124 Wi B
zz-g‘m whi < [C 1} ANl Yo M X\ |gg- lod— ;1
(M) AT O “134 ¥ (6, DSty ~ =7
. t 3
)] -
IO e {
] - - i B8 -1‘
22 =] feigeme 1o ' 8 00ZA kg haafer | |71 [0 ps¥LldloNA T
FRSEN .131*1'0(00” ol i e S LB g i ]l
A 4 i
yit " »LI’MHIA- o N SSCTHPY 1y sy 102
Bl 1 |
g pn:pmi\ ¢ edhc veleeta o obitiow | de fadeodaccn “
tnl_lol_gu aclive| shenidn | 2ed] (oA i T 1]
74 31y | | | 1
| ’_‘_‘,_——"
‘Li'g"ﬂ.’r’-
al233—1
| | S5
| / |
e |
[t — 1
| || I : ] 1

t— SUP-OOBSN?’: :v "22‘ Pm.c on: 15 Jul MM by EC&NTE Effective Date: 07 Sep 2023
wihout wiian gemsson of Grinerthal

Figura 1C. Calculo del porcentaje de 2-propanol en una muestra de zopiclona.
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M Title: Reporte Analitico para Procesos de Validacién N 20f2
EALDO DE PESOS/REGISTROS DE EQUIPOS/CALCULOS:
e adfo ey iy | | | |
‘ ! | ' |
gachivy T Lo (.'o ot BJ
ALt Bh | bqovo e Agey o1 STRas =
M.L\Ay. aqlecelRak2ln | SE ploue! 1
[n‘:'qnf" f(‘!\ ' A”'fb\
‘ —
Al 1 BET | [SSIaE |
calle [RLD) wb 1 | 1 = "
b pD¥ea 16pn |~
Crde -4 yhe 1305 |~
doap LB 1t 43194 | T
Hm b 5 93 a3 | T
[
Doed 74 0,01 | o
tf ce { Q §
ou} t_ﬁ‘.nh o, =
Se ey /18 30CT Win
N"ﬁ-“
\.}
/’/
— t— //
/ |
)
v
!
//
l | //
K2
-\
//
P
| 7
/
| = ‘ ‘
i 0 T e | [
c— - —
Number: SUP-008902 Rev: 02 Printed ca: 24 Sap 26421055 REIEHS rinted by: EC358 :
mmduMImhmdmmwmﬁ.ﬁum;&Mdm.Mt07sepma

Figura 2C. Calculo del porcentaje de pureza (valoracion) de una muestra de acetona.
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-y, - Title: Reporte Analitico para Procesos de Validacién . 20f2
'RESPALDO DE PESOS/REGISTROS DE EQUIPOS/CALCULOS:
R . P S N A O K
s Volodasied
O VAR I 1l ¢ 4 Fodue b .
a8t 2 s 1 e b
& 4 Bl ~e8Y ~ oy Lalvibii My al
JIRIOL = |
n/:-~0~:.' 3
2 FECISION 2 stb | N
- W =
Fes 3 i
I ] 43128 = SI -
A Ex A |
opet 3ib-9
EERETIRE r
108,00 &t OBk
b= WUy Me -
st
166,03 na? 2
181.93 :3/"' 51 -
165,29 :5—'
& 134.51 3 -2 STE Tl -
P
sltre e | Rbeyheny
B (LN LK PN T S ]
184 1 - 8~
LI | 145 Toupo | o] 1o Al. | 847, ]
O [ - i Y
MS L | 14t 4, e Lol . o 14
nh 4 y i
Lo o A [ N g
(&dsld Sby (Tu.l..“;)
§183 ¢ |1 Th 1 A TYNAE : Py S XYW
gl=d 11 | Pew e
+ LS Ut ¥o cfon - {d"/ x llee b . z | promadie
S s | |
—ELH T A Foed 7 (18 jed 1o |
|
|
erey owds wae, | AL/ B by 24
[ | | |
Number: SUP-008302 Rev: 02 Prieed on: 18 Nov 20331051 Relqaaeprinted by: ECE3777. Effective Date: 07 Sep 2023

MMdNMMNMnWUWWWMﬂMM
Figura 3C. Célculo del porcentaje de pureza (valoracion) de una muestra de 1, 2, 6 -

hexanotriol.
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11. ANEXO D: REPORTES ANALITICOS PARA LAS METODOLOGIAS
INTERNALIZADAS

w Reporte final Valoracidn

Reporte Analitico Laboratorio Quimico

VALORACION

Feak Marme: 3- FROPANCL

Ratention
Sampleama FeskMama | Vil | Irjecton | Ama | Tme Ri‘“ T"f:q H:\::I::ior KFrima | sh |USF Flat Court
imin]
1 ELM ADECUACIOM 1 ZFROPANTOL | 2 1| 855 3,70 1222 1.2 36 3 ez SodT
z ELM ADECUACION Z IFROFPAMNOL | 3 1| 755 3,70 1221 | 1.2 36 3 1454 SEEE
3 ELM ADECUACION 3 IFROFANOL | 4 1| ez LT 1220 | 1.2 36 3 1537 So0
4 M1 ZOFICLOMA TOODS | ZFROFPANOL | 5 113 370 122 1.2 36 3 58 5Tz
5 BZ ZOFICLOMA TODOS | ZPROFAMOL | & 1|14z 3,708 1218 | 1.2 36 : | For 5863
el 491 1.z 36 3 240 SES3
% RED 5T
Feak Mame: DINETLSULFCKDC
Rabartion
EampleMama Poak Mama Vial | Injection Area Tr‘:'e Ridt 'I':'If:‘q R:jzbr K Prima si'n USF Plate Count
imin]
1 ELM ADECUACIOM 1 DRETILSULFOXNDD | 2 1| 5ZT4T 10284 1222 | 0.5 4= 10 =407 27549
z ELMN ADECUACIKIN 2 DRETILSULFOXNDD | 3 1| Tre4do 10240 1221 | Q.5 0T o 132615 24Tz
E] ELM ADECUACIOM 3 DRETILSULFOXNDD |4 1| TE1z8 02T 1220 | 0.5 =a 10 13210 IE0 0
4 B1 ZOFICLOMA TODS | DIMETILEULFOXNDD | 5 1| s=407 10957 12192 |05 Zzz 0o 138328 I5IEZ
5 MEZ ZOFICLOMA TOODS | DIMETILEULFOXDD |6 1| 75303 10,538 1218 |05 Mz 10 132247 IZIED
|2 - TEES 0.5 3z 10 1z=1ez FEFIE
% RED 7
Feak Mame: ETANOL
Eampladama Poak Nama | Vial | injection | Area R"—:"—::‘:'" R‘T‘Q‘Jt T:"EI:'?Q K Prima &'n UEF Flata Count
imin )
1 ELM ADECUACKIM 1 ETAMOL z 1|56 3025 1222 |12 z 1031 4314
z ELN ADECUACION 2 ETAMOL 3 1| 636 30T 1221 |12 z 1mz 4272
] ELM ADECUACION 2 ETAMOL 4 1|41 3,005 1230 | 12 z 1325 43T
4 B ZOFICLOMA TOO0S | ETANOL 5 1|25 3, 035 1212 | 12 z 1237 4153
5 MEZ ZOFICLOMA TOOODS | ETANOL -] 1| 626 3024 1218 |12 z 130 4354
[0 T &19 1z z 1233 4255
% RED 4.9
Feak Mame: ZORCLONA
Samplciame Fozk Mame | Wi | ljection | Ares R?tn?;f:ﬁ s 1::::. Rc:::m_ W Fdme | s | LSS Blate Count
tmin]
1 ELM ADECUACIOM 1 ZOFICLOMA | Z 1 4230 1222
z ELN ADECUACION 2 IOFICLOMNA | 3 1 4.2m 1221
3 ELN ADECUACIKON 3 IOFICLOMNA | 4 1 4.2m 1220
4 B ZOFICLOMA TOOS | ZOFICLOMA | 5 1|77 437 1213 | 12 7 3 157 =0

Reported by User CabreraVilots, Jess ica (Paola. Cabrera)
Report Method: Reporte final Valbracion
Report Method ID: 1224 1224

Page: 1of 3

Froject Meme: 2024 ulchCQuimico- Bs ebilided = W3C_ZORCLOMN

Date B inted:
10/10/2024

811522 America/Guayaquil
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System Mame AgGC_HS

SamplaMNama Peaak Nama | Vi s o | Area Tima %z'- K Prima | s UEF Plate Cow
5 WiE ZOFICLOMA TODOS | ZOFICLOMA | & 1|80 4. 216 1218 | 1.2 T 3 1T 503
L =Eoy TE 1z T 3 154 40z
s RED ZE
Chromatogram Overlay with Z Axis Offset
-
o R
] s
= h
< 5000,0- 4
) = |
o i
I : i
Lo 1
L4 E
0.0 o - LY &TT -3
]
R
g
% 5000,0- 4 2
R
. ]
| &
0.0 o) ) )
PR
g ]
5 5000.0 Y2
. ] i]
n | 4 o
0.0 P T )
10000, 0 o
0 R o
§ - 3
- )
! o
% 5000,0] a 23
0 2 4
g &g
; [
b OF g
L 4 ]
DID O] &1 & & o
10000,0- =
- R
g 77 i
b '
5000,0 2 8
Q
2 & d
2 o8 0
w o g B2
0.0 p i 4
I e e e e e e e e e B L L e L
0.00 200 4,00 8,00 8.00 10,00 18,00 20,00
Minutes
EampMarms LN ADECUACION 1: Vial 2 Injection 1; Date fcguired 1572024 213809 strumant Mothod Mam,
ZOFIC M NE
EampoMama SLN ADECUACION Z: Wial X Injection 1; Date Acguined 1572024 2251 109 -05; Frocessing Mathod ZOFICLONA_FROCEESS: nstrumant Mothod Mam,
GC_ZOFICLONA INE
SampeMama LN ADECUACION 3 Via 4. Irjection 1. Dabe Acguined 1672024 014-08 05 Processing Mefhod ZOFICLOMNA_FROCE % rument Method Namd
T GC_IORI ME
SampMarms M1 Z0F KCLOMNA TOODS © Vial & Injecion 1: Date Acguined 16/T/2024 1:17:09 05 Processing Method ZOFICLONA_FROCESE: Instnument Madhod Mamid
ZOFICLOMNA_INE
paMame MZ ZOP ICLONA TDOOS: Vial 6. mjection 1. Date Acquired 16/7T/2024 23009 -05; Frocessing Mathod ZOFICLONA FROCESS Shramant Mol mod B,
ZOFICLOMA_INE

Reported by User: Cabrera\filots, Jessica (Peola. Cabrers)
Repart Method: Reports final Valbr actn

Repart Method 10 1224 1224
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Reporte final Valoracion AC

Reporte Analitico Laboratorio Quimico

SampEName: STD ADECUACION

A Retention

SarmpleN ame Pesak Mame Vid | Irjection . %o Area Tirne:

(™ sec) e

{rim)
1 | STD ADECUACION | TETRAHIDROFURAND |1 1 12785 | 97.53 T8
2 | STD ADECUACION | METAMNOL 1 1 124 01,94 2418
3 | 5TD ADECUACION | ACETONA 1 1 200 1,53 4557
4 | 5TD ADECUACION | TETRAHIDROFURAND | 1 2 13111 | 497,50 7.4
5 | STD ADECUACION | METAMOL 1 2 130 097 2415
6 | 5TD ADECUACION | ACETONA 1 2 207 1,54 4,555
7 | STD ADECUACION | TETRAHIDROFURAND | 1 3 12900 | 497,50 7.5
8 | 5TD ADECUACION | METAMOL 1 3 127 0,96 2415
9 | 5TD ADECUACION | ACETONA 1 3 203 1,54 4,558
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Retertion

A use

SampleMame | Pest Hame | Val | Injecion | | .:La T A Tirne: =n d
Sy e {min) Taling

1| ACETONA 2 | ACETONA |3 1 10763 | 100,00 4,588 | 191495 1.0

n use uspe K usp
Taling | Resdufon | Prme | Pl Coum
432 1.1 3.8 [} 244557
388 1.1 2 EEL =]
406 1.0 23,3 4 45560
54952 1.2 3.5 [} 241273
B2 1.1 2 SA6HT
T 1,0 23,4 4 45727
Sx2a8 1.1 3.8 245215
552 1.1 2 2497
575 1.0 23.4 4 45417
use K use
Resaution | Pame | Plate Court
2 45122
231 4 43T
K use
Pime | Plate Sount
4 43881

Reported by User: CabreraVilcts, Jessica {Peola. Cabrers)

Report Method: Reporte final WValoracion_AC
Report Method D: 1231 1281
Fage: 1 of 2

Froject Mame: 2024 0ctubreluimico Btablidades W30 _ACETONA

Date Frinted:
10010/2024
81512 America'Guayaguil



65

SystemMame AgGC_HS

Chromatogram Overlay with Z Axs Offset

] B
4000 0 " [
- g z
- ] =
200003 g i
4 = =
0.0 | |
o E: =Y .13 =Y
0000 o z 3
1 o S E
40000 ' i
L3 g 2 ;
2000,0] £ I
] = E,
0.0 . o i
'E-DD{I.[I—_ o )
] E -
4DDB.D—_ ) = [
T ] E g
20000 & E
a0 | | i
! a5 [ 4] -3
] 3
] 3 ]
2000,0 =
g g .
a0 o s
2000 0+
] !
a0 ﬂn
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,00 2,00 400 8,00 8,00 10,00 12,00 14,00
Minutes
SampleMame STD ADECUACION: Via 1 Injection 1; Dae Acguimd &10°2024 14:56:00 05, Processing Method ACETONA_PROCESS VALORAC KON ; Insrumen
Mefiod Name GC_ACETONA_INS
SarmgleName STD ADECUACION; Vid 1; Inection 2; Date Acquired &/1072024 15:37 26 05 Processing Method ACETONA_PROCESS VALORAZION; Instumen
Mefiod Name GC_ACETONA_INS
SarmpleMame STD ADECUACION: Vi 1; Injection 3; Daer Acguimed 81072024 16:19:16 05 Processing Method ACETONA_PROCESS WVALORAC KON ; Instumen
Mefiad Mama GC_ACETONA_INS
SampleMame ACETONA_1; Vial 2; Injection 1; Date Acquired 8102024 17:00:17 -05; Processing Method ACETONA_PROC i VALORACION; Instrumant Matho
Mame GC_, TOMA&_INS
SampleMame ACETONA_2; Vial 3; Injection 1; Date Acquired 87102024 17:41:22 -05; Processing Method ACETONA_PROCESS_VALORACION; Instrument Meto
Marne GC_ACETOMA_INS
Sign Off Full Name: Sign Off Date Sign Off Reason
Cabrera Villots, Jes sica | pach.cabrera) 9/ /2024 155552 -05 Sign OFf Level 1, Reason: Authors hip
Reported by User: CabreraVilots, Jessica {Pecla. Cabrers) Froject Name:  20240ctubre2uimico- B tabiidades W50 _ACETONA
Report Method: Reporte final Valorscibn AC Date Frinted:
Report Method D: 1261 1281 10102024
Page: 2of 2 8:15:12 America/Guayaguil

Figura 2D. Reporte analitico del analisis de identificacion y valoracion de acetona.
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12. ANEXO E: INFORME DE VERIFICACION PARA ZOPICLONA

GRUNENTHAL
——

SUP-005062/Rev. 02
CONFIDENCIAL
Informe de Verificacién del Método
Analitico de identificacién y
valoracién del solvente residual de
clase 3.2 propanol en la materia

‘Documento i INF-
i ) (00

(01

prima Zapiglena, por GC.
1. Introduccién 2
2. Sumario 3
3. Método 5
4. Parimetros de la validacién 9
3. Cenclusiones 25
6. Historial de cambios 26
7. Anexos 26
SUP-005062/Rev. 02
CONFIDENCIAL
Informe de Verificacion del Método
Analitico de identificacion y
RUNEN ! =
-G-U——m-l' valoracién del solvente residual de | Reemplaza: Documento Nuevo
clase 3. 2-propanol en la materia
prima Zgpiclana, por GC.
2. Snmarie

Los resultados obtenidos en el procese de validacion/venificacion se exponen en la tabla de datos

a contimiacién:

Tabla N 1- Sumario de resultados obtenidos

SUP-005062/Rev. 02
CONFIDENCIAL
Informe de Verificacién del Método
Analitico de identificacion y

‘Documenta 3 INF-
i 6 (0000
6

fic

w valoracién del solvente residual de | Reemplaza: Documento Nusvo
clase 3. 2 propanol en la materia
prima Zgpigleng, por GC.
1. Intredussidn.

Este reporte presenta el disefio experimental y los resultados. relacionados a la verificacisn del
‘método analitico de identificacion y valoracion del solvente residual clase 3 . 2-propancl en la
‘materia prima Zopiglona seztin la monozrafia de la Farmacopea Europea 114, EP <1060z

“Zopiclone” por Cromatografia Gaseosa con Head Spage.

Parimetro Resultados Criterio de Aceptacién
No hay interferencias con los diversos 1 © ‘m’;mmhm?"ﬁ;? fos
Eopecificilad  SORPORRLs presenes lanlo o lamatrz o s
ecific de la muestra como en el proceso de sentes tanto en la matriz
i Ia muestra como en el proceso
o de andlisis
Limites de
deteccion SN: 156 SN2
2-propanal RSD:12% RSDpara igﬁmms
(10%) N
Estabilidad a 24 Diferencia absoluta con
horas en 0%; Estable Tespecto 2 la muestra en
temperatura condiciones normales de
ambiente andlisis = 30%
. Diferencia absoluta con
E‘“:"""" al 0%; Estable respecto a | mucstra e
vt condicionss normales de
refrigeracion alisis < 30%
.. Factor de capacidad K’ = 1.0
Robustez variando X' 3.0 Robusto @Isosfzo =
el solvente de Tailing: 1,6 Robusto o e
extraccién Variacién de dreas: = 1,0%,

Vaiagion de dreas: 0% Robusto

con respecto al valor nominal

L fueron
- Especificidad
- Limites de deteccién
- Estabilidad de las sol de las sol rnestras:
© 24 horas a temperatura ambiente
o 24 horas en refrigeracion
- Robustez, cambiando el solvente de extraccion.
o Cambiar el dimetilsulfoxido por N.N-dimetilformamida.
- Variando del flujo de la fase movil en cada secuencia de comida
o 2,1 glimin
o 23mlmin
- Variando la temperatura del puerto de inyeccion
o 215°C
o 235°C
SUP-005062/Rev. 02
CONFIDENCIAL
Informe de Verificacion del Método
Analitico de identificacién y
RUNEN )
GBUNENTHAL | < aloraciin del solvente residual de | Recmpless: Doctments Yoevo
clase 3. 2-propanol en la materia
prima Zopiclona por GC.
Robustez vlari-m'lu K- 3,0 Robusto Factor de capacidsd K’ 1,0
el flujo Jine 12 Robust Tailing 0.8-2.0
. ]gu,ggg: » 0
22,1 mL/min. - . Variacién de dreas: < 2,0%,
Variagion de dreas: 0% Robusto oo regpecto al valor nomind
Robustez vlari-m'lu K- 3,0 Robusto Factor de capacidsd K’ 1,0
el flujo Jine 12 Robust Tailing 0.8-2.0
. ]gu,ggg: » 0
223 pL/min. o Variacién de dreas: <2,0%,
Varlagify de dreas: 0% Robusto con respecto al valor nominal
Robustez variando Factor de capacided K’ = 1,0
la temperatura del K’ 3,0 Robusto Tailing 0.8-2.0
puerta de inyeccita Tailing: 1,2 Robusto Vasiacién de dreas: =2,0%,
2215°C. \ariacion de dreas: 0% Robusto con respecto al valor nominal.
Robustez variando Factor de capacided K’ = 1,0
la temperatura del K’ 3,0 Robusto Tailing 0.8-2.0
puerta de inyeccién Tailing: 1.2 Robusto Variacién de dreas: = 2,0%,
a235°C con respecto al valor nominal.

ariagion de dreas: 100% No Robusto




SUP-005062/Rev. 02
CONFIDENCTAL
Informe de Verificacién del Método | (v
Analitico de identificacion y Pég:5del6
valoracién del solvente residual de | Reemplaza: Documentn Nueva
clase 3. 2-propanol en la materia

prima Zopiclona por GC.

3. Métoda

El procedimiento para la identificacion y valoracion del solvente residual de clase 3, 2-propanol en
Zapizlona, por Cromatografia Gaseosa con Head Spage, es llevado a cabo por el procedimiento
analitico descrito a continuacion:

3.1 Aparatos, Reactivos, Estindares v Muestras
Cromatografa de gases Azilent 78908 con detector FID e inyector Head Spage, calibrado en

DIC 2023,

Balanzas analiticas calibradas en: ENE 2024,

Micropipetas calibradas en: JUN 2024.

Refrigerador calibrado en: MAR. 2024,

Milli q calibrado en ABR 2023,

Campana de extraccion calibrado en: JUN 2024,

Colurma GC, 30 m x 0,32 mam x 1,8 ym y composicién de fase estacionaria:
metipelisilexzne v clanopropil fenil (94:3:3).

Estand /A, se an sol estindar con reactivos de alta pureza certificada
segin certificado de analieis del fabricante

Etancl R1, Lote: 11150283124, Vigencia 30 ABR 2026.

Dimetilsulféxido, Lote: 212362, Vigengia JTUL 2026.

2-propancl, Lote: 11268234306, Vigengia NOV 2024.
N.N-Dimetilformamida, Lote: 11268234306, Yigencia NOV 2024
Zopiglona, Lote: TO009, Vigencia 31 JUL 2028

Helio: lote: 040009444473, Vigencia: 08 ENE 2029.

Nitrdzeno: lote: 040009304225, Vigencia: 08 SEP 2028

Aure smtético: lote: 040009409691, Vigencia: 27 FEB 2029.

SUP-005062/Rev. 02
CONFIDENCIAL
Informe de Verificacion del Método
Analitico de identific:
valoracién del solvente residual de | Eeemplazs: Documento Nueva

clase 3. 2-propanol en La materia
ma Zopiclona, por GC.
3.3 Condiciones Head
Tabla N3: Condiciones analiticas del Head Spage.
Equipo Head Space Agilent 7607A
Temperatura: Home: 105°C
Loop: 120°C
Transfer lme: 120°C
Tiempo: Vial equilibration: 43 mim
Tnjection duration® 1 min
GC Cygle: 73 min
Vial and loop (20 mL vial) Shalee vial while m oven: Frequency: 18

shakes / rain, aceeleration: 60 cra/s2
Fill pressure: (valor automaticc)
Pressure equilibration time: 0,3 min

Vil Fill mode: Custom (Pressure)

Advanced finctions: Exfraction mode (multiple )
Vsnting and pagme: Vent vial pressure after the last
exiraction
Vent vial Ppressure ‘between extractions
Post-iniection pwzs: Custom. Purge flow: 180 mL ‘min
Purge time: 3 min
Dynamic leak checking “Acceptable leak rate: Custom
Leak Flow: 0,5 mLimin
Seauence agtions Vial missing: Abort

Wrong vial size: Abort
Leak detected: Abort
System not readv: Abort

La redaccién hac referencia a lo descrito en el programa smpaer, los valores automiticos
pueden variar debido al equipo, colhumna v sistema.

SUP-005062/Rev. 02
CONFIDENCIAL
Informe de V acién del Método

Analitico de identificacion y Pig:Gde26
valoracién del solvente residual de | Resmplaza: Docimento Nuevo
clase 3. 2-propanol en la materia

prima Zgpiclgna por GC.

3.2 Condiciones Analiticas
Tabla N°2: Condiciones analiticas del cromatografo de gases

C 5 de zases Apilent 6890 GC

Heater. Temperatura: 225°C

Pressure. Valor automético.

Total Flow. Valor automatico.

Mode: Sphit 1.5

Split Flow: Valor automético

Colwmna: Columna capilar de dimensicnes 30 mx 032 mmx 1.8

v composicion de fase estacionaria: metilnelisiloxana y
Ji /el (94:3:3)

Cendiciones de Columna | Mods: Comstant Flow

(gas settings: Helio) Pressure: Valor automatico

Flow: 2.2 mlL/min (Prioritario}

£ iy Valor automatico

Post run: 2.2 mL/min (mismo que Flow)

Rampa de temperats: Homo | Rate 7 Hold time | Run time

(*Cimin) | (°C} (mimn) (min)

N/A 40 j 3

Equipo:
Tylet (back fnyector)

Inicial
Rampal |20 240

Homo de columna Temperatura inicial columna (setpoint): 40°C

Equilibration time: 10,00 min

Temperatura maxima: 260 °C

Postrun: 40 °C

Post run time: 7,00 min

Detector: FID & Heater: 250°C

Air Flow: 400 mL/min ™ H2 Fuel Flow: 30 mL/min

Constant makeup & fuel flow & Makeup flow (He): 1

mL/min

Elame

Sefial Signal gource ; Det — Front detector

Data rate / mmimum pezk width: 20 Hz / 0,01 min

Save signal data: save data

20

SUP-005062/Rev. 02
CONFIDENCIAL
Informe de Verificacion del Método

Analitico de identific:
valoracién del solvente residual de | Reemplaza Documento Nuevo
clase 3. 2-propanol en la materia

prima Zgpicloga por GC.

3.4 Método de preparacion

Preparacién de la solucién Estindar Interno
Tomar exactamente 444 uL de Btancl R1 con una micropipeta y aforar hasta 20.0 L, en m
‘balén volumétrico y con dimetilsulfoxido. Tomar una alicuota de 2,0 ml, de la solucion recién
preparada v aforar en un balén volumétrico de 100,0 L. con dimetlsuléxido.

P i6n de solucién de

triplicado)
Tomar exactamente 22.4 uL de 2-propanol con una micropipeta y en un balén volumétrico de 50
L, aforar con la solucién esténdar interno.

del Sistema o Estindar de referencia (preparar por

Preparacién de la solucién Muestra (preparar por duplicado)
Pesar exactamente 30,0 mg de muestra directamente en el vial de Head §page v disolver con 1,0
ml..de la solucion estindar interno en el mismo vial

Adecuacion del sistema

Invectar 1 ml, de la fase gaseosa de cada vial.

Inyectar una vez la solucién Esténdar Interno.

Tnyectar por triplicado la solucién de Adecuscién del Sistema (Preparar 3 vizles).

Tnyectar por duplicado la solucion Muestra (Preparar 2 viales)

Requerimientos de adecuacidn del sistema:
Resolucion minima de 3,0 entre las sefiales de etanol y 2-propanal.

3.5 Especificacion
2propanol  max. 0,7 por ciento

3.6 Cilculos
Caleulo de solvente residual en materia prima
El cdleulo se realiza como se detalla a continuacién:

‘Comparar el &rea para cada solvents de la solucién estandar con el drea del analito en la solucién

especificado.
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Donde:

Amta; Area del 2-propanol presente en la solucién muestra.

2std; Area promedio del solvente 2-propanol presente en el estindar de referencia.
Cata: Concentracion de la solucion muestra (z/ral)

Cstd: Concentracién de 2-propancl en la solucién estindar de referencia (pL/mL)
%P (considerar la pureza del Reactivo en el Certificado de andlisis).

Prate; Peso de la muestra (g)

D: Densidad del solvente 2-propancl (g/mL) (obtener dato de densidad a partir del certificado de
andlisis de reactivo o del rotulo del frasco)

4. Pardmetres de la Yalidacidn,

4.1 Especificidad

La especificidad del métedo ha sido venficada per comparacion y endlisis de los cromatogramas
de las siguientes soluciones:

Tabla N° 4: Detalle de la prucba de especificidad:

- EtanolR1 Figura 1
- Dimetilsulfoxido Figura 2
~ -propandl Figwa3
- Esténdar intemo Figura 4
- Estandar de referencia Figura 3
- Muestra de Zopiclona Figura 6
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Figura 5. Cromatograms comrespondients 2 la inyeccion de Esténdar de referencia.
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Tabla N°5: Estabilidad de las soluciones muestra

Ambiente  Refrigeracién
(I-AYD*100  (A-RYD*100
Zonckonz 7 propancl 01 0% 0%

I: Tnicial; A: Ambiente, R-Refrigeracion

Materia prima Solvente Inicial

El znalito de interés se mantiene estable en la matriz de solv i ala

de muestra, al exhibirse una diferencia absoluta con respecto a la muestra en condiciones normales
de andlisis menor al 30,0 %. A pesar de no haberse determinado la estabilidad individual de los
solventes (etanol v dimetilsulfoxide), los resultados obtenides demuestran que las muestras
preparadzs pueden ser almacenzdas durante 24 horas, fanto 2 temperatura ambiente como en
rafrigeracién, e incluso extender el tismpo de lmacenamienta a 32 horas en refrigeracin, siempre
+ cuando se considere que las muestras preparadas (zgpiclane disuelta con Iz solucién estindar
intemo) se conserven bien selladas dentro de n vial Headspags dmbar.

4.4 Robustez
A contmuacién se detallan los resultados obtenidos para el parimetro de robustez con cada
wvariable:

Tabla N°: e ificando el solvente de iona NN-
. 5
Materia prima Saolvente Inicial (@-RD*100
Zopiclona 2-propanol 0.1 0%

Tabla N7 Resultados de robustez con la modificacion del flujo a 2.1 ml/mm

- - Robustez
Materia prima Solvente Inicial (LE)MD*100
Zopiclona, 2-propanol 0.1 0%
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Al observar los resultados obtenidos, se pusde identificar que los tiempos de retencion para los en
picos atribuibles a la matriz de trabajo (djmetil lfmide, ¥ etancl) no interfieren con la sefial
‘correspondiente al analito de interés (2-propanal), evidenciandose este hecho en la Figura 3, donde
ademss se obfvo uma resohucién mayor 3 entre el pico mas proximo al analito, siendo esta
suficiente para determinar que su presencia en la matriz no mterfiere con el anlisis. Por otro lado,
2l observar el cromatograma presentado en la Figura 6 aparecen pequefias sefiales que l no poder
ser identificadas en el cromatograma correspondiente a la matriz. ver Figura 4, o 2 la solucién de
referencia, por lo tanto han sido asociados a la materia prima Zopiglona, su presencia tampoco
afecta al pico de interés.

4.2 Limites de deteccion
A continuacién se detallan los resultados cbtenidos para los limites de deteccion del 2-propancl
Limite al 10%

Tabla N°4: Limite de deteccién minimo de 2-propancl

N .
Inyecci Area SN
1 89 142
2 88 14%
3 20 178
Promedio 89 156
RSD % 1 1

Los resultados obtenidos de RSD < 30% v sefial ruido (S/N) mayor 2 3, para esta prueba, permiten
establecer que el método es capaz de identificar sefiales a la minima concentracicn sin perder
precision en los resultados enfregados.

4.3 Estabilidad

A continuacién se detallan los resultades cbtenidos para el parémetro de estabilidad 2 24 horas.
Seutiliza el porcentaje de analito (2-propanol) promedio obtenido de les muestras almacenades
en condiciones ambiente v refrigeracion, v se evaliia con respecto al porcentaje de 2-propanl
promedio determinado en las muestras cuyo analisis fue llevado a cabo en fresco.
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Tabla N°g de robustez con 1a modificacién del flujo 2 2.3 p /min
Robustez
((-RYD*100

Zopiclona 2-propanol 0.1 0%

Materia prima Solvente Inicial

Tahla N°9: Resultados de robustez con la modificacion de la temperatura en el puerto de
inyecciéna 215G

. . .. Robustez
Materia prima Salvente Tnicial b0
Zepiclons 2-propancl 0.1 0%

Tabla N°10: Resultados de robustez con la modificacién d la temperatura en el puerto de
inyecciéna 235G

PR Robustez
Materia prima Solvente Bl om0
Zopiclona, 3-propanel 0.1 100%

NA: No aplica I Inicial B: Robustez

Al variar ol solvente en la preparacién del vial Head Spage de dimetilsulfoxido a NN-

Iy 1da, se obtiene una menor 16m para el pico de 2-propanel v un mayor tailing,
que no afectan a los Tesultados obtenidos puesto que estos parmetros cumplen con los valores
especificades de resolucién. Esto puede ser ocasionado debido a que el dimetilsulfoxido actia
mejor como solvente de extraccién para el 2-propanol que la NN-dimstilformamida,

En el cambio de flujo de la fase mévil, se pueden observar dos comportamientos con respecto a log
tiempos de retencion de cada analito retrasindose o adelantdndose al disminuir o aumentar el flujo
Tespectivamente, este efecto es esperada al realizar modificaciones de finjo. El uso de esténdar o
solucidn de referencia para estos casos asegura la correcta deteccidn de lz sefial.

Al variar la temperatura del inyector, no se aprecian cambios en cuanto al tzjling, resolucién o el
facter de capecidad, no obstante, existe una disminucién de las éreas para el 2-propanel cuando la
temperatura del puerto &5 de 215 °C y un leve aumento al fijar la temperatura operacional a 235°C.
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Por ende. no se puede concluir que el método es robusto aplicando estos cambios, 2 pesar de
obtenerse resultados deatro de especificacion ¥ <u <l caso del ensayo 2 215°C, una variacion del
0% con Tespecto al valor nominal de 2-propanol

De manera general, se debe plantear que €l método es susceptible & los cambios ensayados y se

Tecomienda en rutina seguir a cabalidad las instrucciones de este método sin realizar ningumo de
los carmbios documentados.

5. Concluziones

La sefial obtenida por el dimeti] G: en todos los de esta verd on no es
considerada como m pico de interés, solo se la identifica ya que corresponde al solvente principal
enlas preparaciones de muestras v estandares, siendo asi la mayor sefial observada en cada prueba.
Se han detectado errores de digitacién en el protocolo inicial que se han solventado en los reportes
comespondientes de cada prueba de esta verificarién, con ello no impide a aprobacion de este
informe ¥ no afecta a los resultados obtenidos en €l mismo, ademas se han realizado aclaraciones
con respecto 2 los valores automiticos y el programa de homo descritos en las tablas de
configuracién del equipo GC v el mddulo Headspage. De este modo, se consigue ammonizar las
especificaciones instrumentales escritas en el protocolo con ] panel de control del cromatézrafo
de gases v el software Empower 3.

Especificidad:

Todos los resultados respecto al parametro de la especificidad estuvieron conforme a los criterios
de aceptacidn establecidos en el protocolo sin desvios asociados.

Limites:

Todos los resultados respecto al parimetro del limite de deteccién estuvieron conforme a los
criterios de aceptacion establecidos en el protocalo sin desvios asociados.

Estabilidad:

Pese a que los preparados de muestra, han demostrado ser estables a 24 horas en temperatura

ambiente y en én. bajo las condiciones adecuadas, se que las
de rauestras v soluciones estindar sean analizadas immediatamente después de su preparacion.
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Robustez:

Los resultados respecto al parimetro de Robustez estuvieron conforme, en su mayoria a los
eriterios de aceptacion establecidos en el protocolo sin desvios asociados, por lo que se conchye
que el método es robusto bajo cambios leves de flujo v el solvente e extraccién utilizado, a los
cambios propuestos y debe ser sjecttado las condiciones descritas.

Tras realizar la revisién de los resultados se concluye que el método analitico del solvente residual
de clase 3, 2-propanol en 1z materiz prima Zopiglona por Cromatografia Gaseosa con Head Space.
cumple con los criterios de aceptacion y se encuentra Verificado.

6. Historial de cambioz

[No. | Fecha | CambioRealizado | Observaciones |
[0 | Joraod | No Requiere | Documento nuevo |
7. Anexoz

1. Reporte de especificidad 5 paginas.

2. Reportes de estabilidades, 17 paginas.

3. Reporte de limites, 5 paginas.

4. Reporte de robustez gon NN dimetilformamida, 4 paginas.
5. Reporte de robustez 2 flyjg de 2,1 pal,/min, 5 péginas.

5. Reporte de robustez 2 fiyin, de 2.3 pl./min, 3 pazinas.

7 Reporte de robustez  temperatura de 215°C, 3 paginas.

8. Reporte de robustez a temperatura de 235°C, 5 paginas.

9, CoAs de reastivey utilizados, 3 paginas.

10 CoAg de gases empleados, 4 pazinas.
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13. ANEXO F: INFORME DE VERIFICACION PARA ACETONA
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(GC)
Precizion del método Desviacién estindar ralativa: Desvizcidn estindar relativa (n=6) <
00% 0%
‘Curplimiento de valores individuales
Cunplen segin la especificacion
3. Método

El procedimisnto para la identificacion y valorasién de Acetona por Cromatografia de Gasss (GC), &
llevado a cabo por el procedimiento analitico dsserito  continuacidn:
31 Aparatos, Reactivos, Estindares y Musstras

Equipos
Cromatigrafo de gases Agilent 7890B con detector FID & inyactor Head Space, calibrade en
DIC 2023.
Balanzas analificas, calibradas en ENE 2024.
Micropipetas, calibradas en AGO 2024
Rafrigerador, calibrado sn MAR 2024.
Mlli-Q, calibrado en ABR 2023.
Campana de extraceién, calibrada en JUN 2024,
Estindar/ss: N/, 12 prepararin soluciones estindar con rsactivos ds alta puraza certificada
segiin cartificado de anilisis del fabricanta.
Reactivos:
Metanol, Lote: 234000, Vigencia FEB 2027
Acetona, Lote: 23229, Vigancia 27 JUL 2028,
Tetrahidsofurano, Lote: 243362, Vigeneia JUN 2025.
Miaterias primasMusstras:
Acetona, Lote: W0062, Vigancia 31 AGO 2028

Td
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1. Introduccién

Este reporte presenta el disefio experimental y los resultados, relacionados 2 Ia verificacién del método
analifico ds identificacién y valoracion de Acetona (MP), saziin la menografia de la Farmacopea de Estados
Unidos (USF) USPNF 2024 Tssue 1 <USP43-NF3E> “Acstons” por Cromatografia de gases (GC).

Los signientes pardmetros fusron determinados:

- Especificidad

- Linealidad

- Precisién del método

2. Sumario

Los resultades cobtenidos en el proceso de validacidn/verificacion se exponen en la tabla de datos 2

Parimstro Resultados Criterio de Aceptacidn
No hay imterferancias con los No tener interferencias con los
- diversos presentes  diversos ‘presentes tasto
Eapecificidad tanto en la matriz de la muestra  en ] matriz de la muestra como en ol
come en ol proceso de anlisis ‘proceso de amilisis
Cosficients de comelacinde la  Cosficiente de comslacion de la curva
curva de calibracién 1,000 de calibracicn> 0,998
Ordenada al origen: Cumple  Ordenada al origen: valor miximo
3,0% d la sedial medida al 100%
N Desviacidn sstindar ralativa d los
valores de RRF, miximo 2%
Intervalo de confianza (P=5.
Lineatitad i l;:ﬂ:p,ﬂ ::li_lu Intervalo de confianza (P=95%) del
mealida g P
e o, intarcapto, incluye las coordenadas da
origen.
N Lo rasiducs deben sstar distribuidos
airededor de la curva de calibracidn de
manera qua no exista una tendencia
visitle
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1.2 Condiciones Analiticas

Condiciones Cromatogrificas de Operacién

Equipo Cromatégrafo de gases Agilent 6350 GC
Trlet (front inyector) ‘Heater. Temperatura: 200°C

Prassue: Valor automaico.

Total Flow: Valor autemitico.

Mode: Split 400:1
Split Flow: Valor automatica
Columma: Columma capilar de dimensiones 30 m = 0,32 mm = 1§ pm v
i e fasa Ipolisil ¥
cianopropil/Senil (34:3:3).
Condicionas de Columna Moda: Constant Flow

Presswe: Valor automatice
Flow: Valor antomitico

(gas settings: Helio)

Averange Velocity: 35 cm/see

Post run: Mismo valor que Flow

Ranipa de temperatura: Homo Rate Value Hold time | Run time
CCmin) | CC) 3t foml | fmin)
temperatur
e
(min)
Taicial g 40 5 5
Rampal |20 240 o 5
Homo de col: T I columua (setpoint): 40°C

Exquilibration time: 10,00 min
Temperatura mixima: 260 °C
Post rum 150 °C

Post run time: 10,00 min

Detector. + FID & Heater: 280 °C

+ AirFlow: 400 mLimin & H2 Ful Flow: 30 mlimin

+  Constant makeop & fuel flow & Makeup flow (¥2): 1
L fmin
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* Flame
Sefial Signal source : Det— Front detector
Data rate / minimo peak widsh: 20 Hz / 0,01 min
Save sigmal data: save data
Condiciones ALS
Equipo: ‘Head Space Agilent 76974
Front Injector: Injection

Syringe Size: 10 uL
Injection Volume: 1 L
Drwell Time
Pra-Injection: 0 min
Post-Injection: 0 min
Sample Depth

o Enable
Washes and Pumps
Solvent A Washes:

- Prelnji3

- Postlyj:3

= Volume (uL): Max (8)
Solvent B Washes:

- Puelyi3

= Postlj 3
= Volume (uL): Max (8)
Sample Washes:

= Pulyj:3
= Volume (uL): Max (8)
Sample Pumps: §
Plunger Speed:
@ Fast
Viscosity Delay: 0 sec
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Nota: Los tismpos de ratencidn relativos para metancl, acetona v tetrahidrofiranc se encuentran prézimos
206, 10y L9 respactivamente. En caso da realizarse ol cdlculo de los RRT se dsbe considerar que el
. 8 TR ;

£ al amalito de interés (acetona) y no a la mayor sefial detectada
3.4 Especificacion
IDENTIFICACION
B. Tiempo de Retencién: El tiempo de ratencion de la muestra corrasponde al dal estandar de
Acatona, segin s= obtiene en la valoracién.
VALORACION
Acetona Min. 99,0% (Caleulado com respecto a la sustancia anhidra).
1.5 Caleulos

Cilcul del porcantsje de acetons an la musstrs ds acstona MP;

acetona =
P
Donde
y: Aurea del pico comespondiente 2 acetona en s musstra.
e Suma del drea de fodos los picos en la nuestra,

No se requisre hacer correcciones teniendo en cusrts la bumedad pussto que ¢l detector FID no datecta
azm
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Tnjection Type: Standard
Tray/Othar Sample Overlap

o Enable Sample Overlap
ALS Errors:
Stop the sequence

Verificar en la seccién Options del método instrumental craado en Emporer, que el método tenga

driver GCO-Front ( al médulo ALS) y no ol driver SAMPLERO-GE
(comrespondients 3l médulo Headspacs).

3.3 Miétodo de preparacisn

Preparaciin Musstra

Mo se requisre preparar o prefratar la muestra para su inyaceidn.
Solucién de Adscuacién del Sistema

Tomar exactamente 0,2 mL de Mstanol de alta pureza (esténdar) v 0,2 L de Acstona de alta pureza
(estindar) con micropipetas calibradas y aforar con fetrahidrofiranc hasta 10 mL en un balén volmmtrico.

Preparacién de viales

Tomar aproximadamente 1,0 2L da cada solucién y cargar en viales ALS individuales.
Procedimiento

Inysctar 1,0 uL de Las siguientss soluciones:

Tmyactar (per triplicado) Ia sohucién de adscuacién del sistema.

Inyectar (por duplicado) la muestra

Requerimientos de adecuacién/aptitud del sistema

Resohucién minima de 15,0 eatre las sefiales de metanol ¥ acetona

SUP-005062/Rev. 02
CONFIDENCIAL
Verificacion del Método Amalitico de i
Identificacién y valoracion de Acetona | Resmpisze  Documento nuevo
(MP) por Cromatografia de Gases
(GO)

Documento 1°: INF-0

GRUN

4. Parametroz de la Validacién
4.1 Especificidad

La especificidad del método ha =ido verificada por ion v amdlisis de los eramas de las
siguientes soluciones:

- Tetrzhidrofurano Figural
- Metanol de alta pureza (i Figura 2
- Acstona de alts pureza (e Figura 3
- Solucién matriz Figurad
- Solucién de adecuacién del sistema Figura 5
- Muestra Figura 6
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GRUNENTHAL
——

Figura 1. Cromatograma de la inyeceién de tetrzhidrofurano,

— )
SRUNENTHAL Reporte Final Especificidad_AC

Reporte Analitico Laberatorio Quimico

Chromaiogram Overlay wih Z A Offset

[T ——————
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Figura 3. Cromatozram de la inyeccién de acetona de alta pureza.

SRUNENTHAL Reporte Final Especificidad_AC

Reporte Analitico Laboratorio Quimico

Chvomaiogram Overiay with Z Axis Cffset
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GRUNENTHAL
—

Figura 2. Cromatograma de la inyeceién de metanol de alta pureza

— )

GRUNENTHAL Reporte Final Especificidad_AC

Reporte Analitico Laboratorio Quimico
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Figura 4. Cromatograma de la inyeccién de Ia solucién matriz

P g TS
SRUNEHTHAL Reporte Final Especificidad_AC

Reporte Analitico Laboratorio Quimico

VALORACIGN

Chiamatogeam Overiay with 2 Avs Cifset

mone]
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Figura &, C de Ia inyeccidn de la selucién de ad
GRUNENTHAL Reporte Final Especificidad_AC

Reporte Analitico Laboratorio Quimico

Cheomatogram Overiay with Z Axis Offset

[ —————— [ S —-—
b e Pl e [y
pus— s
P a2 S0 ArraCumps

SUP-005062/Rev. 02
CONFIDERCIAL Dicumento N°; INF-01- 20014546-01
Verificacién del Método Analitico de | g3z 15de 18
M Identificacion y valoracion de Acetona | Reemplzx  Documento noeve
(MP) por Cromatografia de Gases
(GC)
e
e
o]
o
B3
] T
O e CEe e T
4.2 Linealidad

Se obtisne Ia ragresion lineal de la curva de calibracién descrita en la Tabla 1 y se evalian el cosficiente de
comelacién, =l valor de ordenada al origen y el intervalo de confianza al 95% del intercepto conforme a los
eriterios de aceptacién planteados en el protocolo de verificacién:

SUP-005062/Rev. 02
CONFIDENCIAL
Verificacion del Método Analitico de | pzz 14de 18
GRUMENTHAL | Tdentificacién y valoracién de Acetona | Reemplzs  Documesns muevo
(MP) por Cmn(aa%mﬁ- de Gases

Documento N°: DF-01- 2001484601

Figura 6. Cromatograma de la inyeccién de a muestra

GRUNENTHAL Reporte Final Especificidad_AC

Reporte Analitico Laboratorio Quimico

VALORACION

gt AT

Chromatbgram Overiay wih 2 Asts Offset
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Tabia I: Curva de calibracion promedio de Acetona

Concenoracion

% d wie] Areal Area? Area promsdio
100 90.64 10448 10813 10631
E 79,71 8583 8516 8352
&0 .78 6401 6403 6402
40 30.85 4176 4163 4170
20 10,95 2148 2138 2144

Gréfico 1: Curva ds calibracisn promsdio de Acetona sbianida.
12000
10000
2000

6000

fursa [u¥ szc]

1000

2000 -
0

000%  2000%  4000%  S0%  S000%  10000%
Concenracidn % vv]

Tabia I: Resumen de cviterior

Intervalo de

Cosficienss,de Ordemada ol confunza del  Seiial al 100%
cannslacidn origen N
1,000 2745 =880 =315.00
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4.3 Repetibilidad (Precisicn del Método)

Se realizan seis inyecciones de musstra a concentracién nominal, se valors ¢l contenido de acstons en cada
1ma de ellas, y se evahia ol cumplimisrto individual y 1a desviacion estindar relativa de s cantidad valorada:

Tabla 3- Porcentaje de asstona obtenido an las musstras para ol andlisis de repetibilidad (prscision del
método).

Concentracion
Muestra (%) ohtenida

[PPSR

Promedio
Dase S

5. Concluziones

Se detectan y descartan picos cuya relacién sefial-ruido (s'n) es menor a 3 puesto que este es =l valor
minimo aceptable consi u de & ada en el limite de deteccién
(LOD), ¥ 1o s han identificado picos que interfieran con La sefial de analito. Se recomienda discriminar
‘pices con un drea manor 2 1044, puesto que esta rea s 1 limits de 16n (LOQ)
que ha =ido obtenido mediante los valores de intercepto v pendiente de la curva de calibracién promedio,
ver Anexo 2. De izual manera, es lamente recomendado el usa del modo Gas Savss. Made.al momento
de crear el método instrumental, va que esta opeién no modifica ningin parimetro del andlisis 0 su
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de

desemipefio, pero si consizue shorrar el gas utilizado como Carrier, de forma significativa. Para configurar
este pardmetro fnicamente =2 tisne que seleccionar a opeidn Gas Sacer.=n Ia seccitn Iolets.y elegir un
flujo entra 15 2 20 gol/min después de 2 mimtos.

Finalmente, se corrige un error de escrifura presents en el protocolo el eual hace referencia l lote de acetona
utilizado en el estudio, puesto que se empled el lote WO0E2.

Tres realizar la revisién de los resultados se concluye que el Método Analitico de identificacién y valoracién
de acstona por Cromatografia de Gases (GC), cumple con los criterios de aceptacién ¥ se encuentra
Verificado

6. Historial de cambiog,

No. Fecha

Observaciones

7. Amexos

1. Reparte de sspecifizidad, § piginas.
2. Reporte de linealidad, 6 piginas

3. Reparte de repetibilidad, 6 paginas.

4. Cos de reafivos utilizados, 3 piginas.
3. Cods de gases empleados, 4 pizmas.
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14. ANEXO G: INFORME DE VALIDACION PARA 1, 2,6 -
HEXANOTRIOL.

SUP-005062/Rev. 02
CONFIDENCIAL
Validacién del Método Analitico de
Valoracion de 1, 2, 6 — Hexanotriol
(MP) por Cromatografia de gases
(GC]

SUP-005062/Rev. 02
CONFIDENCIAL
Validacién del Método Analitico de
Valoracidn de 1, 2, 6§ — Hexanotriol
(MP) por Cromatografia de gases
(GC]

Documento N=: IN

P

M
‘Documento nuevo

‘Documznt pusvo

= 3. Méfodo
0.0% Desviacién E"’:ﬁ"“‘m"‘ (m=6) = El procedimiento para la Valoracién de 1, 2, 6 - Hexagaisioh (MP) por Cromatografia de zases (GC), es
Precizién del métoda - levads 2 cabo por &l E litico descritoa i
y Cumplimiento d valores individuzles . i
Cumplen segin1a aspecificacidn 3.1 Aparatos, Reactivos, Estindares y Muestras
0% Desviscion sstindar relativa (n=12) = Eauipo Ttiems_ Préxima o
20% ealibracidn calibracicn
Coebionte o sontacicn do Cromatogzafo de
‘ceficiente de correlacién de la curva ‘gases Agilent -
de calibracién = 0,999 78908 con dsteator | DIC 2023 DIC 2024 Al -
0.668
Ordenada al crigen: valor miximo = bl
3,0% d la seital medida a1 100% Balanzas smaliticas | JUL 2024 DIC 2024 -
Cuzaple Desviacién sstindar ralativa d los Micropipstas AGO2024 NOV 2024 AQUTZAQIT B
359% valores de RRF, miximo 2% Estandaries Lote Vigencia cas Férmuls
Linealidad Cumple Intervalo de confianza (P=35%) del 1.2.6- . PRp— y
p oot soloes 1 coortenato da RO0 22ENE 2025 106694 C6HI403
crigen Reactivas Lote Vigencia
-
drumple Los rasiduos deben sstar distribuides Metanol HPLC 1337407 30 ABR 2027 B B
slseddor da 1 curvs da calibacin de E— TTIRen Novant - -
‘manera que no sxista una tendencia
Cumple isible Etanol 11150283 30 ABR 2026 - -
Materiaz primas Lote Vigencia
126- .
. 22,6 Woo04 30 SEP 2025 - -
Robustes varisads o) % Robas Diferencia absoluta del resultado
salvente de preparacion %, Robusto Tann
a etamol inieial
3.2 Condiciones Analiticas
ari. Condiciones del Mueatzsadar automitico de liguidos (ALS
?Db“‘:“’""d“ o 569 30 Robus Difarencia absoluta del rasultado ° liquido: (ALS) _ __
solvente de preparacién 3,6 %, No Robusta S leane Equipe Mogsteadyy_sutomdtico de liquidos (ALS)
a 2-propancl == Agileat 76534
Estabilidad de las Front bussior: Tnjection
soluciones muestra y . Difarencia zbsoluta del resultado Syringe Size: 10 L.
estandar 3 24 horaz en 03, Establs e Injection Velume. 1 oL,
temperatura ambiente =50 4 SR
Dwell Time
[ Pre-Inisction: 0 min.
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omatografia de gases e (MP) por Cromatografia de gases e
(GC) (GO
1 Introduccién ) L. Introduccién
Este reporte preseu el diseio snperimental y los resultados, relacionsdos 3 la validasien del método
2 Sumario 2 analitico de Valeracién de 1, 2, 6 — Haxanotriol (MP) per Crematografia de gases (GC).
3 Meétodo 4 Lo i e .
t: et determinados:
4 Parémetros de la validacién 10 © Siguienles parsmehos fheem o
5 Conclusiones 3 : Epriiiaa
- it
6 Historial de cambios 2 T pe
7 Anexas 24 o Repetibilidad del sistema
o Pracisicn del método
o Precision intermedia
- Linealidad
- Robustez

o Vasiando el solvente de preparacin a stanol.
o Variando el solvents de preparacién a 2-propanol
- Estabilidad de la solucién muertra y astindar
- 24 horas 2 tamparatura ambiente.

2. Sumario
Los resultados obtenidos en el proceso de validacién/verificacion e exponen en la tabla de datos a

Pardmetro Resultados Criterio de Aceptacién
No existen interfersncias conlos o taner interferancias con los
- diversos componentas prasentes  divarsos componentes presentes tanto
Especificidad tanto en la matriz de lamuestra  en lamatriz de I muestra como en el
como en el proceso de anilisis proceso de anilisis
2896 Valor de media aritmetica entre: 95,0 —
o cumplen 102,0% Valores individuales: 7.0 —
Exactitud o 103,0%
o Desviacién estindar relativa £2,0 %
0.0% Desviacin astindar relativa (n=f) <

Repetibilidad del siztema

2.0%
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Condiciones Cromatogrificas de Operacién

Exquipe: Cromatégraf de gases Agilest 1390B

Talets (Split-Splitless Inlet) *  Heater, Temperatura: 200°C
*  Praaguss, Valor automitico,

Total Flow: Valor automatico.
*  Septum Purgs Flow: 2 gl/mm

Validacién del Método Analitico de

SUP-005062/Rev.
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B g Flow: 400 mLimin

& 1 Fuel Flow: 40 mLimin
B pakeup flow (N2): 25 mLimin
Carviar Gas Flow Comeetion (¥ome)

(©
Post Inietion: 0 min Talet Mol Szt
Sample Depth Split Ratio: 430:1
o Enable Split Flow: Valor automitico
Washes and Pumps Gas Saver (On): 15 mLimin
Solvent A Washes: After: 2min
= Preby 3
R s Columea: Colirna capl de dimarsionss 30 5 032 wn = 10 U ¥
Solvent B Washes Colwoms Coxirol Mode: O
' wﬂ Flow: 2,0 sl imin
+ Volume (uL): Max (8) Brassuze: Valor automitico
Sample Washas: Avsanzs Velosity: Valor antomitico
+ Pralnic3 Constant Flow
* Volume (uL): Max (8) Post rum 2,0 wLimin
Sample Punps: 6 Rampa de temperatura (Ov Hormo Fate Vale Hold Time | Run Time
Planger Speed: CChmim) | O (paim) (amam)
® Fast el |0 0 3 3
Viscosity Delay: 0 sac Rampa1 |40 200 11 F
Injection Type: Standard Formo de columna (Oven): | Temperatura micial hommo (retpotat): 40°C
To Cooer Sample Overlap Esuilibration time: 10,00 min
o Enable Sample Overlap Temperatura mixima: 300 °C
ALS Evors: Postrum: 200 °C
Stop the saquence Post run time: 10,00 min
Datactors: FID
& ater- 200°C
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Documento nuevo

romatografia de gases
GOy

+ Constant makeup & fasl fow 3.3 Método de preparacion

Flame Preparacién de solucién estindar de adecuacién del sistema
Szl Sigal sowes - Fromt Sizmal FID) ] o
Dt ate /A ook Wit: 20 32/ 601 i :;:Icm 0me de 1, 2, 6 - Hexanossiok estindar en un balén volumétrico de 10,0 g5l y aforar con Metansl
Bz
- Preparacién de solucién blanco
Save
[ Vol No requiere preparscicn, inysctar dirsctamente Matanol HPLC.

Front Inlet (S8 Inlet): Ha

Preparacién de muestra
Front Detector FID (Makeup): N2

Pesar 100,0 ms de |a materia prima 1, 2, 6 - Hesanatsiol.en m balén volumético de 10,0 gl v aforar con

Nota: Verificar en Iz seccién (rsionr del métedo instrumental creado =n Empowar, que =] método tengz Metanol HFLC.

seleccionado el driver GCQ.Frant (comespondients al médulo ALS) y no el driver SAMPLERD:GC
(commaspondients al médulo Headsass), tal y como se mestra en Ia Figara 1

ie e View Hep

Preparacién de viales

Dww ax 2 ||| Tomar sproximadamente 1,5 gl de cada solucién y carzar en viales ALS individusles.
1
ity Procedimiento para anilisia

[Ty e e ——r——
Inyectar 1,0 uL da las siguientes soluciones:

Tirgheut e Inyectar metancl HPLC (blanco).
Inyactar (por triplicade) Ia solucién de esténdar de adecuscion dal sistema,
Inyeetar (por duplicado) la muestra.

by Pt

Requerimiento: de adecuacién del siztema

El factor de simetria (Tailig) promedio del pico de 12,6 - Haxanairial.sts entre 0,8 - 2,0.

Nota: Asegurarse de disolver bien a nuestra antes de aforar y homogenizar bien la mezela antes de cargar

Figura L. Seccidn “Qgtions” &n ol softwars Exipara 3. en viales ALS.
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3.4 Especificacién

1,2,6- Hemamofsiol Mo menos que 99.0%
3.5 Calculos

Calleulo del porcantaje de 1,2,6 - Hexanatriok

%1, 2, 6 — Hexanotriol =

Donde,

Ty - Area del pico comespondiente al 1, 2, 6 — Haxangtrigl en la musstra.

7 - Suma del drea de todos los picos en la muestra descartando los picos provenientes del blanco.

Nota: No se requier hacer comrecciones teniendo en cuenta la umedad puesto que el detector FID no es

sensible alagua.
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Figura 1. Cromatograma de la solucién estandar de adecuacién del sistema
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4. Parimetros de la V:

4.1 Especificidad
La especificidad del método ha sido verificada por 6n y analisis de los
de las siguientes soluciones:
- Solucién estindar de adecuacion del sistema Figura 1
- Solucién muestrade 1,2,6 - i Figural
- Metancl HPLC Figura 3
- Etanol Figura 4
- 2—Propanol Figura 5
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Figura 2. Solucién muestra de 1,2,6 - Hexanotriol
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4.2 Linealidad
Figura 3. Cromatograma de 2-propanol
Se obtiens la regresion lineal de 1 curva de calibracién deserita en la Tabla # e evalian el cosficients de
o camelacién, <l valor de ordenada al origen y el intervalo de confianza al 95% del intercepto conforme a los
SAUNENTHAL Reporte Final Especificidad_HT terios d én planteados an el protacol, ificacia

Tabla 1: Curva de calibracién promedio de 1,2,6 - Hewwetriol

Reporte Analitico Laboratorio Quimico

% Concentracién

T Areas
VALORACION 110 110 157
— 100 10,0 269
SRS PO P P - B R ) 90 80 140
%N = A AL
([imoma s 1| 1 i wk| e e 4 W | 3 ew 0 80 103
0 7.0 91
Chromatogram Owerkry with 7 fors Cffset
o]
Grifico 1: Curva ds calibracién promedic de 1, 2, 6 - Haxanotzic
1 Curva de fineslidad:
anos] Ares
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=m0 200
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e 00
P 200
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o F N T T R~ ~aa= 600
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4.2 Linealidad

Se obtiene |a regresion lineal de 1a curva de calibracidn deserita en I Tabla £y 2 evakian el coeficiente de
comslacién, ol valor de srdanada l erigeny ol istervale de confianza 21 95% del intarcepto conforme 3 los
eritarios & planteados an ol protocel

Tabla 1: Curva de calibracién promedio de 1,2,6 - Hesanetriol

Concentracién c
% Tmeronld Areas
1 110 157
100 100 269
50 5.0 140
20 80 103
7 70 s1

Gréfico 1: Curva de calibracién promedio de 1, 2, 6 - Hexanofsiol
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Grafico 2: Distribucién de residuos
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4.3 Exactitud

Para el anilisis de sxactitud se inyectan por duplicado, cada mo de los puntos de concentracién para cada
1ma de las tres soluciones madre preparadas, posteriormente se caleula el porcentaje de recuperacién
obtenido en fimeidn al factor de respuesta obtenido =n el sysfem suitshility test (SST)

Tabla 3: Porcentaje de recuperacién obtenidos para cada nivel de concentracién en fmeidn d= factor de
respuesta.

Nivel  Area RF  RFSST  Concentracin  Concenfraciin %0 Promedio
promedie promedic Tebrica Obtenida i6
me/ml me/ml,
146 1329 1099 32,10 292,10
110% 155 14,06 1099 3397 308,10 302,60
153 1395 1097 33,64 306,60
138 1381 959 30,34 303,70
100% 136 13,61 465 9,99 29,90 288,30 303,87
140 1404 997 30,78 308,60
36 1230 639 1891 270,40
70% 38 12,51 699 1924 275,10 4
52 13,18 638 20,23 288,70
Promedio 294,96
Desy. Est. 1436
% RSD 487

El mitodo propussto, no cumple con los pardmeatzos de desviacién sstindar relativa del porcentsje de
recuperacion, adamds 5 ObServa s VAN igRfCal n Cum> o3 fctorss de aspuasta
Los altos dos debido 3 esta gran difarencia entre ol factor de
Taspussta provisto por sl sstindar de trabajo ¥ &l conseguido por Las nmestras, asto pudo ser casado
debido a algmos factoras: 3) Variabilidad de raspuasta debido 2 que el estindar de trabajo (materia prima
sstandarizada) utilizado no es del mismo proveedor gue Lz materia prima, b) Férdida de 1a sansibilidad de
saspssta del detector debido 2
. b

n causada por el medio no aislado al que sst expuesto el
ctor o ¢) Pérdida de eficiencia de separscién de bs columua, al haber
sido expuesta a una serie de i vas previas a 20 dasde 12,6

SarmsRex de productos d én ds columa que pusdan ; conla
shucidn corracta y en bandas bien definidas del analito de intards, explicindose si tamabién ba aparicién de
picos fantama o rapetiblss entrs cada inyeccion de una misma praparacién.
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Residuos:

Residuales
150

o *
00000 20000 40000 60000  BAOO 200000 12,0000

-100

Tabla 2: Resumen de eriterios de linealidad

. Intervalo de
Gosliclentede o 025, 2 origen confiznza del
ocelasiin, intercepto
0668 1301 5581

La metodologia desarrollada no cumple con todos los criterios de aceptacién descritos 2 excepcién de
aquelosrelacionados al itercepto de a curva de callraciny la distibucin de residuos. Eso sport un
indicio del rango éptime de de trabajo al que se la musstraal 5
sin sabrecarzarla v produci efectos secundarios sobre wna seri de inyeceionss conserutivas. En cunto 2
Ias causas del flloenl de calibracién, la es que se haya producido
< fenbmano de et causado por L inyecsida dela solucida previa l 110%, explicando el incremento
¥ deformacién sibita del pico en Iz solucidn 21 100%, fandmeno q: i

(90, 80 y 70 %). Se descarta una mala preparacién de muestra debido 2 que posterionnents al ensayo s
inyeets s misma solucicn al 100% en otro vial y 1o se observé wna anomalia en 1z merfologia del pico,
ademss de que el drea da) misma se radujo 3 un valor esperado.
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4.4 Repetibilidad

Se prapara una solucién sstindar, se inyecta § veces y se zealiza ol caleulo de valoracién por mormalizacién
de reas espectivo, ver punto 3.5 dal documento. Tambidn sa evaliia el criterio de System Suitability
planteado.

Tabla 4: Porcentae valorado de 1. , 6 - Hexanatrial s sstndar d adecuacion del siztema.

Factor de
Muestra®) g imetris
Valoracion e
1 100 11
2 100 L1
3 100 L1
4 100 L1
5 100 11
[ 100 11
Promedio 100 L1
Des: 8t 0 0
RSD 0% 0%
4.5 Precisién del método
Se preparan § muestras de materia prima y se realiza ol cileulo de valoracién por izacicn d dress

Tespectivo, ver punto 5.5 del documsnto. Se evalia el cumplimiento individual del valor especificado y la
desviacién estindar relativa de la cantidad valorads, para ol conjunto de russtras

Tabla 3: Porcentaje valorado de 1,2, 6 — Jo)en las 6 muestras d

Muestra ) o

1 100

2 100

3 100

4 100

5 100

§ 100

Promedio 100
Dess: 5t o

RSD 0%
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4.6 Precision Intermedia

Otro analists, en m dia distinto, sjecuta los anilisis d precisién del método y repetibilidad del sistema, se
deben utilizar soluciones estindar preparadas recientemente y muestras. Se compara el total de los
resultados de valoracién obtenidos por ambes analistas

Takla 7: Porcentaje valorado de 1, 2, 6 - an musstras on [a prusba de Pracisién Intermedia.

%
Muestra () oy iom
1 100
2 100
3 100
4 100
5 100
s 100
Fromedic 100
D 5t a
RSD a
Tabls : Pocantsje valorado de 1, 2, 6 i0)_an estindar de adecuacion del sistema =n Ls prusba
de Pracision [ntermedia.
w Factor de
Muata @) M simetria
(Tailingd
1 10 10
2 100 03
3 100 10
4 100 10
5 100 10
s 100 10
Bromedic 10 10
Das §t Q 0,04
RSD 0% 415%

Tabla 9: Porcentaje valorado de 1, 2, 6 - Hexanatrial.en muestras para prucba de Precisin Infermedia
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4.7 Estabilidad

Se prepara tna muestra v se s almacena por 24 horas a temperatura ambiente, se comparan los resultados
de valoracién obtenidos con respacts 3 una muestra praparada ¢ inyectada en frasco:

Tabla 11: Porcentaje valorado en la muestra de estabilidad

Tnyeceién ¢ Valn:-:dﬁn
1 1000
2 100,0
Promedio 100,0
Dasi St 0.0
RSD 00

No se aprecian cambios ni en los criterios de System. Swihility: de los estindares, ni en el porcentaje
valorado en las muestras.

Estabilidad Estahilidad 24h a . .
inicial temperatura smbiente  Dierencia
% 0 %
100,0 1000 00

4.8 Robustez
Se prepara una musstra, modificando el solvente de preparacitn (stanol ¥ 2-propanol) y se comparan loz
resultados de valoracién obtenidos con respecto a una mmestra preparada ¢ inyectada en fresco:

Tabla 12: Porcentaje valorado obtenido en la muestra praparada con etanol.

Toyeccién )y, loracién
[ 100,0
2 100,0
Promedio 100,0
Dy 8t 00

RSD 00
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%
Moera () 0
1 100
2 100
3 100
4 100
5 100
6 100
7 100
H 100
s 100
10 100
11 100
12 100
Promedio 100
De 5t 0
RSD 0

Tabla 10: Porcantsje valorado de 1, 2, 6—

on muestras para prusba de Pracision Intermedia

Factor de
Muestra (8 o simetria

Valoracién e

1 100 11

2 100 11

3 100 11

4 100 11

H 100 11

6 100 11

7 100 10

8 100 09

] 100 10

b 100 10

1 100 10

n 100 10
Promedio 100 10
Dest 8 [} 007
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Taklz 13: Porcentaje valorade obtenido en |2 muestra preparada con 2-propanol.

N %
Toveeckdn ) yotoracion
1 %64
2 %63
Promedio %64
Desy & 005
RSD 005

Mo s sprecian casdbios ui en los criterios de Systess Snitebility ds los sstindares, pero si =n el porcentsje
valorado entre <l par de musstras inicial y 2-propamal.

Robuster variando el
solvente de preparacion  Diferencia
1 etanol %
%
100,0 100,0 00
Robustez varianda
solvente de preparacién  Diferencia
aZ-propanol %
%
100,0 £ 36

3. Conclusiones

Tras realizar la revisién de los resultados se conchiye que &l Método Analitico de verifieacién de 1, 2, 6
— Hasanetzial (MP) por Cromatografia de gases (GC), no cumple con los criterios de aceptaciém y se
encuentra No Validade. No chetante, es importants tomar en consideracion que se ha consesuido
determinar que al rango Gptimo ds concentracionss para realizar el ensavo de 1, 2, 6 - hexanatrial es de
(30% - 70%) ¢ 9-7 meiml, de materia primz, dado que la metodolozia no requiere de ma curva de
calibraciém para valorar la cantidad de analito sino {inicamenta se integra de forma lineal a través de cero
(normalizacién de dreas) con un dnico punto da concentracién. De este modo, se sugiers que se astudie
tinicamenta la repetibilidad dal factor de respuesta del analito bajo las condiciones cromatoprificas, asi
como l ensayo de valoracién respactivo. Ademis, es recomendable realizar una limpiera periédica de la
cimara de mezelado de muestra-gas Carrier o Lings, va que esto puede Fvorscer 3 obtener una linea base
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Tabla 13: Porcentsje valorado obtenido en la muestra preparada con 2-propanol.

" %
Ioyeccion ()
1 96,4

2 96,3
Promedio 96,4
Desy 8t 0,03
RSD 0,05

No se aprecian cambics ni en los criterios de Sy3tem Suitahilify de los estindares, pero s en el poreentzje
valorado entre el par de muestras inicial y 3-propancl.

Eotabilidad  Robustez varianda el

imicial solvente de preparacién  Diferencia
% a etanol %
%
1000 100,0 0.0

Eotabilidad  Robustez varianda el

imicial solvente de preparacién  Diferencia
% a 2-propanal %
%
1000 564 56

5. Conglnsiones

Tras realizar la revisidn de los resultados se concliys que sl Método Analitico de verificacién de 1,2, §
— Hexanafriol (MP) por Cromatografia de gases (GC), zo cumupls con los criterios de aceptasién y 52
encnentra No Validado. No obstante, es importants tomar en consideracién que se ha conseguide
determinar que el rango éptimo de conceniraciones para realizar el snsaye de 1, 2, 6 — bexzusivial es de
(90% - 70%) § 97 meigl, de materia prima, dado que la matodologia no requisre de una curva de
calibracién para valorar la cantidad de amalito sino inicaments s integra de forma linsal a travis de caro
(normalizacién de dreas) con uz fnico punto de concentracicn. De este modo, se sugiera que se estudie
Ginicaments la repetibilidad dal factor de respussta del analito bajo las condiciones cromatogrdficas, asi
como sl ensayo de valoracién respactivo. Ademis, ss recomendable realizar una limpiera periddica de I
cimara de mezclado de muestra-gas Carrier o Liggr, ya que esto pueds favorecer a obtensr una linea base
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con mener ruido facilitando el andlisis de impurezas en la materiz prima De izual manera, se tiens que
considsrar el reemaplazo de la septa del pusrio de inyeccién

Finalment, tarmbién se pusde probar ejecutar esta metodologia disminuyendo el volumen de inyeccidn y/o
utilizando una columna capilar G43 cuidando de no sobracargar la cohumna, conforme al ensayo propussto
por la farmacopea europea para el propanotriol (glicerina) debido 2 Iz similitud del 1,2,6 — bexsustrial en
cuanto a propiedades fsicoquimicas.

6. Historigl de cambios
No. Fecha Cambio Realizado Observaciones
[ 04 DIC 2024 NA DOCUMENTO NUEVO

7. Amexps.

1. Reporte de especificidad, 4 pizinas
2. Reporte de sxactited, 11 piginas

3. Reporte de repetibilidad, 3 paginas
4_Reporte de precision intermedia, 3 pizi
5. Reports de linealidad, 13 piginas.
6. Reportes da robustecss, 9 piginas.

7. Reporte de estabilidad, 10 paginas

8. CioAs.de reactivos utilizados, 3 paginas.
9. Clodis.de gases empleados, 3 pigimas.




