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RESUMEN

Keywords: d,| Alfa Tocoferol, Emulsién parenteral, Nutricién, HPLC.

Se analizaron muestras de formulacién de emulsiéon parenteral para la nutricion

parenteral de soporte terapéutico en pacientes clinicos.

La estimacion y cuantificacion de dl Alfa Tocoferol en una formulacién de emulsion
parenteral, esta se realiz6 mediante el empleo de técnica cromatografica de alta
eficacia (HPLC). Utilizando como sistema cromatografico una columna C18 (3,9 x 150
mm;5 pm), provista con una pre-columna C18 (3,9 x 20 mm;5 pm) a 20°C con un
flujo de 2,0 mL/min para la fase moévil (ACN:MeOH:Agua) en proporciéon 50:50:2 y
un volumen de inyeccion igual a 20 pL.

Finalmente, los datos obtenidos para a cuantificacion de d,1 Alfa Tocoferol en la
emulsion parenteral, fueron comparados y analizados estadisticamente resultando en

la validacién del método no compendial.

Test Criterio Resultado
Asimetria: 0,8 - 1,1 Asimetria: 1,1
Aptitud del Sistema RDS Areas: < 2% RDS Areas: 1,8%
RDS TR: £1% RDS TR: 0,1%
Selectividad Sin interferencias Sin interferencias
Linealidad Método Linealidad Método
r: 20,990 r: 0,9999
r2: = 0,980 r2: 0,9997
CV%: < 2,0% CV%: 1,15%
C: <0,68 C: 0,66
Grafico Residuos: Sin tendencias | Grafico Residuos: Sin tendencias
Linealidad
Linealidad Sistema Linealidad Sistema
r: 20,990 r: 0,9995
r2: > 0,980 r2: 0,9990
CV%: < 2,0% CV%: 1,21%
C: <0,68 C:0,43
Grafico Residuos: Sin tendencias | Grafico Residuos: Sin tendencias
Repetibilidad Repetibilidad
CV%: < 3,7% CV%: 1,16%
Precisidén Sistema Precisidon Sistema
Precision CV%: < 1% CV%: 0,1%
Precisién Intermedia Precision Intermedia
T: <1,86 T:1,18
CV%: < 3,7% CV%: 1,37%
Recobro%: 95 - 105% Recobro %: 98%
Exactitud
CV%: < 3,7% CV%: 0,6%
Flujo (1,9 mL/min): 103%
Flujo (2,1 mL/min): 102%
Robustez Recobro%: 95 — 105% Volumen de inyeccién (10 pL): 103%
Volumen de inyeccion (30 yL): 101%
Temperatura de columna (15°C): 105%
Temperatura de columna (35°C): 100%
Limite de LC: Informativo LC: 48,75 mg/L
Cuantificacion S/N: =210 S/N: 10
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INTRODUCCION

A lo largo del desarrollo de la medicina moderna, uno de los problemas que
deterioraba significativamente el estado de salud de los pacientes, era el impedimento
de alimentarse durante un periodo de tiempo, complejizando los tratamientos
curativos. Debido a esto, en la década de 1960 la nutricién parenteral fue desarrollada
por el Dr. Stanley Dudrick, quien fue pionero en la investigacién de la alimentacién
asistida, inicialmente en animales y luego en pacientes con enfermedades de

condicién terminal, teniendo como resultado la mejoria de estos pacientes.

Ya en la actualidad la nutricion parenteral (NP) consiste en la administracion de
nutrientes por via endovenosa a pacientes que no pueden utilizar la via digestiva para
alimentarse, por la imposibilidad de utilizar el tracto gastrointestinal. Estos nutrientes
se componen de glucosa, aminoacidos, lipidos, vitaminas, electrolitos y minerales,

para completar una nutricion deseable.

Uno de los nutrientes esenciales dentro de la dieta es la vitamina E, cuya forma
sintética es el DL Alfa Tocoferol, conocido por sus multiples beneficios para la salud.
Algunas de las consecuencias de la deficiencia de esta vitamina es la anemia
hemolitica, neuropatias periféricas y degradacion neuronal. Por aquello, es de interés

la cuantificacion de esta vitamina en los preparados de nutricién parenteral.

El objetivo de este trabajo es validar un método no compendial para la identificacién

y cuantificacién de DL Alfa Tocoferol en una matriz de emulsion parenteral.






OBJETIVOS

GENERALES

La validacion de método no compendial para la valoracion de DL Alfa Tocoferol en

Emulsidon Parenteral.

ESPECIFICOS

e Obtener datos de estimacion para la respuesta del analito de interés mediante
el método desafiado.

e Analizar y comparar estadisticamente los datos obtenidos mediante el método
desafiado.

e Obtener un rango analitico de medicion para el analito de interés.






CAPITULO 1: FUNDAMENTO TEORICO






FUNDAMENTO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES DE LA NUTICION PARENTERAL

La nutricién parenteral es la técnica de alimentacidn que permite aportar nutrientes
directamente al torrente circulatorio, en pacientes que son incapaces de alcanzar los
requerimientos nutricionales por via enteral, o en los cuales no se puede utilizar con

seguridad el tracto gastrointestinal.

Las primeras infusiones de nutrientes por via intravenosa datan de la década de 1930.
Desde entonces, la investigaciéon y la comercializacion de nuevos productos, la
centralizacion de la elaboracion de las unidades nutrientes en los servicios de farmacia
de los hospitales o en las empresas farmacéuticas, y la especializacion de los

profesionales en este campo han mejorado considerablemente su perfil de seguridad.

La nutricion parenteral aporta simultdneamente macronutrientes (aminoacidos,
hidratos de carbono y lipidos), que constituyen el aporte calérico y proteico, y
micronutrientes (electrdlitos, vitaminas y oligoelementos), que complementan la

dieta, evitando el desarrollo de déficit. [1]

1.1.1. Indicaciones medicas

La nutricién parenteral estd indicada en pacientes que no pueden alcanzar los
requerimientos nutricionales por via oral o enteral, bien porque su aparato digestivo
no es capaz de realizar una digestion y absorcion de nutrientes con normalidad, bien
porque es necesario mantener el tubo digestivo en reposo. La via enteral es siempre
la via de eleccién, por ser mas fisioldgica, mantener la integridad de la mucosa
intestinal, tener menor riesgo de infecciones y suponer menor coste. La nutricion
parenteral esta indicada cuando la via enteral no se pueda usar de una forma segura.
Cuando la tolerancia por via enteral es limitada o las necesidades nutricionales del
paciente son elevadas se puede utilizar una nutricién mixta: nutricion parenteral y

nutricion enteral simultaneamente. [1]

1.1.2. Vias de administracion

I nw I 14 I 14

Aunque los términos nutricion parenteral “total” y “central”, al igual que nutricidon
parenteral “parcial” y “periférica”, se usan indistintamente, la terminologia se refiere
a la cantidad de nutrientes administrados y al acceso vascular utilizado,
respectivamente. Asi, la nutricién parenteral total identifica a aquella solucién que es
capaz de cubrir los requerimientos nutricionales del paciente, con independencia de

que se administre a través de una via venosa central o periféco. [1]



1.1.2.1. Via periférica

En este tipo de via, los nutrientes se infunden al torrente circulatorio a través de una
via periférica, generalmente colocada en un miembro superior. La osmolaridad final
de la solucion, para ser administrada por esta via, debe ser inferior a 900 mOsm/L.
Si la osmolaridad de la solucidn supera este valor, se pueden producir complicaciones

locales como flebitis y trombosis. [1]
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Figura 1-1.1. Via de administracién periférica.
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1.1.2.2. Via central

En este caso, la solucidn se administra directamente a una via central de alto flujo.
Para ello, se puede utilizar un catéter de corta duracion, introducido en vena cava
superior directamente a través de vena yugular interna o subclavia o a través de un
catéter epicutaneo insertado periféricamente por vena cefdlica o basilica, o por via
femoral, mediante un catéter colocado en vena femoral.

Al acceder a venas de alto flujo se permite aportar soluciones de macronutrientes y
micronutrientes de alta osmolaridad, que cubren la totalidad de las necesidades
nutricionales del paciente, y esto permite reducir los aportes de volumen de la

solucion. [1]
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Figura 1-1.2. Via de administracion Central.

1.1.3. Composicién
1.1.3.1. Aminoacidos

Las proteinas son uno de los constituyentes basicos del organismo. Soportan la
estructura celular, son parte fundamental de los sistemas enzimaticos, participan en
sistemas de transporte, en el mantenimiento del equilibrio acido-base y pueden ser
sustratos gluconeogénicos. Como fuente proteica en nutricion parenteral se utilizan
las soluciones estériles de aminoacidos libres en su forma levo. Algunos aminoacidos
como la tirosina o la cisteina se aportan en forma de sus precursores: la N-acetil-L-
tirosina y la N-acetil-L-cisteina, respectivamente, para aumentar su solubilidad en
agua o disminuir su oxidacion. En otros casos, como glutamina y tirosina, se pueden

administrar en forma de dipéptidos, para mejorar su estabilidad y solubilidad. [1]

1.1.3.2. Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono son la fuente de energia mas rapidamente disponible del
organismo. El glucdgeno, polisacérido de reserva, se encuentra almacenado en el
higado y en el muasculo esquelético. Ademas, los hidratos de carbono forman parte de
elementos estructurales como membranas celulares. Los hidratos de carbono se
consideran nutrientes no esenciales porque se pueden sintetizar a partir de proteinas
y de grasa. Sin embargo, algunas células como las neuronas y los hematies dependen

de la glucosa como fuente de energia. [1]



1.1.3.3. Lipidos

Para la formulacion de las emulsiones lipidicas se intenta simular la forma en que los
lipidos de la dieta llegan al torrente circulatorio desde el intestino. Las gotas lipidicas
en estas emulsiones tienen un tamafio similar al de los quilomicrones. Sin embargo,
se diferencian en su composicion: contienen mas fosfolipidos, menos colesterol, un
patrén distinto de acidos grasos y no contienen apoproteinas. Para la estabilizacion
de la emulsién se utilizan emulgentes, como la lecitina de huevo, isotonizantes, como

el glicerol, y estabilizantes como el oleato sédico. [1]

1.1.3.4. Electrolitos

Los requerimientos basales de electrdlitos por via parenteral en adultos son 1-
2 mEg/kg/dia de sodio y potasio, 10-15 mEqg/dia de calcio, 8-20 mEg/dia de
magnesio, 20-40 mmol/dia de fosfato y las cantidades de cloro y acetato necesarias

para mantener el equilibrio acido-base. [1]

1.1.3.5. Vitaminas

Las vitaminas son compuestos esenciales, ya que el organismo humano es incapaz
de sintetizarlas. Sirven de cofactores enzimaticos de una gran variedad de procesos
quimicos. Su déficit da lugar a diversas manifestaciones clinicas.

Las vitaminas se dividen en hidrosolubles y liposolubles. Dentro de las hidrosolubles
se incluyen las vitaminas del grupo B, vitamina C, acido félico y biotina. Dentro de las

vitaminas liposolubles se incluyen las vitaminas A, D, E y K. [1]

1.1.3.6. Oligoelementos

Los oligoelementos o elementos trazas son micronutrientes que se encuentran en el
organismo en muy pequefias cantidades. Se consideran oligoelementos esenciales los
siguientes: cobre (Cu), cobalto (Co), cromo (Cr), hierro (Fe), yodo (I), manganeso
(Mn), molibdeno (Mo), niquel (Ni), selenio (Se) y cinc (Zn). Realizan funciones
fisioldgicas muy importantes, ya que son cofactores de numerosas enzimas. Su
carencia puede inducir anormalidades funcionales y estructurales, que se resuelven

con la adicién del elemento deficitario. [1]

1.2, ANTECEDENTES DE LA VITAMINA E

La vitamina E fue descubierta en 1922 por los doctores estadounidenses Herbert
McLean Evans y Katharine Julia Scott Bishop desde la Escuela de Medicina de la
Universidad de California. Evans, era profesor de anatomia y Katharine una recién
graduada de la Johns Hopkins University School of Medicine, que se trasladd a

Berkeley para ensefar histologia en el departamento de anatomia de esa universidad.
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Juntos, publicaron una monografia sobre la tincion vital de las células del tejido
conectivo. Evans también investigaba problemas relacionados con la nutricion
humana, endocrinologia, embriologia e histologia.

El descubrimiento de la vitamina E se produjo como resultado del estudio del ciclo
reproductivo de las ratas. Después de establecer una dieta estandar para que las
ratas mantuvieran su ciclo reproductivo regular, Bishop y Evans comenzaron a

experimentar con deficiencias en la dieta [2][3].

Debido a que la actividad de la vitamina se identificd por primera vez como un factor
de fertilidad en la dieta (en ratas), se le dio el nombre de «tocoferol» de las palabras
griegas «TOkoG» (nacimiento), y «@épeiv», (phérein, que significa, llevar o cargar)

con el final «-ol» que significa su estado como alcohol quimico [2][3].

1.2.1. Composiciéon quimica del Vitamina E

El tocoferol existe en cuatro formas diferentes designadas como a, B, d y y. Presentan
fuertes actividades antioxidantes, y se determina que es la forma principal de
vitamina E. El tocoferol, como grupo, estd compuesto por compuestos fendlicos
solubles que consisten en un anillo de chromanoly una cadena de fitilo de
16 carbonos. La clasificacion de las moléculas de tocoferol se designa en funcién del
numero y la posicién del sustituyente metilo en el anillo de cromol. Los diferentes
tipos de tocoferol pueden presentarse trimetilados, dimetilados o metilados en las
posiciones 5-, 7- y 8-. Cuando los carbonos en las posiciones 5 y 7 no estan metilados,
pueden funcionar como centros electréfilos que pueden atrapar especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno. Los tocoferoles se pueden encontrar en la dieta como parte
de aceites vegetales como el maiz, la soja, el sésamo y la semilla de algodén.
Actualmente se encuentra en la lista de sustancias generalmente reconocidas como

seguras (GRAS) en la FDA para el uso humano [4] [5].

Figura 1-1.3. Estructura quimica de Vitamina E.

11



1.2.2. Fuentes naturales de Vitamina E.

La vitamina E se encuentra naturalmente presente en los alimentos. Para obtener las
cantidades recomendadas de vitamina E, hay que consumir alimentos variados, como
los siguientes:

» Los aceites vegetales, por ejemplo, los aceites de germen de trigo, girasol y
cartamo se encuentran entre las fuentes mas ricas de vitamina E. Los aceites
de maiz y soja también aportan vitamina E.

*» Los frutos secos (como manies, avellanas y, en especial, almendras) y las
semillas (como las semillas de girasol) también se encuentran entre las
mejores fuentes de vitamina E.

*» Las hortalizas de hojas verdes, como la espinaca y el brocoli, contienen

vitamina E.

1.2.3. Actividad bioldgica

1.2.3.1. Actividad Antioxidante:

Es la funcidn mas importante que se le atribuye a esta Vitamina, hay observaciones
que sugieren que las toxinas del medio ambiente, el envejecimiento y la
carcinogénesis, entre otros, son eventos mediados por los radicales libres. Asimismo,
se ha demostrado que los fosfolipidos de las membranas celulares y subcelulares
poseen un alto contenido de acidos grasos poliinsaturados que son susceptibles de

per oxidarse y originar radicales con capacidad oxidativa [6].

La Vitamina E es un antioxidante liposoluble, capaz de proteger a estas membranas,
asi entonces, el a-tocoferol actuaria como un barredor de radicales libres,
interrumpiendo la formacién de estos, los cuales pueden causar dafio a la membrana

de las organélas subcelulares [6]

1.2.3.2. Diferenciacién celular e inhibicion de crecimiento celular:

Mas alla de su funcion antioxidante, la vitamina E ha sido involucrada en la inhibicion
del crecimiento de células tumorales en humanos y ratas, que incluyen la Leucemia
Promielocitica humana, neuroblastoma murino y humano, glioma en ratas, melanoma

murino y humano, carcinoma de parétidas humanas y carcinoma mamario en humano

[71(8].

1.2.3.3. Reqgulacion del sistema inmunoldgico

La vitamina E ayuda en la regulacién de la agregabilidad plaquetaria y modulacién del
sistema inmunolodgico, esta funcion se lleva a cabo a través de las prostaglandinas y

leucotrienos, asi mismo, se le atribuye un papel esencial en la funcidon neuroldgica

[9].
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1.2.4. Farmacocinética

La absorcién de los tocoferoles depende de los mismos factores de los cuales
dependen la absorcion de los lipidos a nivel intestinal, se asume que 50-70% de la
Vitamina de la dieta se absorbe en el intestino delgado, requiriendo la presencia de
las sales biliares y de las enzimas pancreaticas. La Vitamina E es absorbida por un
mecanismo de difusion pasiva no saturable y luego es incorporada a los Quilomicrones

(Qm). La Vitamina E en el plasma es transportada principalmente por las LDL y HDL.

Un aumento en los acidos grasos poliinsaturados y coadministraciéon con sales de
hierro pueden disminuir la absorcion de Vitamina E. Por otra parte, el aceite mineral
y farmacos como Colestiramina y Colestipol disminuyen la absorcidon y efectos de la
Vitamina E, mientras que la Vitamina C cuando se asocia con la E, potencia el efecto

de esta porque la primera restaura al radical tocoferol.

Su principal 6rgano de depésito es el higado, de donde se moviliza rapidamente,

depositandose también en tejido adiposo y musculo con recambio lento.

Se metaboliza a través de oxidacién y formacion de tocoferil-quinonas e
hidroquinonas entre otros, se elimina por heces y orina, en mayor proporcidon por

heces en forma de glucuronidos, sulfatos o como Vitamina E no absorbida.

Una consideracién que hay que tener presente, es que hay un alto numero de
personas que sé automedican altas dosis diarias de Vitamina E, para conseguir los
posibles efectos beneficiosos de esta, y si bien es cierto que, hasta el presente, no
hay evidencias de toxicidad cuando se usa en el rango de 100-800mg/diarios, debe
tenerse presente que los niveles antioxidantes pueden lograrse con aproximadamente

40 a 60 mg diarios y que esto varia de persona a persona [9].

1.3. TECNICAS GENERALES

1.3.1. Planteamiento de la técnica

1.3.1.1. Preparacién de Soluciones

1.3.1.1.1. Preparacion de la fase movil

Mezclar 50 partes de MeOH con 50 partes de ACN y 2 partes agua, homogeneizar

correctamente y someter a sonicado por 15 min para desgasificar la solucion.

1.3.1.1.2. Preparacion de la muestra

Tomar una alicuota de 1 mL de la muestra, transferir cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 20 mL, agregar 3 mL de THF, mezclar suavemente para luego diluir y

llevar a volumen con EtOH absoluto.
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1.3.1.1.3. Preparacion del estdndar de cuantificacion

Masar 100 mg de estandar dl alfa tocoferol, transferir cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 100 mL, disolver y llevar a volumen con EtOH absoluto. De la solucién
anterior, tomar una alicuota de 5 mL, transferir cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 50 mL, diluir y llevar a volumen con el mismo diluyente. Finalmente,
de la solucién anterior, tomar una alicuota de 1 mL, transferir cuantitativamente a un

matraz volumétrico de 10 mL, diluir y llevar a volumen con EtOH absoluto.

1.3.1.2. Identificacion y Cuantificacidn por cromatografia liguida

1.3.1.2.1. Condiciones cromatograficas

Detector : UV - DAD 290 nm.
Columna : C18, 5 um, 3,9 x 150 mm
Pre-Columna : C18, 5 um, 3,9 x 20 mm
Temperatura Columna : 25°C £ 5°C

Temperatura Autosampler : 20°C £ 5°C

Velocidad de la fase movil : 2,0 mL/ minuto.

Tiempo de analisis : 10 minutos.

Volumen Inyeccién : 20 pL

1.3.1.2.2. Procedimiento de analisis de rutina

Inyectar al cromatdgrafo la siguiente secuencia analitica:
(1) 20pL Blanco diluyente

(6) 20uL Estandar

(3) 20pL Muestra

(2) 20uL Estandar (cierre de secuencia)

1.3.1.2.3. Criterios para Aptitud del sistema

De la replicas inyectadas del estandar observar que para las areas el RSD sea < 2%
y la simetria esté entre 0,8 - 1,5. Para los tiempos de retenciéon, comprobar que el
RSD sea < 1%.

1.3.1.2.4. Expresion de calculo

La concentracion de la muestra expresada en mg/L, se calcula con la siguiente

formula:

AfaT l (Amta) ( Werg ) < Al ) ( Algq ) (Ptstd) (Aforo) 1000
= X X X X X %
fa OCOfeTO (mg /L) Astd AfOT'O AfOT'O Af()’ro 100 Almta
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Donde:

Amta : Area obtenida en el peak del cromatograma de la Muestra.

Astd : Area obtenida en el peak del cromatograma de la Solucién estandar.
Wistd : Peso en miligramos del estandar de Alfa Tocoferol.

Alstd : Alicuota utilizada para la preparacién de la Solucién estandar.

Pstd : Potencia declarada del Patrén de Referencia.

Almta : Alicuota utilizada para la preparacién de la Solucion Muestra.

1.3.1.2.5. Criterio de aceptacion

La muestra debe contener entre 160 - 230 mg/L de dl alfa tocoferol, correspondiente

al 82 - 118% de la concentracion nominal.

1.3.2. Criterios de evaluacion para validar el método
1.3.2.1. Selectividad

La selectividad es la capacidad del método de medir con especificidad el analito en
presencia de los componentes que pueden estar presentes en la matriz de la muestra,
como impurezas, productos de degradacion y componentes de la matriz. Para este
caso, como no se cuenta con las impurezas conocidas, se someteran las muestras a
condiciones de degradacion forzada como: hidrélisis, hidrdlisis acida, hidrdlisis basica,

oxidacion, fotolisis y catalizacién por iones metalicos [10].

1.3.2.2. Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para no
verse afectado por variaciones pequefias pero deliberadas en los parametros del
método y proporciona una indicacion de su confiabilidad durante el uso rutinario del
analisis. Generalmente esta evaluacion se considera durante la fase de desarrollo del
método [10].

Para la medicion de la robustez se tomaran como desafié al método los siguientes

cambios:
= Influencia de la temperatura de la columna
= Influencia de la velocidad de la fase movil

» Influencia de volumen de inyeccion.

Estos deberan tener una recuperacién del analito de un 95 -105% para que el cambio

desafiado sea considerado como aprobado.
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1.3.2.3. Limite de Cuantificacion

El limite de cuantificacion se define como la minima concentracion de un analito
presente en una muestra, que puede ser determinada con precision y exactitud
aceptables, en las condiciones experimentales establecidas. Este puede ser
determinado por medio de la razén sefial/ruido. Para tal caso, se realizara por medio
de una curva y se comprobara la solucion que resulte con la razén sefial/ruido igual
a 10.

1.3.2.4. Linealidad

La linealidad evalula la relacion lineal entre concentraciéon y respuesta en todo el rango

del procedimiento analitico. Consiste en las siguientes pruebas:
1.3.2.4.1. Linealidad del Método

Esta prueba consiste en una curva de 5 puntos que contemplen todo el rango analitico

y que esté preparada con la solucién muestra [10][11].
1.3.2.4.2. Linealidad del Sistema:

Esta prueba consiste en una curva de 5 puntos, que contemple todo el rango analitico
y que esté preparada con estandar para eliminar el efecto de la matriz en la muestra

(el efecto matriz si se considera en la linealidad del método, esto las diferencia).

Para ambos test de deberd realizar un grafico de dispersion para comprobar

visualmente la linealidad, ademas de los siguientes requerimientos:

= Coeficiente de correlacidon de Pearson, entre las variables, de acuerdo con la

siguiente férmula, donde este valor debe ser igual o mayor a 0,990:
Di=l(xi = D) (i = 7))
B G = 222, 0= 7))

= Regresion de la recta por el método de los minimos cuadrados donde:

y=a+bx

pendiente: intercepto:

=1l (xi — D) (v — ¥)] a= y—bx

S AN S

= Coeficiente de determinacion, para minimos cuadrados ordinarios donde este

valor debe ser igual o superior a 0,980:

R2 — Ziei (Vi —¥)?
= (i —Y)?

16



* Homocedasticidad a través de la prueba C de Cochran, donde se contrastan 2

hipotesis:

2 - 2 2 L — 2
Hy: Oy, = Oy, =0y, = = 0Oy,
H,:por lo menos un oy, es diferente

Para el calculo de C debe emplear la siguiente formula:

2
Syi.max

C= -
XSy,

El C calculado debe ser comparado con el C tabla empleando un nivel de

significancia del 5%, donde:

Si C calculado < C tabla, S€ acepta Ho

Si C calculado > C tabla, Se rechaza Ho
1.3.2.5. Precisidn
La precisidon de un procedimiento analitico expresa la proximidad de la concordancia

(grado de dispersion) entre una serie de mediciones obtenidas a partir de muestreos

multiples de la misma muestra homogéneas en las condiciones prescritas.

1.3.2.5.1. Repetibilidad

Esta prueba consiste en 9 determinaciones que cubran el rango analitico, estas
deberan estar distribuidas en 3 niveles de concentracion. Esta se evaluard mediante
el coeficiente de variacién (CV% < 3,7) [12][13].

1.3.2.5.2. Precisidn del sistema

Esta prueba consiste en las 9 determinaciones que se utilizaron para la repetibilidad,
pero en esta se evaluaran los tiempos de retencion mediante el coeficiente de
variacion (CV% < 1%).

1.3.2.5.3. Precisién intermedia

Esta prueba consiste en 3 determinaciones que cubran el rango analitico, estas
deberan estar distribuidas en 3 niveles de concentracidn, con la salvedad de que estas

muestras seran realizadas por dos analistas diferentes y en dias distintos. Esta sera

evaluada a través de t de student.
X
t ==4\n
Sd

Donde el contraste de hipoétesis es el siguiente:

17



Si T calculado < T tabla con n — 1 grados de libertad y un 5% para el nivel

de significancia.

1.3.2.6. Exactitud

La exactitud en un método analitico se define como el radio de concordancia entre los
resultados individuales obtenidos con el método, con relacién a un valor de referencia
aceptado como verdadero. Estas deben ser 9 determinaciones, en 3 niveles de
concentracion dentro del rango analitico.

Para la evaluacién de este test, se calculara el porcentaje de recuperacion el cual debe
estar entre 95 - 105%. Ademas del coeficiente de variacion para cada nivel de

concentracion [11][12].

Concentracion determinada experimental

% de Recuperacion = — — x 100
Concentracion tedrica
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CAPITULO 2:

PARTE EXPERIMENTAL
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2.1.

2.1.1.

2.1.2.

2.2,

2.2.1.

2.2.2.

PARTE EXPERIMENTAL

EQUIPOS Y MATERIALES

Equipos

Balanza analitica Mettler Toledo, modelo XS205.

Cromatografo Liquido Waters, modelo Alliance PDA.

Pipeta electronica Brand, modelo HandyStep Touch.

Columna C18, 150 x 3,9mm;5 pm Waters, modelo Symmetry.
Pre-Columna C18, 20 x 3,9mm;5 pym Waters, modelo Symmetry.

Campana extraccion de gases.

Materiales

Material usual de laboratorio.

Material de vidrio clase A.

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Reactivos

Alfa Tocoferol Grado Estandar, USP.

Agua destilada para inyectables.

Metanol Grado HPLC, MERCK.

Acetonitrilo Grado HPLC, ].T. Baker.
Tetrahidrofurano Grado HPLC, Sharlau.

Etanol Absoluto Grado p.a; MERCK.

Acido Clorhidrico fumante Grado p.a; MERCK.
Cloruro Férrico Grado Estandar, MERCK.
Perdxido de Hidrogeno 30% Grado p.a; MERCK.
Hidréoxido de Sodio 1M Grado Reactivo, MERCK.

Solucion Parenteral, Emulsiéon para infusién.

Soluciones

Fase Movil: mezclar MeOH, ACN y Agua en una proporcion de 50:50:2.
Solucién Estandar Alfa Tocoferol (1 mg/mL): masar con exactitud 100 mg de
estandar primario dl Alfa Tocoferol, Transferir a un matraz volumétrico ambar
de 100 mL, disolver y llevar a volumen con EtOH absoluto.
Solucién Estandar Alfa Tocoferol (0,1 mg/mL): tomar una alicuota de 5 mL de
la solucién estandar Alfa Tocoferol 1 mg/mL, transferir a un matraz
volumétrico ambar de 50 mL, diluir y llevar a volumen con EtOH absoluto.
Solucion Estandar Alfa Tocoferol (0,01 mg/mL): tomar una alicuota de 1 mL
de la solucion estandar Alfa Tocoferol 0,1 mg/mL, transferir a un matraz
volumétrico ambar de 10 mL, diluir y llevar a volumen con EtOH absoluto.
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2.2.3. Tratamiento de Muestra

Tomar una alicuota de 1 mL del producto terminado emulsiéon Parenteral, transferir a
un matraz volumétrico de 20 mL, agregar 3 mL de Tetrahidrofurano, agitar bien.

Luego diluir y llevar a volumen con EtOH absoluto.

2.3. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

= Detector PDA a 290 nm.

= Columna C18; 150 x 3,9 mm; 5 pm.

=  Pre-Columna C18, 20 x 3,9mm;5 pm.

»  Temperatura de horno de columna a 25°C + 5°C.
»  Temperatura de automuestreador a 20°C + 5°C.
®  Flujo de fase movil a 2,0 mL/minuto.

= Volumen de inyecciéon de 20 pL.

= Tiempo de Andlisis de 10 minutos.

2.4, PROCEDIMIENTO

2.4.1 System suitability (Aptitud del Método)

Para la realizacion de una prueba de aptitud del método o system suitability, es
necesario contar con el cromatografo liquido ambientado a las condiciones del
analisis. Luego de esto se inyecta el volumen requerido por la técnica en sextuplicado
para la solucion estandar de alfa tocoferol 0,01 mg/mL. (Ver Figura 3-1.1).

Finalmente se chequean los criterios de aceptacion. (Ver Tabla 3-1.1)

2.4.2 Selectividad

Se toman em sextuplicado una alicuota de 9 mL de un pool de emulsién parenteral y
se transfieren individualmente a 6 balones de fondo redondo, para luego adicionar

cada agente degradante:

= Hidrdlisis: Se calienta con reflujo un balén de fondo redondo que contiene la

muestra de emulsidn parenteral a aproximadamente 70°C por 2 horas.

» Hidrdlisis acida: se adiciona 1 mL de acido clorhidrico 1N a un balén de fondo
redondo que contiene la muestra de emulsidon parenteral, se agita para
homogeneizar y se calienta con reflujo a aproximadamente 70°C por 2 horas.

Se deja enfriar y se neutraliza con hidréxido de sodio 1N.

» Hidrdlisis basica: se adiciona 1 mL de hidréxido de sodio 1N a un balén de
fondo redondo que contiene la muestra de emulsion parenteral, se agita para
homogeneizar y se calienta con reflujo a aproximadamente 70°C por 2 horas.

Se deja enfriar y se neutraliza con acido clorhidrico 1N.
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= Fotdlisis: se somete un baldn de fondo redondo que contiene la muestra de

emulsidén parenteral a exposicién a luz UV 254 nm durante 2 horas.

= Oxidacioén: se adiciona 1 mL de perdxido de hidrogeno al 30%, a un balén de
fondo redondo que contiene la muestra de emulsion parenteral, se agita para

homogeneizar y se calienta con reflujo a aproximadamente 70°C por 2 horas.

= Iones metalicos: se adiciona 1 mL de cloruro férrico de 1000 ppm de Hierro, a
un balén de fondo redondo que contiene la muestra de emulsion parenteral,
se agita para homogeneizar y se calienta con reflujo a aproximadamente 70°C

por 2 horas.

Luego se preparan las soluciones muestra se indica en el punto 2.2.2. y se inyectan

al cromatégrafo liquido en triplicado.(Ver Figuras 3-2.1 a 3-2.9).

2.4.3 Robustez

Se prepara una muestra y un estandar al 100% para luego inyectarlas al cromatégrafo
liquido en triplicado (Ver Figura 3-3.1 a 3-3.14). Estas soluciones se someten a las

influencias planteadas en el punto 1.3.2.2.

2.4.4 Limite de cuantificacién

Se preparan soluciones de concentracion decreciente en base a la senal ruido
detectada para el analito en las pruebas donde se utiliza la solucién al 100%, estas

soluciones se obtienen de la siguiente manera:

*  Solucién muestra al 150% (292,50 mg/L): se toma un alicuota de 1,5 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 4,5 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

*  Solucién muestra al 120% (234,00 mg/L): se toma un alicuota de 1,2 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 3,6 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

*= Solucién muestra al 100% (195,00 mg/L): se toma un alicuota de 1,0 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 3,0 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

* Solucién muestra al 80% (156,00 mg/L): se toma un alicuota de 0,8 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 2,4 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.
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*=  Solucién muestra al 50% (97,50 mg/L): se toma un alicuota de 0,5 mL de un
pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20 mL,
se adicionan 1,5 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a volumen
con EtOH absoluto.

*  Solucién muestra al 35% (54,60 mg/L): se toma un alicuota de 0,35 mL de
un pool de emulsion parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 1,05 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

* Solucién muestra al 25% (48,75 mg/L): se toma un alicuota de 0,25 mL de
un pool de emulsion parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 0,75 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

= Solucién muestra al 20% (39,00 mg/L): se toma un alicuota de 0,20 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 0,6 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

= Solucién muestra al 15% (29,25 mg/L): se toma un alicuota de 0,15 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 0,45 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

Por ultimo, se inyectan en triplicado al cromatégrafo liquido para obtener las

respuestas. (Ver Figuras 3-5.1 a 3-5.10).

2.4.5 Linealidad

2.4.5.1 Linealidad del Método

Se preparan 5 soluciones de concentracion creciente, que van desde el 50% hasta el

150% de la siguiente forma:

*= Solucién muestra al 50% (97,50 mg/L): se toma un alicuota de 0,5 mL de un
pool de emulsion parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20 mL,
se adicionan 1,5 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a volumen
con EtOH absoluto.

* Solucién muestra al 80% (156,00 mg/L): se toma un alicuota de 0,8 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 2,4 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.
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=  Solucién muestra al 100% (195,00 mg/L): se toma un alicuota de 1,0 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 3,0 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

* Solucién muestra al 120% (234,00 mg/L): se toma un alicuota de 1,2 mL de
un pool de emulsion parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 3,6 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

*  Solucién muestra al 150% (292,50 mg/L): se toma un alicuota de 1,5 mL de
un pool de emulsion parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 4,5 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

Por ultimo, se inyectan en triplicado al cromatégrafo liquido para obtener las

respuestas. (Ver Figuras 3-4.1 a 3-4.5).

2.4.5.2 Linealidad del Sistema

Se prepara una solucién de estandar alfa tocoferol de concentracién estimada 0,05
mg/mL, para ser utilizada como solucion madre. Luego se preparan 5 soluciones de

concentracion creciente, que van desde el 50% hasta el 150% de la siguiente forma:

= Solucién muestra al 50% (97,50 mg/L): se toma un alicuota de 1,0 mL de un
pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 10 mL,

se diluye y se lleva a volumen con EtOH absoluto.

* Solucién muestra al 80% (156,00 mg/L): se toma un alicuota de 1,6 mL de
un pool de emulsion parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 10

mL, se diluye y se lleva a volumen con EtOH absoluto.

*  Solucién muestra al 100% (195,00 mg/L): se toma un alicuota de 2,0 mL de
un pool de emulsion parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 10

mL, se diluye y se lleva a volumen con EtOH absoluto.

*=  Solucién muestra al 120% (234,00 mg/L): se toma un alicuota de 2,4 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 10

mL, se diluye y se lleva a volumen con EtOH absoluto.

*=  Solucién muestra al 150% (292,50 mg/L): se toma un alicuota de 3,0 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 10

mL, se diluye y se lleva a volumen con EtOH absoluto.

Por Ultimo, se inyectan en triplicado al cromatégrafo liquido para obtener las

respuestas. (Ver Figuras 3-4.6 a 3-4.10).
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2.4.6 Precisién

2.4.6.1 Repetibilidad

Se preparan 3 niveles de concentracién en triplicado, que van desde el 50% hasta el

150% de la siguiente forma:

=  Solucién muestra al 50% (97,50 mg/L): se toma un alicuota de 0,5 mL de un
pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20 mL,
se adicionan 1,5 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a volumen
con EtOH absoluto.

*  Solucién muestra al 100% (195,00 mg/L): se toma un alicuota de 1,0 mL de
un pool de emulsidn parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 3,0 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

* Solucién muestra al 150% (292,50 mg/L): se toma un alicuota de 1,5 mL de
un pool de emulsidn parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 4,5 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

Por ultimo, se inyectan en triplicado al cromatdégrafo liquido para obtener las
respuestas. (Ver Figuras 3-6.1 a 3-6.9). De este proceso se obtienen también las
mediciones para la precisidon del sistema, aplicado a los tiempos de retencién del

analito.

2.4.6.2 Precision Intermedia

En dos dias diferentes, con la ayuda de un segundo analista, se preparan 3 soluciones

de concentracion creciente, que van desde el 50% a 150% de la siguiente forma:

= Solucién muestra al 50% (97,50 mg/L): se toma un alicuota de 0,5 mL de un
pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20 mL,
se adicionan 1,5 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a volumen
con EtOH absoluto.

* Solucién muestra al 100% (195,00 mg/L): se toma un alicuota de 1,0 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 3,0 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

*  Solucién muestra al 150% (292,50 mg/L): se toma un alicuota de 1,5 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 4,5 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.
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Por ultimo, se inyectan en triplicado al cromatdgrafo liquido para obtener las

respuestas. (Ver Figuras 3-6.10 a 3-6.18).

2.4.7 Exactitud

Se realiza una carga a la muestra con una solucién estandar de alfa tocoferol 0,05
mg/mL, para obtener las soluciones de concentracién conocida, estas se preparan en

triplicado de la siguiente manera:

* Solucién muestra al 100% (195,00 mg/L): se toma un alicuota de 1,0 mL de
un pool de emulsion parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 3,0 mL de THF, se agita para homogeneizar y se lleva a

volumen con EtOH absoluto.

= Solucién muestra al 120% (234,00 mg/L): se toma un alicuota de 1,0 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 3,0 mL de THF, se agita para homogeneizar, se afiade una
alicuota de 0,8 mL de la solucién estandar de alfa tocoferol 0,05 mg/mL, se

diluye y lleva a volumen con EtOH absoluto.

= Solucién muestra al 150% (292,50 mg/L): se toma un alicuota de 1,0 mL de
un pool de emulsién parenteral, se transfieren a un matraz volumétrico de 20
mL, se adicionan 3,0 mL de THF, se agita para homogeneizar, se afiade una
alicuota de 2,0 mL de la solucién estandar de alfa tocoferol 0,05 mg/mL, se

diluye y lleva a volumen con EtOH absoluto.
Por ultimo, se inyectan en triplicado al cromatdgrafo liquido para obtener las

respuestas. Estas se cuantifican con un estandar de alfa tocoferol 0,010 mg/mL. (Ver
Figuras 3-7.1 a 3-7.14).
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CAPITULO 3:

RESULTADOS
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RESULTADOS

3.1 SYSTEM SUITABILITY (APTITUD DEL SISTEMA)

Para la prueba de system suitability se realizan inyecciones seriadas de una solucién
de estandar dl alfa tocoferol 0,01 mg/mL, para corroborar y garantizar un adecuado
rendimiento del sistema cromatografico. (ver Tabla 3-1.1.).

Tabla 3-1.1. Criterios de aceptacion para System Suitability

; Valor Criterio de
Parametro ;
Obtenido Aceptacion
7 1,1
Asimetria del peak dl a-Tocoferol 1 0,8-1,5
RDS% de Areas del peak dl a- 1,8%
<2%
Tocoferol 0,1%
0,1%
RDS% de TR del peak dl a-Tocoferol <1%
0,1%

Los criterios de verificacion para el system suitability se dan por aceptados, ya que
cada uno cumple con la especificacién requerida por el método analitico. (Ver Figuras
3-1.1y 3-1.2).

0 4

: Mis Tocoters

Wroses

Figura 3-1.1. Cromatograma System Suitability.

AU
@

0 00 1.00 200 200 «0 500 8 o oo 800
Mruies

Figura 3-1.2. Cromatograma Bracketing - System Suitability.
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3.2 SELECTIVIDAD

El segundo analisis planteado es la selectividad para la identificaciéon y cuantificacidon

del analito dl a-Tocoferol. Con esto se realizaron degradaciones forzadas de la muestra

a diferentes condiciones de estrés para formar impurezas asociadas al analito y a los

componentes que forman la emulsién parenteral.

De los datos adquiridos de este ensayo se puede observar que los tiempos de

retencion del analito dl a-Tocoferol y las sustancias relacionadas no identificadas no

sufren alteraciones (ver tabla 3-2.1.). Adicionalmente se analizan las areas de cada

degradacion forzada, resultando ser la catalizacién por iones metalicos, la mas

agresiva con la molécula, seguidos con la oxidacién, hidrolisis basica, hidrdlisis,

hidrolisis acida y finalmente con a fotdlisis, esta ultima no genera mayor impacto por

la estabilidad de la molécula a esta condicion. (ver tabla 3-2.2.).

Tabla 3-2.1. Tiempos de Retencion (TR) para los peaks detectados

T TR Peaks Detectados
RRT 0,47 RRT 0,72 RRT 0,85 Dla-Tocoferol

STD S.E. - - - 6,4
MTA S.E. - 4,6 5,5 6,4
Fotolisis - 4,6 5,5 6,4
Hidrolisis - 4,6 5,5 6,4
Hidrélisis Acida - 4,6 5,5 6,4
Hidrdlisis Basica - 4,6 5,5 6,4
Oxidacion 3,0 4,6 5,5 6,4
Iones Metalicos - - - -

Tabla 3-2.2. Areas para los peaks detectados

Muestra Areas Peaks Detectados
RRT 0,47 RRT 0,72 RRT 0,85 Dla-Tocoferol

STD S.E. - - - 42300
MTA S.E. - 3755 10701 37898
Fotolisis - 4108 10047 37550
Hidrolisis - 8351 9027 30242
Hidrdlisis Acida - 3551 8741 31688
Hidrdlisis Basica - 2876 7106 23714
Oxidacion 4602 2272 4443 3745
Iones Metalicos - - - -
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Tabla 3-2.3. Sefal/Ruido de los peaks detectados

Muestra S/N Peaks Detectados
RRT 0,47 RRT 0,72 RRT 0,85 Dla-Tocoferol
STD S.E. - - : 44
MTA S.E. - 6 14 49
Fotdlisis - 4 10 38
Hidrolisis - 7 11 36
Hidrdlisis Acida - 4 10 36
Hidrdlisis Basica - 4 27
Oxidacion 9 3 4
Iones Metalicos - - - -

Degradaciones Forzadas

lones Metélicos I 100,0%
Oxidacion I 00, 1%
Hidrolisis Basica I 37,4%
Hidrolisis Acida  IEEG—_— 16,4%
Hidrolisis G 20,2%
Fotolisis 1 0,9%
MTAS.E.  0,0%

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Porcentaje de Degradacion

Grafico 3-2.1. Tipos de Degradacion V/S Porcentaje de degradacion.

Como evidencia de la selectividad del método, se muestra a continuacion los

cromatogramas de las soluciones inyectadas para este test, donde se puede observar

que no se detectan interferencias para la cuantificacion del analito. (Ver figuras 3-2.1
a 3-2.9).
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Figura 3-2.1. Cromatograma Blanco Diluyente
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Figura 3-2.5. Cromatograma de DF - Iones Metalicos.
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Figura 3-2.9. Cromatograma de DF - Oxidacién.
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Debido a las caracteristicas del detector utilizado (UV- DAD), se pueden obtener los

espectros UV de los peaks detectados al utilizar un rango de barrido para la medicion

de la senal. Donde se pueden observar los maximos de absorcién, los cuales estan

alrededor de 290 nm, que es la longitud de onda seleccionada para el método. (Ver
figuras de 3-2.10 a 3-2.18)

0.00 nm
0.[10 0. I20 0.]30 0. :10 O.L‘SO ; 0. ?0 0 L70 Ov|80 0. IQO 1.00
Figura 3-2.10. Espectro Blanco Diluyente.
Alfa Tocof erol - 6.434
220.00 nm
; 240‘00 : 260].00 A ; 280"00 s ; 309,00 ) 329 00 ) 340|'00 36300 BBC{.OO 400l 00
6.43
2916
R LTI O R 3466 3920
Figura 3-2.11. Espectro Solucién Estandar.
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|
|
|
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Figura 3-2.12. Espectro Soluciéon Muestra S.E.
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Figura 3-2.13. Espectro peaks detectados en DF - Fotolisis.
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Figura 3-2.14. Espectro peaks detectados en DF - Iones Metalicos.
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Figura 3-2.15. Espectro peaks detectados en DF- Hidrdlisis.
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Figura 3-2.16. Espectro peaks detectados en DF - Hidrdlisis Basica.
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Figura 3-2.17. Espectro peaks detectados en DF - Hidrdlisis Acida.
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3.3. ROBUSTEZ

El tercer ensayo realizado se plantean pequefas desviaciones al método analitico con

la intencidon de desafiar la robustez de este.

La influencia de cada uno de los cambios propuestos genera una mayor recuperacion
del analito, siendo la de mayor impacto, la condicién de 15°C para la columna (Ver
tabla 3-3.1). Adicionalmente se revisan los parametros cromatograficos del peak de
interés en cada cambio realizado, donde se muestra que estos cambios no afectan
significativamente dichos parametros, a excepcion de los tiempos de retencion que
se ven influenciados por el flujo de trabajo y la temperatura de la columna, teniendo
el analito un menor tiempo de interaccidon con la fase estacionaria, por ende, una

elucion mas rapida. (Ver tabla 3-3.2).

Tabla 3-3.1. Desviaciones del método y efecto sobre el recobro.

a . Concentracién | Concentracién
) Area Area ; Recobro
Parametro Experimental Teorica
STD Muestra (%)
(mg/mL) (mg/mL)

39823 37454
Muestra al 100% 39564 37083 187,43 187,43 100
40851 37636
38900 38100
1,9 mL/min | 39974 38389 193,02 187,43 103
39307 37050
37149 34538
2,1 mL/min | 36384 34600 193,53 187,43 102
36141 34871
18117 17544
10 pL 18118 17595 193,21 187,43 103
18283 17289
56862 54777
30 pL 58614 54848 189,81 187,43 101
59264 55462
36977 36199
15°C 36642 35087 196,28 187,43 105
36573 36370
40029 37487
35°C 39774 36904 186,52 187,43 100
40048 36875

Flujo de Trabajo

Volumen de
Inyeccion

Temperatura del
Horno Columna
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Tabla 3-3.2. Desviaciones del método y efecto sobre la cromatografia.

TR Platos Tedricos Resolucion Asimetria
Parametro
STD MTA STD MTA STD MTA STD MTA
6,4 6,4 4227 4397 - 2,3 1,1 1,2
Método sin
6,4 6,4 4508 4428 - 2,5 1,1 1,2
Cambios
6,4 6,4 4096 4423 - 2,4 1,2 1,3
g 6,7 6,7 4336 4370 - 2,6 1,1 1,2
o ;
I . 6,7 6,7 4547 4629 - 2,4 1,2 1,2
g mL/min
= 6,7 6,7 4505 4362 - 2,4 1,2 1,2
£ 51 6,1 6,1 4208 4352 - 2,5 1,1 1,2
= T 6,1 6,1 | 4108 | 4156 - 2,3 1,1 1,2
T mL/min
6,1 6,1 4203 4194 - 2,5 1,1 1,1
6,4 6,3 4892 3947 - 3,6 1,1 1,2
o 10puL | 6,4 6,4 4533 | 56490 - 13,0 1,0 1,1
T C
=2 6,3 6,4 4312 | 4258 - 4,3 1,1 1,1
()
Eo 6,3 6,3 | 3779 | 3889 - 2,4 1,1 1,2
= C
S= | 30puL | 6,3 6,3 3728 | 3913 - 2,3 1,2 1,2
6,3 6,3 3715 4056 - 2,3 1,2 1,2
8,6 8,6 4222 | 5563 - 4,6 1,2 1,0
32 | 15°C 8,7 8,7 4298 | 4082 - 4,2 1,0 1,1
=
£5 8,6 8,6 | 3744 | 4185 - 2,5 1,1 1,1
o)
5 g 4,8 4,8 4254 | 4360 - 2,3 1,2 1,2
Q
£ S | 35°C | 48 48 | 4280 | 4364 _ 2,3 1,2 1,2
I
= 4,8 4,8 4195 | 4387 - 2,3 1,2 1,2
Como evidencia de la robustez del método, se muestra a continuacién los

cromatogramas de las soluciones inyectadas para este test. (Ver figuras 3-3.1 a 3-

3.14)
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Figura 3-3.1. Cromatograma Solucién MTA 100% sin cambios del Método.
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Figura 3-3.4. Cromatograma Solucion STD 100% con Flujo 1,9 mL/min.
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Figura 3-3.7. Cromatograma Solucién MTA 100% con inyecciéon 10 pL.
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3.4.

LINEALIDAD

La linealidad se evalla con dos ensayos, los cuales son la linealidad del Método vy la

linealidad del sistema.

3.4.1 Linealidad del Método

Para la linealidad del método se logran determinar los parametros requeridos para la

aceptacion de la prueba, determinando que el método logra tener un comportamiento

lineal en el rango estudiado. (Ver Tabla 3-4.1).

Tabla 3-4.1. Resultados Linealidad del Método.

Muoestra Concentracion Area Area Promedio Coeficiente de Variacion
(%) Teorica (mg/L) CV (%)
97,50 17475
50 97,50 17534 17397 1,09
97,50 17182
156,00 28047
80 156,00 28733 28179 1,78
156,00 27758
195,00 35241
100 195,00 35041 35170 0,32
195,00 35227
234,00 41772
120 234,00 42195 41822 0,84
234,00 41500
292,50 52342
150 292,50 53999 52958 1,71
292,50 52535
Coeficiente de Correlacion (r = 0,990) 0,9999
Coeficiente de Determinacion (r? =0,980) 0,9997
Pendiente (b) 2E+02
Ordenada (a) -255,32
Coeficiente Variacion global (CV% = 2,0) 1,15
C de Cochran (Ctabla = 0,68) 0,66
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Grafico 3-4.1. Area V/S Concentracion dl a-Tocoferol.
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Grafico 3-4.2. Residuos de Linealidad del Método.

Como evidencia de la Linealidad del método, se muestra a continuacion los

cromatogramas de las soluciones inyectadas para este test, donde se puede observar

que se presentan dos sefiales diferentes al analito, las cuales no interfieren en la

cuantificacion y seran identificadas con el RRT respecto al API dl a- Tocoferol. (ver
Figuras 3-4.1 a 3-4.5).
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3.4.2 Linealidad del Sistema

La linealidad del sistema se logran determinar los parametros requeridos para la

aceptacioén de la prueba, determinando que el método logra tener un comportamiento

lineal en el rango estudiado sin la influencia de la matriz. (Ver tabla 3-4.2).

Tabla 3-4.2. Resultados Linealidad del Sistema.

Muestra (%) _I(_Z:énrci:ce:t(r;(;;)[l) Area Area Promedio Vg:rci):gg'r?"g\e; ?;o)
97,50 17342
50 97,50 17602 17521 0,89
97,50 17620
156,00 29808
80 156,00 29327 29728 1,24
156,00 30050
195,00 37126
100 195,00 38462 37754 1,78
195,00 37674
234,00 45561
120 234,00 45373 45684 0,85
234,00 46118
292,50 57577
150 292,50 57651 58054 1,31
292,50 58934
Coeficiente de Correlacién (r = 0,990) 0,9995
Coeficiente de Determinacién (r?= 0,980) 0,9990
Pendiente (b) 2E+02
Ordenada (a) -2696,11
Coeficiente Variacion global (CV%= 2,0%) 1,21
C de Cochran (Ctabla = 0,68) 0,43

Linealidad del Sistema

Areas dl a Tocoferol

25000

80,00 130,00 180,00

230,00

y =207,41x - 2696,1
R*= 0,9990

280,00 330,00

Concentracién Teérica dl a Tocoferol (mg/L)

Grafico 3-4.3. Areas V/S Concentracién a-Tocoferol.
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Grafico 3-4.4. Residuos de Linealidad del Sistema.

Como evidencia de la Linealidad del sistema, se muestra a continuacion los
cromatogramas de las soluciones inyectadas para este test, donde se puede observar

gue se presentan solo la sefial del analito, API dl a- Tocoferol. (ver Figuras 3-4.6 a 3-
4.10).
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Figura 3-4.7. Cromatograma Linealidad Método - STD 80%.

50



0.0157
)

3 00\0: x
0,005 E
" =t
000 100 200 T30 400 "0 "800 Tre0 | Taoo | seo | o
Mnutes
Figura 3-4.8. Cromatograma Linealidad Método — STD 100%.
06207
]
0016-3
o omoj E
* -9
B
0.005 '§
.
ia RS S SEEE L S
0000 v j\‘
PPN "R “RE At “HE P | "I " 600 T 200 800 1000
Mnutes
Figura 3-4.9. Cromatograma Linealidad Método — STD 120%.
0020 T— — — e
1 \
ﬂl"j l
1 |
| : |
H ""] : |
l i
| | ‘
" ; f \ |
i I'/\‘ /
o SR = } S /__"— o R e O e
g : |
om 1 2 ”“';LT'“?IZ.“"”“;LH 0 YRS RN = om
| Moutun

Figura 3-4.10. Cromatograma Linealidad Método - STD 150%.
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3.5. LIMITE DE CUANTIFICACION

El cuarto ensayo es un andlisis para determinar el limite de cuantificacion de la
técnica, para aquello se plantea una curva de concentracién decreciente, hasta
obtener una concentracién cuya S/N sea igual a 10. (Ver tabla 3-5.1). Donde la
concentracidn detectada es de 48,75 mg/L de a- Tocoferol.

Si bien este test no es estrictamente necesario para la validacion de un método de
cuantificacion de API, se estimd que podria ser de utilidad determinar este limite para

futuras aplicaciones.

Tabla 3-5.1. Limite de cuantificacién para a-Tocoferol.

Muestra (%) Co’ncentracién Area Area Promedio S/N
Teorica (mg/L)

29,25 5287

15 29,25 5190 5379 6
29,25 5660
39,00 6117

20 39,00 6095 6293 7
39,00 6668
48,75 8738

25 48,75 8721 8567 11
48,75 8242
54,60 12169

35 54,60 11720 11908 15
54,60 11835
97,50 18391

50 97,50 19197 18881 19
97,50 19054
156,00 29520

80 156,00 29543 29568 35
156,00 29641
195,00 36868

100 195,00 36797 36651 40
195,00 36290
234,00 44088

120 234,00 43797 44098 45
234,00 44407
292,50 55138

150 292,50 54514 54877 60
292,50 54979
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Gréfico 3-5.1. Areas V/S Concentracidon a-Tocoferol.

Adicionalmente se realiza una comprobacion del Limite de cuantificaciéon donde se
realizan inyecciones seriadas de una solucion de concentracion 48,75 mg/L,

equivalente al 25% de la concentracién nominal. (Ver tabla 3-5.2).

Tabla 3-5.2. Comprobacién del Limite de Cuantificacién.

Concentracion (mg/L) S/N

7
10
11
9
12
11

Promedio 10

48,75

Como evidencia del Limite de cuantificacion, se muestra a continuacion los
cromatogramas de las soluciones inyectadas para este test, donde se puede observar
las inyecciones de la curva y la comprobacion de la concentracién indicada como LC
(ver Figuras 3-5.1 a 3-5.10).
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Figura 3-5.1. Cromatograma Curva LC - MTA 15%.
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Figura 3-5.4. Cromatograma Curva LC - MTA 35%.
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Figura 3-5.6. Cromatograma Curva LC - MTA 80%.
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Figura 3-5.10. Cromatograma de comprobacion LC — MTA 25%.
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3.6. PRECISION
3.6.1 Repetibilidad

La prueba de Repetibilidad logra cumplir con el parametro de CV%, resultando en que

las respuestas obtenidas por el método desafiado tienen la concordancia suficiente

para el rango de concentracién estipulado. (ver tabla 3-6.1).

Tabla 3-6.1. Resultados Repetibilidad.

Concentracion ; Coeficiente CoEiElEis
Muestra (%) Tedrica Area p AT . de Variacién i Varlguon
romedio por Nivel

(mg/L) (CV%) (CV%)
97,50 16367

50-1 97,50 16324 16282 0,68
97,50 16156
97,50 16920

50-2 97,50 17079 17200 2,07 1,11
97,50 17602
97,50 16855

50-3 97,50 16680 16744 0,57
97,50 16698
195,00 35972

100-1 195,00 37109 36633 1,61
195,00 36819
195,00 36640

100-2 195,00 36655 36341 1,46 1,55
195,00 35726
195,00 36886

100-3 195,00 35828 36238 1,57
195,00 36000
292,50 56230

150-1 292,50 55158 55382 1,37
292,50 54759
292,50 56849

150-2 292,50 56605 56484 0,77 0,83
292,50 55999
292,50 55673

150-3 292,50 55309 55623 0,35
292,50 55623

Promedio Global CV% (3,7%) 1,16

Como evidencia de la Repetibilidad, se muestra a continuacién los cromatogramas de

las soluciones inyectadas para este test, donde se puede observar que se presentan

dos sefiales diferentes al analito, las cuales no interfieren en la cuantificacion y seran

identificadas con el RRT respecto al API dl a- Tocoferol. (ver Figuras 3-6.1 a 3-6.9).
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Figura 3-6.4. Cromatograma Repetibilidad - MTA (1) 100%.
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Figura 3-6.9. Cromatograma Repetibilidad - MTA (3) 150%.

3.6.2 Precision del Sistema

Para este test se evalud el CV% de los tiempos de retenciéon, obteniendo un resultado
satisfactorio (Ver Tabla 3-6.2).

Tabla 3-6.2. Resultados Precision del sistema.

Muestra Concept_racién RT RT Coefic.ien_t’e Pror_nfadio
(%) Teorica (min) Promedios de Variacion (_Zoe_fI|C|ente
(mg/mL) (CV%) Variacion (CV%)

97,50 6,4

50-1 97,50 6,4 6,4 0,2
97,50 6,4
97,50 6,4

50-2 97,50 6,4 6,4 0,1 0,1
97,50 6,4
97,50 6,4

50-3 97,50 6,4 6,4 0,1
97,50 6,4
195,00 6,4

100-1 195,00 6,4 6,4 0,1
195,00 6,4
195,00 6,4

100-2 195,00 6,4 6,4 0,2 0,2
195,00 6,4
195,00 6,4

100-3 195,00 6,4 6,4 0,2
195,00 6,4
292,50 6,4

150-1 292,50 6,4 6,4 0,1
292,50 6,4
292,50 6,4

150-2 292,50 6,4 6,4 0,1 0,1
292,50 6,4
292,50 6,4

150-3 292,50 6,4 6,4 0,0
292,50 6,4

Promedio Global CV% (1%) 0,1
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3.6.3 Precisién Intermedia

La precisién intermedia evallua la concordancia de las respuestas obtenidas en

condiciones diferentes, para aquello se realiza un t de student para verificar que no

existen diferencias significativas entre los resultados entregados por los dos analistas
en dias diferentes. (Ver Tabla 3-6.3)

Tabla 3-6.3. Resultados Precision Intermedia.

Muestra (%) Dia 1 ~ y Dia 2 P
Area® Area® Area Area®
16367 16890 17707 16771
50 16324 17537 17294 16758
16156 17563 17585 16283
Area Promedio 16282 17330 17529 16604
CV Area (%) 0,68 2,20 1,21 1,67
CV promedio 1,44
35972 37096 34593 36056
100 37109 36039 35896 35510
36819 36520 35631 34833
Area Promedio 36633 36552 35373 35466
CV Area (%) 1,61 1,45 1,95 1,73
CV promedio 1,69
56230 57812 55013 55561
150 55158 57750 54438 53905
54759 57350 54604 54206
Area Promedio 55382 57637 54685 54557
CV Area (%) 1,37 0,44 0,54 1,62
CV promedio 0,99
T de student (Tiabla = 1,86) 1,18
CV Global (3,7%) 1,37

(1) Analista 1, datos correspondientes al ejecutor de la validacion.

?) Analista 2, datos correspondientes a un analista del drea de control de calidad (rutina).

Como evidencia de

la Precision Intermedia,

se muestra a continuacion

los

cromatogramas de las soluciones inyectadas para este test. (ver Figuras 3-6.10 a 3-

6.18).
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Figura 3-6.10. Cromatograma PI (A2D1) - 50%.
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Figura 3-6.12. Cromatograma PI (A2D1) - 150%.
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Figura 3-6.13. Cromatograma PI (A1D2) - 50%.
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3.7. EXACTITUD

Se evalla en este test la capacidad del método desafiado, a obtener la respuesta
deseada al ser cargado con una concentracién conocida de API, esta logra cumplir
con los requerimientos de aceptacidon, que son recuperacion del analito y CV% entre
los resultados. (Ver Tabla 3-7.1 y 3-7.2).

Como se puede observar, las recuperaciones por nivel son cercanas al 100% del
analito cargado como concentracién tedrica, esto es porque, para efectos del calculo
se ha tomado como un 100% la concentracion del nivel requerido. (Ver Tabla 3-7.2).
Con respecto a la cuantificacion, se inyectan soluciones estandares entre las
inyecciones de muestra para que sea lo mas representativo posible, eliminando
posibles interferencias, como por ejemplo, el factor del tiempo entre que se prepara
la solucién y la inyeccion de la misma, con este método se procura que la
cuantificacion con estandar inyectado sea lo mas cercano posible al tiempo de
inyeccion de la muestra, manteniéndose relativamente cercanos, en este caso, los

tiempos de andlisis individuales.

Tabla 3-7.1. Respuestas de la Exactitud.

1 Area " Area Concentracion
Muestra Area . Area . - |
(%) estandar Pror,nedlo Muestras Promedio Experimenta
estandar Muestras (mg/L)
40871 37816
100-1 40797 40658 37219 37432 185
40305 37260
39921 37940
100-2 39893 399192 37164 37646 189
39942 37834
39921 36867
100-3 39893 399192 36833 36969 186
39942 37207
39690 43992
120-1 39010 397120G) 44321 44321 224
40436 44651
39690 44473
120-2 39010 3971203 43950 44934 227
40436 44934
39037 44026
120-3 39103 392964 44142 44315 227
39748 44775
39037 55116
150-1 39103 392964 56241 56041 287
39748 56766
40935 57102
150-2 39637 40365 55972 56200 280
40524 55526
40935 55994
150-3 39637 40365() 56732 56427 281
40524 56554
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(1 Area promedio de STD (1), usado para cuantificacién de MTA 100-1.
> Area promedio de STD (2), usado para cuantificacién de MTA 100-2 y MTA 100-3.

(3 Area promedio de STD (3),

usado para cuantificacion de MTA 120-1 y MTA 120-2.

4 Area promedio de STD (4), usado para cuantificacién de MTA 120-3 y MTA 150-1.

() Area promedio de STD (5),

Tabla 3-7.2. Resultados Exactitud.

usado para cuantificacion de MTA 150-2 y MTA 150-3.

Concentracion

Promedio

Muestra Concentracion . Recuperacion . cv
- Experimental Recuperacion
0, o) (0]
(%) Teorica (mg/L) (mg/L) (%) por nivel (%) (%)
100-1 191 185 97
100-2 191 189 99 98 1,18
100-3 191 186 97
120-1 229 224 98
120-2 229 227 99 99 0,59
120-3 229 227 99
150-1 287 287 100
150-2 287 280 98 99 1,17
150-3 287 281 98
Promedio Global Recuperacion (95 - 105%) 98%
Promedio Global CV% (3,7) 0,6%

Como evidencia de

la Precision Intermedia,

se muestra a continuacion

los

cromatogramas de las soluciones inyectadas para este test. (ver Figuras 3-7.1 a 3-

7.14).
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Figura 3-7.3. Cromatograma Exactitud MTA (3) - 100%.

67



ame = ——
0015
o 00% <
e 3
oo 3 § g
‘ N
4 L HIE TR e B N
a0 4 + e
am | o 2w am | o s ew 70 am | e
Minues
Figura 3-7.4. Cromatograma Exactitud MTA (1) - 120%.
oo
Q015
, ovo-
< 4
ot 2 g
L0 g H
LW o~ E
0000~ Jrnd
2w w | am am w  sm s 70 8m am 1000
Miruies

Figura 3-7.5. Cromatograma Exactitud MTA (2) - 120%.

i ]
0085
— Q010+
<
~
oS- 2
4 i
o
| L (" =
L) E
) Lortant
y— T
1 ™7 — T T T T
om 100 200 3w

Figura 3-7.6. Cromatograma Exactitud MTA (3) - 120%.

68



Qoo

0015+
oo g
i
s s ¥ g,
2' E 1'{\ *" l"
3 Wiy : & TSR . =
Q000 (8 e~
om 100 200 A® A s a0 700 a0 s W
Minues
Figura 3-7.7. Cromatograma Exactitud MTA (1) - 150%.
000
4
00—
3 o0 g
£
o 8
i ! : 1
s 3
W R R ERTRERSRTER
0000+ e e p—
om' ||ID‘ ‘21!) vslm' .'Jﬂl. 'Sb[‘ 'Giﬂ). 'l’lll)l Hlalm e n‘m 'x'nm
Mrues
Figura 3-7.8. Cromatograma Exactitud MTA (2) - 150%.
Q- —
lu
Jove]
aas] 3 H
| S
*;— s._—/*a_i/—"¥ L
0000~ e —pp—— —t = . — =
o 7 SR S ELIRIE TR | PR TR A R P S T T am 00
Mirues.

Figura 3-7.9. Cromatograma Exactitud MTA (3) - 150%.
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DISCUSION

Con forme a los resultados obtenidos en la ejecucién empirica de la validacion del
método de valoracién de vitamina e (dl a Tocoferol), se puede presentar los siguientes

puntos a discutir:

El método tiene una aptitud de sistema que se comporta de forma sostenible en el
tiempo, considerando los parametros a evaluar, los cuales son asimetria del peak
principal (Aso,s - 1,5), asi como, los RSD% de los tiempos de retencién (RSD < 1%) y

areas (RSD =< 2%) entregadas por el sistema cromatografico.

El método logra ser selectivo para la correcta identificacidon y cuantificacién del
analito, donde no se observan peaks interferentes que afecten la adecuada elucion
de DI a Tocoferol. Con respecto al estrés inducido, el peak detectado como el API no
sufre incrementos en la sefial, considerando esto como un indicio, de que la
degradacion forzada de la molécula no genera sustancias relacionadas que pudiesen,
eventualmente, interferir en la correcta cuantificacion del analito.

Tras la observacidon de los espectros entregados para los peaks desconocidos, se
podria inferir que al tener un comportamiento similar al API, estos serian un
resultados de la degradaciéon del mismo, como mejora al método se sugiere una
evaluacion del comportamiento del Placebo, el cual no estuvo disponible para el
desarrollo de esta validacion de método, debido a la complejidad de la matriz, la cual
no se podia replicar en las condiciones del laboratorio por no tener a disposicion las
materias primas necesarias, considerando que este medicamento corresponde a un

producto terminado de importacién.

El método logra ser lineal en el rango estudiado, indiferente al efecto de la matriz en
la solucion muestra, los datos entregados confirman a través de los residuos que el
modelo lineal es el apropiado para la estimaciéon del analito. Con respecto a la
homocedasticidad de los datos lineales, este fue evaluado con test de Cochran, el cual
resulta menor al C tedrico, confirmando la similitud entre las varianzas de los

diferentes niveles de concentracidn elegidos para a prueba.

El método logra ser preciso en la identificaciéon y cuantificacion del API dl a Tocoferol,
segln los test planteados para este parametro. La Repetibilidad donde se evalldan los
coeficientes de variacidn para las respuestas, que son Areas (CV <3,7%) y Tiempos
de retencion (CV < 1%), donde estos cumplen con los criterios establecidos por la
bibliografia, determinando de esta forma que el método es capaz de reproducir las
respuestas conforme a la concentracidn del analito y ademas, es capaz de identificar
el API a través de la reproducibilidad del tiempo de retencién del mismo, demostrando
que la molécula interacciona de forma consistente con el sistema cromatografico
validado.
Para la Precision intermedia se evalud los coeficientes de variacidon (CV < 3,7%) de
las Areas y un T de student para la evaluacién de similitud entre medias, resultando
esta menor al T tedrico, confirmando que no hay diferencias significativas entre los
resultados entregados por los dos analistas en condiciones diferentes.
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Con respecto a la Exactitud, el método es capaz de cuantificar el analito en el rango
desafiado, con una variacién de los resultados dentro de los criterios de aceptacion,
los cuales son Recuperaciéon (95 - 105%) y Coeficiente de variacién (CV < 3,7%). El
método seleccionado fue la carga de la muestra con un porcentaje de estandar
equivalente al nivel requerido para abarcar el rango analitico, debido a la imposibilidad

de preparar un batch de laboratorio o un placebo cargado con estandar.

Si bien el Limite de cuantificacion no es un parametro indispensable para la validacion
de un método de valoracidon de API, se decidid incluirlo de modo informativo para
futuras aplicaciones del método a nuevos productos y/o evaluaciones de trazas,

resultando este en 48,75 mg/L de DI a Tocoferol.

El método logra demostrar un comportamiento robusto frente a los cambios
propuestos, con la excepcion del cambio de temperatura para el horno de la columna
(15°C) el cual logra entrar en el limite superior para la recuperacion requerida del
analito (95 - 105%), por lo cual no se recomiendan cambios en la aplicacion rutinaria
del método que contemplen este parametro. Adicionalmente se revisan los
parametros cromatograficos del peak de interés en cada cambio realizado, donde se
muestra que estos cambios no afectan significativamente dichos parametros, a
excepcion de los tiempos de retencidon que se ven influenciados por el flujo de trabajo
y la temperatura de la columna, teniendo el analito un menor tiempo de interaccion

con la fase estacionaria, por ende, una elucidon mas rapida.
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CONCLUSIONES

El objetivo general de esta tesis que es la validacién de un método no compendial
para la valoracién/cuantificacion de dl alfa Tocoferol en la matriz correspondiente a
Emulsion Parenteral, con la convicciéon de otorgar un método confiable para la
estimacion de esta importante vitamina en la dieta de pacientes de alto riesgo, se
logra verificar que los resultados obtenidos por el método desafiado cumplen con los
estandares planteados, demostrando que el método es sensible, robusto, lineal,

preciso y exacto en el rango analitico.

Finalmente, se puede concluir que el método no compendial fue exitosamente

validado y puede ser utilizado en la rutina del laboratorio de control de calidad.
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ANEXO A: CROMATOGRAMAS SST

SAMPLE INFORMATION

Blanco_Diluyente_Etanol j Acquired By:

Sample Name:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 1 ? Acq. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed: 7
|
Equipo: Waters - 11 1
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C ‘
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min |
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agu# W.F.1(50:50:2) (D)
|
0.020
0.015+
- 0010
<
0.005- |
0.000
*--“. | e S S O P L Y L == (= P P Gt e et ) e o ) = T
0.00 1.00 2.B0 3.00 4,00 5‘00 6.00 7.00 8.00 9. bD 10.00
Minutes
SampleName: Blanco_DiIuyenle,E(inol absoluto; Injection: 1;
0.00: |
0.001—‘
: ]
0. °0¥WFWMMWWMWMW My My oy
DCICII 1v‘00 .2‘00‘ e ‘3:30‘ N 4!)0‘ e I5“00' oy ‘6‘00‘ ‘ ‘7‘00‘ A ‘&‘00‘ 9.‘00 ‘10.00
Minutes

SampleName: Blanco_Diluyente_Etanol absoluto; Injection: 1;

Figura A.1. Blanco Diluyente - EtOH.
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SAMPLEE‘ INFORMATION

Sample Name: Blanco_Diluyente_THF EtaILoI Acquired By:
Sample Type: Unknown [ Sample Set Name:
Vial: 2 Acq. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul \ Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes | Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um |
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C+5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0.020r
0.015 ‘
|
1 |
- 0.010- ‘
<
0.005
4 |
0.000— \L
000‘ ‘100 ‘2})0‘ K “3.80‘ ‘4"00‘ ‘5‘00‘ ' ‘6{)0‘ s v7.’00‘ : ‘B,‘OOI i ‘9‘00‘ I1C|.OD
‘ Minutes
sampleName: Blanco_Diluyente_THF Etanol abs; Injection: 1; |
0 00217’ ‘ —’
0.001
2 |
0.000 Mok AN Wit v v v A IAAAR M A ANAN A
VS T T T z Y G e T W P O LI T2 (SO I o ]
0.00 1.00 2.00 3.00 4 OO 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes

SampleName: Blanco_DiIuyeme_THf Etanol abs; Injection: 1;

Figura A.2. Blanco Diluyente - THF ¢/ EtOH.
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SAMPLE

INFORMATION
Sample Name: SST_STD_TO Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 3 Acq. Method Set:
Injection #: 8,1 2543 ‘ Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul [ Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes ‘ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0.020] I
0.015 ‘
2 0.010 ‘ :%
] | § / \\
0,005 | 4 “L‘”* = s STl S |
| HEP :
i IONSUUNA——
ormorf~w——~*-n —‘_7/_/\%
T R P R PR | 57, 2 i L P A e T T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 900 10.00
| Minutes
——— SampleName: SST_STD_‘TO; Injection: 1;
——— SampleName: SST_STD_TO; Injection: 2;
—_— Samp|eName'SSLSTD_E0; Injection: 3;
————— SampleName: SST_STD_TO; Injection: 4;
——— SampleName: SST_STD_TO; Injection: 5;
SampleName: SST_STD_TO; Injection: 6;
T o
il ‘ 1 11 A
M % g § ;"\ /EW J“% \
0.004-] 1 3 ;: / \ oA
: L
0.007] W [f\ ;' vgk +
oy P i e
0000*/". e : : : 2 2 e : .;J‘.‘;.‘ s
0.00 1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 70 8.00 9.00
Minutes
————— SampleName: SST_STD_TO0; Injection: 1;
———— SampleName: SST_STD_TO; Injection: 2;
————— SampleName: SST,STD,IO; Injection: 3;
———— SampleName: SST_STD_TO; Injection: 4;
———— SampleName:SST_STD_TO; Injection: 5;
e SampleName:SST,STD}o, Injection: 6;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
ial | Ini USP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing USP Plate Count | RT | Area
1 SST_STD_TO | 3 1 | Alfa Tocoferol 43 1.1 4708 | 6.4 | 36829
2 SST_STD_TO | 3 2 | Alfa Tocoferol 60 1.1 4515 | 6.4 | 38054
3 SST_STD_TO | 3 3 | Alfa Tocoferol 36 1.1 4614 | 6.4 | 37820
4 SST_STD_TO | 3 4 | Alfa Tocoferol 48 14 4613 | 6.4 | 36288
5 SST_STD_TO | 3 5 | Alfa Tocoferol 45 1.1 4667 | 6.4 | 36827
6 SST_STD.T0 | 3 6 | Alfa Tocoferol 50 14 4315 | 6.4 | 37172
Mean 47 11 4572 | 6.4 | 37165
Std. Dev. 00| 666
% RSD 0.1 1.8

Figura A.3. System Suitability.
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l
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Bracketing_SST_STD Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 102 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul \ Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes | Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
|
Equipo: Waters - 11 ‘
Columna: Waters Simmetry® C18,15q x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20/x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £5°C “
T° Muestras: 20°C +5°C |
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua‘ W.F.1(50:50:2) (D)
| .
] !
0.015 !‘
= 0.010] \ ©
< | i
8
0.005 2
] 2
| ‘ A
e 1% TR | o N
0,000~ v “
000‘ ' 1.‘00 = ‘2.|00I K I&{)O‘ 4 KA‘TBO Slf)t}l S I6.‘(!0 7|00 ] 8’001 ' K9‘00 ‘10{00
Minutes
pl 3 i _SS&_STD, Injection: 1;
SampleName: Bracketing_SST_STD; Injection: 2;
|
0.003
0.002 i
2 i
0.001 ‘L
0.00 Sl v ‘-]“ -
0.00 2.]00 Ul 3 ‘00 EraLk 4.]PO ; 5.1)0 ‘ ' 6. ‘00 ' ‘ 7 {]0 i &(‘)0 i 9.I00 : 10.00
Minutes
SampleName: Bracketing,SSi,STD: Injection: 1;
pl Z _SS ‘_STD; Injection: 2;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
: . uspP
Sanple Name Vial | Inj Name USPs/n Taiing USP Plate Count | RT | Area
1 Bracketing_SST_STD | 102 | 1 | Alfa Tocoferol 42 1.2 4458 | 6.4 | 41531
2 Bracketing_SST_STD | 102 | 2 | Alfa Tocoferol 53 14 4381 | 6.4 | 41455
Mean 47 1.1 4419 | 6.4 | 41493
Std. Dev. 0.0 54
% RSD | 0.1 0.1

Figura A.4. System Suitability - cierre.
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ANEXO B: CROMATOGRAMAS SELECTIVIDAD

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_Blanco Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 88 ‘ Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 i Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul ‘ Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes } Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
!
Equipo: Waters - 11 |
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C ‘
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0.030-] 1
0.025
0,020 }
=] 0,015: l
< 4
0.010 ‘
0.005| “’\
l
‘_Jy“' i e e SN o s
0.000
000‘ : .160 ‘2|00I o II!‘l)ﬂ ¥ ‘4|00‘ i I50(}I ‘ ‘5‘00‘ o ‘7]00‘ 5})0 9‘00 ‘10.00
Minutes
——— SampleName: Selectividad Blanco; Injection: 1;
SampleName: Selectividad_Blanco; Injection: 2;
pl ividad_Blanco; Injection: 3;
0.003
0.002-
. ]
* 1
0.001
e AN AL Y A V“,_MMW' O T A R R T e s |
0.000
000‘ 1.‘00 ‘2‘00 3.00 400‘ 5.00 600' 7‘00 8‘00 9{]0 ‘10.00
Minutes

SampleName:Selemvidadjflanco, Injection: 1;
SampleName: Selectividad_Blanco; Injection: 2;
ol ividad_Blanco;  Injection: 3;

Figura B.1. Selectividad - Blanco.
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SAMPLE INFORMATION

AU

Sample Name: Selectividad_Blanco_HA Acquired By:
Sample Type: Unknown | Sample Set Name:
Vial: 90 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul 1 Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes \ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
I
Equipo: Waters - 11 ‘
Columna: Waters Simmetry® C18,150 X 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C + 5°C !
T° Muestras: 20°C +5°C ;
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
0.030
0.025
1
0.020 ]
0.015
S
0.010 ] 1 [
1 [
|
0.005] [
I ! |
"D - wRe)
0.000
0.00 3 1‘uol ok ‘ZIDOI oy '3.‘00I i I4.DO‘ o ‘5‘{30‘ i I6‘00I 3 17|00‘ i 'BOOI ot 's{m‘ s ‘IOOO
Minutes

P _Blanco_HA; Injection: 1;
SampleName: Selectividad_Blanco_HA; Injection: 2;
p H i _Blanco_HA; Injection: 3;

A AP A B o B AN
A

S T I T R O R ‘é T T Y s PO R T o R R 7 o DR L |
2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes

————— SampleName: Selectividad_Blarico_HA; Injection: 1;
! idad_Blanco_HA; Injection: 2;

SampleName: SeleclMdad_BlaTo_HA; Injection: 3;

Figura B.2. Selectividad Blanco - Hidrdlisis Acida.
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name: Selectividad_Blanco_HB Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 89 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £+ 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0.030_\
0. 025;
0.020—_
2 0.015‘-
<
0. 010—:
ovoos—:
0.000 = == SRR S S S S S SRS
0.30‘ 1.‘00 2.|00l ; ‘300‘ ’ '4AJO‘ i ‘5‘00‘ : 6,}30 7‘00‘ ‘8‘00 ¥ 950 ‘1000
Minutes
pl idad_Blapco_HB; Injection: 1;
=== SampleName: Selectividad_Blanco_HB; Inject A
SampleName: Selectividad_Blanco_HB; Injection: 3;
0.003
0.002
2 b
0. 001—-
i A e i s
0.000- Pt i
000‘ i3.:)0 § '4.|)0‘ ‘T 5.‘00l = ‘6‘00‘ . l7|00I i 'a.})o‘ . 9.60‘ "O.DO
Minutes

SampleName: Selectividad_Blan
SampleName: Selectividad_Blan

ico_HB; Injection: 1;
ico_HB; Injection: 2;

SampleName: Selectividad_Blarico_HB; Injection: 3;

Figura B.3. Selectividad Blanco - Hidrdlisis Basica.
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SAMPLE

NFORMATION

Sample Name:
Sample Type:
Vial:

Injection #:

Injection Volume:

Run Time:

Selectividad_Blanco_IO
Unknown

92

123

20.00 ul

10.0 Minutes

Date Processed:

Acquired By:
Sample Set Name:
Acq. Method Set:
Processing Method:
Channel Name:
Proc. Chnl. Descr.:

290.0nm
2998 PDA 290.0 nm (2998

AU

AU

Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0.030 T —
0 0255
0.020
0.015 ‘
0.010
1 |
0.005- ‘|
i
1 M e e i e W AR SR e B e i
0.000—
T T g T BRI RS 7 [ e B PR AL LT et e ety ) i e e T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9 50 10.00
Minutes
p [ _Blanco_IO; Injection: 1;
SampleName: Selectividad_Blanco_lO; Injection: 2;
p ividad_Blanco_IO; Injection: 3;
0.003
0.00: |
0.001-]
1 ¥ s A A A Pt R P NN AP it A N ARNANAMAN Aot ]
0.000:
-!.;.“,‘,y“‘..y‘y;.“.“|“.*ﬁ‘.“‘.‘.‘,..‘
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes
SampleName: Selectividad_8lanco_lO; Injection: 1;
SampleName: Selectividad_Blanco_IO; Injection: 2;
SampleName: Selectividad_Blanco_IO; Injection: 3;

Figura B.4. Selectividad Blanco - Iones Metdlicos.
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SAMPLE

INFORMATION

AU

Sample Name: Selectividad_Blanco_OX Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 91 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2, 3 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C+5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
0.030
0.025
0.020-
0.015-
0.01 0:
ovoosi : ‘U‘

| O I

T o P
00 5.00 6.00

10.00

Minutes
ividad_Blanco_OX; Injection: 1;
idad_Blanco_OX; Injection: 2;
sampl : Selectividad_Blanco_OX; Injection: 3;
v A dete s
et |
g P st tal G | L R PR L L T T T el
0.00 1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

p 8
SampleName: Selectividad_B
SampleName: Selectividad_B|

Minutes
nco_OX; Injection: 1;
nco_OX; Injection: 2;
nco_OX; Injection: 3;

Figura B.5. Selectividad Blanco - Oxidacion.
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SAMPLE | INFORMATION
Sample Name: Selectividad_MTA_100% l Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 94 ‘ Acq. Method Set:
Injection #: 1,23 [ Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul \ Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes ‘ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed: i
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min 1
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : AguaiW.F.I (50:50:2) (D)
0.020- — ‘
|
0.015+
|
] {
2 0010 1 =
|
l 5 8 H
0.005 i s a 8
I S ; °
|l | g g 2N
| o, iy 1
0.00¢ - .
000 1,00 2.00 300 D " 7.00 8.00 "900 1000
‘ Minutes
p i_MTA_100%; Injection: 1;
dad_MTA_100%; Injection: 2;
_MTA_100%; Injection: 3;

{3 RRT085-5523

$ RRT0.72-4614

3.00

it
5.00

0.00 4.00 7.00 8.00 9.00
Minutes
SampleName: Selectividad_MTA_100%; Injection: 1;
SampleName: Selectividad_MTA_100%; Injection: 2;
SampleName: Selectividad_| Y TA_100%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol -
? : uspP UspP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_MTA_100% | 94 | 1 | Alfa Tocoferol 50 1.2 25 4494 | 6.4 | 37519
2 Selectividad_MTA_100% | 94 | 2 | Alfa Tocoferol 50 1.2 23 4393 | 6.4 | 38186
3 Selectividad_MTA_100% | 94 | 3 | Alfa Tocoferol 48 1 23 4181 | 6.4 | 37989
Mean 49 12 24 4356 | 6.4 | 37898
System Suitability Summary Results
Name: RRT 0.72
Sample Name Vial | Inj| Name | USPs/n Tﬁ:g USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_MTA_100% | 94 | 1| RRT0.72 6 1.3 40782 | 4.6 | 4027
2 Selectividad_MTA_100% | 94 | 2 | RRT0.72 6 1.0 81662 | 4.6 | 3753
3 Selectividad_MTA_100% | 94 | 3| RRT0.72 5 0.9 75467 | 4.6 | 3484
Mean ‘ 6 1.1 65971 | 4.6 3755i
System Suitability Summary Results
Name: RRT 0.85
] ‘ USP | USP
Sample Name Vial [ Inj| Name | USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_MTA_100% | 94 | 1| RRT0.85 15 1.0 42 4160 | 5.5 | 10535
2 Selectividad_MTA_100% | 94 | 2 | RRT0.85 14 0.8 39 3165 | 5.5 | 11107
3 Selectividad_MTA_100% | 94 | 3 | RRT0.85 13 11 39 3202 | 5.5 | 10463
Mean 14 1.0 40 3509 | 5.5 | 10701

Figura B.6. Selectividad Muestra sin tratamiento.
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1
SAMPLE\ INFORMATION
Sample Name: Selectividad_STD_100% ’ Acquired By:
Sample Type: Unknown | Sample Set Name:
Vial: 93 | Acqg. Method Set:
Injection #: 1,2,3 J‘ Processing Method: S -
Injection Volume:  20.00 ul } Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes | Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C \
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min |
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : AguaiW.F.I (50:50:2) (D)
|
0.030 T
|
0.025-] |
|
0. 020-‘ ‘
> 0 015 |
< | e
o 010—: { z
1 8
1 8
0.005-{ | e
! < &
il e | ARG | e e
i : 1{ ~+ :
0.00 : 1.|00 : 2,60 T 3.})0 A “’4 IOO R 5,‘00 T 5{10 ‘ 7.00 d g B.‘OO ' ‘ 9.00 TQOD
Minutes
p g ivi ,ﬁTD_IOO%; Injection: 1;
pl ¥ ividad_STD_100%; Injection: 2;
p : Selectividad_$TD_100%; Injection: 3;
0.003 | "
: |
0.002-] }’ =R
2] $
0.001| 8
0.000—; ‘!‘-,4"-«_ wmwwx.—mvmwwzwmmwj»a/(:‘M"“W»w“i—:wuwww»wm«w~wmﬂ.
030‘ o ‘1|00‘ R ‘2|00k i |3.‘00I & "4.‘00‘ G: ‘5.‘00 6{)0‘ 7‘00 IBOO‘ ‘S,IOO ‘10.‘00
Minutes
pl : ‘_JTD_1OD%; Injection: 1; |
SampleName: SelenNidad_%TD_lOO%; Injection: 2; |
SampleName: Selectividad_$TD_100%; Injection: 3; |
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
s ; UspP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_STD_100% | 93 1 | Alfa Tocoferol 44 14 4001 | 6.4 | 42474
2 Selectividad_STD_100% | 93 | 2 | Alfa Tocoferol 37 1.2 4167 | 6.4 | 41541
3 Selectividad_STD_100% | 93 | 3 | Alfa Tocoferol 51 1.1 4177 | 6.4 | 42884
Mean 44 11 4115 | 6.4 | 42300
Std. Dev. 0.0 688
% RSD 0.1 16

Figura B.7. Selectividad Estandar sin tratamiento.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_Fotolisis Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 95 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2, 3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes [ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Mavil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0.020 ==
0.015+]
5 0.010- ©
< <
: 8 £
0.005- h’t e 5 3
& 3 il
i S S 2
~ L Al TR R L ST A,
0.000- t t 1
0.00 [ 1 :)0 2.‘00 i VV:{;—‘ Coea .|00 5(‘.‘)0 PR 6.’{)0 7100 : 8‘00 ‘ 9|OD ‘ I10 00
Minutes
SampleName: Selectividad_Fotolisis; Injection: 1;
SampleName: Selectividad_Fotolisis; Injection: 2;
pl : Selectividad_Fotolisis; Injection: 3;
0.003—
0.002- %
8 o &
0.001] ; B
o Nt A A A AN Aras A AN A pol APt N e NPt " ]
0.00 11)0I : IZIDO‘ = 3‘00‘ i r4!)0"'r ‘7";"{);7' EE (S,‘00‘¥ ” 7:]0 '7‘:|007 960 ‘ ‘1000
| Minutes
—————— SampleName: Selec(ividad_‘Emlisls; Injection: 1;
p ividad_Fotolisis; Injection: 2;
——— SampleName: Selectividad_‘_ tolisis; Injection: 3;
I
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
. % UsP USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Taiing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_Fotolisis | 95 | 1| Alfa Tocoferol 40 1.2 25 4179 | 6.4 | 36693
2 Selectividad_Fotolisis | 95 | 2 | Affa Tocoferol 34 1.0 24 4263 | 6.4 | 38069
3 Selectividad_Fotolisis | 95 | 3 | Alfa Tocoferol 40 1.2 24 4231 | 6.4 | 37889
Mean 38 12 24 4224 | 6.4 | 37550
System Suitability Summary Results
Name: RRT 0.72
SampleName | Vial | Ij| Name |USPs/n Tﬁf’:’g USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_Fotolisis | 95 1| RRT0.72 5 1.2 64346 | 4.6 | 4659
2 Selectividad_Fotolisis | 95 | 2 | RRT0.72 3 0.9 534047 | 4.7 | 4002
3 Selectividad_Fotolisis | 95 | 3 | RRT0.72 4 0.9 63026 | 4.6 | 3664
Mean 4 1.0 220473 | 4.6 | 4108
System Suitability Summary Results
Name: RRT 0.85 )
il 1 USP | UsP
Sample Name Vial | Inj| Name | USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_Fotolisis | 95 | 1| RRT 0.85 1 14 41 3672 | 55| 9126
2 Selectividad_Fotolisis | 95 | 2 | RRT 0.85 10 0.8 47 4172 | 55| 11105
3 Selectividad_Fotolisis | 95 | 3 | RRT0.85 1" 1.1 43 4284 | 55| 9910
Mean 10 14 44 4043 | 5.5 | 10047

Figura B.8. Selectividad - Fotdlisis.




SAMPLE| INFORMATION

Sample Name: Selectividad_Hidrolisis Acquired By:

Sample Type: Unknown Sample Set Name:

Vial: 97 Acq. Method Set:

Injection #: 1,2,3 Processing Method:

Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm

Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Date Processed:

AU

AU

Equipo: Waters - 11

Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um

Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um

T° Columna: 25°C £ 5°C

T° Muestras: 20°C +5°C

Flujo: 2,0 mL/min

Fase Mavil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
010205 =——— e ——
0,015;
0.010-]
0.005-]

Minutes

p : Selectividad_Hidrolisis ; Injection: 1;
p : _Hidrolisis ; Injection: 2;
SampleName: Selectividad_Hidrolisis ; Injection: 3;

2P RRT072-4651

T e P e w17 e P e = o = e e T T i) i) T i
0.00 1.00 2.00 3.00 ‘ .00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes

p i i idrolisis ;  Injection: 1;
——— SampleName: Selectividad_Hidrolisis ; Injection: 2;
_Hidrolisis ; Injection: 3;

System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol

SampleName | Vial|hj| Name | USPsin Tﬁﬁg Re:oslzbn USP Plate Count | RT | Area
d Selectividad_Hidrolisis | 97 1 | Alfa Tocoferol 35 1.1 24 4233 | 6.4 | 30564
2 Selectividad_Hidrolisis | 97 | 2 | Alfa Tocoferol 37 1.1 2.5 4489 | 6.4 | 29982
3 Selectividad_Hidrolisis | 97 | 3 | Alfa Tocoferol 34 1.1 24 4369 | 6.4 | 30180
Mean 36 1:1 24 4364 | 6.4 | 30242
System Suitability Summary Results
Name: RRT 0.72
SampleName | Vial | Inj| Name |USPs/n T"a’::g USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_Hidrolisis | 97 | 1| RRT0.72 13 1.0 850 4.7 | 18109
2 Selectividad_Hidrolisis | 97 | 2| RRT0.72 5 12 64676 | 4.6 | 3697
3 Selectividad_Hidrolisis | 97 | 3| RRT0.72 4 0.9 589005 | 4.6 | 3249
Mean @ 1.1 218177 | 46 | 8352
System Suitability Summary Results
Name: RRT 0.85
Sample Name Vial | Inj| Name | USPs/n Tﬁsg %Lolsuiion USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_Hidrolisis | 97 | 1| RRT0.85 1 0.9 1.8 3947 | 5.5 | 8446
2 Selectividad_Hidrolisis | 97 | 2 | RRT0.85 12 1.0 44 4353 | 5.5 | 9042
3 Selectividad_Hidrolisis | 97 | 3 | RRT0.85 " 1.0 47 3932 | 5.5 | 9595
Mean 1 1.0 36 4077 | 5.5 l 9027

Figura B.9. Selectividad - Hidrdlisis.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_Hidrolisis Acida Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 99 | Acq. Method Set:
Injection #: 1,23 | Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul [ Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes ‘ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min |
Fase Mévil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0.020 17— =
0.0157
240; 010—-
< | 5
1 ‘ < 3
I o 2 2
0.005- | ] b 8
el | ] “‘\w ¥ o r—:
1 i S 3 <
1 B ERSUNeY (e e
0.000 ""‘:j = t
0.00 Sk 1.{)0 NG 2.00 . 3.00 ‘ { 4.00 s y 5.{)0 ' S.IOD ‘ 4 7. IDO ans 8‘00 9,100 ‘10,00

p : |_Hidroli
SampleName: Selectividad_Hidrolif
SampleName: Selectividad_Hidroli

Minutes

is Acida; Injection: 1;

is Acida; Injection: 2;
is Acida; Injection: 3;

1 e ]
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 ‘BE)OI = IS.IOO‘ : I10.00
Minutes
SampleName: Selectividad_Hidrolisis Acida; Injection: 1;
S : Selectividad_Hidrolisis Acida; Injection: 2;
pl ividad_Hidrolisis Acida;  Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
; ; USP USP
Sanmple Name Vial | Inj Name USPs/n Taling | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_Hidrolisis Acida | 99 | 1 | Alfa Tocoferol 36 1.1 4.0 4260 | 6.4 | 31742
2 Selectividad_Hidrolisis Acida | 99 | 2 | Alfa Tocoferol 38 1.1 23 4559 | 6.4 | 30682
3 Selectividad_Hidrolisis Acida | 99 | 3 | Alfa Tocoferol 33 1.2 23 4174 | 6.4 | 32639
Mean 6| 14 29 4331 6.4 | 31688 |
System Suitability Summary Results
Name: RRT 0.72
: : UspP USP
Sample Name Vial | Inj| Name | USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_Hidrolisis Acida | 99 | 1| RRT0.72 4 1.1 58.3 177520 | 4.6 | 3632
2 Selectividad_Hidrolisis Acida | 99 | 2 | RRT0.72 4 09 10.2 48526 | 4.6 | 3551
Selectividad_Hidrolisis Acida | 99 | 3 | RRT0.72 3 0.8 64.4 168179 | 4.6 | 3469
Mean 4 0.9 443 131408 | 4.6 | 3551
System Suitabilty Summary Results
Name: RRT 0.85 i
: - USP uspP
Sample Name Vial | Inj| Name | USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_Hidrolisis Acida | 99 | 1| RRT0.85 10 1.0 18.9 160339 | 5.5 | 8480
2 Selectividad_Hidrolisis Acida | 99 | 2 | RRT0.85 10 0.8 39 3453 | 5.5 | 8585
3 Selectividad_Hidrolisis Acida | 99 | 3 | RRT 0.85 9 1.1 37 7574 | 55| 9158
Mean 10 1.0 8.8 57122 | 5.5 | 8741

Figura B.10. Selectividad - Hidrdlisis Acida.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_Hidrolisis Basicz Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 98 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um |
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C + 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.1 (50:50:2) (D)
0.020 =

0

0.

AU

0.005-

.010—

015+

% 0.85 - 5505

Alfa Tocoferol - 6.411

g R%TDH 4612
_F{
r
RRY0.85-5.
Q
{
}
- /
{

I

L]
5.00
Minutes

3.00 4.00

p X
SampleName: Selectividad_Hidroli
SampleName: Selectividad_Hidroli

_Hidrolisis Basica; Injection: 1;
is Basica; Injection: 2;

is Basica; Injection: 3;

R s
st O ERUIES N R | 2 L I B U =]
3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes
pl - Selectividad_Hidrolisis Basica; Injection: 1;
SampleName: Selectividad_Hidrolisis Basica; Injection: 2;
pl ividad_Hidrolisis Basica; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
s . UsP USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_Hidrolisis Basica | 98 | 1 | Alfa Tocoferol 30 1.2 25 4319 | 6.4 | 23502
2 Selectividad_Hidrolisis Basica | 98 | 2 | Alfa Tocoferol 24 1.2 3.0 4051 | 6.4 | 24559
3 Selectividad_Hidrolisis Basica | 98 3 | Alfa Tocoferol 27 1.0 28 4341 | 6.4 | 23081
Mean 27 1.1 28 4237 | 6.4 | 23714
a System Suitability Summary Results
Name: RRT 0.72
Sample Name Vial | Inj| Name | USPs/n Tﬁ:g USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_Hidrolisis Basica | 98 | 1 | RRT0.72 5 1.3 88302 | 4.6 | 3010
2 Selectividad_Hidrolisis Basica | 98 | 2| RRT0.72 3 1.1 62674 | 4.6 | 2927
3 Selectividad_Hidrolisis Basica | 98 | 3 | RRT0.72 4 1.2 350540 | 4.6 | 2693
Mean 4 1.2 167172 | 4.6 | 2876
System Suitability Summary Results
Name: RRT 0.85
. ’ uspP uspP
Sample Name Vial [ Inj| Name | USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Selectividad_Hidrolisis Basica | 98 | 1| RRT0.85 10 1. 44 4087 | 5.5 | 6831
2 Selectividad_Hidrolisis Basica | 98 | 2 | RRT0.85 7 1.2 6.7 12596 | 5.5 | 7314
3 | Selectividad_Hidrolisis Basica | 98 3| RRT0.85 1.1 6.1 6843 | 5.5 | 7173
\ Mean 8 14 57 7842 | 55| 7106

Figura B.11. Selectividad — Hidrdlisis Basica.
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SAMPLE| INFORMATION

Sample Name: Selectividad_lones Metalicos Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 96 Acq. Method Set:
Injection #: 1,23 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
0.020
0.015:
> 0.010;
<
[
0.005-]
e ——TT - -
0.000-
OUO‘ I100‘ ‘2.‘00‘ i '300‘ ' ‘4|00‘ o ’SIOOK ‘ .650‘ 25" ‘7|00. 2 ‘IBOOI T ‘QA‘OO i ‘1000
Minutes

SampleName: Selectividad_lones Metalicos; Injection: 1;
i _lones Metalicos; Injection: 2;
ividad_lones Metalicos; Injection: 3;

A T A S e R T R TR T T T T L D e e 5 P A S T P

T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Minutes

10.00

SampleName: Selectividad_lones Metalicos; Injection: 1;
—— SampleName: Selectividad_lones Metalicos; Injection: 2;
p N ividad_lones Metalicos; Injection: 3;

Figura B.12. Selectividad - Iones Metalicos.



ANEXO C: ESPECTROS SELECTIVIDAD

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_Blanco Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 88 Acq. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Mévil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
Spectrum Index Plot
0.00 nm
O.I‘IOL 0|20 . UISO 0:30 1Ll ‘0.|50 L ‘DISD ) 070 OPU 1,90
|
|
J
4 |
0.014
0.012-]
0.010
0.008-
0.006-
0.004-]
0.002-]
] P\
0.000] I oy e e e e i e e e
0.00 ' 1.00 i I20()I = ’3,‘00‘ i ‘4IDD‘ e ‘5.})0‘ S ISBUY o ‘700‘ i IBé)O‘ G K30.00
Minutes
SampleName: Selectividad_Blanco] Vial: 88; Injection: 1;
Contour Plot
400.0
350. OD‘-
< 300. 00‘-
250, 00—4
0.00 1,bO 2.00 3.00 4.00 5.‘)0 6 1)0 7v‘00 &‘00 8.00
Minutes
SampleName Selectividad_Blanco, Vial 88; Injection 1;
3D Plot
2

Minutes
SampleName: Selectividad_Blanco; Vial: 88; Injection: 1;

Figura C.1. Espectro - Blanco.

95



SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_Blanco_HA Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 90 Acg. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £+ 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
Spectrum Index Plot
0.00 nm
0. |10 0. |20 0.30 R A 0.‘4 A 0.50 ; 0.‘60 0.70 3 CI.IB!J O.ISD b ‘00
0.014+
0.012-]
0.010-]
0.008
2 i
0.006
0.004—-
0.002] ‘
0.000—~~——- 1\~ e e ~1
ll)O‘ e 1.|00‘ i I2.‘00I i ‘31)0' i ‘4!)0‘ i .5.‘00‘ s I6.60I ik ‘74|00‘ (o ‘B.[DOV o ’9.2)0‘ o 10.00
Minutes
SampleName: Selectividad_Blanco_HA; Vial: 90; Injection: 1;
Contour Plot
400, DO—"» \
350.00
< 300. 00:
250. 00—: }‘l !
R
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.!)0 8,{30 9 }JO 10.00
Minutes
SampleName Selectividad_Blanco_HA; Vial 90; Injection 1;
3D Plot
— 0.040
| ;
11 [0.030
;0.020 =
<

T T
5.00 800

Minutes
SampleName: Selectividad_Blanco_HA; Vial: 90; Injection: 1;

Figura C.2. Espectro - Blanco Hidrdlisis Acida.
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SAMPLE INFORMATION

Sample Name: Selectividad_Blanco_HB Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 89 Acqg. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um |
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C + 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
Spectrum Index Plot
0.00 nm
5 : 0.10 0.120 OAPO iy Of ) 0.?0 0‘60 0.]70 0.]80 O.IQO 1.00
0.014-
0.012-]
0.010]
0.008
0. OOS—q
0.004-]
0.002 1
0.000—:"“““ L""*"‘“‘""'ww" st it T e i e =omel)
060' o 1,|00 ' ‘2‘00 ' l3.‘00‘ ‘ I4.‘00‘ i 15.00‘ A ‘S.{)O‘ " 77,‘00‘ . ‘8.:)0‘ ' 9:)0 '10.00
Minutes
SampleName: Selectividad_Blanco_HB; Vial: 89; Injection: 1;
Contour Plot
400.00-7
350. 00—‘
< 300.00
250. OD;
O,-O' 1‘00' VZIOOI o '3‘00 '41)0 o ‘5,(‘]0‘ o 'SOOI v I7.|00‘ VB.IOO k ‘960 o I10.00
Minutes
SampleName Selectividad_Blanco_HB; Vial 89; Injection 1;
3D Plot
’\I {~0.040
J\ [
[0.030
Coo 2
L0010
il _0,000
I —
é%,h 300.00
0. 30' 1.00 260 3.2]0 4.00 5.IUO‘ 6.00 7.BD 8 {)0 9 lDD 10.00
Minutes

SampleName: Selectividad_Blanco_HB; Vial: 89; Injection: 1;

Figura C.3. Espectro - Blanco Hidroélisis Basica.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_Blanco_|O Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 92 Acq. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um |
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C+5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
Spectrum Index Plot
0.00 nm
ol K [ I‘IO iy 0.|20 L Ov;‘SO iy S 03y 0.|4 ; O.‘50 0.‘60 LI 0‘70 0?0 i 0. l90 1.‘00
0.014
0.012]
0.010]
0.008
2 ]
0.006—
0.004-]
0.002
1
(s e e e e e T e w g
0.)0‘ : ‘1.{]0‘ ; '2.504 iy 3.}30’ 7k 14.:)0‘ ; IS,‘OO‘ ‘ ‘SAll)Di ‘7{)01 yr IB,{!OI ' I9.(‘:}0 ‘10.00
Minutes
SampleName: Selectividad_Blanco_lD; Vial: 92; Injection: 1; |
Contour Plot
400.uu}
350. UB—A
& 300.00—4
250.00-
0.10‘ ' 1{)0v o ‘200‘ o v3.‘00 o I4.L]OI ' '550 ‘ ISIDD' : 7})0 A B‘l‘JO g IS.E)O‘ R ‘10.|00
Minutes
SampleName Selectividad_Blanco_lO; Vial 92; Injection 1;
3D Plot
‘ 0.040
|
—0.030
0.020 3

il

(I

SampleName: Selectividad_Blanco_lO; Vial: 92; Injection: 1;

Figura C.4. Espectro - Blanco Iones Metalicos.
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name: Selectividad_Blanco_OX Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 91 Acq. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
Spectrum Index Plot
0.00 nm
i § 0,|10 " 0|20 ; 0?0 o 0‘« 0.|50 0?0 0.‘70 : O,’BD 0?{! " 1.00
0.014-
0.012- ‘
0.0107]
0.008]
2
<
0.006- \
0.004 {
0.002-] r{
0iit0 el R AT B SR e E—
030‘ { 1.‘00I : 2.00 = ISBOI = = ‘5,100’ s VIS,‘OOI i ‘T‘UO‘ B ’av[uol e I9v‘<)OI 10.00
Minutes
SampleName: Selectividad_Blanco_OX; Vial: 91; Injection: 1;
Contour Plot
400.00
350.00—-
L2 300,00:
4.D(JI o YS{JOV VSBOI i I7.‘00 ‘ IB.‘OO‘ i S{JD G v1000
Minutes
SampleName Selectividad_Blanco_OX; Vial 91; Injection 1;
3D Plot
*‘ B 1.20
i (~1.00
(‘I" Foso
i Foso 2
Il F
| —0.40
il E

e
S /Im

= e 7777

0.00 1.00 2.00 300 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
Minutes

SampleName: Selectividad_Blanco_OX; Vial: 91; Injection: 1;

Figura C.5. Espectro - Blanco Oxidacion.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_MTA_100% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 94 Acq. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
Spectrum Index Plot
RRT0.72-4614 RRT0.85 - 5.523 Alfa Tocoferol - 6.426
250.00 nm 250/00 nm 250.00 nm
N ?DOIDq : ?50{00. ’ 6(‘)000l I 300].00 35900‘ ! 40(::.00 30q.00 350‘.00 400
! 461| 5.52‘ 6.43
\ |
| \ |
\ |
\ \ \
| \ \
\ \ \
\ \ X
.\ \‘ \\‘
N \ \
\ 295.2 \ \
N\ /,‘\\ e \\ e 2916
e .. S I R S 3346 360.3 387.2
0.014]
0.0127]
0.010-
@
] <
0.008— <
A i
0.006— 2 3
R IR I -
0.004— ‘ e :_ =
0.002 ‘ L E E /ll\
i E ko 4%
0,000tV e e e t e el
0‘00‘ ‘1.2)0 o I2.‘00I X0 '3.100 R '44|00‘ it ‘5‘00‘ T ‘G.:)O‘ o I7.’00l IB.E)(') JE ‘9v|00 ‘1000
Minutes
SampleName: Selectividad_MTA_100%; Vial: 94; Injection: 1; |
Contour Plot
400. ooj—f —
350,00—:
< 300. oo—_
0 A I =
2.00 3.00 5.00 6 })O 7 BD 8.00 9.;]0 10.00
Minutes
SampleName Selectividad_MTA_100%; Vial 94; Injection 1;

3D Plot

Minutes

Figura C.6. Espectro -

SampleName: Selectividad_MTA_100%; Vial: 94, Injection: 1;

Muestra sin tratamiento.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_STD_100% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 93 Acg. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
Spectrum Index Plot
Alfa Tocoferol - 6.434
220.00 nm
: 24q.00 zsq.oo i 280‘.00 30q 00 n i 320[°° ; 340I 00 : SGOK,OO : 380.00 400.00
6.43
"\
‘\\\
\.
\\\
E
LW 216
~Le el e 3466 3920
0.014-]
0.012-]
0.010—: 3
-
0.008 :
2 s
0.006] 3
] £
0.004 I £
0.002-] I } /+\
1 'U paiiX
0.000 " t —- { e T 00 G i e 7 |
0.00' i I1.{10l = l2.|00I i l3‘00I P ‘4.100' : ’5.JOOI Sk K5.‘00l y I7.|00‘ {7 lBIO{)I i VSAIODI Y 10.00
Minutes
SampleName: Selectividad_STD_100%; Vial: 93; Injection: 1; |
Contour Plot
400.00—_"
] |
350.00
- ]
< 300.00—
250.00
i
0.00 1.00 2.00 3{10 4‘00 5.;}0 8.‘00I v‘ 9})0‘ ' ‘1000
Minutes
SampleName Selectividad_STD_100%; Vial 93; Injection 1;
3D Plot
0.040
0.030
0.020 2
“o.010
0.000

Minutes
SampleName: Selectividad_STD_100%; Vial: 93; Injection: 1; |

Figura C.7. Espectro - Estandar sin tratamiento.
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AU

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_Fotolisis Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 95 Acq. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um |
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C + 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Mavil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
Spectrum Index Plot
RRT0.72 - 4.600 RRT 0.85 - 5.486 Alfa Tocoferol - 6.426
250.00 nm 250/00 nm 250.00 nm
300|.00 350|.00 400.00 300{00 350{00 . 400.00 300..00 350‘.00 400.00
4.60 5.49 6.43
\ ‘
\ I
\ |
\ |
\ }
‘\‘ \\
\ %
N \ ;
\ \
\\\ 2}18_3 \\ s \ 2928
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N B N RN e e N\ suseo g
0.014
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0.006— F3 s
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] | [ Y
0/000- |5t e ~1¢>—‘~--'(/l S t
0.‘00‘ B I1.‘00I ; VZ.EOI W 3.‘00 =T 4.4)(?!I A I5.‘00I = I5.&'.'0 e V7EOI ; lB‘OO‘ B 9:)0 ' I10.00
Minutes
SampleName: Selectividad_Fotolisis;|Vial: 95; Injection: 1; |
Contour Plot
400.0(
350.00-{
g 300.00:‘
250.00
— e
0.00 8.00 8.00 10.00

Minutes

SampleName Selectividad_Fotolisis: Vial 95, Injection 1;

3D Plot

0.020

AU

5.00

Minutes

SampleName: Selectividad_Fotolisis; Vial: 95. Injection: 1;

Figura C.8. Espectro - Fotdlisis.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_Hidrolisis Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 97 Acq. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C + 5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.1 (50:50:2) (D)
Spectrum Index Plot
RRTO0.72 - 4651 RRT 0.85 - 5.531 Alfa Tocoferol - 6.411
250.00 nm 250.00 nm 250.00 nm
309.00 350[,00 4Dq,00 300],00 " 35q 00 400.00 300‘.00 35q.00 400.00
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| | I
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SampleName: Selectividad_Hidrolisis .| Vial: 97; Injection: 1;
Contour Plot
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E
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|
f
250.0
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Ty 111“‘( ‘\l"“‘"‘\ T T s —
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SampleName Selectividad_Hidrolisis ; Vial 97; Injection 1;
3D Plot
A —0.06

T
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SampleName: Selectividad_Hidrolisis ; Vial: 97; Injection: 1;

Minutes

Figura C.9. Espectro - Hidrdlisis.

10.00
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_Hidrolisis Acida Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 99 Acq. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
L
Equipo: Waters - 11 i
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Mavil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.1 (50:50:2) (D)
Spectrum Index Plot
RRT~0.201 - 1.289 RRT0.72 - 4.575 RRT 0.85 - 5.504 Alfa Tocoferol - 6.397
nm nm nm nm
309 00 400‘1)0 306: 00 4OC:.DO y 30(:.00 400.00 3001.00 400|.00
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SampleName: Selectividad_Hidrolisis Acida; Vial- 99; Injection: 1;

Figura C.10. Espectro - Hidrdlisis Acida.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_Hidrolisis Basica ~ Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 98 Acq. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method: = =
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um |
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Mavil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
Spectrum Index Plot
RRT0.72 - 4612 RRT 0.85 - 5.505 Alfa Tocoferol - 6.411
250.00 nm 250/00 nm 250.00 nm
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SampleName: Selectividad_Hidrolisis Basica; Vial: 98, Injection: 1

Figura C.11. Espectro - Hidrodlisis Basica.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_lones Metalicos Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 96 Acq. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
Spectrum Index Plot
0.00 nm
- : 0.‘10 ; OIZ’U‘ o .O.?O ‘071 e ‘O,ISO oy 0.‘60‘ Sy .0'170. ok AO'PO. . 0?0 1.00
0.015 \ =
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4 ‘ \
i B
0,000~/ e S e
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes
SampleName: Selectividad_lones Metalicos; Vial: 96; Injection: 1.

Contour Plot
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— ]
4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 900 10.00
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SampleName Selectividad_lones Metalicos; Vial 96; Injection 1;
3D Plot
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SampleName: Selectividad_lones Metalicos; Vial: 96, Injection: 1;

Figura C.12. Espectro — Iones Metalicos.
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1.00

SampleName: Selectividad_Oxidacién; Vial: 100, Injection: 1;

5.00
Minutes

6.00

Figura C.13. Espectro — Oxidacion.

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Selectividad_Oxidacion Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 100 Acq. Method Set:
Injection #: 1 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
l
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um |
T° Columna: 25°C £+ 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
Spectrum Index Plot
RRT 0.47 - 2.979 RRT0.72 - 4.579 RRT 0.85 - 5.456 Alfa Tocof erol - 6.393
nm nm nm nm
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\ \ \ \ |
b/ \\ 3 \ \\ 2928
\/ \ \ 2/92:\1 '\‘ \ /«\
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0.010-
B i \ 34
= § 1 @
SR ‘ 5 8 H :
0.005- j N s X B
ey 3 £l o
1 | = s o -
- g E & =
J W ; 3 3 <
\
0.000-{—~— e AN =t %’{\*k -+ +¢| — -
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ANEXO D: CROMATOGRAMAS ROBUSTEZ

Figura D.1. Robustez — MTA 100%.

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Robustez_MTA_100% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 62 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11 [
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0020 —
0015; |
1 |
1 [
> 0010 i
\ g
| @
] A & g
na | B £
1 | | A o 8 2
4 ”‘P;b_‘__ ,‘ﬁ;.,ﬁ:g‘/\*_,.é/\‘_,
et
Ov;ll 1&““2‘(!)‘ I‘3|03‘I I‘4.{DI o ‘5::0‘ i &‘(D‘IIII{IJ Iabll‘ 9‘(1) 1000
| Minues
SampleName: Robustez MTA_100%; - Injection: 1;
SampleName: Robustez MTA 100%;  Injection: 2;
SampleName: Robustez MTA_100%; _ Injection: 3;
B &b ‘ 9](1) 1000
SampleName: Robustez, MTA_100%;  Injection: 1;
SampleName: Robustez_ MTA_100%;  Injection: 2
SampleName: Robustez, MTA_100%;  Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
[ [T usP | usp
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Robustez_MTA_100% | 62 | 1 | Alfa Tocoferol 41 12 23 4397 | 6.4 | 37454
2 Robustez_MTA_100% | 62 | 2 | Alfa Tocoferol 44 | 1.2 25 4428 | 6.4 | 37083
3 Robustez_MTA_100% | 62 | 3 | Alfa Tocoferol 41 1.3 24 4423 | 6.4 | 37636
Mean 42| 13 24 4416 | 6.4 | 37391
Std. Dev. 00| 282
% RSD | 0.1 038
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SAMPL$ INFORMATION

Sample Name: Robustez_STD_100% Acquired By:

Sample Type: Unknown Sample Set Name:

Vial: 61 Acq. Method Set:

Injection #: 1,2, 3 Processing Method:

Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm

Run Time: 10.0 Minutes | Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Date Processed:

1

Equipo: Waters - 11 |
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C |
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
000 —
0015 [
2 0010-| .
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2
0005 §
g v
B /X[L
0000 %
T T T T e
000 100 200 3m 400 500 600 7.00 8m 900 1000
Minues
SampleName: Robustez STD_100%; Injection: 1;
SampleName: Robustez STD_100%;  Injection: 2
SampleName: Robustez STD_100%;  Injection: 3;
0f
0002 i
2 [ <
J \
0001 e 4 1 1
o0~ - ‘ — AR
o 1w 20 abk T B 800 a0 10w
Minues
p STD_100%; Injection: 1;
SampleName: Robustez STD_100%; Injection: 2;
pl 3 STD_100%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tﬁ:g USP Plate Count | RT | Area
1 Robustez_STD_100% | 61 1| Alfa Tocoferol 46 1.1 4227 | 6.4 | 39823
2 Robustez_STD_100% | 61 | 2 | Alfa Tocoferol 45 14 4508 | 6.4 | 39564
3 Robustez_STD_100% | 61 | 3| Alfa Tocoferol 44 12 4096 | 6.4 | 40851
Mean 45 1.1 4277 | 6.4 | 40080
Std. Dev. 0.0 681
% RSD ~ Jea| a7

Figura D.2. Robustez - STD 100%.
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AU

1000

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Robustez_MTA_100%_F1,9 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 54 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
1
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C.£5°C
T° Muestras: 20°C £5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
|
001&4
0010— =
] 5 2 £
oas| | g5 g
1 IR e 8
| e 7 g
[V N | o -
QMWJ[F + ey
ani '||1.‘m‘II zl:o“"alw‘{”‘wo““sim ‘ 6&‘ ‘ 7‘03‘ i 3](1). i‘9(]]'
Minues
— SampleName: Robustez‘NJAJm%ﬂ.& Injection: 1;
————— SampleName: Robustez_ MJA_100%_F1,9; Injection: 2;
—— SampleName: Robustez MJA_100%_F1,9; Injection: 3;
8 \
5 = \
| s X b
(2 O [
ke | pe— "
RO Tl S
e, S
e e U P e |
Minutes
———— SampleName: Robui:iwmAF:i(n%}LB: Injection: 1;
— SampleName: Robusti 100%_F1,9; Injection: 2;
—— SampleName: Robustez_| 100%_F1,9  Injection: 3;
System Suitabilty Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
ol | 1 UsP | UsP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Robustez_MTA_100%_F1,9 | 54 | 1 | Alfa Tocoferol 48 1.2 26 4370 | 6.7 | 38100
2 Robustez_MTA_100%_F1,9 | 54 | 2 | Alfa Tocoferol 45 1.2 24 4629 | 6.7 | 38389
3 Robustez_MTA_100%_F1,9 | 54 | 3| Alfa Tocoferol 43 13 24 4362 | 6.7 | 37050
u/ban 45 1.2 25 4454 | 6.7 | 37846
Std. Dev. 0.0 704
% RSD I 0.1 | 1‘91

Figura D.3. Robustez - MTA a Flujo 1,9 mL/min.
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I
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Robustez_STD_100%_F1,9 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 53 Acqg. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11 \
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0020
0015
0010 =
2 -
| §
0005 I ks
] § /I\A
] — e
4 a8 ey e S e R e s
0,000 \~ / )Q#
000 100 200 300 400 500 600 7.00 800 900 1000
Minutes
SampleName: Robustez_STD_100%_F1,9; Injection: 1;
SampleName: Robustez_STD_100%_F1,9; Injection: 2
———— SampleName: Robustez_STD_100%_F1,9; Injection: 3;
0.004 ‘
2
0
T
R i )
O e e e e — e ——— — i — — :
000 1.00 2‘(1) 300 L,m 5@ 600 700 800 900 1000
Minutes
SampleName: Robustez_STD_100%_F1,9;  Injection: T;
—— SampleName: Robustez_STD_100%_F1,9; Injection: 2,
——— SampleName: Robustez_STD_100%_F1,9; Injection: 3;
System Suitabilty Summary Results
Name: Alfa Tocoferol -
Sample Name Vial nj|  Name | USPs/n Tﬁ:g USP Plate Count | RT | Area
1 Robustez_STD_100%_F1,9 | 53 | 1 | Alfa Tocoferol 49 1] 4336 | 6.7 | 38900
2 | Robustez_STD_100%_F1.9 | 53 | 2 | Afa Tocoferol 48| 12 4547 | 6.7 | 39974 |
3 Robustez_STD_100%_F1,9 | 53 | 3 | Alfa Tocoferol 50 9.2 4505 | 6.7 | 39307
Mean 49 1.2 4463 | 6.7 | 39394
Std. Dev. 00! 542
% RSD 01, 14

Figura D.4. Robustez - STD a Flujo 1,9 mL/min.
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SAMPLE

INFORMATION

i
Sample Name: Robustez_MTA_100%_F2,1 Acquired By:
Sample Type: Unknown \ Sample Set Name:
Vial: 56 ’ Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul ‘ Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed: :
1
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C |
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0020
0015

RRTD72-4337
i
RRY 086 - 5.163

Alfa Tocoferol - 6.066

1000

200 r&) ‘ 800
Minutes
SampleName: Robustez_MTA_100%_F2,1; ~ Injection: 1;
SampleName: Robustez MTA 100%_F21; Injection: 2
SampleName: Robustez MTA_100% F2,1; ~Injection: 3;
|
\ i
‘ L2
2 [\
R et SPNPU—
2:11 i 3‘('.!1 e
SampleName: Robus(ezA:‘&1m}Z1; Injection: 1;
—— SampleName: Robustez MTA_100%_F2,1; Injection: 2
——— SampleName: Robustez_MTA_100%_F21; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
i usP | usp
Sample Na Vial :
ampl me ial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Robustez_MTA_100%_F2,1 | 56 | 1| Alfa Tocoferol 45 1.2 25 4352 | 6.1 | 34538
2 Robustez_MTA_100%_F2,1 | 56 | 2 | Alfa Tocoferol 55 1.2 23 4156 | 6.1 | 34600
3 Robustez_MTA_100%_F2,1 | 56 | 3| Alfa Tocoferol 48 1:1 25 4194 | 6.1 | 34871
Mean 49 1.2 24 4234 | 6.1 | 34669
Std. Dev. 0.0 177
% RSD 0.2 05

Figura D.5. Robustez - MTA a Flujo 2,1 mL/min.
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SAMPLE [INFORMATION

Sample Name: Robustez_STD_100%_F2,1 Acquired By:

Sample Type: Unknown 1 Sample Set Name:

Vial: 55 ‘ Acq. Method Set:

Injection #: 1,2,3 Processing Method:

Injection Volume:  20.00 ul ‘ Channel Name: 290.0nm

Run Time: 10.0 Minutes \ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Date Processed:

Equipo: Waters - 11 \
Columna: Waters Simmetry® C18,1$0 x 3,9 mm; 5um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
0020 ]
0015+ \
\
0010+ -
2 | g
_ | :
0005 ' \‘ g
2
L] | TOANS
(] | ; [ 7/&
P | | SN Su CE O .
; \T
| L R e ) e U ) I IR e it o [ B P 0 [ y T T T

000 1.00 200 300 400 EED‘ ‘ ‘6&)‘ ‘I7C0I" ‘BODI' ‘s,m""taeo
Mirutes
SampleName: Robustez:LJm%,th Injection: 1;
— SampleNamRohugez%jm_Flt Injection: 2,
SampleName: Robustez, \ _100%_F2,1;  Injection: 3;
\
0004 |
2] |
0002+ Il
(el 1
PRSI |1 |26 e 1 =
o ) ; T
Qm‘lll#m“‘IZICO“‘Iﬂlm' H”culli‘s‘m“' 5‘0)“ I7:!” . B.ICO 9& 1000
Minutes
——— SampleName: Robus!ez_gl_imfm, Injection: 1;
—— SampleName: Robustez_STD_100%_F2,1; Injection: 2,
_ SampleNmRobustez_STl‘)Jm_FZi; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
Sample Name Vial  Inj|  Name  |USPs/n T‘ﬁ:g USP Plate Count | RT | Area
1 Robustez_STD 100%_F2,1 | 55 | 1 | Alfa Tocoferol 45 1.1 4208 | 6.1 | 37149
2 Robustez_STD_100%_F2,1 | 55 | 2 | Alfa Tocoferol 44 14 4108 | 6.1 | 36384
3 Robustez_STD_100%_F2,1 | 55 | 3| Alfa Tocoferol 54 19 4203 6.1 | 36141
Mean 48 1.1 4173 | 6.1 | 36558
Std. Dev. 0.0 526
L % RSD 01| 14

Figura D.6. Robustez — STD a Flujo 2,1 mL/min.
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name: Robustez_MTA_100%_10uL Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 50 ‘ Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 ‘ Processing Method:
Injection Volume:  10.00 ul ‘ Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C ’
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0020 ‘
[
0015+ ‘

5 0010 ’
G |
| g
| & 74
0005 | g < H
< © 8
& 2 =
0000 t +
QC(:II 1‘«)‘ IZIUJ.“ ‘3(!)“I 4&“ ‘5‘&)‘ ‘ ‘Ialm""‘/‘oo‘ ‘ GIKXJi ‘ 9& 'mm
Mirutes
~———— SampleName: Robustez MTA_100%_10uL; Injection: 1;
SampleName: Robustez_MTA_100%_10uL;  Injection: 2;
SampleName: Robustez MTA_100%_10ul; Injection: 3;
0004
1 : i
=) 0@% 2
< [
] 2 | ;
0001 v T Sy
J 'mmw«/mm-
£ [ .
00 o o a0 a0 ; 80 %0 10
—— SampleName: Robustez MTA 100%_10ul; Injection: 1;
SampleName: Robustez_ MTA_100%_10uL; ~ Injection: 2
SampleName: Robustez_ MTA_100%_10uL; Injection: 3;
System Suitabilty Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
|
! il USP | USP
Sanple Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Robustez_MTA_100%_10uL | 50 | 1| Alfa Tocoferol 25 1.2 36 3947 | 6.3 | 17544
2 Robustez_MTA_100%_10uL | 50 | 2 | Alfa Tocoferol 15 31 13.0 56490 | 6.4 | 17595
3 Robustez_MTA_100%_10uL | 50 | 3| Alfa Tocoferol 15 14 43 4258 | 6.4 | 17289
Mean 18 11 7.0 21565 | 6.4 | 17476
Std. Dev. 0.0 164
% RSD | 0.2 0.9

Figura D.7. Robustez - MTA con inyeccién 10pL.
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l
SAMPLE INFORMA

TION

Robustez_STD_100%_1 OLL

AU

Sample Name: Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 49 ‘ Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 ‘ Processing Method:
Injection Volume:  10.00 ul | Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes \ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C +5°C ]
Flujo: 2,0 mL/min .J
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0020
‘ |
0015+ ‘
1 |
0010 ‘
ow&_ \‘ g
\ 5
I -9
0.000— ‘1 ~—
000 : '1,Ion' ‘IZI(I)I“ ‘3‘(1)' le ‘5‘(!)““6‘6)“’ 7‘&‘ B\CO‘ ‘ 9.‘(!)‘ “‘10{(30
Minues
SampleName: Robusez_S[LJm_lml; Injection: 1;
SampleName: Robustez_STD_100%_10ul; Injection: 2;
SampleName: Robustez_ ‘ _100%_10uL;  Injection: 3;
0.004 4 l o
0003+ \ 3 E
] - 13 4
] L
of S
0‘!2; | { 3 e
1 ‘ &
0001 1 [ R
] et T AN AN i s |
0000 | frmrrvnrsnt - ‘.L ™
ﬂll)ii ‘ 1‘(1)I ; 2’0)‘ ‘ ‘3.‘(?0‘ ‘4}|03 ‘ ‘IS:IOY ' ‘GICDVY ‘ Zb § B‘CXJ‘ ISYICO‘ 1000
\ Minutes
SampleName: Robustez_STD_100%_10uL; ~ Injection: 1;
SampleName: Robus(ez_§%1m%,1ml.' Injection: 2
SampleName: Robustez STD_100%_10ul;  Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
|
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n T:isli:g USP Plate Count | RT | Area
1 Robustez_STD_100%_10uL | 49 | 1 | Alfa Tocoferol 25 1.1 4892 | 6.4 | 18117
2 Robustez_STD_100%_10uL | 49 | 2 | Alfa Tocoferol 25 1.0 4533 | 6.4 | 18118
3 Robustez_STD_100%_10uL | 49 | 3 | Alfa Tocoferol 29 5 4312 | 6.3 | 18283
Mean 26 1.1 4579 | 6.3 | 18173
Std. Dev. 0.0 95
% RSD | 01| 05

Figura D.8. Robustez — STD con inyeccion 10uL.
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name:
Sample Type:
Vial:

Injection #:

Run Time:

Injection Volume:

Robustez_MTA_100%_30uL
Unknown

Acquired By:
Sample Set Name:

Date Processed:

52 | Acq. Method Set:

1253 ‘ Processing Method:

30.00 ul Channel Name: 290.0nm
10.0 Minutes l Proc. Chnl. Descr.:

2998 PDA 290.0 nm (2998

TN -
Equipo: Waters - 11 J
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um |
T° Columna: 25°C £5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0020 | —— 1
0015+
i l 3
< ‘ “.’
]
1 2
] \ X = 8
0005 8 b3 2
l o 2 2N
| | = 2 (
|| ‘T |3 [ Giec S
0000-| A }
IS T T I =t T T T T T T T T Al T T T T T T T U1 T T T T T T T
000 1.00 200 300 00 500 600 7.00 800 800 1000
| Minues
SampleName: Robuﬁez_MTA{_I(l)%}ml; Injection: 1;
SampleName: Robustez MTA 100%_30uL; Injection: 2;
SampleName: Robustez MTA_100%_30ul; ~ Injection: 3;
e b ! 3
‘ 3
0004 | : ’g\‘
=
- S \ A
0002 ” | ]
o (B8 NP BV
P el AT b B } o
Qw—w | T T P S
QCD" II1.‘m‘ zloo‘l{ls‘m‘ "4&" i 5‘&)‘ lll(-?z‘mlv. 70)‘ &ICIJ i alm‘ Ilml(l)
] Minutes
SampleName: Robustez_MTA 100%_30ul; Injection: 1;
SampleName: Robustez_MTA [100%_30ul; Injection: 2;
SampleName: Robusxez_MTA_‘{lw%ij' Injection: 3;
System Suitabilty Summary Results
Name: Alfa Tocoferol - B -
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n usP usp USP Plate Count | RT | Area
Tailing | Resolution
1 Robustez_MTA_100%_30uL | 52 | 1| Alfa Tocoferol 56 12 24 3889 | 6.3 | 54777
2 Robustez_MTA_100%_30uL | 52 | 2 | Alfa Tocoferol 65 1.2 23 3913 | 6.3 | 54848
3 Robustez_MTA_100%_30uL | 52 | 3| Alfa Tocoferol 53 1.2 23 4056 | 6.3 | 55462
Mean 58 1.2 23 3953 | 6.3 | 55029
Std. Dev. 00| 377
% RSD | 0.1 I 0.7

Figura D.9. Robustez — MTA con inyeccion 30uL.
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SAMPLé

INFORMATION

Robustez_STD_1 00%_30L1L

Sample Name: Acquired By:
Sample Type: Unknown ‘ Sample Set Name:
Vial: 51 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 “ Processing Method:
Injection Volume:  30.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes ‘ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
1
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C |
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0020 i
] ;
; \
0015+
0,010 E
2 &
$
] 8
°
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N
A i
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\— SIS 4|
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Ql(D‘ 4 ‘1“(1)1 IZImI : 3‘!1)‘ : i‘él.& I.S{D ‘6.{!)‘ 7&)’ ' ‘E‘ﬂ)‘ s.lwl I‘WJ.(I)
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SampleName: Robustez_STD_100%_30uL;  Injection: 1;
SampleName: Robustez_STD_100% _30uL; Injection: 2;
————n SampleNameRobuaez;r?Jm}mL Injection: 3;
N f ’
0,004 ‘
[
2 4 |
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0.002+
j " |
I il \
g v IJ‘(“ 7 f At
“w‘*"jmt\“‘.‘.,,...,k‘; —— e S
000 1.0 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Minutes
—— SampleName: Robustez_STD_ 100%_30ul; Injection: 1;
SampleName: Robustez STD_100%_30uL; Injection: 2;
SampleName: Robustex,STDrlm%jOul; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n TLaﬁ:g USP Plate Count | RT Area—l
71 Robustez_STD_100%_30uL | 51 | 1 | Alfa Tocoferol 48 11 3779 | 6.3 | 56862
2 Robustez_STD_100%_30uL | 51 2 | Alfa Tocoferol 84 1.2 3728 | 6.3 | 58614
3 Robustez_STD_100%_30uL | 51 | 3 | Alfa Tocoferol 55 1.2 3715 | 6.3 | 59264
Mean 62 1.2 3741 6.3 | 58247
Std. Dev. 00| 1242
% RSD 0.0 21

Figura D.10. Robustez - STD con inyeccion 30pL.

117



SAMPLE INFORMATION

Sample Name: Robustez_MTA_100%_TCG15°C  Acquired By:

Sample Type: Unknown Sample Set Name:

Vial: 58 Acq. Method Set:

Injection #: 1,2,:3 Processing Method:

Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm

Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Date Processed:

Equipo: Waters - 11

Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um

Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um

T° Columna: 25°C £ 5°C |

T° Muestras: 20°C + 5°C

Flujo: 2,0 mL/min

Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agl{a W.F.I (50:50:2) (D)
0020- \
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00%_TC15°C;  Injection: 1;
00%_TC15°C;  Injection: 2
00%_TC15°C;  Injection: 3;

o
8
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®
8
©
8

1000

SampleName: Robustez MTA,
SampleName: Robustez_MTA _|
SampleName: Robustez MTA

N o s vl

5 T T T T G T [ g |
300 4 500 600 700 800 200 1000

SampleName: Robustez_ MTA_100% _TC15°C;  Injection: 1;
SampleName: Robustez MTA 100% TC15%C; ~ Injection: 2
SampleName: RobuiezAMTAJT?%_YClS"C Injection: 3

System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol

Sample Name Vial|j|  Name | USPs/n Tﬁ:g o | UsPPate Count | RT | Area

1| Robustez_MTA_100%_TC15°C | 58 | 1| AffaTocoferol| 16| 1.0 46 5563 | 8.6 | 36199
2| Robustez_MTA_100%_TC15°C| 58 | 2| AfaTocoferol| 14| 1.1 42 4082 | 87 | 35087
3 | Robustez_MTA_100%_TC15°C| 58 | 3 | Afa Tocoferol 13 14 25 4185 | 86 | 36370
Mean 14 11 37 4610 | 8.6 | 35885

| Std. Dev. ‘ 00| 69%
| %RSD { e 01| 19

Figura D.11. Robustez - MTA con temperature columna 15°C.
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|
SAMPL!-T-'I INFORMATION
R |
Sample Name: Robustez_STD_100%_TC15°C  Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 57 \ Acq. Method Set:
Injection #: 1,23 ‘ Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes \ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11 '
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 2? x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £5°C ‘
T° Muestras: 20°C £5°C \
Flujo: 2,0 mL/min i
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
0020 — “
\
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001! |
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0010 ‘
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} o
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1;- | T T LIS T ) "w J g T ] Tt | [T T T
0 100 200 am 400 500 600 700 800 200 1000
Minues
—— SampleName: Robustez_SFD_‘?‘lw%_TOS"C; Injection: 1;
———— SampleName: Robustez_STD_{100% _TC15°C; Injection: 2;
—— SampleName: Robusxez_SI'D%’l(mGJCiS"C; Injection: 3;
0.004 ‘ =
2 ‘ g é
0003 | § o=
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] ] a
5 0002 \
< 1 |
. A P " P BB gt s \
000t )A ‘A,k[ A l,-.- Wl(.n A ” WA -‘: A v 1y A ’ A
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————— SampleName: Robustez_STD_100% TC15°C; Injection: 1;
———— SampleName: Robustez STD_100%_TC15°C; Injection: 2
—— SampleName: Rabuste'z_SI’D_l[ TC15°C;  Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tﬁ:g USP Plate Count | RT | Area
1 Robustez_STD_100%_TC15°C | 57 | 1| Alfa Tocoferol 14 1.2 4222 | 8.6 | 36977
2 Robustez_STD_100%_TC15°C | 57 | 2 | Alfa Tocoferol 17 1.0 4298 8.7 | 36642
N
3 Robustez_STD_100%_TC15°C | 57 | 3| Alfa Tocoferol 18 11 3744 | 8.6 | 36573
Mean 16 14 4088 | 8.6 | 36731
Std. Dev. 00| 216
% RSD | 02| 06

Figura D.12. Robustez - STD con temperature columna 15°C.
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!
SAMPLE INFORMATION

I
Sample Name: Robustez_MTA_1 00%_T(%35°C
Sample Type: Unknown ‘
Vial: 60 [
Injection #: 1,2,3 \‘
Injection Volume:  20.00 ul ‘
Run Time: 10.0 Minutes |

Date Processed:

L

Acquired By:

Sample Set Name:

Acq. Method Set:

Processing Method:

Channel Name: 290.0nm

Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,1 .0 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C “
T° Muestras: 20°C+5°C ‘
Flujo: 2,0 mL/min |
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : AgJLa W.F.l(50:50:2) (D)
|
o ~
1 ]
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0015+ \
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= 0010 l e
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o pird -
o T |4 4p
A I \
= [4
- & o 1
a |
—T ——T —— i — —T] —— R ——

000 100 200 300 400

SampleName: Robustez_MTA 100% TC35°C;  Injection: 1;

—————  SampleName: Robustez_MTA [100% TC35°C; Injection: 2;

SampleName: Robustez_MTA_{ 00%_TC35°C;  Injection: 3;

7.00 800 900 1000
SampleName: Robustez MTA_100%_TC35°C;  Injection: 1;
= :?:lﬁ:;";&‘;:iiﬂtﬁ:lﬁiﬁ pcion 3
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol -

Sample Name Vial[nj|  Name | USPsin Tﬁ:g rea | UsP Pate Count | RT | Area
—;1 Robustez_MTA_100%_TC35°C | 60 | 1 | Alfa Tocoferol 204 1.2 23 4360 | 4.8 | 37487
2 Robustez_MTA_100%_TC35°C | 60 | 2 | Alfa Tocoferol 312 1.2 23 4364 | 4.8 | 36904
| 3 Robustez_MTA_100%_TC35°C | 60 | 3 AIfaTocMi 285 1.2 23 4436 | 4.8 | 36875
Mean 267 12 23 4387 | 4.8 | 37089
| Std. Dev. - 00| 345
" %RSD - < 01 09

Figura D.13. Robustez - MTA con temperature columna 35°C.
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SAMPLE INFORMATION

Sample Name: Robustez_STD_100%_TC35°C  Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 59 Acq. Method Set:
Injection #: 1,23 \ Processing Method:

Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes \ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C ‘
T° Muestras: 20°C £5°C ‘
Flujo: 2,0 mL/min |
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agt{a W.F.I (50:50:2) (D)
|
o == — T ——— T
001 \
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————  SampleName: Robustez STD_100% TC35°C; ~ Injection: 2
————  SampleName: Robusez,STDJrD%_TCBS‘\C: Injection: 3;

SampleName: Robustez_STD_100%_TC35°C;  Injection: 1;
————— SampleName: Robustez_STD_100% _TC35°C; Injection: 2;
SampleName: Robustez_STD_100%_TC35°C;  Injection: 3;

System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol

Sample Name Vial | Inj Name USPs/n TlaJiSﬁ:g USP Plate Count | RT rArea

1 Robustez_STD_100%_TC35°C | 59 | 1 | Alfa Tocoferol 252 1.2 4254 | 4.8 | 40029

2 Robustez_STD_1 06%_TC35°C 59 | 2| Alfa Tocoferol 281 7 12 4280 | 4.8 | 39774

3 Robustez_STD_100%_TC35°C | 59 | 3 | Alfa Tocoferol 283 1.2 4195J 4_8 | 40048
Mean 272 1.2 4243 | 4.8 | 39950
Std. Dev. 0.0 153
% RSD ol | 01] 04

Figura D.14. Robustez - STD con temperature columna 35°C.
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ANEXO E: CROMATOGRAMAS LINEALIDAD

1
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Linealidad Metodo_50% \ Acquired By:
Sample Type: Unknown | Sample Set Name:
Vial: 20 ‘ Acq. Method Set:
Injection #: 1,23 ‘ Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes l Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
|
Equipo: Waters - 11 4’
Columna: Waters Simmetry® C1B,15] x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C [
T° Muestras: 20°C +5°C |
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
|
0.020 T
] \
|
0.0157] ‘
5 0.010- ‘
<
|
0.005-1 8 g g
| b3 s g
4o 2 =
g = <
0.00 I T : :
0{10‘ ' ‘1v‘00 ity 12.{)0' gl IS.‘OO’ F I4“00‘ o l51)0I i ‘5“00‘ e ‘7.‘00 : 81)0‘ ? 9.00 10.00
; Minutes
SampleName: Linealidad Metodo_50%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Metodo_50%; Injecti
SampleName: Linealidad Meloro_SO%; Injection: 3;
- o
0.0037 ‘ ,§
0.00: :
2 |
0.001 i
|
2100 \ - A
o s g = 5 o =i 8,00 9.00 10.00
| Minutes
SampleName: Linealidad Metodo_50%; Injection: 1
SampleName: Linealidad Me!ﬁo_s()%, Injection: 2;
SampleName: Linealidad Met (0_50%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol -
al | i UsP | USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailng | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Linealidad Metodo_50% | 20 | 1  Alfa Tocoferol 23 11 34 3379 | 6.4 | 17475
2 Linealidad Metodo_50% | 20 | 2 | Alfa Tocoferol 22 12 42 4490 | 6.4 | 17534
3 Linealidad Metodo_50% | 20 | 3 | Alfa Tocoferol 20 1.0 4.0 4571 | 6.4 | 17182
Mean 22 14 38 4147 | 6.4 | 17397
Std. Dev. 0.0 188
% RSD 0.2 11

L e ik
Figura E.1. Linealidad Método - MTA 50%.
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|
SAMPL¢ INFORMATION

Sample Name: Linealidad Metodo_80% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 21 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11 l
Columna: Waters Simmetry® C1 8,15p x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 2? X 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C |
T° Muestras: 20°C +5°C l
Flujo: 2,0 mL/min L
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agu! W.F.I(50:50:2) (D)
|
0.020
|
\
0,015; \
1 |
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8
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© 2
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SampleName: Linealidad Metado_80%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Mel&do,ao%; Injection: 2;
SampleName: Linealidad Metodo_80%; Injection: 3;
|
0.003 ‘
0.00: ‘
o |
< |
0.001 . @
1 z
0.001 ) A b
0‘00‘ = 1‘00 ‘2})0‘ Ik Iatlol i ‘4;00‘ ‘5.{)0' T ‘61}0‘ 2k v7.100 { IB.l)D =5 SIDD ‘10.00
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SampleName: Linealidad Metéo}o%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Metodo_80%; Injection: 2;
SampleName: Linealidad Metodo_80%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
e usp | usp
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Linealidad Metodo_80% | 21 1 | Alfa Tocoferol 36 12 25 4797 | 6.4 | 28047
2 Linealidad Metodo_80% | 21 | 2 | Alfa Tocoferol 39 12 23 4362 | 6.4 | 28733
3 Linealidad Metodo_80% | 21 | 3 | Alfa Tocoferol 41 12 25 4285 | 6.4 | 27758
Mean 39 12 24 4481 | 6.4 | 28179
Std. Dev. 00| 500
% RSD 0.2 1.8

Figura E.2. Linealidad Método - MTA 80%.
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|
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Linealidad Metodo_100% Acquired By:
Sample Type: Unknown | Sample Set Name:
Vial: 22 Acqg. Method Set:
Injection #: 1,23 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C '+ 5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0.020 T I‘
0. 015—. \
o 0.010 \
% 1 | g
0.005 g 2 i
R S <
| £ z
0. DDO—- T Aﬁ\
0.00 1.00 2.00 3.00 4‘00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Minutes
SampleName: Linealidad Metodo_100%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Metodo_100%; Injection: 2;
SampleName: Linealidad Metodo_100%; Injection: 3;

=] o T B T T T = dol
5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Minutes

SampleName: Linealidad Metodi_mo%; Injection: 1;

SampleName: Linealidad Metoda_100%; Injection: 2;

SampleName: Linealidad Metoda 100%; Injection: 3;

& i Se e
48’-41'._. -

System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol

Sample Name Vial I Inj Name USPs/n Tla?i:g m:osltiion USP Plate Count | RT | Area

1 Linealidad Metodo_100% | 22 | 1 | Alfa Tocoferol 48 12 25 4589 | 6.4 | 35241

2 Linealidad Metodo_100% | 22 | 2 | Alfa Tocoferol 48 1.1 25 4519 | 6.4 | 35041

3 Linealidad Metodo_100% | 22 | 3 | Alfa Tocoferol 41 14 26 4597 | 6.4 | 35227
Mean 46 11 25 4568 | 6.4 | 35170

| Std. Dev. 00| 112
% RSD 0.0 0.3

Figura E.3. Linealidad Método - MTA 100%.
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|
SAMPL¢ INFORMATION

Sample Name: Linealidad Metodo_120% “ Acquired By:

Sample Type: Unknown Sample Set Name:

Vial: 23 Acqg. Method Set:

Injection #: 1:2,3 Processing Method:

Injection Volume:  20.00 ul | Channel Name: 290.0nm

Run Time: 10.0 Minutes ‘ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Date Processed:

Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18.15P x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 2(1 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C ‘
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agu? W.F.1(50:50:2) (D)
0.020 % ;
\
0.015': \
2 0.010 @
5 1 8
%
B
% 2
2 2 8
0.005 5 ® =
* ) e
? | 8 g A
! 2 o
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:L Minutes
SampleName: Linealidad Metodo_120%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Me:oFo_mosa Injection: 2;
SampleName: Linealidad Metodo_120%; Injection: 3;
| \
0.003
0.00: \
) |
0.001 v _‘L e o
{
o I
0.00 ‘ I300} 4.00 ‘ 15"00. ‘ S.IOO K ‘7|00 Y BIOD‘ ; 9.6ol ‘1000
Minutes
SampleName: Linealidad Metodp_120%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Metodb_120%; Injection: 2;
SampleName: Linealidad MewdeZO%; Injection: 3;
System Suttability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
. - UsP USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 kLheaIidad Metodo_120% | 23 | 1 | Alfa Tocoferol 54 12 25 4489 | 6.4 | 41772
2 Linealidad Metodo_120% | 23 | 2 | Alfa Tocoferol 50 11 26 4618 | 6.4 | 42195
3 Linealidad Metodo_120% | 23 | 3 | Alfa Tocoferol 38 1.1 27 4801 | 6.4 | 41500
Mean 47 11 26 4636 | 6.4 | 41822
Std. Dev. 0.0 350
% RSD | 01 038

Figura E.4. Linealidad Método - MTA 120%.
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! .
SAMPLE INFORMATION

Sample Name: Linealidad Metodo_150% Acquired By:

Sample Type: Unknown Sample Set Name:

Vial: 24 l Acq. Method Set:

Injection #: 1,2;3 Processing Method:

Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm

Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Date Processed:

Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Mavil: Acetonitrilo : Metanol : Agu? W.F.I (50:50:2) (D)
\
0.015
20 010—- §
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e
2
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] R
0.000-{ 1[ N
0.00 2.‘00 3v‘00] e ‘4IDO} i
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SampleName: Linealidad Metodo_150%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Metodo_150%; Injection: 2;
SampleName: Linealidad Metodo_150%; Injection: 3;
o‘oos—i
0.002-]
3 4
0.001-
0.000-
0.00 2T
Minutes
SampleName: Linealidad Metodo_150%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Metodo_150%; Injection: 2;
SampleName: Linealidad Metodo_150%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
: ; UspP USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Linealidad Metodo_150% | 24 1 | Alfa Tocoferol i) 1.1 27 4730 | 6.4 | 52342
2 Linealidad Metodo_150% | 24 | 2 | Alfa Tocoferol 71 1.2 26 4589 | 6.3 | 53999
Linealidad Metodo_150% | 24 | 3 | Alfa Tocoferol 52 12 26 4497 | 6.3 | 52535
Mean 66 1.2 26 4605 | 6.4 | 52958
Std. Dev. 0.0 906
% RSD 0.1 1.7

Figura E.5. Linealidad Método - MTA 150%.
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name: Linealidad Sistema_50% |
Sample Type: Unknown

Vial: 26

Injection #: 1,23

Injection Volume:  20.00 ul

Acquired By:
| Sample Set Name:
\ Acq. Method Set:
‘ Processing Method:
| Channel Name:

290.0nm

Run Time: 10.0 Minutes \ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11 |
Columna: Waters Simmetry® C1 8,15¢ x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, Zq x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C ‘
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min |
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agu? W.F.|(50:50:2) (D)
[
0.020 ‘
|
\
0.015 ‘
|
1 1
- 0.010
2 \
| | :
‘ ‘ :
0.005- | 2
| | |
I | :
T 1 <
Tl l
0.000— ‘ T
0.00’ ‘100 T 2.&)0 - ISIDI g {)0 i IS.:)O‘ e ’GIOO‘ y '7.00' i 8.;)0 ‘9,00‘ ‘ ‘(000
‘ Minutes
SampleName: Linealidad Sistema_50%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Sistet:ajo%; Injection: 2;
SampleName: Linealidad Siste‘ a_50%; Injection: 3;
T ;
0.003 ‘ 3 é
| E ? 2
0.00: | 2 z
0.001 : N T i
i WMMWMMA% M0 N
0.000-1 | , e
ODO‘ IZ,IDO‘ It v3:.)0l = Ia}m‘ . '5‘00' g IG.IDO‘ S 17‘00‘ = ‘8.‘00‘ s IS.DO‘ T .1000
\ Minutes
— SampleName: Linealidad Sistera_50%; Injection: 1;
—————— SampleName: Linealidad Sistervajn%; Injection: 2;
———— SampleName: Linealidad Sisterna_50%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
" " USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing USP Plate Count | RT | Area
1 Linealidad Sistema_50% | 26 | 1 | Alfa Tocoferol 18 1.2 5030 | 6.3 | 17342
2 Linealidad Sistema_50% | 26 | 2 | Alfa Tocoferol 19 1.0 5108 | 6.4 | 17602
3 Linealidad Sistema_50% | 26 | 3 | Alfa Tocoferol 24 1.1 4519 | 6.4 | 17620
Mean 20 151 4886 | 6.4 | 17521
Std. Dev. 0.0 155
|
% RSD 0.3 0.9

Figura E.6. Linealidad Sistema - STD 50%.
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SAMPLE

INFORMATION

-

Sample Name: Linealidad Sistema_80% | Acquired By:
Sample Type: Unknown \ Sample Set Name:
Vial: 27 | Acg. Method Set:
Injection #: 1,2,3 ‘ Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11 |
Columna: Waters Simmetry® C18,15? x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C |
T° Muestras: 20°C +5°C ‘
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agu% W.F.I (50:50:2) (D)
0.020 ‘ —
0.015
i |
] |
- 0.010- |
= \ 3
1 H
0.005 ‘ §
2
UL | E: X/L
et HE b e ff SO SRR SRR
0.000 ‘ -
‘ . ‘ i e e T e —
0.00 1.00 2.00 3.00 4,00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
| Minutes
SampleName: Linealidad Sisleéna_BU%' Injection: 1;
SampleName: Linealidad Sistema_80%; Injection: 2;
SampleName: Linealidad Sisteﬁa_&l)%. Injection: 3;
|
0.0037] “
\
o.oozf i
= \
0.001- .
[WMWW ! AN A AR AR s A AN
0.000— AN sty A P
0.00 I1‘00‘ 2.|00I 3‘00‘ ' '4?0‘ ' 5.00
| Minutes
SampleName: Linealidad Sistema_80%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Sisteqa,ao%l Injection: 2;
SampleName: Linealidad Sis&en’a,so%, Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n TLaﬁi:g USP Plate Count | RT | Area
1 Linealidad Sistema_80% | 27 | 1 | Alfa Tocoferol 37 11 4298 | 6.4 | 29808
2 Linealidad Sistema_80% | 27 | 2 | Alfa Tocoferol 27 13 4553 | 6.3 | 29327
3 Linealidad Sistema_80% | 27 | 3 | Alfa Tocoferol 34 12 4417 | 6.4 | 30050
Mean 33 1.2 4423 6.4 | 29728
Std. Dev. 00| 368
% RSD 0.1 12

Figura E.7.

Linealidad Sistema - STD 80%.
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name: Linealidad Sistema_100% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 28 [ Acg. Method Set:
Injection #: 1,2,3 ‘ Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul | Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes ‘ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11 '
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 24 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C [
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min L
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agu[ W.F.I (50:50:2) (D)
0.020 & 1‘
0.015+ \‘
= 0,010: ‘ 2
< 1 ‘ 5
\ s
2
0.005 2
\ < "r\)&
] I8 /A
B o | T —
-000-] ' |
T T T T T |
0.00 1.|00 2|00 3.00 4 IOO 5‘00 S.IOO 7.&)0 31)0 9‘00 10‘00
J" Minutes
SampleName: Linealidad Sistema_100%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Sistema_100%; Injection: 2;
SampleName: Linealidad Sistema_100%; Injection: 3;
|
0.003~ ‘
0.00:
2
0.001 e 1 X -
3% } At
0.000— e -
0.00 3;}0l I4 0 SBO‘ i IG.{)O‘ ix; I7.IDO' B.IOD‘ ' 9,]00 10.00
Minutes
SampleName: Linealidad Sistema_100%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Sistema_100%; Injection: 2;
SampleName: Linealidad Sislerwa,100%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tlaﬁ:g USP Plate Count | RT | Area
1 Linealidad Sistema_100% | 28 | 1 | Alfa Tocoferol 49 11 4584 | 6.4 | 37126
2 Linealidad Sistema_100% | 28 | 2 | Alfa Tocoferol 53 1.2 4506 | 6.4 | 38462
3 Linealidad Sistema_100% | 28 | 3 | Alfa Tocoferol 55 1.1 4575 | 6.4 | 37674
Mean 52 1.1 4555 | 6.4 | 37754
Std. Dev. 00| 672
% RSD | 0.1 1.8

Figura E.8. Linealidad Sistema - STD 100%.
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l
SAMPLE INFORMATION

Sample Name: Linealidad Sistema_120% [

Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 29 Acq. Method Set:
Injection #: 1,72,13 1 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Date Processed:

!

Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C |
T° Muestras: 20°C + 5°C |
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agu? W.F.| (50:50:2) (D)
ooy 1‘ —
0.015- ‘
_ 0.010 \ g
< b ‘ “_'
| e
2
| | :
0.005 =
] L | § ‘/‘\
1 | NJ
= =i e &
0.000-] " f
SRR R PR PR D | A TR b ebo | ed0 | 1000
Minutes
SampleName: Linealidad Sistema_120%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Sistema_120%; Injection: 2;
SampleName: Linealidad Sistema_120%; Injection: 3;

i

 — i
T S
i ]3.‘00‘ i IAiD‘ ‘ 'S.BOI I ‘SIUD‘ s ‘7‘00‘ i la.‘oc‘ e ‘9.‘00 Gl ‘1000
Minutes
—————— SampleName: Linealidad Sistema_120%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Sistema_120%; Injection: 2;
SampleName: Linealidad Sisterrya_ﬂ()%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tﬁ:g USP Plate Count | RT | Area
1 Linealidad Sistema_120% |29 | 1 | Alfa Tocoferol 53 1.2 4559 | 6.4 | 45561
2 Linealidad Sistema_120% | 29 | 2 | Alfa Tocoferol 59 1.1 4549 | 6.4 | 45373
3 Linealidad Sistema_120% | 29 | 3| Alfa Tocoferol 49 11 4417 | 6.4 | 46118
Mean 53 11 4508 | 6.4 | 45684
Std. Dev. 00| 387
% RSD 0.1 08

Figura E.9. Linealidad Sistema - STD 120%.

130



SAMPL¢ INFORMATION

Sample Name: Linealidad Sistema_150% Acquired By:

Sample Type: Unknown Sample Set Name:

Vial: 30 Acq. Method Set:

Injection #: 1,02::3 Processing Method:

Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm

Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Date Processed:

Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agu] W.F.I (50:50:2) (D)
0020 i SIS -
0.015;
he
s 0.010 2
< 1 i
[}
2
2
g [
0.005~ k 5 /
| A\
1 | | TR k= ¥
0.000~ 1[ / T
1T T T T T T T T T T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Minutes

pl : Linealidad Sisterna_150%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Sistema_150%; Injection: 2;
Li idad Sistema_150%; Injection: 3;

T Ayt
Ve e
l0 e Is.{)ol Sy IS.‘OO} R ‘Z‘O?ﬁ‘ ' IB.‘OO‘ I ‘9.‘00‘ R ‘10.00
Minutes
SampleName: Linealidad Sistema_150%; Injection: 1;
SampleName: Linealidad Sis(em:_lso%; Injection: 2;
pl Linealidad Sistema_150%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tﬁ:g USP Plate Count | RT | Area
1 Linealidad Sistema_150% | 30 | 1 | Alfa Tocoferol 64 1.2 4437 | 6.4 | 57577
2 Linealidad Sistema_150% | 30 | 2 | Alfa Tocoferol 67 12 4543 | 6.4 | 57651
3 Linealidad Sistema_150% | 30 | 3| Alfa Tocoferol 71 1.2 4380 | 6.4 5893q
Mean 67 1.2 4453 | 6.4 | 58054
Std. Dev. 00| 763
% RSD 0.1 13

Figura E.10. Linealidad Sistema - STD 150%.
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ANEXO F: CROMATOGRAMAS LIMITE CUANTIFICACION

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Cuna LC_15% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 85 \ Acq. Method Set:
Injection #: 12,3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul \ Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes ‘ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25'C.£5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
ocm_v - \
Q015+ \
_ ooo \
5 \
1 \ \ -
o ‘ \ 3 :
1 I o £
il b“ \ 8 8
m o i ° - 1 e
| e <
0.000- 1% l
Dnl‘llt‘m 2% 2‘&'}“‘ ‘3&)“"“ ISk ‘5&)‘ S:III ‘7.00' alco‘ Sltx)‘ 1000
Minues
SampleName: Curva Lgs%. Injection: 1;
—— SampleName: Curva LC_15%; Injection: 2
SampleName: Curva L iJS%; Injection: 3;
i
|
\ H i §
k g £ e b=
1 ¥ - g&-+
J,f . 2l
200 3“0)‘ 4.”‘ ‘Iiblli‘ah)" “7‘&)‘ Slml 'sm‘ '1om
Mirwtes
SampleName: Curva LC_15%; Injection: 1;
SampleName: Curva LC_15%; Injection: 2;
SampleName: Curva LC_15%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
: ; USP USP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 CurvaLC_15% | 85 | 1| Alfa Tocoferol 6 1.2 19.8 362671 | 6.4 | 5287
2 Curva LC_15% | 85 2 | Alfa Tocoferol 5 1.2 27.5 2016428 | 6.4 | 5190
3 Curva LC_15% | 85 3 | Alfa Tocoferol 6 1.1 19.8 331428 | 6.4 | 5660
Mean 6 1.1 224 903509 | 6.4 | 5379
Std. Dev. 0.0| 248
% RSD 0.1 4.6

Figura F.1. Limite de Cuantificacién - MTA 15%.
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T
1
SAMPLﬁ INFORMATION
Sample Name: Curva LC_20% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 84 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes ‘ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C £5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agu W.F.I (50:50:2) (D)
0020
0015+
S 0010:'
< 4
i g :
2 2
T } 5 :
o T T T EE W T : = T 7 15550 T?
000 |.I(n 2‘(!) 600 700 800 900 10.00
erus
— —  SampleName: Curva LG 20%; Injection: 1;
Z SampleName: Curva L 20% Injection: 2
SampleName: Curva LC Injection: 3;
s E o3 E../:L
! g Ew: § ’g«g 5
R s L,
'I"“\""lrv“ =T I L I i | —
200 300 sm 600 7.00 800 900 1000
Minutes
SampleName: Curva LC 20%;  Injection: 1;
SampleName: Curva LC 20%;  Injection: 2;
SampleName: Curva LC 20%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
. . USP UspP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 CurvaLC _20% | 84 | 1| Alfa Tocoferol 7 ] 121 57030 | 6.3 | 6117
2 CurvaLC 20% | 84 | 2 | Alfa Tocoferol 6 1.2 21.5 246114 | 6.3 | 6095
3 Curva LC_20% | 84 | 3| Alfa Tocoferol 7 1.4 9.3 30083 | 6.4 | 6668
Mean T 14 14.3 111076 | 6.4 | 6293
Std. Dev. 0.0 324
% RSD 01| 52

Figura F.2. Limite de Cuantificacién - MTA 20%.
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|
SAMPLE

INFORMATION

Sample Name: Cunva LC_25% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 83 Acqg. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Mavil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
|
0015
5 0010
<
0005~ ‘ 2 :
1 | 0 2
L N
\ 1 g g
[ hea ] : 1 i 3 e e
0,000 T T T
0o 100 oo a0 to 500 600 7t0 800 960 1000
Minues
SampleName: Curva LC 25%; Injection: 1;
SampleName: Curva LE 25%; Injection: 2
SampleName: Curva LC_25%;  Injection: 3;
T o
: 300 ‘ ' 400 g i 800 ‘ le 5 1(1‘@
————— SampleName: Curva LC_25%; Injection: 1;
SampleName: Curva LC[25%; Injection: 2;
_ SarmpleName:CurvaLCPS%; Injection: 3;
System Suitabilty Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
: ’ USP USP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Curva LC_25% | 83 | 1 | Alfa Tocoferol 10 1.3 48 5861 | 6.3 | 8738
2 Curva LC_25% | 83 2 | Alfa Tocoferol 1 1.4 23 5709 (6.4 | 8721
3 Curva LC_25% | 83 3 | Alfa Tocoferol 13 13 27.8 543267 | 6.3 | 8242
Mean " 1.2 117 184946 | 6.4 | 8567
Std. Dev. 0.0| 281
% RSD 0.1 33

Figura F.3. Limite de Cuantificacién - MTA 25%.
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1
SAMPLE

INFORMATION

Sample Name: Cunva LC_35%

Sample Type: Unknown
Vial: 82

Injection #: 1,2, 3
Injection Volume: ~ 20.00 ul
Run Time: 10.0 Minutes

Date Processed:

Acquired By:

Sample Set Name:

Acq. Method Set:

Processing Method:

Channel Name: 290.0nm

Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Equipo: Waters - 11 [
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C £5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.l (50:50:2) (D)
Al AR | EaE ——
0015-
S 0010
<
0005+ B 3 ;
A ] = P ]
i t:‘ 3? 'g
] i : x>
0000 | L = + J/\} |
TR jise'ls i TR Ly ‘em‘;" 7'00Ma‘mﬁlgmﬁm‘m
i
k]
8 B £ 8 2
e g oo
P ﬁ*
AR PN T |
\""I"“I' I'\“"I""I""I"“‘ i
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Mirutes
~———— SampleName: Curva LC135%; Injection: 1;
—————— SampleName: Curva LC|35%; Injection: 2;
e Samp!eName‘CuNaLC‘iJS%, Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
; : USP USP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Curva LC_35% | 82 1 | Alfa Tocoferol 11 1.2 45 4583 | 6.3 | 12169
2 Curva LC_35% | 82 2 | Alfa Tocoferol 18 1.0 45 5125 | 6.4 | 11720
3 Curva LC_35% | 82 3 | Alfa Tocoferol 15 1.0 3.9 4353 | 6.4 | 11835
Mean 15 11 4.3 4687 | 6.4 | 11908
Std. Dev. 0.0 233
% RSD 0.3 20

Figura F.4. Limite de Cuantificacién - MTA 35%.
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SAMPL#

INFORMATION

Sample Name: Cunva LC_50% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 81 Acqg. Method Set:
Injection #: 1,2,:3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.l (50:50:2) (D)
0020——
0015+
- 0010
<
0005+ | 8 2 ;é
i) de iy
g 2 /\g__r<\
] T % I M A
0000~ I #* t
0-00’ 11!) z’ool ia‘m" ‘qu)l} .Slnil“s‘m I“?‘CO SI(IJI.‘ ‘9.1(.’0‘ ’10.03
Y Minues
SampleName: Curva LC_50%;  Injection: T;
SampleName: Curva LC_50%; Injection: 2
———  SampleName: Curva Lf_m; Injection: 3;
8 s 3 g £
R AW
E-SE S e :
R 7 -
I VLY SR
ulm' 1‘(1)I z'oo ‘3‘(10" i “5{])’ 5 s'oo‘ it 7,'00‘ B.I(I'I 9‘(1) '1000
Mirutes
SampleName: Curva LG 50%; Injection: 1;
SampleName: Curva LG_50%; Injection: 2,
SampleName: Curva LG 50%;  Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
i ; USP USP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Curva LC_50% | 81 1 | Alfa Tocoferol 21 1.1 4.0 4260 | 6.3 | 18391
2 CurvaLC _50% | 81 | 2| Alfa Tocoferol 19 1.1 34 3622 | 6.4 | 19197
3 Curva LC_50% | 81 | 3 | Alfa Tocoferol 16 1.1 34 4073 | 6.3 | 19054
Mean 19 11 36 3985 | 6.3 | 18881
Std. Dev. 0.0 430
% RSD 02| 23

Figura F.5. Limite de Cuantificacién - MTA 50%.
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l
SAMPL$ INFORMATION
Sample Name: Cunva LC_80% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 80 Acq. Method Set:
Injection #: 1,23 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0020 ]
0015+
- 0010
= ©
0005~ ’ 8 E %
1 ﬁ § E N\
o | i I E e
0000 t t T
DCU‘ 1.1&‘ 2{1]I 300 .IYS(X) IIGI(D“ Hvlm‘ A% ﬁlu)I ‘QCDII '1003
Minutes
SampleName: Curva LC 80%; Injection: 1;
SampleName: Curva LC 80%; Injection: 2,
SampleName: Curva LC_80%; Injection: 3;
0004 \
2
0,002
| e
0,000 J]‘ : .
Q00 3 ; 1.‘(1) ; z'oo 3‘& i B.b 9‘(!) 1000
SampleName: Curva LG 80%; Injection: 1;
SampleName: Curva LC_80%; Injection: 2;
SampleName: Curva LC_80%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
e USP | USP
Sample = .
mple Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Curva LC_80% | 80 | 1 | Alfa Tocoferol 38 1.1 24 4258 | 6.4 | 29520
2 Curva LC_80% | 80 2 | Alfa Tocoferol 35 1.2 4.3 4063 | 6.4 | 29543
3 CurvaLC_80% | 80 | 3| Alfa Tocoferol 32 1.2 23 3929 | 6.3 | 29641
Mean 35 1.2 3.0 4083 | 6.4 | 29568
Std. Dev. 0.0 65
% RSD L 0.1 0.2

A . A u i o~ - .

Figura F.6. Limite de Cuantificacién - MTA 80%.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Cunva LC_100% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 78 Acqg. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.|(50:50:2) (D)
e |
0.015;
> 0010
< Y
g
8
°
]
<

RT 0,85 -5.442

SampleName: Curva
SampleName: Curva
SampleName: Curva

LC_100%;
C_100%;
C_100%;

Injection: 1;
Injection: 2;
Injection: 3;

T
1000

Alfa Tocoterel

2 L2 5
i gk}\-;f ;E\ ot
9 t: LN ’5< AW
0,000 .i/\., . + ¥ 4 ‘ : .
O‘CO‘ 1|C0‘ 2{30' IVG‘m‘ ‘ IIAIm = ‘503" ‘ISI(X)‘ = ‘7‘0)‘ alu) sin 10‘@
Minutes
SampleName: Curva #CJ(D%; Injection: 1;
SampleName: Curva ;c_wo%; In}ection: 2
——————  SampleName: Curva LC_100%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
. . USP UsP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailng | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Curva LC_100% | 79 | 1 | Alfa Tocoferol 42 1.2 25 4227 | 6.4 | 36868
2 Curva LC_100% | 79 | 2 | Alfa Tocoferol 37 14 24 4625 | 6.4 | 36797
3 Curva LC_100% | 79 | 3 | Alfa Tocoferol 39 1.2 25 4363 | 6.4 | 36290
Mean 40 1.2 25 4405 | 6.4 | 36651
Std. Dev. 0.0 315
% RSD | 00 09

Figura F.7. Limite de Cuantificacién - MTA 100%.
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INFORMATION

Date Processed:

SAMPLE
Sample Name: Cunva LC_120%
Sample Type: Unknown
Vial: 78
Injection #: 1,2,3
Injection Volume: ~ 20.00 ul
Run Time: 10.0 Minutes

Acquired By:
Sample Set Name:
Acq. Method Set:
Processing Method:
Channel Name:
Proc. Chnl. Descr.:

290.0nm

2998 PDA 290.0 nm (2998

Equipo: Waters - 11

Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um

Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um

T° Columna: 25°C £ 5°C

T° Muestras: 20°C £ 5°C

Flujo: 2,0 mL/min

Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.l (50:50:2) (D)
0020
0015:

o 0010
<

0005

085-5429

TD72-4.575

)

Alfa Tocoferol - 6.357

_,___._vg_/“
0,000+
o 3'&)' : 4&3‘ ' ‘SCD‘ 8 Is.‘w’ i ‘7‘(1)' &I(l)' 9.‘(1)1 v‘IO.I.I)
Mirutes
SampleName: Curva LC_120%;  Injection: 1;
———— SampleName: Curva LC_120%; Injection: 2;
SampleName: Curva LC_120%;  Injection: 3;
|
0004—
2
0
0
o‘oo' 1.:!3‘ i ‘2‘(1)‘ : ‘Ilbl 8‘(1.)K ‘ a‘coi ’10(1)
SampleName: Curva LC_120%; Injection: 1;
= SampleName: Curva LC_120%;  Injection: 2
SampleName: Curva LC_120%; Injection: 3;
System Suitabilty Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
. " USP USP
Sanple Name | Vial | Inj Name USPs/n Taiing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 CurvalLC_120% | 78 | 1 | Alfa Tocoferol 48 12 2.3 4096 | 6.4 | 44088
2 Curva LC_120% | 78 | 2 | Alfa Tocoferol 34 1.2 24 4632 | 6.3 | 43797
3 Curva LC_120% | 78 | 3 | Alfa Tocoferol 52 112 23 4035 | 6.3 | 44407
Mean 45 1.2 23 4254 | 6.3 | 44098
Std. Dev. 0.0| 305
% RSD 0.1 0.7

Figura F.8. Limite de Cuantificacién - MTA 120%.
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Date Processed:

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Cunva_LC_150% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: T Acq. Method Set:
Injection #: 1,2;3 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Equipo: Waters - 11

Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um

T° Columna: 25°C +5°C

T° Muestras: 20°C +5°C

Flujo: 2,0 mL/min

Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)

0015-{

2 0010+
< 4

Alfa Tocoferol - 6.367

0&5- §'
0000+ 4
ooul IGINII‘ ‘4‘“)““5[”" v‘ﬁll)‘l 7:”I E‘(D s.lm ‘100)
Minutes
SampleName: CurvalLC_150%; Injection: 1;
SampleName: Curva/LC_150%; Injection: 2
SampleName: CurvalLC_150%; Injection: 3;
ocos-
2 1
0.002
oam! s
O.G)‘ I:&quI ‘ a‘m == ‘eoo l11.).(D
SampleName: Curva LC_150%; Injection: 1;
SampleName: Curva LC_150%; Injection: 2
SampleName: Curva LC_150%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
z ; USP USP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Curva_LC_150% | 77 | 1 | Alfa Tocoferol 61 1.3 24 4301 | 6.4 | 55138
2 Curva_LC_150% | 77 | 2| Alfa Tocoferol 69 1.2 25 4562 | 6.4 | 54514
3 Curva_LC 150% | 77 | 3 | Alfa Tocoferol 50 1)) 25 4326 | 6.4 | 54979
Mean 60 1.2 25 4396 | 6.4 | 54877
Std. Dev. 0.0 324
% RSD 0.1 0.6

Figura F.9. Limite de Cuantificacién - MTA 150%.
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l
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: LC_25%( 0,0025 mg/mL) Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 86 Acq. Method Set:
Injection #: 6,1,2,4,53 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.l (50:50:2) (D)
0020 T
0015
= omo:
= |
S A E e ;’ s 3 |
O
St e e
& <
3Im‘ Il4im ‘IIS‘KD“ ‘G“I 7'007 ’IB{BI ‘Q:CDI‘ lmm
Minutes
SampleName: LC_25%( 0,0025 mg/mL); Injection: 1;
SampleName: LC_25%( 0,0025 mg/mL), Injection: 2;
SampleName: LC_25%(0,0025 mg/mL), Injection: 3;
SampleName: LC_25%(0,0025 mg/mL); Injection: 4;
SampleName: LC_25%(0,0025 mg/mL);  Injection: 5;
SampleName: LC_25%(0,0025 mg/mL); ~Injection: 6;
T %
T s ey e
w | Jaw | sw ew 7w a0 "ot "o
Minutes
SampleName: LC 25%( 0,0025 mg/mL); Injection: 1;
SampleName: LC_25%( 0,0025 mg/mL);  Injection: 2;
SampleName: LC_25%( 0,0025 mg/mL); Injection: 3;
SampleName: LC_25%( 0,0025 mg/mL);  Injection: 4;
SampleName: LC_25%( 0,0025 mg/mL); Injection: 5;
SampleName: LC_25%( 0,0025 mg/mL); Injection: 6;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
2 § USP USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 LC_25%( 0,0025 mg/mL) | 86 1 | Alfa Tocoferol 7 1.0 53 6088 | 6.4 | 8669
2 LC_25%( 0,0025 mg/mL) | 86 | 2 | Alfa Tocoferol 10 11 8.3 21026 | 6.4 | 7466
3 LC_25%( 0,0025 mg/mL) | 86 3 | Alfa Tocoferol 1" 1.2 35 6022 | 6.4 | 8854
4 LC_25%(0,0025 mg/mL) | 86 | 4 | Alfa Tocoferol 9 14 41 7092 | 6.4 | 8243
L) LC_25%( 0,0025 mg/mL) | 86 | 5 | Alfa Tocoferol 12 1.2 4.0 4175 | 6.4 | 8322
6 LC_25%( 0,0025 mg/mL) | 86 | 6 | Alfa Tocoferol 1 1.2 10.1 32457 | 6.4 | 8020
Mean 10 1.1 59 12810 | 6.4 | 8262
Std. Dev. 0.0| 492
% RSD 02| 6.0

Figura F.10. Confirmacién Limite de Cuantificacién - MTA 25%.

141



ANEXO G: CROMATOGRAMAS PRECISION

1
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Repetibilidad_50%_1 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 35 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method: e
Injection Volume: 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um (
T° Columna: 25°C+5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C [
Flujo: 2,0 mL/min |
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.1 (50:50:2) (D)
0.020
|
0.015+
- 0.010
<
0.005—‘ * § E §
‘ 3] 8 =
| SN - VI L |
i e e
0.000- - L
OJ(Jl 1|00‘ i 2.|00 g ‘300‘ ‘4\00 i ‘5‘00‘ i ‘6,1)0‘ sy IYDO‘ : BBO 900K ‘1000
Minutes
p _50%_1; Injection: 1;
p ibilidad_50%_1; Injection: 2;
p d_50%_1; Injection: 3;
H
0.003- e
2
725
0.00: {9
2 e
0.001 Parans
0.00 S
0.00 ‘00 4.00
Minutes
pl ilidad_50%_1; Injection: 1;
p petibilidad_50%_1; Injection: 2;
Sampl idad_50%_1; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol -
; - usp USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Taiing | Resokution USP Plate Count | RT | Area
1 Repetibilidad_50%_1 | 35 | 1 | Alfa Tocoferol 18 1.1 42 4403 | 6.4 | 16367
2 Repetibilidad_50%_1 | 35 | 2 | Alfa Tocoferol 19 1.1 4.0 4674 6.4 | 16324
3 Repetibiidad_50%_1 | 35 | 3 | Alfa Tocoferol 15 1.1 33 4355 | 6.4 | 16156
Mean 18 1.1 38 4478 | 6.4 | 16282
Std. Dev. 0.0 112
| % RSD 0.2 0.7

Figura G.1. Repetibilidad - MTA 50%-1.
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|
SAMPLE INFORMATION

Sample Name: Repetibilidad_50%_2 | Acquired By:

Sample Type: Unknown ‘ Sample Set Name:

Vial: 36 ‘ Acq. Method Set:

Injection #: 1:2,:3 | Processing Method:

Injection Volume:  20.00 ul | Channel Name: 290.0nm

Run Time: 10.0 Minutes | Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Date Processed:

Equipo: Waters - 11 ‘\

Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um

Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um

T° Columna: 25°C +5°C [

T° Muestras: 20°C + 5°C \

Flujo: 2,0 mL/min J

Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agl 1a W.F.I (50:50:2) (D)
0.020— “ ———
0.015-

5 0.010
25 |
i
I e :
0.005 [ o 2 5
|3 2 8
| 8 8 e
| B~ <
| e
0.000 T sy f
i — T —— e iy — 7T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
| Minutes
p ibilidad 50%_2; Injection: 1;
pl : idad}50%_2; Injection: 2;
Sampl petibilidad 50%_2; Injection: 3;
|
o r e WEX ¢ ! e m L
0.003 ! " :: B
\ e
I e
0.002 ‘ ‘\ § g 3z ‘{\
=) s e E = N
2 s E H H
| % e
0_0013 \ P ;_ !/L[/\/\ k\.‘ i
0.000M " T >
0.00 1.00 2.00 3.00 4,00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
1, Minutes
Sampl ‘,#0%_2: Injection: 1;
SampleN *_;osu; Injection: 2;
Samp : A_‘o%_z; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
il vl usP | usp ]
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Repetibilidad_50%_2 | 36 | 1 | Alfa Tocoferol 20 12 39 4158 | 6.4 | 16920
2 Repetibilidad_50%_2 | 36 | 2 | Alfa Tocoferol 22 14 27 5872 | 6.4 | 17079 |
3 Repetibilidad_50%_2 | 36 | 3 | Alfa Tocoferol 16 14 33 4416 | 6.4 | 17602
Mean 19 11 33 4815 | 6.4 | 17200
Std. Dev. 00/ 357
% RSD 0.1 21

Figura G.2. Repetibilidad - MTA 50%-2.
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I
1
SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Repetibilidad_50%_3 ‘ Acquired By:
Sample Type: Unknown 1 Sample Set Name:
Vial: 37 ‘ Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 | Processing Method: _
Injection Volume: ~ 20.00 ul ‘ Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes \ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11 {
Columna: Waters Simmetry® C18,1i0 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C + 5°C I
Flujo: 2,0 mL/min lL
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Ag : W.F.I (50:50:2) (D)
0.020T—— — ; e ——
0.015- \
= 0.010—- \
< 4
‘ 8
1 \ @ &
0.005-| ‘ g 2 5
1 < o 8
| 6 S T
e e e, n e s
0.00 I —%E* t t
'ﬁ——v—‘—rﬁ—v-v.|4|—ﬁ4ufl.ﬁf\.‘v\‘|“--|x1——y—y—v—wn‘\ o e
0.00 1.00 2.00 3.00 iOO 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
| Minutes
Sampl petibilidad 50%._3;  Injection: 1;
p petibili 50%_3; Injection: 2;
pl p 50%_3; Injection: 3;
1 ER AN T H e
0.003 | o |
| £ :
| L
_, 000z l & E 1
1 £ 8 £ 2 [\
i | sb  Ba il oy
0.001— 1 E £ 2 e
I o s 8
0.000-}1 froets
—— .Il...,y‘w—w—kfr—v—\—,—‘—w—.—‘,..<.‘ T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes
pl ibil _50%_3; Injection: 1;
pl : Repetibilidad_50%_3; Injection: 2;
leN g i ‘_%%_3; Injection: 3;
System Suitabilty Summary Results
Name: Alfa Tocoferol -
M oo | use| use . W W el
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Repetibilidad_50%_3 | 37 | 1 | Alfa Tocoferol 15 1.0 31 4675 | 6.4 | 16855
2 Repetibilidad_50%_3 | 37 | 2 | Alfa Tocoferol 24 1.0 31 4480 | 6.4 | 16680
B 3 Repetibilidad_50%_3 | 37 | 3| Alfa Tocoferol 23 1.1 34 3934 | 6.4 | 16698
Mean ¥ - 21| 10 32 4363 | 6.4 | 16744
Std. Dev. T 00| o
i ! |
L= — T
% RSD | 01] 06

Figura G.3. Repetibilidad - MTA 50%-3.
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SAMPLE

[

INFORMATION

Sample Name: Repetibilidad_100%_1 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 38 Acqg. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min L
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agu1 W.F.l(50:50:2) (D)
000 g
\
0.0157]
5 0.010]
= .‘ 2
= H
0.005- 3 E 8
e X =
8 2 A
= I3
SN £ Lt
0.000-|
0.00‘ [1.50 IZ{)D' ‘ 3.|00' ] I!)0 ' VS}JOI o SBO : '7‘00‘ & | IB.IDl'J : 9,60 ‘1000
Minutes
Sampl : Rep _100%_1; Injection: 1;
Sampl i ibilidad_100%_1; Injection: 2;
Sampl 5 ibilidad_100%_1; Injection: 3;
I .
0.003
0.002-
2 b
0.001-]
0.000-]
0. a,loo ; 9.:30 i 10.00
| Minutes
pl petibili ‘__1(;0%_1: Injection: 1;
== - SampleName: RepetlbilidadeO%J; Injection: 2;
SampleName: Repetibilidad_100%_1; Injection: 3;
I
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
] " USP UspP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Taiing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Repetibilidad_100%_1 | 38 1 | Alfa Tocoferol 44 1.3 43 4683 | 6.4 | 35972
2 Repetbilidad_100%_1 | 38 | 2 | Alfa Tocoferol 48 1.2 33 4358 | 6.4 | 37109
3 Repetibilidad_100%_1 | 38 | 3 | Alfa Tocoferol 53 1.4 27 4646 | 6.4 | 36819
Mean 48 1.2 34 4562 | 6.4 | 36633
Std. Dev. 0.0 591
| % RSD 01| 18

Figura G.4. Repetibilidad - MTA 100%-1.
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SAMPLE INFORMATION

AU

Sample Name: Repetibilidad_100%_2 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 39 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2, 3 Processing Method:
Injection Volume: 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes \ Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11 ‘
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £5°C
T° Muestras: 20001 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
ORI ‘
0.015

0.0101

0.005-

Alfa Tocoferol - 6.398

RRT 0,85 - 5.480

RRTD.72-4584

(

T T f
B e e e e B
.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Minutes

JLD%,Z, Injection: 1;

ple petibilidad_100%_2; Injection: 2;

S G ibilidad_100%_2; Injection: 3;

|

0.003; ‘

R P R T B L |

9.00

10.00

B ~‘
0.002 1 \
0.001 Ve -I
u s A ‘I
0.0004 L
—— — —— —r -
0.00 1.00 2.00 3.00 4.
f Minutes
p lidad_100%_2; Injection: 1;
pleN. : Rep: _100%_2; Injection: 2;
p : Repetibil J,10P%_z; Injection: 3;
System Suitabilty Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
[ ' [ usp | usp |
Sanmple Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Repetibiidad_100%_2 39 | 1| Alfa Tocoferol 33 1.2 24 4614 | 6.4 36640ﬂ
2 Repetibilidad_100%_2 | 39 | 2| Alfa Tocoferol 40 13 26 4293 | 6.4 | 36655
3 Repetibilidad_100%_2 | 39 | 3 | Alfa Tocoferol 43 1.2 25 4410 | 6.4 | 35726
. Mean 3| 12 25 4439 6.4 | 36341
Std. Dev. 00| 532
| % RSD 0.2 15

Figura G.5. Repetibilidad - MTA 100%-2.
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!
SAMPLE INFORMATION

Sample Name: Repetibilidad_100%_3 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 40 Acqg. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method: _
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
“Uo.uuv l
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 2? x 3,9 mm; 5 um (
T° Columna: 25°C £ 5°C \
T° Muestras: 20°C+5°C ‘
Flujo: 2,0 mL/min |
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agub W.F.I (50:50:2) (D)
|
0.020 e
- \
|
0.015
= 0,010‘_
& 8
3
] ‘ " g
0.005-] ‘ § f §
| - ; =
| <k £ N
k | % g
0y \ 3 s
000 100 2.00 3.00 *'oo 5.00 6.00 7.00 8.00 3.00 10.00
i Minutes
p _100%_3; Injection: 1; : BSRE at
SampleN % ibilidad_100%_3; Injection: 2;
Sampl ibil _100%_3; Injection: 3;
0.003
0.002
2
0.001
0.000 |
0100I T 5 ‘4.0 8|00I 9|00 10,‘00
Minutes
o 5 ibilidad_100%.3; Injection; 1; R=+= A--ieek 111219093 4 acna oAs 03 n20)
pl 5 ilidad_100%_3; Injection: 2; )
p  Repetibili _130%_3; Injection: 3; )
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
i usp | usp |
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailng | Resolution USP Plate Count | RT | Area
% 1 Repetibilidad_100%_3 | 40 | 1 | Alfa Tocoferol 52 1.2 26 4485 | 6.4 | 36886
2 Repetibilidad_100%_3 | 40 | 2 | Alfa Tocoferol 39 11 25 4560 | 6.4 | 35828
3 | Repetbiidad_100%_3 | 40 | 3| Affa Tocoferol 42| 12 41 4471 | 6.4 3605‘
Mean 44 1.2 31 4505 | 6.4 | 36238
Std. Dev. 0.0 568
% RSD 0.2 16

Figura G.6. Repetibilidad - MTA 100%-3.
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SAMPLI;E INFORMATION

Sample Name: Repetibilidad_150%_1 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 4 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2, 3 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C+5°C
T°® Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
\
0.020 \ T
0015':
2 0010—7 E
1 -
s
e §
8 S 2
0.005 ) o £
= 9 <
- il | E &
0000 1l 165
0.00 ‘ 1 IOO = 24‘00 3.1]0 'DO 5.‘00 G.IOO 7.|00 g B,{)O 9. :JO 10.00
Minutes
p 2 ibilidad_150%_1; Injection: 1;
S I petibilidad_150%_1; Injection: 2;
pl ilidad_150%_1; Injection: 3;
0.00:
0.002—1 l
2
; |
0.001 I,
Wik | [ I
0,000}t s ssmisrrncrt
0.;30I i l1{)o‘ ‘ 200 iy Ialoo‘ e 400 ‘ 5.‘00‘ slm ir‘oo : séxxl ‘ 9.00 10,00
, Minutes
p : Repetibilidad_150%_1; Injection: 1;
Sampl : ibili ,1%%.1, Injecti &
ple : ibilidad_1 [%_1; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
[ S usp | usp |
Sanple Name Vial | Inj Name USPs/n Tailng | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Repetibilidad_150%_1 | 41 1 | Alfa Tocoferol 67 12 2.5 4404 | 6.4 | 56230
2 Repetibilidad_150%_1 | 41 2 | Alfa Tocoferol 63 1.1 25 4312 | 6.4 | 55158
Repetibilidad_150%_1 | 41 3 | Alfa Tocoferol 61 1.3 26 4532 | 6.4 | 54759
Mean 64 1.2 2.5 4416 | 6.4 | 55382
Std. Dev. 0.0 761
% RSD | 0.1 14

Figura G.7. Repetibilidad - MTA 150%-1.
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SAMPL$ INFORMATION

Date Processed:

Sample Name: Repetibilidad_150%_2 Acquired By:

Sample Type: Unknown Sample Set Name:

Vial: 42 Acg. Method Set:

Injection #: 1,2,3 Processing Method:

Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm

Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C |
T° Muestras: 20°C + 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
0.020 j e ——— )
0.015—]
3 00107 %
\ 3
2
] 2 8
2 s =
0.005 5 © K]
&8 @ =
Bl e
1 V- | & I3
\ &
] NS s S (Y0 o N AP DT v 2 e
0.00 1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
| Minutes
Sampl 5 J\SG%,Z; Injection: 1;
ph : Repetibilidad_150%_2; Injection: 2;
pl 2 ‘_1\?0%}; Injection: 3;
AP AN AN g IS AANINAN
Laial
y 9.00 ‘10 00
Minutes
Sampl : Rep d_150%_2; Injection: 1;
pl : Repetibilidad_150%_2; Injection: 2;
p : Repetibilidad_150%_2; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
— =
. . UsP usp
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Taiing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Repetibilidad_150%_2 | 42 | 1 | Alfa Tocoferol 55 1.2 24 4460 | 6.4 | 56849
2 Repetibilidad_150%_2 | 42 | 2| Alfa Tocoferol 59 1.1 24 4132 | 6.4 | 56605
3 Repetibilidad_150%_2 | 42 | 3 | Alfa Tocoferol 64 1.2 2.5 4551 | 6.4 | 55999
Mean 59 1.2 2:3 4381 | 6.4 | 56484
|| S
Std. Dev. 0.0| 438
% RSD | 01| 08

Figura G.8. Repetibilidad - MTA 150%-2.
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SAMPLE INFORMATION

AU

Sample Name: Repetibilidad_150%_3 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 43 Acq. Method Set:
Injection #: 1,:2,:3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
| 2
0.020 J
0.015
0.01 g
5
3 §
0.005 § b s
T b =
0.00 =
—— T T —— — ————i
0.00 1.00 2.00 3.00 4,00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes
_150%._3; Injection: 1; t
pl _150%_3; Injection: 2; '
Sampl d_150%_3; Injection: 3; I
‘ 9.{)0 10.00
pl 3 ilidad_150%_3; Injection: 1;
Sampl : Repetibilidad_150%_3; Injection: 2;
p : Repetibilidad_150%_3; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
5 oferol
Name: Alfa Toc: - = ——
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Repetibilidad_150%_3 | 43 | 1 | Alfa Tocoferol 55 1.1 24 4317 | 6.4 | 55673
2 Repetibilidad_150%_3 | 43 | 2 | Alfa Tocoferol 60 1.2 24 4277 | 6.4 | 55309
3 Repetibilidad_150%_3 | 43 | 3 | Alfa Tocoferol 53 1.1 25 4338 | 6.4 | 55888
" Mean il — 56| 12 24 4311| 64 55623
St Dev. T = 00| 293
o RSD | ] |00 o5

Figura G.9. Repetibilidad - MTA 150%-3.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: PI_A2D1_50% J Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 45 Acq. Method Set:
Injection #: 1.2.3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £5°C 1
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Mavil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.l (50:50:2) (D)
0.020
0.01 5—-
1
o 0.01 0J
< <4
]
0.005-1 8 2 g
1 | - % 8
" X T -
1 ﬂ = el el TN
o g
0.000— T
OYOOI ik 1})0‘ k '2‘00'1 g 3.‘00. o 4}.')0 ‘5{)0‘ e ‘SIOOI <700‘ EE ’8,‘00 QIBO‘ ‘ 10.00
Minutes
SampleName: PI_A2D1,50%; Injection: 1;
————— SampleName: P|_A2D1.50%; Injection: 2;
SampleName: PI_A2D1.50%; Injection: 3;
0003 ! Kl i
o
0.002- g 5
0.0014 . ;h,‘% s ;!\r ./_‘ A "
0.000-] -,iqm A,r/\uﬁ { RN
0.00 ; 260‘ : 1{)0 4‘00‘ L ‘S.IOO' s 6‘00‘ ' I7.{)0h d B‘OD‘ i 9‘00 l10,00
Minutes
SampleName: PI_A2D1_50%; Injection: 1;
SampleName: PI_A2D1_50%; Injection: 2;
SampleName: PI_A2D1_50%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
) Name: Alfa Tocoferol
; . USP UspP
Sanple Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailng | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 PILA2D1_50% | 45 | 1| Alfa Tocoferol 24 1.1 3.7 4744 | 6.4 | 16890
2 PILA2D1_50% | 45 | 2 | Alfa Tocoferol 20 1 41 4709 | 6.3 | 17537
3 PLA2D1_50% | 45 | 3 | Alfa Tocoferol 23 12 42 4180 | 6.3 | 17563
Mean 22 14 40 4544 6.3 | 17330
Std. Dev. 0.0| 382
% RSD 0.1 22

Figura G.10. Precisién Intermedia - A2D1 MTA 50%.
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SAMPLE

INFORMATION

AU

AU

Sample Name: PI_A2D1_100% Acquired By:

Sample Type: Unknown Sample Set Name:

Vial: 46 Acq. Method Set:

Injection #: 1,23 Processing Method:

Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm

Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998

Date Processed:

Equipo: Waters - 11 ‘L

Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um

Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um

T° Columna: 25°C £ 5°C

T° Muestras: 20°C £ 5°C

Flujo: 2,0 mL/min

Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0.020 e
0.01 5;

0.010

H
o 2
0.005- E ﬁ g
8 2 2
= 4
] M~,W§..M,/_\ e e S A S s N s s gt ]
0,000 f Nt ]
03‘)l i I'l(]() VZIOO 3".)0I 4‘00‘ s I5.‘00r i ‘6:)0‘ i I700 1 8.{)0 ' 9&]0‘ s IlODO
Minutes
SampleName: PLA2D1.100%; Injection: 1;
SampleName: PLLA2D1,100%; Injection: 2;
SampleName: PLLA2D1.100%; Injection: 3;
0.003
| g
0.002- g g E [
s E sk
0.001] Ao v v
] E‘L,I'\\ b A
0.000- T 1
0. i ISIUD = l4&]0I ‘5})0' = 'EOOI ‘ I7.00 = B{)O y |9.‘00‘ ‘10.00
Minutes
SampleName: PILA2D1_100%; Injection: 1;
SampleName: PILA2D1_100%; Injection: 2;
SampleName: PI_A2D1.100%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
il ez USP | USP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 PLLA2D1_100% | 46 | 1 | Alfa Tocoferol 51 12 28 4642 | 6.4 | 37096
2 PI_LA2D1_100% | 46 | 2 | Alfa Tocoferol 39 12 24 4326 | 6.4 | 36039
3 PLLA2D1_100% | 46 | 3 | Alfa Tocoferol 50 1.2 36 4342 | 6.3 | 36520
Mean 47 12 29 4437 | 6.3 | 36552
Std. Dev. 00| 529
% RSD 0.1 14

e vam—

Figura G.11. Precision Intermedia - A2D1 MTA 100%.
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AU

AU

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: PI_A2D1_150% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 47 Acqg. Method Set:
Injection #: 1,23 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0.020
0.015;

0.010-{ 2
] s g
0.005-{ 5 5 =
i @ =
£ E
0.000- T T T
0)0‘ 7 1[00 'ZYDOI d 3})0‘ i ‘4.:)0} i ‘S‘OOI ! '6‘001 o IT.IOOY e T ‘61)0' i) 9.{)0 : '10‘00
Minutes
SampleName: PLA2D1.150%; Injection: 1;
SampleName: PILA2D1,150%; Injection: 2;
SampleName: PLA2D1.150%; Injection: 3;
0.003
0.002
0. 001;
0.000 et
0‘30. y 1.1)0 % IZ{')O e 3&)0I f 4&)0‘ : / Sll)O ‘10,00
Minutes
SampleName: PI_AZDIJJSO%; Injection: 1;
SampleName: PLA2D1_150%; _Injection: 2;
SampleName: PI_LA2D1.150%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
: " USP USP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailng | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 PILA2D1_150% | 47 1 | Alfa Tocoferol 62 1.2 25 4403 (6.4 57812
2 PLA2D1_150% | 47 | 2 | Alfa Tocoferol 66 1.2 26 4259 | 6.3 | 57750
3 PL_A2D1_150% | 47 | 3 | Alfa Tocoferol 66 13 38 4313 | 6.3 | 57350
Mean 65 1.2 3.0 4325 6.3 | 57637
Std. Dev. 0.0 251
% RSD 0.2 04

Figura G.12.

Precision Intermedia - A2D1 MTA 150%.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: A2D2_50% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 73 Acqg. Method Set:
Injection #: 12,3 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20/x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C £+ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0.020 |
|
0,015:
o 0.0107
<
|
0.0051 ‘ E g 2
- 8 8
| o 8 =
| %ﬁw
8,0007] e
OJUI 1,‘00 I2.‘!]!) i IS‘OOK o 4‘00' F IS.'OO' ' ‘6‘00‘ - ‘700‘ ; 8.2)0 i 9.;)0‘ - “7000
Minutes
——— SampleName: A2D2_50%; Injection: 1;
—— SampleName: A2D2_50%; Injection: 2;
——— SampleName: A2D2_50%; Injection: 3;
0003—: ; g
] 3 8¢
0.002- 8 g1 3
: TERLNY)
0.001] iy ..;‘ 2.5 YAV
i KRS T IO I g 5 TRV o, A s
F R
o) f t AR
0. ZIOOI i I3.‘00 ; 4.IDO‘ &) ‘S.E]DI £ IS}JO‘ ' 7.00 ; 8.100‘ g ‘SIOO ‘10.00
Minutes
———— SampleName: A2D2/50%; Injection: 1;
———— SampleName: AZDZrSO%; Injection: 2;
—— SampleName: AZDZ+SO%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
; ; uspP UsP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 A2D2_50% |73 | 1 |AlfaTocoferol 17 1.2 37 4340 | 6.4 | 16771
2 A2D2_50% |73 | 2| Alfa Tocoferol 23 1.1 34 4715 | 6.4 | 16758
3 A2D2_50% |73 | 3 |AlfaTocoferol 16 1.2 48 3714 | 6.4 | 16283
Mean 19 1.1 4.0 4256 | 6.4 | 16604
Std. Dev. 00| 278
% RSD 02 1.7

Figura G.13. Precision Intermedia - A2D2 MTA 50%.
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name: A2D2_100%
Sample Type: Unknown
Vial: 74

Injection #: 1,2,3

Injection Volume: ~ 20.00 ul

Acquired By:

Sample Set Name:

Acq. Method Set:

Processing Method:

Channel Name: 290.0nm

Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed: 11/14/2023 9:54:58 AM -03 -03:00, 11/14/2023 9:55:00 AM -03 -03:00, 11/14/2023 9:55:02 AM -02
-03:00 |
Equipo: Waters - 11 ‘
Columna: Waters Simmetry® C1 8,15@ x 3,9 mm; 5 um (2022-DFK007)
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um (2022-DFK008)
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.l (50:50:2) (D)
0.020
0.015-
S 0.010-
< ©
3
o
2 s
0.005- % .;g:,' g
| 8 2 2N
v E B i
0.000 t
0.00 1.00 ¢ I2.‘00 ISOO‘ 460‘ e ‘5{]0‘ ' vG.IDO 73 760‘ bR ‘8(‘)0‘ e 9.})0‘ % ‘|000
Minutes
A SampleName: A2D2_100%; Injection: 1; Date Acquired: 11/6/2023 6:29:35 PM -03 -03:0(
SampleName: A2D2_100%; Injection: 2; Date Acquired: 11/6/2023 6:40:50 PM -03 -03:0(
SampleName: A2D2_100%; Injection: 3; Date Acquired: 11/6/2023 6:52:05 PM -03 -03:0(
0 003{
0.002-
2
0.001]
0.000-
0.

SampleName: A2D2_|
SampleName: A2D2_
SampleName: A2D2._

Minutes

00%; Injection: 1; Date Acquired: 11/6/2023 6:29:35 PM -03 -03:0
00%; Injection: 2; Date Acquired: 11/6/2023 6:40:50 PM -03 -03:0(
00%; Injection: 3; Date Acquired: 11/6/2023 6:52:05 PM -03 -03:0(

System Suitability Summary Results

Name: Alfa Tocoferol

Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tﬁ:g Reslislliion USP Plate Count | RT | Area [
1 A2D2_100% | 74 | 1| Alfa Tocoferol 43 1 2 25 4412 | 6.4 | 36056

2 A2D2_100% |74 | 2| Alfa Tocoferol 37 1 26 4521 | 6.4 35516—
3 |A202_100% |74 | 3|AfaTocoferol| 33| 1.1 41 4488 | 6.4 | 34833
Mean 38 1 31 4474 | 6.4 | 35466
Std. Dev. 0.0 612
% RSD 0.1 17

Figura G.14. Precision Intermedia - A2D2 MTA 100%.
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SAMPLE| INFORMATION
Sample Name: A2D2_150% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 75 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150/x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0.020T—
0.015+
2 0.010 §
3
2
8 g
0.005 E z ;u
¥ 3; <
il s
J E,J\ - @
0.000- 1 } - +
0.00‘ 25 1‘00 ‘250‘ ; 3,‘00‘ v4.‘!.)0 A SIOO' 6‘60‘ ' '7.00‘ B 'E,!JD' : 9‘00 10.00
Minutes
SampleName: A2D2_150%; Injection: 1;
SampleName: A2D2_150%; Injection: 2;
SampleName: A2D2_150%; Injection: 3;
0.003
0.002
2
0.001 >
0000
0.00 : 1.‘00 2.00 : 3 IOD 4.00 o 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 ‘10.00
Minutes
SampleName: A2D2_150%; Injection: 1;
SampleName: A2D2_150%; Injection: 2;
SampleName: A2D2_150%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
l ] usp | usp
Sample Name | Vial | Inj : Name USPs/n Taiing | Resolution USP Plate Count | RT = Area
1 |A202_150% |75 | 1| Alfa Tocoferol 64| 14 38 4397 | 6.4 | 55561
2 A2D2_150% |75 | 2 | Alfa Tocoferol 58 1:3 25 4346 | 6.4 | 53905
A2D2_150% | 75 | 3 | Alfa Tocoferol 64 12 24 4506 | 6.4 | 54206
Mean 62 1.3 29 4416 | 6.4 | 54557
Std. Dev. 00| 882
% RSD 0.0 16

Figura G.15.

Precision Intermedia - A2D2 MTA 150%.
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name: A1D2_50% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 70 Acq. Method Set:
Injection #: 12,3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : AguaW.F.l (50:50:2) (D)
0.020
0.01 5;
5 0.0104
<
0.005- 3 8 E
I 1 :
N o, =
E = e
0.000- e e = t
0.00 1.’00 ‘ ‘2:)0‘ i lB{)OI i .IDOY IR '5.60‘ s.l)o oy 7[00' o ‘B|00‘ E 9.‘00 ' ‘10‘00
Minutes
—— SampleName: A1D2_50%; Injection: 1;
—— SampleName: A1D2_50%; Injection: 2;
—— SampleName: A1D2_50%; Injection: 3;
0.003
0.002
2
0.001
0.00¢

Minutes
—  SampleName: A1D2_50%; Injection: 1;

SampleName: A1D2_50%; Injection: 2;

SampleName: A1D2_50%; Injection: 3;

System Suitability Summary Results

Name: Alfa Tocoferol

Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Ttaﬁ:g Re:clask';ion USP Plate Count | RT | Area
1 A1D2_50% |70 | 1 |Alfa Tocoferol 19 09 23 4785 | 6.4 17707

I 2 A1D2_50% |70 | 2 | Alfa Tocoferol 17 11 43 5083 | 6.4 | 17294
3 A1D2_50% |70 | 3| Alfa Tocoferol 18 12 28 4213 | 6.4 | 17585
Mean 18 1 32 4694 | 6.4 | 17529
Std. Dev. 0.0 212
% RSD \' 01] 12

|
Figura G.16.

Precisién Intermedia - A1D2 MTA 50%.
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SAMPLE' INFORMATION
E \ =

Sample Name: A1D2_100% ‘ Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 7 [ Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 ‘ Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul ( Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11 ‘T
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C |
T° Muestras: 20°C +5°C ‘
Flujo: 2,0 mL/min |
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua(W.F.l (50:50:2) (D)
0.020° —

Figura G.17.

Precisién Intermedia - A1D2 MTA 100%.

‘ &
| :
9 & g
Q s <
L% B =
J Ll
‘3:)0 AIDO 5 560‘ ; ‘5.2)0‘ A I7£)U‘ N ‘svlml e I9‘00I L 10.00
Minutes
SampleName: A1D2_100%; Injection: 1;
SampleName: A1D2_100%; _Inj 2
SampleName:A1DZ_1FD%. Injection: 3;
| \
m‘ £ -
| 4 ‘ I
a0 400 | sbo "eo0 700 " a0 900 "10.00
Minutes
SampleName'A1D2,‘00%; Injection: 1;
SampleName: A1D2_100%; Injection: 2;
SampleName: A1D2_100%; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
’ usP | usp
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Taling | Resokution USP Plate Count | RT | Area
1 A1D2_100% | 71 1 | Alfa Tocoferol 36 1.2 23 4620 | 6.4 | 34593
2 A1D2_100% |71 | 2| Affa Tocoferol 39 1.2 23 4505 | 6.4 | 35896
3 A1D2_100% | 71 3 | Alfa Tocoferol 43 1.2 26 4375 | 6.4 | 35631
Mean 39 1.2 24 4500 | 6.4 | 35373
Std. Dev. 0.0 689
% RSD 0.1 1.9
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AU

AU

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: A1D2_150% Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 72 Acq. Method Set:
Injection #: 1223 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150Lz( 3,9 mm; 5um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C + 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agu% W.F.I (50:50:2) (D)
0020 ;
0.015 ’

0.01 g
] @
1 2
2
1 g 8
| i < (]
0.005— [ & © T
1 3 8 A
1 | N o [
i || S = /
AR e e A =
0.000— T
i —— U e s o e | [ e e T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
| Minutes
SampleName: A1D2_150%; Injection: 1;
SampleName: A1D2_150%; Injection: 2;
SampleName: A1D2_150%; Injection: 3;
Bl |
0.003 g\
H
0.002
]
0.001j
1
7
0.000—

L=
5.00
Minutes

SampleName: A1D2_150%; Injection: 1;
- SampleName:A1D2_150%; Injection: 2;
SampleName: A1D2_150%; Injection: 3;

System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol

Sanple Name | Vial | Inj Name USPs/n Tﬁ:g Re:ﬁ;bn USP Plate Count | RT | Area

™ 1 A1D2_150% | 72 1| Alfa Tocoferol 66 1.2 25 4305 6.4 | 55013
2 A1D2_150% 72 | 2 | Alfa Tocoferol 66 1.2 25 4390 | 6.4 | 54438

3 A1D2_150% | 72 | 3 | Alfa Tocoferol 63 1.2 23 4419 | 6.4 | 54604
Mean 65 1.2 24 4371 | 6.4 | 54685
Std. Dev. 00| 296
% RSD 0.1 0.5

Figura G.18.

Precisién Intermedia - A1D2 MTA 150%.
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ANEXO H: EXACTITUD

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Exactitud_100%_1 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 6 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes { Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,1i0 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £5°C
T° Muestras: 20°C £5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
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SampleName: Exactitud_100%_1;  Injection: 1;
————— SampleName: Exactitud_100%_1; Injection: 2
—— SampleName: Exactitud_100%_1; Injection: 3;
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03)“"1‘“)‘ Y& Zl(XJI ‘3‘(!]‘ 4‘&)\ 's‘m“”sm‘ ‘I‘7.|&Jl 6‘(1)‘ 9va‘ 10'.00
Minutes
—— SampleName: Exactitud_100%_1; Injection: 1;
— SampleName: Exactitud_100%_1; Injection: 2
—————  SampleName: Exactitdd_100%_1; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
" A USP USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Exactitud_100%_1 | 6 1 | Alfa Tocoferol 51 1.2 26 4659 | 6.4 | 37816
2 Exactitud_100%_1 | 6 2 | Alfa Tocoferol 35 1.2 24 4433 | 6.4 | 37219
3 Exactitud_100%_1 6 3 | Alfa Tocoferol 40 12 27 4932 | 6.4 | 37260
Mean 42 1.2 25 4674 | 6.4 | 37432
Std. Dev. 0.0 334
% RSD 0.1 0.9

Figura H.1. Exactitud - MTA 100%-1.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Exactitud_100%_2 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 7 Acq. Method Set:
Injection #: 1,253 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
0015;
- 0010
= 8
§ . 3
o 5 a 3
L s s
W g L N o
0,000
g Toet R R T AL | 05 T O O e e o S R Tacd |<—1\
000 100 200 300 100 500 600 7.00 800 °00 1000
Minues
SampleName: Exactitud_100%_2 Injection: 1;
SampleName: Exactitud_100%_2 Injection: 2
SampleName: Exactitud_100%_2,  Injection: 3;
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—— SampleName: Exactitud/100%_2; Injection: 1;
—————  SampleName: Exactitud|100% 2 Injection: 2:
— SampleName: Exactitud|100%_2; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol 7
! . USP USP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Exactitud_100%_2 | 7 1 | Alfa Tocoferol 35 1.2 4.4 4617 | 6.4 | 37940
2 Exactitud_100%_2 | 7 2 | Alfa Tocoferol 46 1.2 26 4652 | 6.4 | 37164
3 Exactitud_100%_2 | 7 3 | Alfa Tocoferol 41 1:1 32 4653 | 6.4 | 37834
Mean 41 1 34 4641 | 6.4 | 37646
Std. Dev. 0.0 421
% RSD 01| 1.1

Figura H.2. Exactitud — MTA 100%-2.
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SAMPL

INFORMATION

Sample Name: Exactitud_100%_3 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 9 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method: .
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.1(50:50:2) (D)
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SampleName: Exactitud_100%_3; Injection: 1;
——— SampleName: Exactitud_100%_3; Injection: 2;
SampleName: Exactitud_100%_3; Injection: 3;
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SampleName: Exactitud_100%_3; Injection: 1;
SampleName: Exactitud_100%_3; Injection: 2;
SampleName: Exactitud_100%_3;  Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
% : USP USP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Exactitud_100%_3 | 9 1 | Alfa Tocoferol 58 12 26 4377 | 6.4 | 36867
2 Exactitud_100%_3 | 9 2 | Alfa Tocoferol 56 1.1 3.7 4378 | 6.4 | 36833
3 Exactitud_100%_3 | 9 3 | Alfa Tocoferol 49 1.2 26 4620 | 6.4 | 37207
Mean 54 1.2 3.0 4458 6.4 | 36969
Std. Dev. 0.0 207
% RSD 0.1 0.6

Figura H.3. Exactitud - MTA 100%-3.
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SAMPLE INFORMATION

Sample Name: Exactitud_120%_1 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 10 Acqg. Method Set:
Injection #: 152,38 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agu]a W.F.|(50:50:2) (D)
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SampleName: Exactitud_120%_1; Injection: 1;
SampleName: Exactitud_120%_1; Injection: 2,
SampleName: Exactitud_120%_1; Injection: 3;
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SampleName: Exactitud_120%_1; Injection: 1;
SampleName: Exactitud_120%_1; Injection: 2,
SampleName: Exactitud_120%_1; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
: . USP USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
i Exactitud_120%_1 | 10 | 1 | Alfa Tocoferol 54 1.2 35 4827 | 6.4 | 43992
2 Exactitud_120%_1 | 10 | 2 | Alfa Tocoferol 55 1.2 2.8 4492 | 6.4 | 44321
3 Exactitud_120%_1 | 10 | 3 | Alfa Tocoferol 57 1.1 26 4225 | 6.4 | 44651
Mean 55 1.2 3.0 4515 | 6.4 | 44321
Std. Dev. 0.0 330
% RSD 0.2 0.7

Figura H.4. Exactitud - MTA 120%-1.
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SAMPL INFORMATION
Sample Name: Exactitud_120%_2 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 12 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method: -
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
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SampleName: Exactitud_120%_2  Injection: 1;
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——— SampleName: Exactitud_120%_2, Injection: 3;
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———  SampleName: Exactitud 120%_2  Injection: T;
ey SampleNzrvaxactitudEm,Z lnj:e((ion:z
— SampleName: Exactitud 120%_2 Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
z . USP USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Exactitud_120%_2 | 12 | 1 | Alfa Tocoferol 64 11 25 4558 | 6.4 | 44473
2 Exactitud_120%_2 | 12 2 | Alfa Tocoferol 50 1.2 24 4800 | 6.4 | 43950
3 Exactitud_120%_2 | 12 | 3 | Alfa Tocoferol 46 1.1 26 4547 | 6.4 | 44934
Mean 53 1.1 2.5 4635 | 6.4 | 44452
Std. Dev. 0.0 493
% RSD 0.2 11

Figura H.5. Exactitud — MTA 120%-2.
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SAMPLE INFORMATION

Sample Name: Exactitud_120%_3
Sample Type: Unknown

Vial: 13

Injection #: 15:25:3

Injection Volume:  20.00 ul

Run Time: 10.0 Minutes

Date Processed:

Acquired By:
Sample Set Name:
Acq. Method Set:

Processing Method:

Channel Name:
Proc. Chnl. Descr.:

290.0nm

2998 PDA 290.0 nm (2998

Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C + 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
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SampleName: Exactitud_120%_3; Injection: 1;
~—————— SampleName: Exactitud_120%_3; Injection: 2,
SampleName: Exactitud_120%_3; Injection: 3;
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———— SampleName: Exacliludj%_a. Injection: 1;
————  SampleName: Exactitud_120%_3; Injection: 2
SampleName: Exactitud_120%_3; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
; ; USP USP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Exactitud_120%_3 | 13 1| Alfa Tocoferol 70 1.2 2.7 4742 | 6.4 | 44026
2 Exactitud_120%_3 | 13 | 2 | Alfa Tocoferol 65 141 2.5 4511 | 6.4 | 44142
3 Exactitud_120%_3 | 13 | 3 | Alfa Tocoferol 58 1.2 26 4547 | 6.4 | 44775
Mean 64 1.2 26 4600 | 6.4 | 44315
Std. Dev. 0.0 403
% RSD 0.1 0.9

Figura H.6. Exactitud — MTA 120%-3.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Exacitud_150%_1 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 15 Acq. Method Set:
Injection #: 1523 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed: Tttt o T
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C £5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : AguF W.F.I (50:50:2) (D)
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SampleName: Exacitud_150%_1;  Injection: 1;
SampleName: Exacitud_150%_1; ~ Injection: 2
SampleName: Exacitud_150%_1;  Injection: 3;
3 ‘
P 2 ‘
20 30 80 1000
SampleName: Exacitud_150%_1;  Injection: 1;
SampleName: Exacitud_150%_1; Injection: 2;
SampleName: Exacitud_’ ’50%_1; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
. . USP USP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Exacitud_150%_1 | 15 1 | Alfa Tocoferol 69 1.1 30 4677 | 6.4 | 55116
2 Exacitud_150%_1 | 15 2 | Alfa Tocoferol 71 1.2 2.4 4814 | 6.4 | 56241
3 Exacitud_150%_1 | 15 3 | Alfa Tocoferol 65 1.3 26 4473 | 6.4 | 56766
Mean 68 1.2 27 4655 | 6.4 | 56041
Std. Dev. 0.0 843
% RSD 0.1 1.5

Figura H.7. Exactitud - MTA 150%-1.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Exacitud_150%_2 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 16 Acg. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £ 5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
0020
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SampleName: Exacitud_150%_2; Injection: 1;
SampleName: Exacitud_150%_2, Injection: 2;
SampleName: Exacitud_150%_2; Injection: 3;
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SampleName: Exacitud_150%_2; Injection: 1;
——— SampleName: Exacitud_150%_2; Injection: 2;
SampleName: Exacitud_150%_2;  Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
" . USP USP
Sample Name | Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
1 Exacitud_150%_2 | 16 1 | Alfa Tocoferol 81 1.2 27 4450 | 6.4 | 57102
2 Exacitud_150%_2 | 16 | 2 | Alfa Tocoferol i 1.1 26 4448 | 6.4 | 55972
3 Exacitud_150%_2 | 16 3 | Alfa Tocoferol 83 12 26 4631 | 6.4 | 55526
Mean 80 1.2 26 4509 | 6.4 | 56200
Std. Dev. 0.0 813
% RSD L 0.0 14
Figura H.8. Exactitud — MTA 150%-2.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Exactitud_150%_3 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 18 Acq. Method Set:
Injection #: 1,2,3 Processing Method: _
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C £5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0020
0015
5 0010 s
< 2
5
] 5 g
0005 E E g
, M — S £ g ]
0.000- “‘ v
tl(llJI i 1‘(»‘ 2|IIJ' E'CD] 4.'00' S‘WI ‘GCO‘ el I7lml 8,‘(!)‘ 9.‘(!) l10(?0
Minutes
SampleName: Exactitud_150%_3; Injection: 1;
SampleName: Exactitud_150%_3; Injection: 2
———  SampleName: Exactitud_150%_3; Injection: 3;
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SampleName: Exactitud_150%_3; Injection: 1;
SampleName: Exactitu ;J 50%_3; Injection: 2,
SampleName: Exactitud_150%_3; Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
; ; USP USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing | Resolution USP Plate Count | RT | Area
Exactitud_150%_3 | 18 | 1 | Alfa Tocoferol 76 1.2 25 4597 | 6.4 | 55994
Exactitud_150%_3 | 18 | 2 | Alfa Tocoferol 68 12 25 4567 | 6.4 | 56732
Exactitud_150%_3 | 18 3 | Alfa Tocoferol 81 1.1 26 4558 | 6.4 | 56554
Mean 75 1.2 25 4574 | 6.4 | 56427
Std. Dev. 0.0 385
% RSD 0.1 0.7

Figura H.9. Exactitud - MTA 150%-3.
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name: STD_Cuantificacion_1 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 5 Acq. Method Set:
Injection #: 23 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um |
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C +5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agu1 W.F.1(50:50:2) (D)
0020 [
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p STD.C ion_1;  Injection: 1;
P STD_C on_1; Injection: 2
pl x STD_C idn_1; Injection: 3;
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' 2 pl : STD_C ificacion_1; Injection: 1;
p! : STD_Ct ion_t; Injection: 2
STD.C *} idn_1;  Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
SanpleName | Vial|Ihj| Name | USPs/n T:ism':g USP Plate Count | RT | Area
1 STD_Cuantificacion_1 | 5 1 | Alfa Tocoferol 38 1.1 4612 | 6.4 | 40871
2 STD_Cuantificacion_1 | 5 2 | Alfa Tocoferol 48 1.2 4384 | 6.4 | 40797
3 STD_Cuantificacion_1 | 5 3 | Alfa Tocoferol 51 1.2 4323 | 6.4 | 40305
Mean 46 12 4440 | 6.4 | 40658
Std. Dev. 0.0 308
% RSD 0.0 0.8

Figura H.10. Exactitud - STD 1.
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: STD_Cuantificacion_2 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 8 Acqg. Method Set:
Injection #: 1,23 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C £5°C
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Moévil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.I (50:50:2) (D)
0020
Q015:
S 0010: =
2 S
H
8
0.005- e
£
<
| I J[A
J i T =NY = S
0.000— T
C Tt Tl - Dyl it 3 T | U P VL i e [ T3 Tz T v
000 100 200 300 4%1) 500 600 7.00 800 900 1000
Minues
SampleName: STD_Cuantificacion_2; Injection: 1;
p STD_Cuantificacion_2; Injection: 2
SampleName: STD_Cuantificacion_2;  Injection: 3;
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Minues
— P STD_C: ion_2,  Injection: 1;
SampleName: STD_Cuantificacion 2, Injection: 2;
P STD_Ci ificacion 2  Injection: 3;
System Suitabilty Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
: ; USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing USP Plate Count | RT | Area
1 STD_Cuantificacion_2 | 8 1| Alfa Tocoferol 46 1.1 4399 | 6.4 | 39921
2 STD_Cuantificacion_2 | 8 2 | Alfa Tocoferol 40 1.2 4643 | 6.4 | 39893
3 STD_Cuantificacion_2 | 8 3 | Alfa Tocoferol 43 1.1 4410 | 6.4 | 39942
Mean 43 1.1 4484 | 6.4 | 39919
Std. Dev. 0.0 25
% RSD 0.1 0.1

Figura H.11. Exactitud - STD 2.
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SAMPL INFORMATION
Sample Name: STD_Cuantificacion_3 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 11 Acq. Method Set:
Injection #: 1,23 Processing Method:
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C +£5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Agua W.F.| (50:50:2) (D)
|
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SampleName: STD_Cuantificacion_3; Injection: 1;
SampleName: STD_Cuantificacion_3; ~Injection: 2;
SampleName: STD_Cuantificacion_3;  Injection: 3;
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Minutes
p : STD_C: ¢acidn_3; Injection: 1;
p : STD_Cuanti ion_3; Injection: 2
pleName: STD_ Cuanti ; i3 Injection: 3
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
x " USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing USP Plate Count | RT | Area
1 STD_Cuantificacion_3 | 11 1 | Alfa Tocoferol 48 11 4667 | 6.4 | 39690
2 STD_Cuantificacion_3 | 11 2 | Alfa Tocoferol 43 1.2 4477 | 6.4 | 39010
3 STD_Cuantificacion_3 | 11 3 | Alfa Tocoferol 44 1.2 4482 | 6.4 | 40436
Mean 45 1.1 4542 | 6.4 | 39712
Std. Dev. 0.0 713
% RSD 0.1 1.8

Figura H.12. Exactitud - STD 3.
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SAMPLEf!NFORMATION

Sample Name: STD_Cuantificacion_4 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 14 \ Acg. Method Set:
Injection #: 1,2,3 ‘ Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes . Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C ‘
T° Muestras: 20°C £ 5°C
Flujo: 2,0 mL/min L
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : AguL W.F.1 (50:50:2) (D)
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SampleName: STD,Cumndcacién_A‘, Injection: 1;
I manieny
impleName: STD_Cuanti ion_4; Injection: 3;
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SampleName: STD_Cuantificacion 4;  Injection: 1;
)_.C cacion 4; Injection: 2
STD_C { ion_4;  Injection: 3;
System Suitabilty Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
" : USP
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n Tailing USP Pate Count | RT | Area
1 STD_Cuantificacion_4 | 14 | 1 | Alfa Tocoferol 46 1.1 4671 | 6.4 | 39037
2 STD_Cuantificacion_4 | 14 | 2 | Alfa Tocoferol 47 1.1 4532 | 6.4 | 39103
3 STD_Cuantificacion_4 | 14 | 3 | Alfa Tocoferol 44 1.1 4177 | 6.4 | 39748
Mean 46 11 4460 | 6.4 | 39296
Std. Dev. 0.0 393
% RSD 0.1 1.0

Figura H.13. Exactitud - STD 4.
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SAMPLE

INFORMATION

Sample Name: STD_Cuantificacion_5 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name:
Vial: 17 Acqg. Method Set:
Injection #: 12,3 Processing Method:
Injection Volume: ~ 20.00 ul Channel Name: 290.0nm
Run Time: 10.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 2998 PDA 290.0 nm (2998
Date Processed:
Equipo: Waters - 11
Columna: Waters Simmetry® C18,150 x 3,9 mm; 5 um
Pre Columna: Waters Simmetry® C18, 20 x 3,9 mm; 5 um
T° Columna: 25°C +5°C
T° Muestras: 20°C £5°C
Flujo: 2,0 mL/min
Fase Movil: Acetonitrilo : Metanol : Ag W.F.I(50:50:2) (D)
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: STD_Cuantificacion_5;  Injection: 1;
T SampIeName STD. Cuanu,ncaclbn .5, Injection: 2;
ion_5; Injection: 3;
0
2
0!
v
Ve r\""“‘ Ahacereimner]
o rdﬁ;““ t s
PSR R - aw 40 s 60 70 800 90 1000
Mirutes
P : STD_C ificacion_5; Injection: 1;
pl : STD_C ificacion_5;  Injection: 2;
pl : STD_C ‘ ion_5;  Injection: 3;
System Suitability Summary Results
Name: Alfa Tocoferol
Sample Name Vial | Inj Name USPs/n U§P USP Plate Count | RT | Area
Tailing
1 STD_Cuantificacion_5 | 17 | 1 | Alfa Tocoferol 44 1.2 4350 | 6.4 | 40935
2 STD_Cuantificacion_5 | 17 | 2 | Alfa Tocoferol 54 1.2 4487 | 6.4 | 39637
3 STD_Cuantificacion_5 | 17 | 3 | Alfa Tocoferol 53 1.1 4291 | 6.4 | 40524
Mean 50 1.2 4376 | 6.4 | 40365
Std. Dev. 0.0 663
% RSD 0.1 16

Figura H.14. Exactitud - STD 5.
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