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RESUMEN

El objetivo del trabajo de investigacion fue desarrollar un método analitico para determinar
simultdneamente metronidazol y miconazol nitrato en una emulsion farmacéutica, el método se
desarrolld utilizando el enfoque en la calidad analitica. Inicialmente, se determiné el perfil
analitico, los atributos criticos de calidad (CQA), con la medicién del nimero de platos teéricos
(N), asimetria (T), resolucion (Rs) y tiempo de retencion (TR). Posteriormente, se identificaron
los parametros criticos del proceso mediante una matriz de riesgo inicial, la fase estacionaria,
porcentaje de organico, flujo, temperatura y pH de la fase movil. Se evaluaron mediante un disefio
experimental, se selecciono6 un disefio reducido de Draper-y-Lin, dando un total de 30 ensayos.
La region de disefo operable del método (MODR) se determino mediante los graficos de Pareto,
efectos principales, superficie respuesta y posterior analisis de varianza (ANOVA). Finalmente,
se estableci6 las condiciones optimas de trabajo con un método 6ptimo con flujo de 1,0 mL, 45
grados Celsius, proporcion de la fase movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8), detectados a 220 nm,
en una fase estacionaria LiChrospher C18 (5um;150-4 mm). En el método desarrollado se evalud
su selectividad acorde a la Asociacion espafiola de farmacéuticos, se prepararon muestras
mediante las técnicas de placebo y placebo cargado. Luego, a través del % de discrepancia y la
prueba t de Student se valor¢ la selectividad del método optimizado. El dato de discrepancia fue
de 0,795% para el miconazol nitrato y 0,668% para el metronidazol y con un valor de p mayor
igual que 0,05 se demostrd que no existe diferencia significativa entre muestras. En conclusion,
el método desarrollado y optimizado mantuvo los atributos criticos planteados en el espacio de
disefio evaluado. Se recomienda continuar con la etapa de validacion del método analitico segiin

lo determina la Farmacopea de los Estados Unidos de Norteamérica.

Palabras clave: <BIOQUIMICA Y FARMACIA>, <CROMATOGRAFIA>, <METODO
ANALITICO>, <METRONIDAZOL>, <MICONAZOL NITRATO>. <EMULSION>.

0783-DBRA-UTP-2022
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ABSTRACT

The main objective of this research study was to develop an analytical method to determine
metronidazole and miconazole nitrate simultaneously in a pharmaceutical emulsion. The method
was developed focusing on analytical quality. Initially, the analytical profile was determined,
critical quality attributes (CQA), with the measurement of the number of theoretical plates (N),
asymmetry (T), resolution (Rs), and retention time (RT). Subsequently, the critical parameters of
the process were identified through an initial risk matrix, the stationary phase, and percentage of
the organic, flow, temperature, and pH of the mobile phase. They were evaluated using an
experimental design, a reduced Draper-and-Lin design was selected, giving a total of 30 trials.
The method operable design region (MODR) was determined using Pareto charts, main effects,
response surface, and subsequent analysis of variance (ANOVA). Finally, optimal working
conditions were established with an optimal method with a flow of 1.0 mL, 45 degrees Celsius,
mobile phase ratio (75:25 Buffer: Methanol pH 2.8), detected at 220 nm, in a LiChrospher C18
stationary phase (S5um;150-4mm). In the developed method, it was evaluated selectivity according
to the Spanish Association of Pharmacists, samples were prepared using the placebo and loaded
by placebo techniques. Then, the % discrepancy and the Student's T-test were used to assess the
selectivity of the optimized method. The discrepancy of the data was 0.795% for miconazole
nitrate and 0.668% for metronidazole and with a higher p-value equal to 0.05, it was shown that
there is no significant difference between samples. In conclusion, the developed and optimized
method maintained the critical attributes raised in the space of evaluated design. It is
recommended to continue with the validation stage of the analytical method according to what is

determined by the Pharmacopoeia of the United States of America.

Keywords: <BIOCHEMISTRY AND PHARMACY>, <CHROMATOGRAPHY>,
<ANALYTICAL METHOD>, <METRONIDAZOLE>, <NITRATE OF MICONAZOLE>,
<EMULSION>.

Evelyn Carolina Macias Silva

0603239070
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INTRODUCCION

La elaboracion de productos farmacéuticos requiere de los més altos estandares de calidad por lo
cual, las farmacéuticas son reconocidas como una de las mas exigentes, considerando la criticidad
de los productos que elabora. No obstante, pese a, todos los controles que se realiza en la
elaboracion de un medicamento, frecuentemente se reportan eventos que afectan la calidad del
farmaco (Saleme et al, 2013, p. 191).

El desarrollo y la fabricacion de un medicamento engloba varios procesos farmacéuticos que
deben ser controlados para tener un producto de calidad. Entre los procesos mas criticos que se
deben controlar los métodos analiticos cobran protagonismo, ya que ejercen un papel importante
durante el ciclo de vida del medicamento (Tome et al. 2019, p. 1784).

Los métodos analiticos tradicionales frecuentemente se realizaban mediante un sistema de prueba
y error, es decir variando un factor a la vez (OFAT), lo que generaba un alto costo para la industria
farmacéutica, dado que originaban un nimero elevado de experimentos, ademas el método tenia
un alto riesgo de falla (Parr y Schmidt 2018, p. 7).

Actualmente existen métodos sistematicos, los cuales emplean programas estadisticos y un
software como herramienta para el desarrollo de un método analitico, la cual se conoce como

Calidad analitica por disefio (AQbD) que es una prolongacion de Quality by Design (QbD) (Tome
etal. 2019).

El metronidazol (MTZ) y miconazol nitrato (MN), son dos principios activos derivados de los
nitroimidazoles, que se emplean generalmente como antibacterianos, amebicidas,
antiprotozoarios y en infecciones fungicas (Sahoo y Jain 2016, p. 1).

Hoy por hoy, existen en el mercado varias formas farmacéuticas que contienen la mezcla de estos
principios activos, para la terapia de una gran variedad de infecciones vaginales provocadas por
distintos tipos de organismos (Akay et al. 2002, p. 13).

Por este motivo, para la separacion de los analitos presentes en una muestra, el empleo de técnicas
cromatograficas, como la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), se emplea
frecuentemente ya que, resulta ser un método sensible, especifico reproducible, y apto para el
desarrollo de métodos (Tome et al. 2019, p. 1784).

En la farmacopea de los Estados Unidos de América (USP) no existe ningiin método oficial para
la determinacion simultanea de metronidazol y miconazol nitrato, por este motivo se considerado
la necesidad de desarrollar un método analitico unico para la determinacion de estos principios
activos en una emulsion.

En el Ecuador la evaluacion de la calidad de los medicamentos farmacéuticos y su
comercializacion estd regida por la Agencia de Regulacion, Control y Vigilancia Sanitaria

(ARCSA), la cual se apoya en la normativa de Buenas Practicas de Manufactura (BPM), guiados



en el Informe No. 32 de la OMS que a su vez, tiene relacion con organismos internacionales como
la FDA, la OMS, ICH, Farmacopea Europea y Americana (Daste 2015, p. 4).

En este contexto, el Laboratorio Neofarmaco Cia. Ltda, se ve en la necesidad de desarrollar un
método analitico para la determinacion simultdnea de metronidazol y miconazol nitrato en una
emulsion, mediante la utilizacion de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) en fase
reversa, aplicando el QbD (Quality by Design), el cual incluye el desarrollo del perfil analitico
del objetivo (ATP), seleccion de los atributos criticos (CQA), identificacion de los parametros
criticos del proceso (CCP), mediante una evaluacion de riesgo inicial, definicion de la region de
disefio operable del método (MODR) y seleccion de puntos de trabajo lo cual, contribuira al
desarrollo de un método 6ptimo con resultados dentro de las especificaciones y adecuado para
su proposito durante todo el ciclo de vida del método reduciendo asi costos en la industria

farmacéutica.



OBJETIVOS

Objetivo General

Aplicar el QbD para la determinacion simultanea de metronidazol y miconazol nitrato por RP-

HPLC -UV/Vis en una emulsion.

Objetivos especificos

o Desarrollar un método analitico, utilizando la directriz ICH QS8 para la separacion de
metronidazol y miconazol nitrato presentes en una emulsion.

o Identificar los parametros criticos del proceso (CCP) que afectan de manera directa al
método analitico.

o Determinar el grado de selectividad del método analitico desarrollado.



CAPITULOT
1. MARCO TEORICO REFERENCIAL
1.1.  Principios activos
1.1.1. Metronidazol
El metronidazol (MTZ), es un compuesto que pertenece a la clase de los nitroimidazoles,
ampliamente utilizado en la cura de diversas infecciones provocadas por diferentes tipos de
microorganismos, ya que presenta actividad contra bacterias anaerobias y protozoos (PubChem
2004a).

1.1.1.1. Nombre, formula y peso molecular

Su férmula quimica es CsHoN3O3; 1- (2-hidroxietill) -2-metil -5- nitroimidazol tiene un peso

molecular de 171,16 (Brittain 2020, p. 329).

Figura 1-1. Estructura del metronidazol
Fuente: (PubChem 2004a).

1.1.1.2. Apariencia

El metronidazol exhibe un color blanco a amarillo palido, es inodoro y cristalino (Brittain 2020, p.

329).

1.1.1.3. Propiedades fisicas y quimicas

e  Espectro Ultravioleta: Expone una absorcion maxima de 274 nm aproximadamente, usando

acido sulfurico 0,1 N y metanol como disolvente (Brittain 2020, p. 329).
4
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Figura 2-1. Espectro Ultravioleta del Metronidazol

Fuente: (Brittain 2020, p. 333).

e  Actividad optica: Este compuesto no presenta actividad optica.

*  Punto de fusion: 159 a 163 °C.

=  Punto de ebullicion: 405.4.

=  Solubilidad: El metronidazol presentan solubilidad en varios solventes que se exponen a

continuacion. (Brittain 2020, p. 332).

Tabla 1-1: Solubilidad del metanol en varios solventes a 25 °C

Solvente Solubilidad, mg/MI

Agua 10,5
Metanol 32,5
Etanol 15,5
Cloroformo 3.8
Heptano menor a 0,01

Fuente: (Brittain 2020, p. 332).
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

e pKa: El metronidazol es una base débil que presenta un pKa de 2,38
. LogP: -0.02

e Donantes de enlaces de hidrogeno: 1

e  Aceptores de enlaces de hidrogeno: 4

e  pH en una solucién acuosa saturada es de 5,8 (PubChem 2004a).
1.1.1.4. Mecanismo de accion
Su mecanismo de accion antibacteriano y antiprotozoario consiste en la destruccion del ADN al

ingresar a la célula mediante difusion pasiva, en donde es quimicamente reducido por proteinas

del metabolismo de algunos parésitos y bacterias anaerobias, la reduccion del grupo nitro del



MTZ rompe la estructura del ADN lo cual se traduce en muerte celular ya que, existe una
inhibicién de acidos nucleicos lo que genera compuestos dafiinos para la célula. (vicente y Pérez-

Trallero 2010, p. 527).

1.1.1.5. Farmacocinética

El MTZ es administrado por via oral, intravenosa, tOpica, vaginal y rectal, se absorbe
perfectamente por via oral ya que, alcanza una biodisponibilidad del 90%, en supositorios del 60-
80%, y por via vaginal del 20% (vicente y Pérez-Trallero 2010, p. 526).

Se distribuye por todos los tejidos y liquidos, y es capaz de atravesar la placenta y la barrera
hematoencefilica, se metaboliza en el higado (30 al 60%), y es eliminado por via renal, con una

excrecion del 20% por la orina y del 6-15% por las heces (vicente y Pérez-Trallero 2010, p. 526).

1.1.1.6. Usos terapéuticos
El metronidazol es activo contra todas las bacterias anaerobias causantes de casi todas las
infecciones, en combinacion con otros antibioticos se administra en el tratamiento de abscesos

cerebrales de procedencia sinusal, dental, pulmonar. Ademas de ser utilizado en endocarditis

infecciosas causada por bacterias anaerobias (yicente y Pérez-Trallero 2010, p. 527).

1.1.2. Miconazol nitrato

El nitrato de miconazol es un derivado del imidazol que se encuentra en forma de sal de nitrato

de miconazol, y es administrado en el tratamiento de infecciones por Candida (PubChem 2004b).

1.1.2.1. Nombre, formula y peso molecular

Su formula quimica es ClgH14CuN,O. HNO; 1H-Imidazol,1-[2-(2,4- diclorofenil)-2-[(2,4-

diclofenil)metoxi]etil] y tiene un peso molecular de 479,14 (Al-Badr 2005, p. 5).

Figura 3-1. Estructura del miconazol
Fuente: (PubChem 2004b).



1.1.2.2. Apariencia

El nitrato de miconazol es un polvo que presenta un color blanco o casi blanco (Al-Badr 2005, p. 5).

1.1.2.3. Propiedades fisicas y Quimicas

e  Espectro Ultravioleta: El miconazol nitrato presenta una absorcion maxima a 264,272 y 280

nm en metanol (0,0104%) (Al-Badr 2005, p. 10).
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Figura 4-1. Espectro Ultravioleta del nitrato de miconazol
Fuente: (Al-Badr 2005, p. 11).

e Actividad 6ptica: (+) Forma nitrato a3’+ 59° (metanol) (-) Forma nitrato a3°- 58° (metanol)
(Al-Badr 2005, p. 8).

e  Punto de fusion: 170- 185 °C.

e  Solubilidad: Es muy soluble en dimetilsulfoxido; soluble en dimetilformamida parcialmente
soluble en metanol; escasamente soluble en alcohol, cloroformo y propilenglicol; muy poco
soluble en agua y alcohol isopropilico; insoluble en éter (Farmacopea Argentina 2003, p. 654).

e pKa: Esuna base débil que presenta un pKa de 6.7

e LogP:5,86

e Donantes de enlaces de hidrogeno: 1

e Aceptores de enlaces de hidrogeno: 5
1.1.2.4. Mecanismo de accion
Consiste en la inhibicion de la enzima 14- alfa-lanosterol demetilasa, enzima primordial en la

biosintesis de ergosterol ya que, al no producirse este compuesto se almacena en el tegumento

celular esteroles 14-alfa- metilados, que son toxicos para la célula (De Zan 2011, p. 58).



1.1.2.5. Farmacocinética

El nitrato de miconazol se administra generalmente por via topica y se absorbe muy poco en los
tejidos sistémica, alcanza un volumen de distribucion de 10911 L cuando se administra mediante
crema vaginal, se fusiona a la albimina y se metaboliza en el higado, pero, no genera metabolitos

activos y es eliminado por la orina y las heces (Drugbank 2005).

1.1.2.6. Usos terapéuticos

El miconazol nitrato se encuentra disponible en cremas, supositorios, geles y tabletas, esta
indicado en el tratamiento de la candidiasis orofaringea en adultos, en infecciones vaginales
producidas por hongos, y para el alivio de la picazon e irritabilidad que estas generan, también es
utilizado en el tratamiento de la dermatofitosis del pie (Drugbank 2005).

1.2.  Excipientes

1.2.1. Propilparabeno

La funcién del propilparabeno es actuar como conservante puesto que, actia como agente
antifungico y antimicrobiano es utilizado en la industria farmacéutica, en la manufactura de
cosméticos que contienen agua, como, por ejemplo, cremas, lociones, champus y articulos de
bafio. Es un éster de benzoato, un miembro de fenoles y un parabeno (Drugbank 2005).

1.2.1.1. Nombre, formula y peso molecular

Su férmula es CioH1203, 4-hidroxibenzoato de propilo y presenta un peso molecular de 180,20

Figura 5-1. Estructura del propilparabeno

Fuente: (National Center for Biotechnology Information 2021c).



1.2.1.2. Apariencia, color y olor

Exhibe un olor aromadtico inodoro o leve, tiene la apariencia de cristales o polvo blanco (National

Center for Biotechnology Information 2021c).

1.2.1.3. Propiedades fisicas y quimicas

Espectro Ultravioleta: Absorcion maxima en alcohol 257 nm

absorbance

Preview: Tallest Peak (20x zoom)
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Figura 6-1. Espectro Ultravioleta del propilparabeno

Fuente: (National Center for Biotechnology Information 2021c).

e  Punto de fusion: 95-98 ° C

e  Punto de ebullicién: 271 °F

e Solubilidad: Levemente soluble en agua caliente, en etanol y éter etilico es soluble;
ligeramente soluble en cloroformo.

e pKa:8)5

e TogP:3,04

e Donantes de enlaces de hidrogeno: 1

e Aceptores de enlaces de hidrogeno: 3

e pH: Levemente acido 6.5-7.0 (National Center for Biotechnology Information 2021c).

1.2.2. Metilparabeno

El metilparabeno es un conservante empleado en la industria farmacéutica, alimentaria y en
cosmética, presenta un amplio espectro de actividad antimicrobiana y como agente antifingico,
es efectivo a un rango variable de pH. Se utiliza en la preparacion de formulaciones farmacéuticas,

oftalmicas, en suspensiones y soluciones, etc. (Oporta, Oporta y Rodriguez 2009).



1.2.2.1. Nombre, formula y peso molecular

Su formula molecular es Cs H g O 3 4-hidroxibenzoato de metilo, y presenta un peso molecular

de 152.15 (National Center for Biotechnology Information 2021d).

Figura 7-1. Estructura del metilparabeno

Fuente: (National Center for Biotechnology Information 2021d).

1.2.2.2. Apariencia, color y olor

Forma de agujas blancas, inodoros e incoloros.

1.2.2.3. Propiedades fisicas y quimicas

e  Espectro ultravioleta: Absorciéon maxima en alcohol como solvente 258 nm.
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Figura 8-1. Espectro Ultravioleta del metilparabeno

Fuente: (National Center for Biotechnology Information 2021d).

e  Punto de fusion: 131,0° C
e  Punto de ebullicién: 270,5° C

e  Solubilidad: Presenta solubilidad en varios solventes que se mencionan a continuacion:
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Tabla 2-1: Solubilidad del metilparabeno en varios solventes a 25 °C

Solvente g/100ga25°C
Agua 2.50X10+3mg/L
Metanol 59

Etanol 52

Propilenglicol 22

Aceite de cacahuete 0,5

Acetona 64

Benceno 0,7

Eter 23

Tetracloruro de carbono 0,1

Fuente: (National Center for Biotechnology Information 2021d).
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

e pKa:84
e TogP:1,96
e Donantes de enlaces de hidrogeno: 1

e  Aceptores de enlaces de hidrégeno: 3 (National Center for Biotechnology Information 2021d).

1.2.3. Propilenglicol

Actua como cosolvente, ya que ayuda a disolver los insumos o ingredientes activos, tiene la
facultad de absorber agua y conservar la humedad de algunos medicamentos (National Center for

Biotechnology Information 2021a).

1.2.3.1. Nombre, formula y peso molecular

El propano-1,2-diol, C3HgO, tiene un peso molecular de 76,09.

O
. : H
H \I/\__ .

Figura 9-1. Estructura del propilenglicol

Fuente: (National Center for Biotechnology Information 2021a).
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1.2.3.2. Apariencia, color y olor

Es un fluido limpido y espeso no presenta olor ni color, tiene la capacidad de absorber la humedad

(National Center for Biotechnology Information 2021a).

1.2.3.3. Propiedades fisicas y quimicas
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Figura 10-1. Espectro infrarrojo del propilenglicol

Fuente: (FAO - Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion 1997).

- Punto de fusion: -76 ° F

- Punto de ebullicion: 370,8 ° F a 760 mm Hg

- Solubilidad: Soluble en agua, metanol, acetona y benceno
- pKa: 14,9

- LogP: -0,92

- Donantes de enlaces de hidrogeno: 2

- Aceptores de enlaces de hidrégeno: 2 (National Center for Biotechnology Information 2021a).

1.2.4. Metilcelulosa

Es un excipiente muy variable que a concentraciones bajas se utiliza en varias formulaciones tanto
solidas, liquidas y semisoélidas, posee multiples propiedades como reoldgicas, formador de
peliculas, poder adhesivo. Es utilizado como agente espesante en el acondicionamiento de

suspensiones, cremas y lociones ya que incrementa su viscosidad al disolverse (Tapia y Sapag-hagar
1995, p. 41).
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1.2.4.1. Nombre, formula y peso molecular

La metilcelulosa C20Hs4O16, estd formada por (1-> 4) — beta-D-glucano cuyo, peso molecular es

658,7 (National Center for Biotechnology Information 2021b).
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Figura 11-1. Estructura de la metilcelulosa

Fuente: (National Center for Biotechnology Information 2021b).

1.2.4.2. Apariencia, color, olor

La metilcelulosa es un polvo blanco es forma de granulos, inodoro e insipido.

1.2.4.3. Propiedades fisicas y quimicas

e  Punto de fusion: 482 °Fa 572 °F

e Solubilidad: Soluble en agua fria y acido acético glacial, insoluble en agua caliente, etanol,
cloroformo y éter.

e  Donantes de enlaces de hidrogeno: 0

e  Aceptores de enlaces de hidrogeno: 16

e  pH: Presenta un pH entre 5,0 y 8,0 (National Center for Biotechnology Information 2021b).
1.2.5. Span 80
El Span 80 también conocido como monooleato de sorbitan es un emulsionante de tipo no idnico,

es un surfactante que ayuda a mantener el equilibrio de las emulsiones disminuyendo la tension

superficial (Godoy, Salinas y Velasco 2004).
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1.2.5.1. Nombre, formula y peso molecular

El sorbitan, mono- (9Z) -9-octadecenoato, su formula quimica es CosHuOs y tiene un peso

molecular de 428,6 (National Center for Biotechnology Information 2021e).

Figura 12-1. Estructura quimica Span 80

Fuente: (National Center for Biotechnology Information 2021¢).

1.2.5.2. Apariencia color y olor

Es un liquido de color ambar.

1.2.5.3. Propiedades fisicas y quimicas

Se realizo el espectro infrarrojo presentado a continuacion:
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Figura 13-1. Espectro IR del Span 80

Fuente: (National Center for Biotechnology Information 2021¢).

e Solubilidad: Se dispersa facilmente en agua y es soluble en la mayoria de los aceites
minerales y vegetales, levemente soluble en éter e insoluble en acetona.

e  Donantes de enlaces de hidrogeno: 3
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e  Aceptores de enlaces de hidrégeno: 6 (National Center for Biotechnology Information 2021e).

1.2.6. Aceite de vaselina

El aceite de vaselina es un subproducto de la destilacion del petrdleo, en el argot popular también
se lo conoce como aceite mineral, esta constituido por alcanos de 15 a 40 carbonos y una parafina

ciclica. Se utiliza como agente emoliente y oclusivo en formas farmacéuticas topicas (Enriquez

2017, p. 12).

1.2.6.1. Apariencia

Liquido untoso, transparente y no presenta color.

1.2.6.2. Propiedades fisicas

e  Solubilidad: Levemente soluble en etanol, indisoluble en agua y presenta miscibilidad en
hidrocarburos.

e Densidad: 0,827 — 0,905 g/ml.

e Indice de refraccion: 1,4756 — 1,4800.

e  Viscosidad: De 120 -230 mPa-s a una temperatura de 20 °C

e  Punto de ebullicion: 310 °C (Drugbank 2015).

1.2.7. Vaselina blanca

Es utilizada como material base y para ajustar la consistencia, es tomada en cuenta como un
componente activo en preparaciones farmacéuticas ya que, posee un caracter lipofilo. También

se emplea como vehiculo y base para sistemas hidrofilos que engloban emulsionantes. Cuenta

con capacidad lubricante y protege de la humedad a las lociones, ungiientos, cremas ,etc. (Paraffin

Oils 2005).

1.2.7.1. Apariencia, olor y color

Es una masa solida, blanca y translicida no presenta olor y es insipida (Paraffin Oils 2005).
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1.2.7.2. Propiedades fisicas y quimicas

e  Solubilidad: Es insoluble en agua y alcohol

e  Punto de fusion: 44 y 56 °C (Paraffin Oils 2005).

1.2.8. Alcohol cetoestearilico

Presenta un alcohol cetilico y alcohol estearilico, se aprovecha en la industria farmacéutica como
agente emulsionante, opacificante, emoliente y aumenta la viscosidad de las formulaciones
farmacéuticas tdpicas, ademas de ser un agente potenciador de espuma. Forma emulsiones de tipo
(0/W) (Smolinske 2018).

1.2.8.1. Nombre, formula y peso molecular

El C3H7»0O,  hexadecan-1-ol;  octadecan-1-ol, cuyo peso  molecular es

512,9 (PubChem 2021b).

S S e S e e S S

Figura 14-1. Estructura del alcohol cetoestearilico

Fuente: (PubChem 2021b).

1.2.8.2. Apariencia, colory olor

Es un solido de coloracion blanca, ceroso y con un olor a jabon.

1.2.8.3. Propiedades fisicas

e  Punto de fusion: 127 °F
e  Punto de ebullicion: 480 ° F a 760 mm Hg
e  Donantes de enlaces de hidrogeno: 2

e  Aceptores de enlaces de hidrogeno: 2 (PubChem 2021b).
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1.2.9. Tween 80

El tween 80 o polisorbato 80, es una sustancia formada a partir de un éster de 4cido graso de
sorbitdn y 6xido de etileno pertenece al grupo de los tensoactivos no idnicos hidrofilos, actia
como agente emulgente y suspensor, se utiliza en el apresto de emulsiones de tipo (o/w). Tiene
propiedades protectoras y emolientes. Por esta razon, se utiliza en la formulacién de cremas,

pomadas, supositorios y en suspensiones orales. (Acofarma 2013).

1.2.9.1. Nombre, formula y peso molecular

El mono oleato polioxietilen (20)sorbitano, CssH124026tiene un peso molecular de 1309,7

(OCH,CH,), OH
4{}6 H,CH),OH

F

O CHIOCH;CH,),0H

CH,O(CH,CH,0),.,CHCH,0 J'l_CH)(CH_-h_iCH=CH]ICH)]cCH-

(Where W+ X +Y +Z=20

Figura 15-1. Estructura del Tween 80
Fuente: (Peter Wuelfing et al. 2006, p. 776).

1.2.9.2. Apariencia, olor y color

Es un liquido untoso de color amarillo a &mbar presenta un color leve y de sabor amargo.

1.2.9.3. Propiedades fisicas y quimicas

o Espectro Ultravioleta: Presenta una absorbancia de 200 a 300 nm en soluciones relevantes
(Peter Wuelfing et al. 2006, p. 775).

N
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Figura 16-1. Espectro UV/vis del Tween 80
Fuente: (Peter Wuelfing et al. 2006, p. 776).
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e  Punto de inflamacion: mas de 230 ° F

e Solubilidad: Exhibe solubilidad en agua, tolueno, acetato de etilo, metanol y etanol,
practicamente insoluble en aceite mineral y éter de petrdleo.

e pH: Entre 6 y 8 en solucion acuosa.

e  Donantes de enlaces de hidrégeno: 3

e  Aceptores de enlaces de hidrégeno: 10 (PubChem 2021a).

1.2.10. Polawax

El polawax estd formado por alcohol cetearilico y polisorbato 60, actia como una cera
autoemulsionante de tipo no idnica, empleada tanto en los laboratorios farmacéuticos y
cosméticos. En la produccion de emulsiones favorece la hidratacion y ayuda a la liberacion
gradual del principio activo ademas, de mantener estable la emulsion durante su periodo de vida

util dado que, conserva la emulsion fluida y cremosa sin agregar un co-emulsionante

(Dermocosmetic Institute).

1.2.10.1. Apariencia, olor y color

El polawax exhibe un olor neutro y tiene una apariencia de granulos cerosos de color blanco a

amarillo claro (Dermocosmetic Institute).

1.2.10.2. Propiedades fisicas

e  Punto de fusion: 53°C en 3% de agua
e pH:55a7,0

e  Punto de inflamacion: mayor a 100 °C (Dermocosmetic Institute).

1.3. Emulsiones

Las emulsiones son sistemas heterodispersos liquidos que constan de dos fases inmiscibles (una
acuosa y otra oleosa), una se dispersa en manera de gldbulos sobre la fase liquida, para que la
emulsion se estabilice se necesita de un emulsionante.

La gota de la fase interna o discontinua tiene un diametro de 0,1 a 10 uM aproximadamente (Dash,
Singh y Tolman 2014, p. 202).
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1.3.1. Tipos de emulsiones

Las emulsiones constan de una fase liquida polar y otra relativamente no polar, estas se clasifican
generalmente en:

e  Emulsion aceite en agua (o /w); Fase oleosa se dispersa en forma de globulos entre una fase
acuosa externa (Dash, Singh y Tolman 2014, p. 202).

e  Emulsion de agua en aceite (w/0); Cuando la fase interna en forma de goticulas se dispersa

en la fase oleosa continua (Dash, Singh y Tolman 2014, p. 202).

Qil droplet
— OMW emulsifier molecule

Agqueous phase

LY
-}f‘_ "_’»{5 Water droplet
-‘;}hir{*:. WIO emulsifier molecule
Oil phase

Figura 17-1. Tipos de emulsiones
Fuente: (Dash, Singh y Tolman 2014, p. 202).

Las emulsiones también se pueden clasificar segun el modo de administracion

e  Emulsiones orales; aceite en agua

e  Emulsiones topicas; pueden ser en 0 / w o w / 0, estd tltima es la mas utilizada actualmente.
e Emulsiones parenterales; empleadas para la nutricion parenteral central (NPT) son
emulsiones de aceite en agua.

o  Emulsiones rectales, por ejemplo, enema (Pharmapproach.com 2020).

1.3.2. Teorias de las emulsiones

Existen varias teorias para exponer la estabilidad de las emulsiones entre las mas importantes son:
e La teoria de la tension superficial; menciona que el uso de los emulsionantes disminuye la

tension interfacial de los dos liquidos inmiscibles generando asi una miscibilidad de las fases
(Dash, Singh y Tolman 2014, p. 203).

e Lateoria de la cufia orientada; alude la creacion de una capa alrededor de las gotas dispersas
en la emulsion (Dash, Singh y Tolman 2014, p. 203).
e Lateoria de la pelicula interfacial; menciona que entre las fases de aceite y agua se encuentra

ubicado el emulsionante formando una pelicula que al momento de ser adsorbido alrededor de la
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superficie de las goticulas de la fase discontinua previene la coalescencia (Dash, Singh y Tolman 2014,
p. 203).

1.3.3. Clasificacion de los emulsionantes

Los emulsionantes constituyen el componente principal de las emulsiones, dado que, ayudan a
mantener la estabilidad de estas manteniendo las caracteristicas fisicoquimicas de la emulsion.
Actuan disminuyendo la tension superficial de las goticulas ya que, se ubican en la interfase de

los liquidos (Godoy, Salinas y Velasco 2004, p. 29).

1.3.3.1. Agentes tensioactivos

Actuan formando una pelicula al ser adsorbidos en la interfaz aceite agua, reduciendo asi la
tension interfacial (Dash, Singh y Tolman 2014, p. 204).

e Aniodnicos: Se distingue por ionizarse en soluciones acuosas ya que, disponen un grupo polar
que adquiere una carga negativa. (Godoy, Salinas y Velasco 2004, p. 29).

e C(Catidnicos: Poseen un grupo polar hidrofilico que consigue una carga positiva al ionizarse
en un ambiente aguoso. (Godoy, Salinas y Velasco 2004, p. 29).

e No idnicos: Son los mas utilizados en la industria ya que, son muy estables en vista de, que
no poseen grupos polares cargados, la parte no polar estd formada por una cadena de

hidrocarburos no saturados. Se utilizan en emulsiones de aceite en agua. (Almodovar y Hernandez

2013, p. 22).

1.3.3.2. Coloides hidrofilicos

Forman una pelicula alrededor de las goticulas dispersas de una emulsion de aceite en agua (Dash,
Singh y Tolman 2014, p. 204).

1.3.3.3. Particulas solidas finamente divididas

Actuan adhiriéndose alrededor de globulos dispersos (Dash, Singh y Tolman 2014, p. 204).
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Figura 18-1. Estructura de un agente emulsificante
Fuente:.(Almodovar y Hernandez 2013, p. 20).

1.3.4. Estabilidad de las emulsiones

La emulsion es estable cuando no existe agregacion entre las goticulas y las fases se encuentran
separadas manteniendo la apariencia el olor y el color de la emulsion (Dash, Singh y Tolman 2014, p.
204).

La inestabilidad de las emulsiones esta regida por diferentes mecanismos:

Floculacion: este fenomeno se divide en dos clases agregacion por sedimentacion y agregacion
por movimiento browniano.

e Agregacion por sedimentacion; las goticulas de alta densidad se dirigen al fondo de la
emulsion lo que da como resultado una agregacion (Dash, Singh y Tolman 2014, p. 204).

e  Agregacion browniana; las gotas de la emulsion se encuentran en diferentes tamafios lo que
conlleva que las gotas grandes que se mueven mas rapido choquen con las gotas pequefias
causando la agregacion de gotitas (Dash, Singh y Tolman 2014, p. 204).

Cremado: es un fendomeno que radica en la densidad de las fases de la emulsion, por ejemplo, si
la fase interna es menos densa que la fase externa se produce una cremacion ascendente que es el
caso de las emulsiones de aceite en agua, por el contrario, si la fase dispersa tiene una densidad
mayor que la fase dispersante existe una cremacion descendente este fendmeno se da en las
emulsiones de agua en aceite (Dash, Singh y Tolman 2014, p. 205).

Para explicar de una mejor manera este mecanismo se utiliza la ley de Stokes la cual, se emplea
para conocer la velocidad de sedimentacion de las goticulas aceptando que existe un estado

continuo, velocidad homogénea y no existe interaccion entre ellas (Torres 2009, p. 18).

o= 2pi-pz)2g a?
In,

€y

Donde;

v= Velocidad de sedimentacion
a?= Radio de la esfera

ny= Viscosidad
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p=Densidad del globulo

El signo de la ecuacion se determinara mediante en el sentido en se que se mueva la particula y
el valor de sus densidades, por ejemplo:

V=negativo < 0; Las goticulas van a subir generando una emulsion (o/w)

V= positivo > 0; Las goticulas tienden a descender generando una emulsion (w/o) (Torres 2009,
p- 19).

Coalescencia: Este fenomeno es un proceso irreversible ya que, existe una ruptura de la pelicula
del emulsionante que rodea a los gldbulos provocando asi, que las gotitas de aceite tiendan a

fusionarse (Dash, Singh y Tolman 2014, p. 205).
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Cracking of emuision
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Various stages of emulsion instabllly leading lo cracking

Figura 19-1. Mecanismos que conducen al agrietamiento de la emulsion
Fuente: (Dash, Singh y Tolman 2014, p. 204).

1.3.5. La escala de equilibrio hidrofilo-lipdfilo (HLB)

En el afio de 1949, Griffin observo una conexion entre la condicion del surfactante y sus
caracteristicas como agente tensoactivo y emulsificante, el balance hidrofilico- lipéfilo consiste
en asignar un nimero de HLB a los emulsificantes en base a los valores relativos a la estabilidad
de una emulsion. El balance del tamafio y la fuerza de los grupos polares y los no polares hace

posible el sistema HLB el cual se mide mediante una escala arbitraria de 0 a 20 (Almodovar y
Hernandez 2013, p. 24).

22



s -
I . Solubilizantes
= 1)
L T
QOI: Detergentes
o
:|:
I 12— ? Emulsionantes o/w
9 — \
s . Humectantes
1 J
.
« 1 5 Emulsionantes w/o
o] |7 |
S )
o 3 =] 4
= {1 » Mayoria antiespumantes
1 -
O-\—u

Figura 20-1. Escala de equilibrio hidréfilo- lipofilo (HLB)
Fuente: (Usina 2017, p. 16).

Un HLB alto refleja que el emulsificante tiene propiedades polares por lo contrario, un HLB bajo

sefala que el surfactante presenta caracteristicas no polares (Usifia 2017, p. 16).

1.3.5.1. Calculo para el HLB

Para determinar el signo de la emulsion se calcula el HLB requerido, que es una peculiaridad de
las grasas y no dependen de los surfactantes utilizados en la emulsion; se emplea la siguiente

formula:
HLBreq = x1 HLB1 + xx HLBx 2)

Donde:

x1: tanto por ciento de la masa del tensoactivo con HLB1

xX: tanto por ciento de la masa del tensoactivo con HLBx

Mediante esta formula se puede calcular de manera experimental el HLB requerido para los

aceites y los surfactantes.

Tabla 3-1: HLB de algunos componentes

Componente HLB

Span 80 43
Tween 80 15
Alcohol estearico 15
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Aceite de vaselina 12
Acido oleico 1
Methocel 10,5
Propilenglicol 11,6
Trioleato de sorbitano 1,8
Monoestearato de glicerina 3,8
Goma arabiga 8,0
Acido linéleo 16
Lanolina anhidrica 12
Parafina cera 10
Emulgin B1 15
Polawax 14,9
Palmitato de cetilo 10

Fuente: (Almodovar y Hernandez 2013, p. 27).
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

1.4. Métodos analiticos

Se determina como un sin numero de fases y procedimientos los cuales se adaptan al momento
de realizar un estudio que, debe obedecer con ciertos pardmetros y especificaciones (Zumbado 2021,
p- 11).

El desarrollo de métodos analiticos consta de las subsiguientes fases:

. Determinacion de los analitos

o Seleccidn del método

. Acondicionamiento de la muestra

. Determinacion de las condiciones 6ptimas (Zumbado 2021, p. 12).

1.4.1. Clasificacion de métodos analiticos

Un método analitico se puede clasificar mediante varios parametros como:

En funcién de su estado regulatorio:

o Métodos farmacopéicos: Son aquellos métodos que estan en la farmacopea debido, que
han sido debidamente analizados y satisfacen las especificaciones de calidad (Vazquez 2008, p. 3).

o Meétodos no farmacopéicos: Estos métodos no se localizan en las farmacopeas y deben
ser correctamente validados conforme a la normativa (Vazquez 2008, p. 3).

En funcién de su aplicacion:

. M¢étodos para producto a granel
o Métodos para producto terminado
. Me¢étodos para materia prima (Vazquez 2008, p. 3).
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1.4.2. Quality by design (QbD) ICH Q8

Segun Joseph Juran, quien acufio por primera vez el término de QbD menciona que “Las
caracteristicas del producto y las tasas de falla se determinan en gran medida en la planificacion
de la calidad”, es decir, que para que un producto o proceso sea de calidad debe plantearse desde
un inicio y no probarse en €l (Parr y Schmidt 2018, p. 8).

Las farmacéuticas, son consideras una de las mas rigurosas ya que, debe suministrar
medicamentos con suficiente calidad, eficacia y seguridad, por este motivo, debe plasmar en sus
productos estandares de calidad (Saleme, Julio y Claudia Elizabeth Mora Huertas 2013, p. 191).

En virtud de ello, la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), en el
afo 2004, incluyo la idea de Calidad por Disefio (QbD), cuya finalidad es agregar la calidad en
el producto farmacéutico mediante el desarrollo cientifico para el disefio de nuevos farmacos
(Tome et al. 2019, p. 1785).

En 2005, la Conferencia Internacional sobre Armonizacion (ICH), aprobd el QbD en su directriz
ICH Q8 (R2) Ia cual la define como “un enfoque sistematico para el desarrollo que comienza con
objetivos predefinidos y enfatiza la comprension del producto y proceso basado en ciencia solida
y riesgo de calidad" (Tome et al. 2019, p. 1785).

No obstante, en la directriz ICH Q8, no se menciona concretamente sobre el desarrollo de métodos
analiticos mas bien, plantea un enfoque del QbD en el desarrollo de productos farmacéutico, no
obstante, esto puede verse como una sugerencia para aplicar el QbD en el desarrollo y validacion
de métodos analiticos (Tome et al. 2019, p. 1785).

En el afio 2015, la FDA difundié una nueva guia para la validacién de métodos y procedimientos,
empero, solo menciona recomendaciones sobre el desarrollo de métodos analiticos, nos dice que
cuando se desarrolla un método analitico se debe elegir un enfoque sistematico, utilizando una
evaluacion inicial de riesgo y disefio de experimentos (DoE) (Tome et al. 2019, p. 1785).

Todas estas recomendaciones hicieron que la industria farmacéutica y la colectividad estudiada
utilizaran el Analytical Quality by Design (AQbD) que es una extension del QbD para el

desarrollo de métodos analiticos (Tome et al. 2019, p. 1785).

1.5.  Analytical Quality by design (AQbD)

El desarrollo de métodos analiticos mediante la herramienta del AQbD (Calidad analitica por
disefio), genera métodos robustos, eficaces y econdmicos, ya que este enfoque vigila todas las
etapas durante el lapso de vida del método analitico (Tome et al. 2019, p. 1785).

El AQbD tiene diferentes herramientas como el perfil del objetivo analitico (ATP), atributos
criticos de calidad (CQA), evaluacion de riesgo inicial, DoE, MODR, proceso de validacion y

mejora continua (Raman, Mallu y Bapatu 2015, p. 1).
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Figura 21-1. Herramientas AQbD vy ciclo de vida.
Fuente: (Raman, Mallu y Bapatu 2015, p. 2).

1.5.1. Etapas del AQbD

1.5.1.1. ATP (perfil analitico del objetivo)

El ATP, determina el objetivo del método analitico, ademéas de definir cuales son los requisitos
del método, este se debe implementar antes de desarrollar el método analitico, y su enfoque debe
ser la finalidad el método y no la técnica analitica. (Parr y Schmidt 2018, p. 4).

El perfil analitico del objetivo para métodos analiticos es el siguiente:

e Seleccion de los analitos

e  Decision de la técnica, tal como; HPLC, cromatografia iénica, HPLC quiral, etc.

e Seleccion de los requisitos del método (Raman, Mallu y Bapatu 2015, p. 2).

1.5.1.2. CQA (atributos criticos de calidad) y evaluacion inicial de riesgos

e  CQA (atributos criticos de calidad); son rasgos fisicos y quimicos que presentan un limite
establecido, asegurando asi, la eficacia del producto farmacéutico, en los métodos analiticos las
variables de respuestas como la resolucion, la asimetria, etc. Constituyen parte de los CQA
(Orlandini, Pinzauti y Furlanetto 2013, p. 2).

e Evaluacion de riesgo inicial: es un recurso que ayuda a reconocer los parametros criticos del
proceso (CPP), eliminado asi el riesgo que generan estos parametros y como consecuencia genera
confianza en el método analitico desarrollado. Las herramientas mas utilizadas son diagramas de

Ishikawa y matriz de andlisis de modo y falla (Orlandini, Pinzauti y Furlanetto 2013, p. 3).
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1.5.1.3. DoE: Diserio de experimentos (optimizacion y desarrollo de métodos)

El DoE, se realiza mediante herramientas estadisticas el cual, ayuda a confirmar las variables
criticas del método, estd herramienta nos proporciona informacion sobre los rangos 6ptimos para

las variables, y genera una region robusta para los atributos criticos (Raman, Mallu y Bapatu 2015, p.
4).

1.5.1.4. MODR (Region de diserio operable del método)

El MODR, también llamado espacio de disefio, donde se acata con los prerrequisitos del método
y consiste en una combinaciéon de variables, proporcionando un método adecuado para su

aplicacion (Orlandini, Pinzauti y Furlanetto 2013, p. 4).

1.5.1.5. Estrategia de control

Una estrategia de control (CS), avala que el producto o método disefiado sea de calidad por
consiguiente, se debe controlar las variables de entrada para que el método cumpla con los
objetivos planteados y la idoneidad del sistema; se alcanza a fijar por medio, de los datos

estadisticos realizados en las etapas del DoE 0 MODR (Raman, Mallu y Bapatu 2015, p. 5).

1.5.1.6. Validacion del método AQbD

Se cimienta, en el DoE y MODR para efectuar el procedimiento de validacion sin necesidad de
realizar revalidacion cuando existe algin cambio en el AP, los puntos que constan en el proceso
conforme, a la ICH son incertidumbre de medicion, estrategia de control y mejora continua, asf
como informacion sobre interacciones que pueda existir entre los analitos o excipientes que
aparezcan en la muestra. Al aplicar este enfoque se reducen los recursos econémicos sin arriesgar

la calidad del método (Raman, Mallu y Bapatu 2015, p. 6).
1.5.1.7. Monitoreo continuo del método (CMM) y mejora continua
La CMM, es el paso final del AqbD, se realiza en el periodo de comercializacion y consiste en

la reciprocidad de conocimientos logrados durante las etapas del desarrollo del método analitico

como evaluacion de riesgo, estudios estadisticos, ATP, CQA y estrategia de control (Raman, Mallu

y Bapatu 2015, p. 6).
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1.5.2. OFAT versus AQbD en el desarrollo de métodos analiticos

El desarrollo de métodos analiticos desde el punto de vista tradicional utilizando OFAT (un factor
alavez), al presente estan teniendo fallas mas constantes visto que, solo un parametro se modifica
hasta obtener una respuesta 6ptima mientras que los otros pardmetros son contantes lo que implica
altos costos para la industria debido a que, genera un alto numero de experimentos. Ademas, se

necesita un protocolo de revalidacion después del traspaso del método (Peraman, Bhadraya y Reddy
2015, p. 7).

Un enfoque mas sistematico es el AQbD ya que, examina una comprension cientifica por
completo en sus etapas comenzando con la calidad de la manufactura, seleccion del método,
aplicacion de un DoE utilizando métodos estadisticos y por tltimo una region operable. El empleo
del AQbD se aconseja en el desarrollo de métodos analiticos para alcanzar agilidad regulatoria

obtener un método mas robusto y beneficioso (Peraman, Bhadraya y Reddy 2015, p. 8).

1.5.3. Ventajas del QbD

e El producto desarrollado y ante todo, la estabilidad del paciente es la prioridad.

e  Existe un entendimiento cientifico del método y del proceso desarrollado

e Identifica los parametros criticos del proceso mediante una evaluacion de riesgo sustentada
en la ciencia.

e El método desarro asegura que sea robusto.

e Laindustria se beneficia de manera comercial.

e  Acorta las brechas con la FDA agilizando la aprobacion (Sangshetti et al. 2017, p. 3415).

1.6.  Cromatografia

La cromatografia es un método que se fundamenta en la disociacién de una muestra que se
distribuye en dos fases (una movil y otra estacionaria). La condicion de la fase estacionaria puede
ser s6lida o un liquido absorbido sobre un so6lido o un gel y la naturaleza de la fase mévil puede
ser liquida, gaseosa o un fluido supercritico. Los mecanismos de separacion de la muestra se
pueden clasificar en adsorcion, distribucion de masa (particion) o intercambio i6nico o también

pueden basarse segun las propiedades fisicoquimicas de las particulas (USP 2021).

1.6.1. Clasificacion de la cromatografia

Va a depender de la inclinacion de las moléculas con la fase movil y estacionaria, asi tenemos:
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e Cromatografia de adsorcion: radica en el retenimiento de los solutos en la fase estacionaria,
debido a las fuerzas de tipo Van der Waals (Corzo 2019, p. 18).

e Cromatografia de intercambio i6nico: se emplea cuando existe moléculas que se ionizan; la
fase estacionaria con carga electrostaticas, retiene contraiones méviles (Corzo 2019, p. 19).

e Cromatografia de exclusion: consiste en la detencion de las moléculas en dependencia de su
tamafio y geometria y la fase estacionaria estd constituida por un material poroso (Corzo 2019, p.
19).

e Cromatografia de reparto: las moléculas se reparten entre la fase movil y estacionaria en
dependencia de sus solubilidades (Corzo 2019, p. 20).

Acorde con la polaridad de la fase estacionaria tenemos:

e Fase reversa: Consta de una fase estacionaria la cual, es apolar y esta formada por particulas
de silicagel en cambio, la fase movil es polar y migra por medio, de la fase estacionaria; los
solventes que se aprovechan van de los mas polares a los menos polares. Los analitos mas polares
eluyen mas rapido y los menos polares quedan retenidos por mas tiempo ya que, son mas afines
a la fase estacionaria (Yufera 2012, p. 1228).

Se pueden modificar dos factores claves para lograr una buena optimizacion: el pH de la fase
movil para cambiar la disociacion de los silanoles que se localizan en la silica, y la combinacién
de la fase movil para obtener tiempos de elucion adecuados (Mayolo, Martinez y Rito 2012, p. 422).

e Parion: Se emplea cuando los analitos son ionizables, los iones que se hallan en la mezcla
se pueden separar gracias a la agregacion de contraiones lipofilicos (Suarez Ospina y Morales Hernandez
2018, p. 11).

e Fase normal: Es lo contrario de la fase en reversa ya que , aqui se emplea una fase movil
apolar mientras que la fase estacionaria es polar; los solventes mayormente adoptados son hexano,

cloruro de metileno, cloroformo, éter dietilico y la combinacion de estos (Suarez Ospina y Morales
Hernandez 2018, p. 11).

1.6.2. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC de High Performance Liquid
Chromatography)

La HPLC, es un método cromatografico que se destina para la determinacion y la separacion de
las moléculas que se atinan en una mezcla, este método manifiesta tres componentes; una fase
movil, una fase estacionaria (inmiscibles entre si) y la muestra que se va a analizar. Se fundamenta
en que la fase moévil (liquida) transporta el analito por medio de la fase estacionaria (s6lida) (Suarez
Ospina y Morales Hernandez 2018, p. 8).

La separacion y la retencion de los analitos, va a depender de las cualidades fisicas y quimicas
que presente la composicion de solventes y su interaccion con la fase movil y estacionaria. De

igual manera, los componentes que presenten mas afinidad con la fase solida tendran tiempos de
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retencion mas largos mientras que, los componentes que no presenten esta afinidad tendran

tiempos de elucion mas cortos (Suarez Ospina y Morales Hernandez 2018, p. 8).
1.6.3. Parametros cromatogrdficos
1.6.3.1. Numero de platos teoricos (N)

Determina la eficacia de la columna en donde la muestra analizada alcanza una armonia entre la
fase movil y la fase estacionaria por ello, mientras mas placas tedricas exista en la columna mejor
sera la separacion de los picos (CHROMacademy 2014b, p. 13).

Se calcula mediante la siguiente ecuacion:
N = 16(£)2 (3)
w
Donde:

tR: tiempo de retencion

W: se logra extrapolando los lados del pico hasta el pie de su base (USP 2021).
1.6.3.2. Resolucion (RS)

La resolucion se define como la division entre dos bandas contiguas dividida entre el ancho

promedio de las bandas (Universidad de Alicante 2006, p. 2.7).
1.6.3.3. Tiempo de retencion (tR)

Este parametro cromatografico se fundamente en el tiempo que acontece a partir, de la

introduccion de la muestra hasta la aparicion de la respuesta maxima del analito (USP 2021).
1.6.3.4. Factor de asimetria

También conocido como factor de cola es una mesura generada por el analito y se calcula de la
siguiente manera AS = W0,05/2f; donde WO0,05 es el 5% de la elevacion de un pico y f es el
espacio entre el pico maximo hasta su orilla inicial, midiendo la distancia en cualquier punto
donde este el 5% de la altura de un pico (USP 2021).

Un pico ideal que presente simetria tendrd un factor de cola igual a 1.0 mientras que, valores

superiores a la unidad exhibiran picos con coleo (AEFI 2001, p. 110).
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1.6.3.5. Factor de capacidad (K °)

Mide la retencion del analito en la fase estacionaria y es equivalente al tiempo de retencion de

una molécula retenida y una que no eluye (CHROMacademy 2014b, p. 5).
1.6.4. Ecuacion de Van Deemter

Propuesta en 1950, explica las interacciones, factores que conducen al ensanchamiento de la

banda y esta enlazada con el plato tedrico y por ende, con la eficiencia de la columna (Barquero
2004, p. 1).

B
H=A+—1Cu 4)

Donde;
A: Difusion turbulenta
B: difusion longitudinal
C: transferencia de la materia entre la fase movil y la fase estacionaria
u: flyjo
o Difusion turbulenta
Este término esta asociado con el caudal de la fase movil, el tamafio, la forma y la regularidad del
atomo da como consecuencia que algunas moléculas tomen diferentes trayectos al pasar por la
columna, algunas moléculas encontraran distancias mas cortas mientras que otras viajaran largas
distancias de manera aleatoria. El valor de A es autonomo es decir, no va a depender de la fase
movil (Ayora 2010, p. 6).

A= 2)\dp
Donde; A, esta sujeta a la particularidad de la columna (dimensiones, geometria,
empaquetamiento) y dp, corresponde a las particulas que forma la columna especificamente su
diametro medio (Legaz et al. 2011, p. 9).
Por tanto, mientras menor sea el fujo el ensanche del pico es menor ya que, el analito recorrera
varios caminos, de igual forma el tamafio de la particula al ser mayor aumenta la difusion de las

moléculas a través de la columna (Barquero 2004, p. 2).
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Figura 22-1. El término de A es el efecto de muchas trayectorias

Fuente: (Barquero 2004, p. 2).

e  Difusion longitudinal

Los analitos recorren por la columna desde la zona mas concentrada hacia las regiones mas
diluidas en direccion paralela al flujo de la fase movil, este término es inversamente proporcional
a u, por tal razén, mientras menor es el flujo, la difusion longitudinal es mayor e incrementa el
ensanchamiento del pico, por lo contrario; si el analito interacciona menos tiempo con la fase
estacionaria la difusion longitudinal sera menor (Barquero 2004, p. 4).

B=2yDm

Donde; y corresponde al factor de impedimento y esta sujeta a los atributos de la fase estacionaria
y Dm es el coeficiente de difusion del analito a través de la fase movil, incrementa con la

temperatura y el descenso de la viscosidad (Barquero 2004, p. 4).
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Figura 23-1. El término B, Difusion molecular

Fuente: (Barquero 2004, p. 4).

e  Transferencia de masas
El trascurso de las moléculas para alcanzar el equilibrio entre la fase movil y la fase estacionaria
es muy lento, de manera que, una columna cromatografica siempre trabaja lejana al equilibrio.

Por lo tanto, tenemos la cesion de la masa en la fase estacionaria y la liquida: (Barquero 2004, p. 5).
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2
Cs = % ; df corresponde a la densidad de la pelicula y Ds es el factor de difusion del soluto

mediante la columna (Legaz et al. 2011, p. 9).

Al tener una pelicula gruesa el analito recorrera mayor tiempo en la columna, mientras si el
coeficiente de difusion es menor las moléculas irdn mas lentamente a la interfase donde se dara
el translado de masa en conclusion, si la velocidad de transferencia de masa disminuye aumenta

H (Barquero 2004, p. 5).
dp? . , . i .
Cm = DL; dp representa el calibre de la particula y Dm el coeficiente de difusion del analito por
m

la fase liquida (Legaz et al. 2011, p. 9).

Con un didmetro mayor de particula los analitos deberan transitar un camino mas extenso y al
tener un Dm menor la traslacion de masas serd mas lenta (Barquero 2004, p. 5).

La siguiente figura simboliza la ecuacion de Van Deemter y como influyen los términos A,By C
en el ensanchamiento del pico como se puede observar que en las dos curvas coexiste un valor

optimo donde el valor de H es minimo y la eficiencia de la columna aumenta (Legaz et al. 2011, p.

10).
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Figura 24-1. Comprobacion experimental de la ecuacion de Van Deemter

Fuente: (Barquero 2004, p. 10).

1.6.5. Equipo

El equipo de HPLC consta generalmente de cinco partes: reservorio, bomba, inyector, horno

(columna), detector y registrador las que se explican a continuacion:
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Figura 25-1. Partes del equipo HPLC
Fuente: (Suarez Ospina y Morales Hernandez 2018, p. 9).

e Reservorio

Los reservorios son recipientes que generalmente son de vidrio y se halla la fase mévil y otros
solventes dependiendo del analisis, la fase movil debe ser filtrada para evitar particulas no
deseadas (Suarez Ospina y Morales Hernandez 2018, p. 9).

e Labomba

Su funcion es absorber desde los reservorios los solventes y hacer circular por todo el sistema con
una velocidad constante, la presion de la bomba va a depender de factores (tipo de la columna,
tiempo, fase movil, etc.) pero, habitualmente no supera los 6000 psi (Suarez Ospina y Morales
Hernéandez 2018, p. 9).

e Elinyector

Existen de dos tipos: automatico y manual, este tlltimo inyecta la muestra de una forma mas exacta
y precisa (Suarez Ospina y Morales Hernandez 2018, p. 9).

e Elhorno

El horno de la columna es importante ya que, de este depende la retencion y selectividad del
analito por este motivo, el horno tiene la funcién de conservar la temperatura constante de la
columna. Por otra parte, una columna cromatografica esta elaborada de ciertos materiales como
por ejemplo, de acero inoxidable y posee una longitud que va desde los 50 a 300 mm consigna un
relleno y capacidad de particula de 3 a 10 um (Suarez Ospina y Morales Hernéndez 2018, p. 9).

e  El detector

Acepta la variabilidad en los efluentes de la fase estacionaria y los convierte en sefiales eléctricas
que luego, son transmitidas hacia el registrador (Suarez Ospina y Morales Hernandez 2018, p. 9).

El detector UV-Visible es el mas utilizado en el HPLC ya que, cumple con una cadena de normas
por lo que, se considera como un "detector ideal", es: (CHROMacademy 2014a, p. 9).

e Sensible

e  Extenso rango lineal

e  No se perturba por las variaciones de la temperatura
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e Selectivo y conveniente cuando se realiza elucion en gradiente (CHROMacademy 2014a, p. 9).

e  Detectores UV - Detectores de matriz de diodos

El detector de red de diodos puede trabajar detectando a una sola longitud de onda o varias por lo
cual, es capaz de analizar la pureza del pico ya que, adquiere y guarda los espectros. Comienza
con la adquisicion de la radiacion por medio, de la celda de flujo las lamparas de tungsteno y
deuterio emiten radiaciéon de 190 a 850 nm, la radiacién es emitida en longitudes de onda de luz
particulares y cada fotodiodo capta una banda y crea un espectro completo (CHROMacademy 2014a,

p. 18).
Los diodos miden diferentes rangos de amplitudes de onda, una matriz consta de 1000 diodos o

mas, los cromatogramas obtenidos se pueden observar separando los datos obtenidos de
cualquiera de las longitudes de onda recopiladas. Ademas, se puede mostrar un espectro desde

cualquier punto dentro del cromatograma (CHROMacademy 2014a, p. 18).
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Figura 26-1. Detector de red de diodos
Fuente: (CHROMacademy 2014a, p. 18).

Ventajas de una matriz de diodos:

e  Obtiene y guarda los espectros para su posterior reconocimiento en bibliotecas.

e Ayuda a extraer picos complicados ya que, permite la deteccion en longitudes de ondas
especificas.

e Faculta determinar si el pico obtenido es puro o no debido a que, al detectar dos longitudes
de ondas se puede calcular la conexion de absorbancia y si esta no es constante significa que el
pico registrado no es puro (CHROMacademy 2014a, p. 19).

e  Elregistrador

Recoge y procesa todas las sefiales recibidas y las expresa en un cromatograma para que el analista

proceda a su analisis (Suarez Ospina y Morales Hernandez 2018, p. 9).
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1.6.6. Modos de elucion en HPLC

e Isocratico: esta modalidad se caracteriza porque la fase movil ya se una mezcla de solventes
o un solvente puro, permanece constante durante todo el analisis (Alfonso-Méndez 2008, p. 51).

e  Gradiente: El porcentaje de la fase movil se modifica durante el transcurso de la separacion
de forma continua o escalonada. Se emplea cuando la polaridad de los componentes empleados
es amplia, incrementando la eficacia, es decir, a medida que se da la dispersion la potencia de la

fase mdvil crece por ende, los compuestos que son retenidos en la columna seran eluidos (Alfonso-
Meéndez 2008, p. 51).

1.7.  Diseiio de superficie de respuesta

El disefio de superficie de respuesta es un método que consta de técnicas avanzadas que ayudan
a optimizar y comprender la respuesta después de haber establecido los factores que afectan el
disefio empleando disefios de cribado o factoriales (Soporte de Minitab 2019).

Este prototipo de disefio permite representar de mejor manera la curvatura en la respuesta lo cual,
resulta util porque, permite:

e Comprender una region de superficie de respuesta y como las variables afectan la respuesta
al variar.

¢ Encontrar los niveles de los factores que nos permiten optimizar una respuesta.

o FElegir cuales son las condiciones 6ptimas donde el método cumpla con las especificaciones

planteadas (Soporte de Minitab 2019).

1.7.1. Disefio de Draper- Lin

Es un tipo de disefio que toma como base un disefio factorial fraccionado o un Plackett-Burman,
este ultimo se utiliza cuando el nimero de variables estudiados estan por encima de tres y
unicamente evalla sus efectos principales, sin embargo, el disefio de Draper- Lin se complementa
con la incorporacion de puntos axiales y centrales, el valor de a es el mismo de los disefios
centrales compuestos. El Draper- Lin se utilizara cuando el nimero de factores es muy grande ya
que, se obtendrd un modelo de Segundo orden completo que permitird calcular los intervalos

cuadraticos (términos de interaccion) y asi, obtener mayor informacion sobre el método (StatPoint

2006, p. 12).
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1.7.2. Disefios ortogonales

Un disefio es ortogonal cuando la interaccién de un factor no depende del resultado de cualquier
otro factor es decir, los efectos de todos los factores se deben equilibrar (sumar cero) para

garantizar la ortogonalidad del disefio (Minitab 2019).

1.8. Selectividad

La selectividad es uno de los factores de la validacion y debe ser efectuado al inicio del método
para distinguir al analito de los demas elementos de la muestra, por tal motivo, se define a la
selectividad como la facultad del método para poder evaluar de manera indudable el analito en
existencia de los demas componentes como excipientes, impurezas o productos de degradacion.
Se debe mostrar, que el método desarrollado es apto para detectar de forma exacta el analito para
ello, se debe comparar los resultados de las muestras con los resultados de las muestras que
contienen una combinacion de sustancias. Cuando existe mas de un analito en una muestra deben

ser valorados por separado para asegurar que no haya interferencia en la muestra (Génzales, Cabrera
y Bermejo 2015, p, 21).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

En el presente capitulo se describe el proceso de desarrollo del método analitico para la
determinacion simultanea de metronidazol y miconazol nitrato aplicando la herramienta del
Quality by design (QbD), con enfoque en el método analitico Analytical Quality by design
(AQbD). Para empezar, se defini6 el perfil analitico del objetivo, luego se identifico los atributos
criticos de calidad. Posteriormente, se determind los parametros criticos del proceso que tienen
un efecto en los atributos criticos de calidad. Para ello, se utilizé una matriz de Analisis de Modo
y Efecto de Fallos (FMEA). Finalmente, se desarrolld el DoE mediante la utilizacion de
herramientas estadisticas para determinar las condiciones ideales de operacion en HPLC

generando un método optimo.

2.1.  Equipos, materiales y reactivos

2.1.1. Materiales

Tabla 1-2: Materiales utilizados

Materiales Volumen CLASE Proveedor
Balon de aforo 50mL, 25mL, 10mL A Glassco
Probeta 1000mL, 100mL, 500mL A Glassco
Pesa muestra de vidrio N/A A Glassco
Pipeta graduada SmL A Glassco
Espatula N/A N/A N/A

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

2.1.2. Equipos

Tabla 2-2: Equipos utilizados en el desarrollo del método analitico

Equipo/Instrumento Marca / Lugar de Modelo Equipo Fecha de la ultima
origen Calificado calibracion
Balanza analitica Sartorius/ Alemania | BP2105 Cumple Enero 2021
Pipeta electronica Brand/ Italia HandyStep Cumple Mayo 2021
Agitador ultrasénico VWR Scientific | 75T N/A N/A
Products /China
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Sorbona WEMA | s Cumple N/A
Laboreinrichtungen/
Alemania
Conductimetro Mettler Conductivit | Cumple Enero 2021
Toledo/Suiza y S230
pH- metro Mettler SevenEasy Cumple Enero 2021
Toledo/Suiza pH
Agitador  electromagnético | VELP/ Italia F20510413 Cumple N/A
AREX
P Unidad Bomba ECP2010H | Cumple Junio 2021
<
Q
<
,'% Autosampler L-3320 Cumple Junio 2021
=2
5 5| (Automuestreador)
= 5 ECOM/
% §| Horno- Columana ) EC0208 Cumple Junio 2021
5 B Republica Checa
O =
s M
5
35 Detector UV/VIS Detector Cumple Junio 2021
Q PDA UV/VIS
& PDA

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

2.1.3. Reactivos

Tabla 3-2: Reactivos utilizados en el desarrollo del método analitico

MARCA LOTE F. EXPIRACION | LUGAR DE
ORIGEN
Acetronitrilo Fisher Chemical 203062 30-May-2025 Estados
Grado HPLC Unidos
Metanol Grado Fisher Chemical 206202 31-Dic-2025 Estados
HPLC Unidos
Acido Orto Merck 203062 31-Oct-2021 Alemania
fosforico 85%
Trietilamina Merck 55901552915 31-Dic-2023 Alemania
Grado HPLC
Agua Purificada NEOFARMACO N/A N/A
TIGrado HPLC | | |

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.




2.1.4. Estandares de referencia

Tabla 4-2: Estandares primarios utilizados en el método analitico

LOTE PUREZA | PROVEEDOR F. EXPIRACION
Metronidazol LRACO264 99.97% Espectrocrom 31-Dic-2023
Miconazol Nitrato | LRAC3325 99.9% Espectrocrom 30-Sep-2023
Propilparabeno LRAB2246 98.8% Espectrocrom 31-Dic-2021
Metilparabeno LRAB7793 99,93% Espectrocrom 31-Dic-2022

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

2.2.  Planteamiento de las etapas de la Calidad analitica por diseiio (AQbD)

2.2.1. Definicion del Analytical Target Profile (ATP)

En el Perfil Analitico del Objetivo, se definié los objetivos de desarrollo relacionados con los
exigencias del método analitico, en general los elementos del ATP que se llevaron a cabo fueron
los siguientes: forma farmacéutica, atributos de calidad del producto, de los principios activos y
del método asi como la seleccion de analitos , seleccion de la técnica y seleccion de los requisitos
del método cada uno con sus respectivos objetivos y justificacion los cuales, se detallan de mejor
manera en la tabla (1-3) en donde, se enumera los procedimientos del ATP que se llevaron a cabo

para el analisis cromatografico del MTZ y MN.

2.2.2. Definicion de los atributos de calidad y atributos criticos de calidad (CQA)

Los atributos de calidad se asociaron a los elementos del ATP, se realizé6 mediante una matriz
donde se definieron los atributos de calidad de los principios activos (pka, log, pH, etc.), del
método (pardmetros cromatograficos) y del producto (requerimientos técnicos), los cuales se les
asignd un objetivo y se determind si seria un CQA mediante una justificacion. Para este método
el nimero de platos teoricos (N), la asimetria (T), resolucion (Rs) y tiempo de retencion final (TR
final) se identificaron como CQA que tienen el potencial de verse afectados en el desarrollo del

método analitico.

2.2.3. Evaluacion de riesgo inicial

La identidad de los parametros criticos del proceso que afectan el método analitico y que poseen
un impacto sobre los CQA se realizo mediante una matriz de modos y efectos de falla (FMEA),

donde se estimo la severidad (S) del modo de fallo, la probabilidad (O) de que acontezca y si esta
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probabilidad es facilmente detectable (D), finalmente se establecio las mitigaciones para controlar
a tiempo aquello que puede salir mal.

El grado de puntuacioén utilizada para la S, O, D fue de 2 a 8 siendo estas muy altas, altas,
moderadas y bajas, luego a cada parametro encontrado se calcul6 el nimero de prioridad de riesgo
(RPN) para eso, se multiplic6 las tres puntuaciones, es decir RPN= S*O*D.

Para determinar la categorizacion del Riesgo Tabla (9-2) se escogi6 un numero de RPN de manera
arbitraria mayor a 250 para calificarlo como un riesgo critico que son los que afecta el método de
manera significativa y que seran evaluados posteriormente, RPN > 70 < 250 se considerd como
un riesgo mayor que de igual forma afectan al método significativamente y RPN < 70, se califico
como un riesgo menor, ya que estos parametros pueden ser facilmente controlados y no afectan
al método, sin embargo, no se deben descuidar.

A continuacion, se observa los parametros evaluados en la matriz de riesgo con su respectiva

puntuacion:

Tabla 5-2: Parametros evaluados en la matriz de modos y efectos de falla (FMEA)

OCURRENCIA o DESCRIPCION
Extremadamente Baja 2 Altamente improbable de que ocurra
Baja 4 Improbable de que ocurra
Moderada 6 Probable de que ocurra
Alta 8 Altamente probable de que ocurra
DETECTABILIDAD D DESCRIPCION
Alta 2 Alta probabilidad de controlar los defectos
Moderado 4 El defecto se puede controlar y posiblemente no afecte al
método.
Bajo 6 El defecto resulta dificil de controlar.
Inexistente 8 El defecto no se puede controlar casi seguro que afecte al
método.
SEVERIDAD S DESCRIPCION
Baja 2 El fallo origina un pequefio inconveniente en el método, es
facilmente subsanable.
Moderada 4 Posible impacto, impacto moderado en el rendimiento del
método
Alta 6 Impact6 alto en el rendimiento del método.
Muy Alta 8 Impactdé muy critico afecta gravemente el método.

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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Tabla 6-2: Categorizacion del Riesgo

. CRITICA | Si el valor de RPN > 250

MAYOR Si el valor de RPN > 70 <250

MENOR Si el valor de RPN < 70

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

2.2.4. Desarrollo del método analitico

2.2.4.1. Desarrollo empirico inicial

Al no existir métodos analiticos oficiales para la determinacion simultinea de MTZ
(metronidazol) Y MN (miconazol nitrato), el punto de partida inicial para el desarrollo del método
se baso en las propiedades fisicas y quimicas de las moléculas (atributos de calidad), que se

describieron de mejor manera en el marco teorico.

2.2.4.2. Desarrollo del DoE (Diserio del experimento)

Para el desarrollo del disefio se utilizo el software Statgraphics, el disefio elegido fue un disefio
Compuesto reducido de Draper-y-Lin, los factores considerados fueron flujo, temperatura, pH de
la fase moévil, % de organico y tipo de fase estacionara que tendran un efecto sobre el Nimero de
platos teoricos, Asimetria (T), Resolucion (Rs) y Tiempo de retencion (TR final), ademas el
disefio fue de un solo bloque y aleatorio.

Los factores experimentales y la variable respuesta analizadas se describen a continuacion:

Tabla 7-2: Factores experimentales

Factor Unidades Tipo Funcion Niveles Respuestas
Bajo Alto

Flujo mL/min Continuo Controlable 0,7 1,3 Numero de

Temperatura Celsius Continuo Controlable 35°C | 45°C | platos tedricos
Simetri

pH de la fase movil - Continuo Controlable 23 33 fmetia
Resolucion

% de B % Continuo Controlable 15% 35% .
Tiempo de

Fase estacionaria - Continuo Controlable C8 C18 retencién final

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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Tabla 8-2: Variable respuesta

Respuestas Unidades

Numero de platos teoricos -

Simetria _

Resolucién -

Tiempo de retencion final min

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Luego, se introdujo en el programa los cinco factores y las variables respuestas y se aplico el
disefio que consta de cinco factores (pH de la fase movil, Temperatura, Flujo, %Organico, Fase
estacionaria) y cada factor estudiado tiene dos niveles uno alto y otro bajo, dando como resultado

un total de 30 ensayos las cuales fueron aleatorizados.

Tabla 9-2: Corridas del disefio experimental

Corridas | Bloque Flujo Temperatura pH % de la fase Fase

mévil estacionaria

1 1 0,7 35 2,3 35 8
2 1 1,3 35 33 35 8
3 1 1 40 2,8 25 8
4 1 1,3 35 2,3 15 18
5 1 1,55836 40 2,8 25 18
6 1 1 49,306 2,8 25 8
7 1 1 40 3,7306 25 18
8 1 1,3 45 33 15 8
9 1 1 40 2,8 25 8
10 1 1 40 2,8 25 18
11 1 1 40 2,8 6,3879 8
12 1 1 40 2,8 25 18
13 1 0,7 45 2,3 35 18
14 1 1,3 45 2,3 35 18
15 1 1 40 2,8 25 8
16 1 1 40 2,8 25 18
17 1 1 30,694 2,8 25 8
18 1 0,7 35 2,3 15 8
19 1 1 40 2,8 25 8
20 1 1 40 1,8694 25 18
21 1 0,7 45 3,3 35 8
22 1 1,3 45 2,3 15 8
23 1 1 40 2,8 43,6121 8
24 1 0,7 35 33 15 18
25 1 1 40 2,8 25 18
26 1 1,3 35 3,3 35 18
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27 1 1 40 2,8 25 8

28 1 0,7 45 33 15 18
29 1 0,441637 40 2,8 25 18
30 1 1 40 2,8 25 18

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

2.2.5. MODR (Region de diseiio operable del método)

La seleccion del MODR, se realiz6 mediante las graficas que nos proporciond el software
Statgraphics, los diagramas que se analizaron fueron los graficos de Pareto, efectos principales y
el grafico de superficie respuesta, que representan el impacto de los factores sobre cada una de

las variables respuesta.

2.2.6. Seleccion de puntos de trabajo

La seleccion del método Optimo se realizé dentro del espacio de disefio en vista de que, la tnica
condicion es que el punto que se elija este dentro del MODR, se observaron todos los graficos en
especial el de superficie respuesta y se seleccion6 el punto en que los CQA cumplan con los
objetivos del método.

Luego, se procedio a inyectar un estandar combinado de metronidazol y miconazol nitrato con

los parametros elegidos en el grafico de superficie respuesta.

2.2.7. Estrategia de control

La estrategia de control del método analitico se baso en los estudios de los parametros criticos del
proceso (PCC), los cuales se consideraron como riesgos criticos para el cumplimiento de los
CQA, mediante la matriz de riesgo inicial. Con la ayuda de la tabla ANOVA vy el grafico de
superficie respuesta se determino los factores que afectan de manera significativa el desarrollo

del método por ende, se deben mantener fijos.

2.3.  Preparacion de soluciones

e  Agua Purificada (Grado HPLC)

Este tipo de agua se obtuvo del equipo de agua purificada para analisis, posteriormente se midid
la conductividad la cual debe ser menor a 0.5 uS/m. Luego, se procedié a medir el pH el cual debe
ser menor a 7. Finalmente se filtré con una membrana de 0.22 um y se sonicé por 15 minutos, y

se colocd en la linea del equipo.
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e  Buffer Fostato

Se preparo un Buffer Fosfato a diferente pH, en un litro de agua se coloc6 2,8 mL de Trietilamina,
se medio el pH y se ajusto con acido orto fosforico, finalmente se agit6é por 10 minutos y se filtro
con una membrana de 0.22 um.

e  Fase movil

Se tom6 300 mL de Buffer + 100 mL de Metanol (75% Buffer: 25% Metanol), y se agito.

2.4.  Preparacion de los estandares

Tabla 10-2: Concentracion de estandares

Estandares Concentracion (mg/mL)
Metronidazol 0,15
Miconazol Nitrato 0,04

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

e  Metronidazol

Se pesod en una balanza analitica 150 mg + 0,1 mg de metronidazol, luego se colocé en un balon
volumétrico de 50 mL, se afiadié 10mL de acetonitrilo, se homogenizo bien y se afor6 con la fase
movil. Luego, se tomo una alicuota de 1.25 mL y se coloco en un baldon volumétrico de 25 mL se
afor6 con fase moévil. Finalmente colocamos en un vial con un filtro jeringa de 0.22 um de PVDF.
e  Miconazol Nitrato

Se peso en una balanza analitica 100 mg + 0,1 mg y se colocd en un baléon volumétrico de 50 mL,
se afladi6 10mL de acetonitrilo y se sonico por 20 minutos, posteriormente se aforo con fase
movil. Luego, se tomd una alicuota de 0,5 mL en un balon volumétrico de 25 mL y se aforo con
fase movil. Se colocd en un vial con filtro jeringa de 0.22 um de PVDF.

e  Estandar Combinado

En un balon volumétrico de 25 mL, se colocd una alicuota de 1.25 mL del estandar de
metronidazol, luego se agregd una alicuota de 0,5 mL, del estdndar de miconazol nitrato y se aforo

con fase movil. Finalmente, se coloco en un vial con filtro jeringa de 0.22 um de PVDF.

2.5. Ensayo de selectividad

El ensayo de selectividad fue evaluado aplicando el criterio de discrepancia entre la respuesta del
estandar y placebo cargado, posteriormente se realizo el t de Student para muestras independientes
y para ello, se procedio6 a preparar las siguientes soluciones:

. Placebo
45



Se pesd cada una de las cantidades necesarias para la formulacion que se declaran en la féormula

maestra GYNECOTIN® CREMA VAGINAL, exceptuando los principios activos, se prepar6 200

gr de placebo.
200 gr de Placebo
A4 @ otro vaso de precipitacion (2)h
ﬂn un vaso de precipitacion (1) de 1(“ 100 mL se afiadié 24 gr de vaselina

mL, se colocé 53,8 gr de agua blanca, 6 gr de polawax, 3 gr de

purificada, 0,35 gr de metilparabeno, 2 - > Spam 80, 10 gr de alcohol
gr de Tween 80 y 48 gr de cetoestearilico y 0,05 gr de

propilenglicol y se mezcl6 bien hasta propilparabeno, luego se calent6 a

Q)mnleta disolucién a 60 °C. / Q‘”C. /

Después, en un vaso de precipitacion

Mientras se mantuvo en constante

agitacion se procedi6 afiadir el methocel de 600 mL se colocé el vaso (1) y se

y con un agitador eléctrico se mezcld ¢ afiadié lentamente el vaso (2), luego

durante 15 minutos aproximadamente. se agitd constantemente con la ayuda

de una varilla de agitacion.

Finalmente, se dejo reposar la mezcla

hasta que la crema adquiera consistencia.

Grafico 1-2. Preparacion del placebo

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

e  Placebo cargado

El placebo cargado se prepardé mediante las soluciones madres de los estandares de referencia y

el placebo.
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( Placebo Cargado

Se pesd 810 mg de placebo en un
balon de 50 mL, se coloco 10 ml de Luego, se sonicd por 20 minutos

acetonitrilo + 5 mL de miconazol se enfrid y se aforo con fase movil

nitrato y 10 mL de metronidazol

(solucién madre)

Finalmente, se filtr6 con un filtro
jeringa de 0,22 micrones de PVDF y
se coloco en un vial.

Grafico 2-1. Preparacion del placebo cargado

Se tomo una alicuota de 1,25 mL y se

llevo a 25 mL con fase movil.

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

e  Excipientes

Se pesé en una balanza analitica cada uno de los excipientes que forman la emulsion, se colocod
en un balon de aforo de 50 mL y se aforo con fase movil, luego se tomo una alicuota de 1,25 mL
en un balon de aforo de 25 mL y se aforo con fase movil. Finalmente, se inyectd en un vial con

filtro jeringa de 0.22 um de PVDF.

Tabla 11-2: Peso y concentraciones de los excipientes para el ensayo de selectividad

Excipientes Peso C (mg/mL)

Metochel 4 mg 0,004
Propilparabeno 0,25 mg 0,00025
Metilparabeno 1,75 mg 0,00175
Span 80 15 mg 0,015
Tween 80 10 mg 0,010
Polawax 30 mg 0,030
Propilenglicol 240 mg 0,240
Alcohol cetoesteariico 50 mg 0,050

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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A continuacion, se detalla en la siguiente tabla los pesos y las concentraciones de las soluciones

preparadas para el ensayo de la selectividad

Tabla 12-2: Pesos y concentraciones para el ensayo de selectividad

Ensayo Pesos C (mg/mL) N° de inyecciones

Estandar Metronidazol + | Metronidazol 0.15 Inyectar por sextuplicado
Miconazol Nitrato + | Miconazol  0.04

Medio de disolucion

Placebo cargado Metronidazol + | Metronidazol 0.15 Inyectar por sextuplicado
Miconazol Nitrato + | Miconazol 0.04
Medio de disoluciont+

Placebo

Placebo Excipientes + Medio de Inyectar por sextuplicado

disolucion | e

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

2.5.1. Estudio de los parabenos
En el ensayo de selectividad también se llevo a cabo el estudio de los parabenos donde se inyectd
estandares de metilparabeno y propilparabeno durante 180 minutos en forma isocratica para

determinar los tiempos de elucion.

Tabla 13-2: Concentracion de los estandares (Parabenos)

Estandares Concentracion (mg/mlL)
Metilparabeno 1,75 mg/mL
Propilparabeno 0,25 mg/mL

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

o Metilparabeno

En una balanza analitica se pes6 100 mg + 0,1 mg de metilparabeno y se colocé en un balon
volumétrico de 25mL, se aforo con agua purificada tipo I. Luego, se tomo una alicuota de 7,29
mL en un balén volumétrico de 10 mL y se aforo con fase mévil después, se tomo una alicuota
de 6 mL en un balén volumétrico de 10 mL y se aforo con fase movil

o Propilparabeno

En una balanza analitica se pes6 100 mg + 0,1 mg de propilparabeno y se colocd en un balon
volumétrico de 100mL, se aforo metanol. Luego, se tomo una alicuota de 6,25 mL en un balén
volumétrico de 25 mL y se aforo con fase movil. Finalmente, se coloc6 en un vial con filtro jeringa

de 0.22 um de PVDF.
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CAPITULO III
3. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
3.1.  Planteamiento de las etapas de la calidad analitica por diseiio (AQbD)
311

Analytical Target Profile (ATP)

El Perfil Analitico del Objetivo involucra todas las caracteristicas de calidad del método objetivo

que se mencionan a continuacion:

Tabla 1-3: ATP para el desarrollo del método analitico

Elementos del ATP

Objetivo

Justificacion

Metronidazol

Miconazol Nitrato

Principios activos

Desarrollo de método analitico para la

determinacion de los analitos en la forma

-Observacion microscopica
- Estabilidad

- Control de sellado

- Variacién de peso

- Valoracion

- Analisis microbiolégico

farmacéutica.

Forma Farmacéutica Emulsion Principios activos cumplen con la eficacia
durante la administracién asociados a la
forma farmacéutica.

Atributos de calidad del -pH Cumplir con todos los requerimientos de

Producto - Extensibilidad calidad, para el cumplimiento de las

- Termorresistencia especificaciones.

Atributos de calidad de los

principios activos

-pKa
- Solubilidad
- Peso molecular

- Punto de fusion

- Donantes de enlaces de

hidrégeno

- Aceptores de enlaces de

hidrégeno
- LogP
- Longitud de onda

Conocer las propiedades fisicas y quimicas
de los analitos para garantizar una técnica
apropiada donde los analitos de interés

sean, facilmente detectados.
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Tipo de método

Fase reversa

La seleccion de la técnica va a depender de
la naturaleza de los principios activos, al
ser el MTZ y el MN hidrofobicos, la fase
reversa proporcionara una mejor retencion

de las moléculas.

Atributos de calidad del

método (Parametros

cromatograficos)

- Asimetria
- Resolucion
- Tiempo de retencion

- Numero de platos teoéricos

Los parametros cromatograficos deben
estar dentro del limite para garantizar el

desarrollo de un método 6ptimo.

Requisitos del instrumento

- Detector HPLC -UV/VIS
PDA

- Horno de columna

- Bomba cuaternaria con

automuestrador automatico.

El sistema de HPLC acoplado a un detector
de diodos permite medir ocho longitudes

de onda en un rango de 200 a 800 nm.

Requisitos del método

- pH de la fase movil

- Temperatura

- % de la fase orgéanica
-Tipo de columna

- Flujo

- Modos de elucion

Determinar puntos de trabajos donde los

factores cumplan con los CQA planteados.

Naturaleza de la muestra Liquida Se debe preparar con fase moévil acuosa
para su adecuada migracion por la fase
estacionaria.

Preparacion del estandar - Dilucion La preparacion de los estandares se realiza

- Pesaje pesando los analitos, luego se realiza las

- Mezcla con solventes

diluciones finalmente, se afora con la

mezcla de solventes.

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Segun, la tabla anterior en el presente estudio se pretende desarrollar un método analitico 6ptimo
mediante HPLC que sea capaz de detectar de manera simultdnea el metronidazol y miconazol
nitrato en una emulsion, la eleccidon de la técnica dependio de la naturaleza de los principios
activos al ser el MTZ y el MN bases débiles tienen la capacidad de aceptar H+ por lo que la fase
en reversa proporcion6 una mejor retencion de las moléculas, la eleccion de los requisitos del

método dentro del espacio de disefio facilitara, que se cumplan con los CQA planteados.
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3.1.2. Definicion de los atributos criticos de calidad (CQA)

Tabla 2-3: Atributos criticos de calidad para el desarrollo del método analitico

Atributos de calidad Objetivo JEs esto Justificacion
un CQA?

Forma Farmacéutica Emulsion No La forma farmacéutica no estd directamente
relacionada con la eficacia de los principios
activos, pero representa una afectacion en el
tratamiento de la muestra y el sentido de la
emulsion.

pH Cumplir conlos | No Estos ensayos son pruebas de rutina cotidianas

requerimientos que se efectian al producto para este tipo de

Extensibilidad técnicos acorde | No forma farmacéutica, pero no afectan

al  preparado directamente el desarrollo del método

Termorresistencia farmacéutico No analitico, sin embargo, que se encuentren

del producto. dentro del limite de las especificaciones

Observacion microscopica No asegura la eficacia del producto.

Estabilidad No

Control de sellado No

Variacion de peso No

Valoracion No

Analisis microbioldgico No

pKa Conocer  las | No* Son atributos de calidad, pero no criticos

propiedades porque no dependen de ningln factor para su

Solubilidad fisicas y | No* desempefio ya que, son valores constantes, sin

quimicas de los embargo, deben ser estudiadas para conocer el

Peso molecular analitos No* comportamiento de las moléculas para
determinar las condiciones del proceso.

Punto de fusion No*

Donantes de enlaces de No*

hidrégeno

Aceptores de enlaces de No*

hidrégeno

LogP No*
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Longitud de onda No*

Asimetria Bajo Si La asimetria debe ser baja para que el pico sea

simétrico y no haya factor de coleo.

Resolucion Elevado Si Se considera uno de los parametros mas
criticos ya que, si los analitos no se encuentran
separados no existird una alta eficiencia del

método.

Tiempo de retencion final Bajo Si El tiempo de retencion debe ser bajo para

alcanzar una buena resolucion.

Numero de platos tedricos Elevado Si El ntimero de platos tedricos mide la eficiencia
del método mientras mas elevado sea el
numero de platos tedricos mayor sera la

eficiencia del método.

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

* Resulta poco probable que estas variables afecten de manera directa al método analitico ya que,
son valores constantes, sin embargo, se evaluaran dentro de la matriz de riesgos ya que, forman
parte de los elementos del ATP.

En la tabla 2-3 se puede observar como se clasifico los atributos de calidad en atributos criticos
de calidad, mediante un objetivo y la justificacion correspondiente se determin6 que la asimetria,
resolucion, tiempo de retencion final y nimero de platos tedricos son CQA los cuales tendran un
impacto sobre el método ya que, son variables claves que deben estar dentro de un rango para
asegurar un método dptimo.

Por ejemplo, si no existe un nimero de platos teoricos elevado la eficiencia del método no serd la
adecuada de igual manera al tener una resolucion baja los analitos no tendran una buena
separacion.

Por otro lado, la forma farmacéutica al tratarse de una emulsion de o/w es decir, tiene mayor
cantidad de agua, el tratamiento de la muestra se debe realizar con fase mévil acuosa para impedir
la formacion de coaservatos.

Segin (Martin, 2017, p. 11) la coacervacion o separacion de fases consiste en la separacion de dos

fases liquidas de manera reversible que sucede en un medio coloidal.

3.1.3. Evaluacion de riesgo inicial

A continuacion se presenta la evaluacion del riesgo inicial de modos y los efectos de falla de los

parédmetros criticos:
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Tabla 3-3: Matriz de riesgo de modos y efectos de falla de los parametros criticos del proceso

Modos de | Efectos del | Consecuencia S| O |D| RPN Tipo de | Mitigaciones
fallo fallo (§*0* | Riesgo
JQué puede | COA D)
salir mal?
Variacion de | Tiempo de | Afecta a la resolucion | 6 | 6 | 4 | 144 Mayor Utilizar  una
la columna de | retencion debido a que, existe una columna
C18-C8 inadecuada separacion de altamente
Resolucién | los compuestos coelucion. hidrofoba y
realizar  una
Asimetria revision
bibliografica
Numero de sobre las
platos propiedades
teoricos fisico- quimica
de los tipos de
columna y la
naturaleza de
los analitos.
Variabilidad | Tiempo de | En la asimetria ya que, | 2 | 4 | 4 | 32 Menor Usar una
en la longitud | retenciéon existe un ensanchamiento columna  de
de la columna de los picos, ademas de mayor longitud
de 125 mm — | Resolucion | tener una inadecuada para  obtener
150 mm separacion. picos mas
Asimetria estrechos.
Numero de
platos
tedricos
Aumento en | Tiempo de | Unaumentoeneldiametro | 4 | 4 | 4 | 64 Menor A menor
el diametro de | retencion de la particula afectaria a didmetro  de
la particula la resolucion, por ende, particulas
Resolucion | existiria ensanchamiento disminuye el
de los picos ensanchamient
Asimetria cromatograficos y una o del pico y la

Numero de
platos

tedricos

disminucion de los platos

tedricos.

altura del plato

tedrico.
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Aumento del | Tiempo de | Tiene un efecto sobre el Critica | Modificar el
% de | retencion tiempo de  retencion porcentaje de
organico de la debido al cambio de organico hasta
fase movil Resolucién | polaridad. Ademas, de obtener valores
causar una resolucion aceptables de
Asimetria inadecuada  obteniendo resolucion  y
cromatogramas que no son asimetria.
Numero de | optimos
platos
tedricos
Aumento del | Tiempo de | Un aumento del caudal 144 Mayor | Proporcionar
flujo retencion causa un tiempo de un flujo
retenciébn mas corto por constante y
Resolucién | ende la forma del pico no cambiar  las
es la adecuada. condiciones
Asimetria para  obtener
una buena
Numero de resolucion y un
platos tiempo de
tedricos analisis
adecuado.
Variacion de | Tiempo de | Un aumento de la 72 Mayor | Disminuir la
los valores de | retencion temperatura afectaria al temperatura
la tiempo de retencion, ya para asegurar
temperatura Resolucién | que, este seria menor, sin la eficiencia y
embargo, los facilidad  de
Asimetria cromatogramas no son control,
optimos ademads, tener
Numero de presente la
platos evaporacion de
tedricos los solventes.
Variacion en | Tiempo de | Elucion deficiente de los 8 Menor | Trabajar  en
las retencion componentes de la condiciones
condiciones muestra, por ende, la isocraticas
de trabajo de | Resolucion | resolucion no seria la para  obtener
isocratico a adecuada. buena
gradiente Asimetria separacion

Numero de
platos

tedricos

entre los picos
y evitar
desgaste

prematuro de

la columna.
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Preparacion Tiempo de | Efecto sobre la asimetria y Critica | Aumentar el
de la fase | retencion el tiempo de retencion, pH para
movil a pH debido a que las moléculas obtener
bajo Resolucién | estaran en su forma compuestos no
ionizada causando tiempos ionizables,
Asimetria de retencion bajos. aumenta el
tiempo de
Numero de retencion y
platos picos
teodricos cromatografic
os aceptables
Cambio en la | Tiempo de | No detecta los analitos a la 16 Menor Escoger una
longitud de | retencion longitud de onda escogida, longitud de
onda por ende, el niimero de onda donde la
Resolucién | platos tedricos se veria absorcion  de
afectado de igual forma los los analitos sea
Asimetria demas parametros la adecuada.
cromatograficos.
Numero de
platos
teodricos
Volumen de | Tiempo de | No permite que los 8 Menor Elegir un
inyeccion retencion analitos salgan en el volumen  de
>20ul espectro. Por inyeccion
Resolucién | sobresaturacion de los adecuado para
diodos y como evitar la
Asimetria consecuencia la asimetria sobrecarga
se veria afectada causando maxima y una
Numero de | un factor de coleo alto. forma de pico
platos inadecuada.
tedricos
Muestra no | Tiempo de | Los principios activos no 48 Menor Utilizar un
disuelta retencion son detectados por el solvente donde
equipo la muestra sea
Resolucion facilmente
soluble.
Asimetria

Numero de
platos

tedricos
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Cambio de | Tiempo de | Degradacion de  los 8 Menor Si los analitos
vial de (claro, | retencion analitos al entrar en se  degradan
ambar) contacto con la luz facilmente al
Resolucion estar en
contacto con la
Asimetria luz utilizar un
vial color
Numero de ambar.
platos
tedricos
Concentracié | Tiempo de | La asimetria ya que puede 32 Menor Trabajar a
n de la | retencion aparecer una forma de pico concentracione
muestra frontal debido a una alta s bajas para
elevada. Resolucién | concentracion  de  la obtener picos
muestra, ademas la optimos y
Asimetria columna se sobrecarga. evitar dafar la
columna.
Numero de
platos
tedricos
Error en el | Tiempo de | Los picos no  son 48 Menor Tomar las
proceso  de | retencion detectados o su forma no alicuotas
dilucion es optima debido que no se correctas y
Resolucién | llegd a la concentracion realizar los
estimada. Por ende, la calculos
Asimetria asimetria es el factor que correctos hasta
se ve afectado y la llegar a la
Numero de | eficiencia. contraccion
platos deseada.
tedricos
Falta de | Tiempo de | Separacion de la fase 8 Menor | Agitar la fase
agitacion de | retencion movil lo cual causa una movil con un
la fase movil forma de pico deficiente agitador
Resolucién | obteniendo un valor de magnético.
asimetria mayor.
Asimetria
Numero de
platos
teoricos
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Tiempo de | Tiempo de | Aumento de la presion del 8 Menor | Desgasificar la
desgasificaci | retencion equipo debido a las fase movil con
on burbujas la ayuda del
insuficiente Resolucion sonicador
menor a 15 durante 15
minutos Asimetria minutos.
Numero de
platos
teodricos
Falta de | Tiempo de | Particulas de polvo y 8 Menor Utilizar un
filtracion de | retencion suspendidas en las equipo de
las soluciones soluciones (impurezas). filtracion  al
Resolucion vacio con una
membrana
Asimetria para evitar que
el equipo se
Numero de tape.
platos
teoricos
El Tiempo de | El modificador orgénico 32 Menor Elegir un
modificador retencion es polar y repele a los solvente
organico analitos a la  fase miscible en
escogido es | Resolucion | estacionaria por ende el agua, menos
polar tiempo de retencion es polar y que no
Asimetria largo. reaccione con
la fase
Numero de estacionaria ni
platos con la muestra.
teoricos
Exceder la | Tiempo de | Las moléculas y los 18 Menor | No exceder los
temperatura retencion disolventes podrian maximos del
del punto de evaporarse por lo que, el punto de
fusion de las | Resolucion | ntimero de platos tedricos fusion para no
moléculas se veria afectado por disminuir  la
Asimetria consiguiente los demas eficacia y dafio
parametros en la fase
Numero de | cromatograficos no estacionaria.
platos cumplieran con su
teoricos objetivo.
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Columna con | Tiempo de | Menor tiempo de |22 |2 |8 Menor Ocupar  una

menor retencion retencion de las moléculas columna con

capacidad de por parte de la fase alta capacidad

enlaces  de | Resolucién | estacionaria lo que de donacién de

hidrégeno provoca una resolucion enlaces de
Asimetria deficiente entre los hidrégenos,

analitos. debido a que

Numero de las  moléculas

platos son bases

tedricos débiles  para

que exista una
mejor
retencion  de

los analitos.

LogP Tiempo de | El tiempo de retencionde | 2 | 2 | 2 | 8 Menor Conocer el
retencion las  moléculas se ve coeficiente de
afectado debido a la particion de las
Resolucion | hidrofobicidad de los moléculas para
analitos. determinar su
Asimetria afinidad por la
fase

Numero de estacionaria y
platos su tiempo de

teoricos retencion.

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Como se puede observar en la matriz de riesgo, se identificaron los PCC (Parametros Criticos del
Proceso) que afectan a los CQA: Fase estacionaria, % de orgéanico, flujo, temperatura de la
columna y pH de la fase movil, considerandose como riesgo critico al % de organico y pH de la
fase movil.

El % de organico es critico debido, a que es dificil de controlar, ya que se debe ir variando hasta
obtener un cromatograma Optimo, ademas, en combinacion de la temperatura, flujo y pH de la
fase movil resulta mas dificil su monitorizacion, si al variar el % de organico los tiempos de
retencion son muy bajos o altos la separacion de los analitos se ve afectada. Segin
(CHROMacademy 2014b, p. 8) “Un aumento en el porcentaje del organico en la fase movil tiene
un efecto profundo sobre la retencion del analito debido al cambio de polaridad de la fase movil*.
Otro parametro critico es el pH de la fase movil ya que, tiene un efecto significativo sobre el
rendimiento del método debido a que tienen un efecto sobre el tiempo de retetencion y la
asimetria, este debe ir de la mano con el pKa de los analitos al aumentar el pH este no se ioniza y
la forma del pico mejora, sin embargo, un aumento elevado del pH puede dafiar la columna

cromatografica. Similar a lo CHROMacademy (2014b, p. 18) menciona que una variacion en el
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pH de solo 0,1 unidades puede provocar un cambio sustancial en la selectividad entre los picos ,
ademas los cambios en el pH de la fase mdvil deben realizarse con cuidado puesto que, no todas
las columnas de HPLC basadas en silice soportan extremos de pH.

El flujo se puede controlar facilmente con la ayuda de la bomba, sin embargo, en combinacion
con ¢l % de organico, y la temperatura de la columna se considera como un riesgo mayor. Ademas
segin la ecuaciéon de Van Deenter existe parametros experimentales que causan el
ensanchamiento de los picos al trabajar a un valor de flujo 6ptimo el ensanachamiento del pico es
menor ya que, el analito recorrera varios caminos.

Por ultimo, la temperatura de la columna y el tipo de fase estacionaria también se ha considerado
como un riesgo mayor ya que afectan el método en términos de resolucion y eficiencia.

Los demas parametros se han categorizado como riesgo menor es decir no van afectar al método
y son mas faciles de controlar pero, de igual manera no se deben olvidar como por ejemplo, el
solvente de la muestra ya que, el MTZ y el MN al no ser solubles en todos los solventes organicos
un cambio en el solvente afectaria su solubilidad y por ende, el desarrollo del método se veria
afectado.

En conclusién, los CPP con una puntuacion baja se eliminaron de los estudios posteriores por
considerarse como riesgo menor y los factores con un RPN alto se evaluaron a continuaciéon por

medio de un software estadistico.

3.1.4. Desarrollo del método analitico

3.1.4.1. Desarrollo empirico inicial

El desarrollo empirico inicial comenzo con una revision bibliografica de los atributos de calidad
de las moléculas, la hidrofobicidad de las moléculas se determiné mediante el Log de P el
metronidazol presenta un valor de Log P -0,02 y el miconazol nitrato de 5,86, la solubilidad de
las moléculas también ayudan a determinar la retencion de las moléculas por parte de la fase
estacionaria cuanto menos soluble en agua son las moléculas existe una mayor retencion tanto el
MTZ y el MN son muy poco solubles en agua.

Como podemos observar en el marco tedrico tanto el MTZ y MN son bases débiles ya que aceptan
H+, al ser bases débiles al subir el pH de la fase movil se encontraran en su forma no ionizada por
lo que tienen tiempos de retencion mas largos por ser mas afines a la fase estacionaria esto se
debe a la interaccion con especies de silanol que existen en la superficie de silice, para corregir la
forma del pico y que las moléculas fluyan mas rapido se utiliza una base de sacrificio en este caso
se ocupo el TEA (trietilamina) para asegurar que la superficie de silice este completamente

desactivada y las moléculas fluyan mas rapido.
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La regla del 2 pH ayuda a determinar el grado de ionizacion de las moléculas ya que, el pKa de
las moléculas y el pH de la fase movil van de la mano al ser el pH mayor que el pKa las moléculas
estaran en su forma no ionizada y el tiempo de retencién aumenta en este caso el pH de la fase
movil al ser de 2,8 y el pKa del metronidazol es de 2,38 la molécula se encontrara en su forma
no ionizada, en comparacion con el miconazol nitrato al tener un pKa alto de 6,7 no se encontrara
totalmente no ionizado por ende, su tiempo de retencion disminuye.

Al ser las moléculas bases débiles capaces de aceptar H+, la columna de eleccion es la C18 ya
que, presenta una alta capacidad de donacion de enlaces de hidrogeno y existen mayor retencion
de las moléculas no ionizadas.

Por ende, las condiciones iniciales elegidas son las siguientes:

Tabla 4-3: Parametros iniciales para el desarrollo del método analitico

Fase estacionaria Columna Purospher C18 (5um;150-4,6 mm
Flujo 1 ml/min
Detector 220 nm
Volumen de inyeccion 20 ul
Temperatura 450C
Tiempo 6 min
Composicion de la fase movil Buffer H3P04 pH 2,8
(Buffer: Metanol) 75: 25

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

3.1.4.2. Desarrollo del DoE (Diserio del experimento)

Después de realizar el analisis de riesgo se llevo a cabo un disefio compuesto reducido de Draper-
y-Lin, para evaluar los pardmetros criticos con un RPN alto (% de organico, pH de la fase movil,
fase estacionaria, temperatura y flujo) que tendran un efecto sobre las variables respuesta con la
ayuda del software STAT GRAPHICS se cre6 el disefio experimental dando como resultado un

total de 30 ensayos que se describen a continuacion:
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Grifico 1-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 0,7 mL/min, temperatura 35 °C, fase

movil (65:35 Buffer: Metanol pH 2,3).
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 1-3 se observa el cromatograma de MTZ y MN obtenido a esas condiciones con un
tiempo de retencion de 2,79 y 1,72 para el metronidazol y miconazol nitrato respectivamente, los
picos no presentan una buena resolucion y son asimétricos, ademds de presentar coleo estos se
pueden deber al pH de la fase movil que al ser bajo en comparacion con su pka las moléculas no
se encuentran en su forma no ionizada. Segiin (CHROMacademy 2014, p. 17) los picos simétricos
tienen un valor de As= 1,0- 1,05 y los picos que presentan un valor de As=2, son considerados
como inaceptables, los picos asimétricos exhiben problemas en la resoluciéon y cuantificacion.
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Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
Grafico 2-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 1,3 mL/min, temperatura 35 °C, fase

movil (65:35 Buffer: Metanol pH 3,3) a 220 nm, con una LiChrospher C8

En el grafico 2-3 se encuentra el cromatograma del MTZ y MN con un tiempo de retencion de
0,925 para el miconazol nitrato y 1,575 para el metronidazol como, se puede observar, aunque los
tiempos de retencion son bajos la resolucion no es una buena, ademas, no existe una buena
eficiencia de los picos esto se debe al flujo al ser alto la eficiencia de los picos disminuye. Ensayo
3,4,5,6,7:
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Grafico 3-3. Cromatograma “a” de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 0C, fase

movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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Grafico 4-3. Cromatograma “b” de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 °C, fase
movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm.

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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Grafico 5-3. Cromatograma “c” de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 °C, fase
movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm.

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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Grifico 6-3. Cromatograma “d” de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 0C, fase

movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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Grafico 7-3. Cromatograma “e” de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 0C, fase
movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm.

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En los graficos presentados anteriormente se puede observar como los cromatogramas de (a-¢)
presentan las mismas condiciones cromatograficas y tienen un tiempo de retencion de 1,24 y 2,53
para el miconazol nitrato y metronidazol respectivamente, el pico del MN presenta coleo y un
valor de As= 1,8 que no es aceptable de igual forma el cromatograma (e) se observa que el pico
del MTZ presenta coleo, esto se puede deber al pH de la fase movil. Seglin Martinez et al. 2015, p.
141) la seleccion adecuada del pH de la fase movil ayudara a determinar la ionizacioén de los
analitos como consecuencia, se obtendra picos simétricos, estrechos y puntiagudos en el proceso

cromatografico. Ensayo 8:
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Grafico 8-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 1,3 mL/min, temperatura 35 °C, fase

movil (85:15 Buffer: Metanol pH 2,3) a 220 nm.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 4-3 se puede observar como los tiempos de retencion aumentan en especial para el
metronidazol que presenta un tiempo de retencion de 3,66 por ende la resolucion aumenta, esto
se debe al porcentaje del metanol en la fase movil al ser bajo hace que el analito interaccione
mayor tiempo en la fase estacionaria y los tiempos de retencion sean largos, de igual forma el
pico del MN presenta una As= 2,86 la cual no es aceptable ya que, el pico presenta coleo. Similar
a lo (Martinez et al. 2015 , p. 141) menciona que existe una estrecha relacion entre el tiempo de
retencion o elucion de los analitos con la composicion de la fase movil como consecuencia del

efecto de la polaridad. Ensayo 9:
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Grafico 9-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 1,5 mL/min, temperatura 40 °C, fase

movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 9-3 correspondiente al cromatograma del MTZ y MN observamos que los tiempos
de retencion de las moléculas son bajos debido a que se trabaja con flujo y temperatura alta
ademas la resolucion y el nimero de platos teoricos mejoran. Similar a lo que (Martinez et al. 2015,
p. 142) menciona que a elevadas temperaturas aumenta la tasa de transferencia del analito entre la

fase estacionaria y la fase movil por ende, la eficacia, la resolucion y separacion cromatografica
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aumenta. Por este motivo, al trabajar con flujos de fase movil ligeramente mayores que con los
que se trabajaria a temperatura ambiente, permite disminuir el tiempo de retencion sin perder

eficacia. Ensayo 10:
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Grafico 10-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 49 °C, fase

movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 10-3 se observa el cromatograma del MTZ y MN obtenidos a un tiempo de retencion
de 2,36 para el miconazol nitrato y 1,22 para el metronidazol, la resolucion entre los picos
aumento como consecuencia de la disminucion del tiempo de retencion, esto se debe por un
aumento de la temperatura como ya se menciono anteriormente a elevadas temperaturas > 40 °C
la transferencia del analito entre la fase estacionaria y la fase movil aumenta, (Harris 2007, p. 717)
menciona que a temperaturas altas el pH de la fase movil debe ser bajo menor a 6 para retardar la

disolucion de la fase estacionaria de silice. Ensayo 11:
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Grifico 11-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 °C, fase

movil (75:25 Buffer: Metanol pH 3,7) a 220 nm.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

El grafico 11-3 corresponde al cromatograma de MTZ y MN con tiempos de retencion de 3,71 y

1,68 tanto como para el metronidazol y miconazol nitrato respectivamente, se puede observar un
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tiempo de retencion bajo y una resolucion entre los picos buena ademas, la asimetria de los picos
es aceptable esto se debe a que se trabajo a una temperatura y pH altos, modificar el pH a tan solo
0,1 unidades puede afectar en la separacion cromatografica por este motivo, la variacion de pH

se debe realizar con cuidado. Ensayo 12
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Grafico 12-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 1,3 mL/min, temperatura 45 0C, fase

movil (85:15 Buffer: Metanol pH 3,3) a 220 nm.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 12-3 se puede observar como los tiempos de retencion son bajos 0,97 para el MN y
2,94 para el MTZ al presentar TR bajos la resolucion entre los picos aumenta, sin embargo, el
pico del miconazol nitrato presenta coleo con un valor de As= 4,025 que representa un pico pobre
esto se debe a las condiciones de trabajo al ser altas; (temperatura, caudal y pH) los analitos fluyen
mas rapido, ademas la columna C8 hace que los analitos tengan tiempos de retencion bajos.

Ensayo 13, 14, 15, 16,17:
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Grafico 13-3. Cromatograma “a” de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 °C, fase
movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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Grafico 14-3. Cromatograma “b” de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 °C, fase
movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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Grafico 15-3. Cromatograma “c” de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 °C,
fase movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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Grafico 16-3. Cromatograma “d” de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 °C,
fase movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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Grafico 17-3. Cromatograma “e” de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 °C,
fase moévil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico anteriores se presentaron los cromatogramas en las mismas condiciones de trabajo
cuyos tiempos de retencion son similares y se puede observar una buena resolucion entre los
picos, al comparar estos cromatogramas con el grafico 3-3 que presenta las mismas condiciones
cromatograficas se puede observar como difieren en el tiempo de retencion esto se debe al tipo
de columna utilizada. Al trabajar con una columna C8 los tiempos de retencion son bajos en este
caso 1,24 y 2,53 para el MN y MTZ respectivamente y con la columna C18 los tiempos de
retencion aumentaron 1,67 y 3, 40 para el MN y MTZ. Similar a lo que (De la Mata 2012, p . 3)

menciona que las columnas de tipo C18 otorgan excelente retencion y resolucion.
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Grafico 18-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 °C, fase movil

(94:6 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 18-3 se observa el cromatograma del metronidazol y miconazol nitrato con un
tiempo de retencion de 1,35 para el MN y 6,03 para el MTZ la separacion entre los picos es alta

y el pico del miconazol nitrato es asimétrico y presenta coleo de igual forma el pico del
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metronidazol esto ocurre porque el porcentaje del organico es bajo como consecuencia los analitos

no eluyen provoca valores de As pobres en este caso la As= 7 para el MN. Ensayo 19:
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Grafico 19-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 0,7 mL/min, temperatura 45 °C, fase
movil (65:35 Buffer: Metanol pH 2,3) a 220 nm.

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 19-3 se puede ver el cromatograma del MTZ y MN con un tiempo de retencion de
2,32 para el miconazol nitrato y 3,60 para el metronidazol los tiempos de retencion son largos en
especial para el MN debido al flujo al ser bajo los tiempos de retencion disminuyen y al utilizar
una columna C18 la interaccion de las moléculas con la fase estacionaria aumenta de igual forma

la resolucion entre los picos disminuye como consecuencia del aumento del tiempo de retencion.
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Grafico 20-3: Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 1,3 mL/min, temperatura 45 0C, fase

movil (65:35 Buffer: Metanol pH 2,3) a 220 nm
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

El grafico 20-3 correspondiente al cromatograma del MTZ y MN present6 tiempos de retencion
de 1,25 y 1,94 para el miconazol nitrato y metronidazol respectivamente, se observa que los
tiempos de elucion disminuyen debido a que, el flujo, la temperatura y el porcentaje de organico
es alto por ende, los analitos saldran mas rapido pero, la resolucion entre los picos y la asimetria

no sera buena, de igual forma al trabajar con un pH de 2,3 que esta por debajo del pKa de las
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moléculas los analitos interaccidon menos tiempo con la fase estacionaria por este motivo, salen

mas rapido. Ensayo 21:

Im] Weid
STD COMBINADD_1_0_203 1 r_ooo Dete a
200
-l %]
150 : %
60 o
£ £ )
= = x
B 100 B l‘":
X -
=2 40 X
=
-
¥

Tearres

Grifico 21-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 30 °C, fase
movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm.

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 21-3 correspondiente al cromatograma del MTZ y MN con tiempos de retencion de
1,26 y 2,73 para el miconazol nitrato y metronidazol respectivamente, se puede observar como
los tiempos de retencion disminuyen, sin embargo, la asimetria de los picos no es buena en
especial el del miconazol nitrato que presenta una As= 1,8 y el metronidazol de As= 1,3 debido a
que se encuentra en su forma ionizada lo que da lugar a picos asimétricos y puntiagudos. Similar
a lo que (AEFI2001, p. 110) menciona que un pico sera simétrico si presenta un factor de cola de 1.0
en cambio, los valores superiores a la unidad presentaran coleo y una forma de pico inaceptable.
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Grafico 22-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 0,7 mL/min, temperatura 35 °C,

fase movil (85:15 Buffer: Metanol pH 2,3) a 220 nm.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 22-3 correspondiente al cromatograma de MTZ y MN se puede observar como existe

coleo con el pico del miconazol nitrato presentando una asimetria de As= 4,07 de igual forma el
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pico del metronidazol tardo mucho tiempo en eluir ya que, se trabajé con un % de organico y

caudal bajo. Ensayo 23:
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Grafico 23-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 °C, fase

movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2) a 220 nm.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 23-3 correspondiente al cromatograma de MTZ y MN se puede observar como los
tiempos de retencion disminuyen sin embargo, los picos de los compuestos son asimétricos, el
pico del miconazol nitrato presenta coleo con un valor de As= 2,8 como se menciond
anteriormente el pH de la fase movil juega un papel importante en la apariencia de los picos al
trabajar con un pH menor al pK de los analitos estos se encontraran en su forma ionizada como

consecuencia interaccionan menos con la fase estacionaria dando picos con coleo. Ensayo 24:
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Grafico 24-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 0,7 mL/min, temperatura 45 °C,
fase movil (65:35 Buffer: Metanol pH 3,3) a 220 nm.

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 24-3 podemos observar como los tiempos de retencion disminuyen, no obstante, los
picos presentan asimetria esto se debe a la temperatura al ser alta hace que los analitos eluyan mas

rapido de igual forma con un 35% de B no se separé adecuadamente los picos, ademas, el uso de
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la columna C8 hace que los analitos interaccion menos tiempos con la fase estacionaria por ende

los tiempos de retencion disminuyen. Ensayo 25:
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Grafico 25-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 1,3 mL/min, temperatura 45 0C,

fase movil (85:15 Buffer: Metanol pH 2,3) a 220 nm
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 24-3 correspondiente al cromatograma del MTZ y MN con tiempos de retencion de
0,97 para el miconazol nitrato y 2,40 para el metronidazol se observdé como los tiempos de
retencion disminuyen como consecuencia la resolucion entre los picos aumenta sin embargo, los
picos presentaron coleo y la asimetria no fue buena esto se debe, a las condiciones de trabajo al
trabajar a una temperatura de 45 °C y a flujo de 1,3 la transferencia del principio activo entre la
fase movil y la fase estacionaria disminuye de igual forma el pH de la fase movil jugo un papel

importante en la apariencia de los picos y el uso de una columna C8 también contribuyé en la

retencion de los analitos. Ensayo 26:
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Grifico 26-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 1 mL/min, temperatura 40 °C,

fase movil (57:43 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 26-3 se observa como los tiempos de retencion disminuyen, sin embargo, la

separacion entre los picos no es buena al operar con un 43% de B, los analitos eluyen mas rapido
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y en combinacion con la temperatura alta y una columna C8 la transferencia de los compuestos
entre la fase mdvil y la fase estacionaria es mas rapida por ende, los tiempos de retencion

disminuyen y la eficacia de los picos también se ve afectada. Ensayo 27:
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Grafico 27-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 0,7 mL/min, temperatura 35 °C,

fase movil (85:15 Buffer: Metanol pH 3,3) a 220 nm
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 27-3 correspondiente al cromatograma del metronidazol y miconazol nitrato con un
tiempo de retencion de 2,46 para el MN y 9,10 para el MTZ se observa como los tiempos de
retencion son largos, el pico del miconazol nitrato es asimétrico y ancho en comparacion con el
metronidazol que presenta una buena asimetria As= 1,1 sin embargo, la separacion entre los picos
no es buena al trabajar con un flujo, temperatura y % de organico bajo y una columna C18 los
analitos interaccion mas tiempo con la fase estacionaria aumentando los tiempos de retencion.

Ensayo 28:
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Grafico 28-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 1,3 mL/min, temperatura 35 0C, fase
movil (65:35 Buffer: Metanol pH 3,3) a 220 nm

Realizado por: Diaz Claudia, 2021

En el grafico 28-3 correspondiente al cromatograma del MTZ y MN se observa como los tiempos

de retencion disminuyen como resultado de trabajar con un flujo de 1,3 y 35% de B, el paso de
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los analitos entre la fase movil y la estacionaria es rapida pero, la separacion entre los picos no es
buena y presentan coleo como se menciond anteriormente un cambio de pH a tan solo 0,1
unidades puede afectar en la separacion cromatografica por este motivo, la variacion de pH se

debe realizar con cuidado. Ensayo 29:
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Grifico 29-3. Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 0,7 mL/min, temperatura 45 0C, fase
movil (85:15 Buffer: Metanol pH 3,3) a 220 nm

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 29-3 correspondiente al cromatograma del metronidazol y miconazol nitrato con un
tiempo de retencion de 8,16 para el MTZ y 2,45 para el MN se observa como los tiempos de
retencion son largos afectando la separacion entre los picos y su forma ya que presentan coleo y
son anchos esto se debe al flujo y el % de B al ser bajos y con una columna C18 los analitos
persisten mas tiempo en la fase estacionaria por ende los tiempos de retencion son largos de igual
forma el pH de la fase movil juega un papel importante ya que, un cambio brusco afecta

significativamente la forma de los picos. Ensayo 30:

L1
i

e b L
AT

Ty Iineare]

Grifico 30-3: Cromatograma de MTZ y MN a flujo de 0,4 mL/min, temperatura 40 0C, fase

movil (75:25 Buffer: Metanol pH 2,8) a 220 nm
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 30-3 se observa como un flujo de 0,4 mL/min y un 25% de B afecta en la retencion

de los analitos y su forma y con la combinacion de una columna de tipo C18 la transferencia de
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los analitos entre la fase estacionaria y la fase mévil disminuye generando tiempos de retencion

largos.

3.1.5. MODR (Region de diseiio operable del método)

Utilizando el programa STATGRAPHICS se realiz6 un disefio compuesto reducido de Draper-y-
Lin para el metronidazol y miconazol nitrato donde se evaluaron los factores (Flujo, Temperatura,
pH de la fase movil, % de B y fase estacionaria) que tendra un impacto sobre las variables
respuesta (Numero de platos teoricos, simetria, resolucion y tiempo de retencion), el espacio de
disefio se evalu6 mediante los graficos que nos proporciona el programa los cuales se describen
a continuacion:

Metronidazol (MTZ)

e  Numero de platos teoricos (N)

Diagrama de Pareto Estandarizada para N
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Grifico 31-3. Diagrama de Pareto Estandarizado de los factores de influencia

para el numero de platos teoricos

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 31-3 podemos observar el diagrama de Pareto Estandarizado para el niimero de
platos teodricos con anterioridad se puede decir que ningtn factor influye significativamente de
manera positiva o negativa sobre el niimero de platos tedricos. Sin embargo, la combinacion del
pH de la fase movil y el % de orgénico se acerca a la linea con una influencia negativa sobre el

numero de platos tedricos.

Tabla 5-3: ANOVA de los resultados del analisis de Varianza para N

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Medio
A: FLUJO 178931. 1 178931. 0.15 0.7034
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B: TEMPERATURA 123242. 1 123242. 0.11 0.7517
C:PH FM 1.21984E6 1 1.21984E6 1.05 0.3315
D:%B 5.18904E6 1 5.18904E6 4.48 0.0634
E: FASE 170403. 1 170403. 0.15 0.7102
ESTACIONARIA

AA 1.94132E6 1 1.94132E6 1.68 0.2276
AB 2.90493E6 1 2.90493E6 2.51 0.1477
AC 685593. 1 685593. 0.59 0.4613
AD 457320. 1 457320. 0.39 0.5453
AE 132652. 1 132652. 0.11 0.7428
BB 697720. 1 697720. 0.60 0.4575
BC 17164.0 1 17164.0 0.01 0.9058
BD 1.25716E6 1 1.25716E6 1.09 0.3246
BE 171209. 1 1712009. 0.15 0.7095
CcC 3.7933E6 1 3.7933E6 3.28 0.1037
CD 5.86072E6 1 5.86072E6 5.06 0.0510
CE 2.82994E6 1 2.82994E6 2.44 0.1524
DD 83796.0 1 83796.0 0.07 0.7940
DE 33627.1 1 33627.1 0.03 0.8685
EE 800600. 1 800600. 0.69 0.4272
Error total 1.04212E7 9 1.15792E6

Total (corr.) 7.88669E7 29

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En la tabla (5-3) se observa el analisis de la Varianza para el numero de platos tedricos, la cual
nos demuestra que, en este caso, ninglin factor tiene un valor-P menor a 0,05, indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0% es decir, que una
variacion o un cambio de estos factores y sus combinaciones no afecta directamente en la variable

respuesta evaluada en este caso el nimero de platos teoricos.
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Grafico 32-3. Grafica de los efectos principales para el nimero de platos

tedricos sobre los factores evaluados.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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En el grafico 32-3 de los efectos principales se puede observar como los factores evaluados (flujo,
temperatura, pH de la fase moévil. % de B y fase estacionaria) influyen sobre el ntimero de platos
tedricos. Para el flujo y el pH de la fase mdvil se ve claramente como la curva disminuye hasta
llegar a un punto minimo de 4100 y luego tiende a subir, lo que significa que al aumentar el flujo
y el pH de la fase movil el nimero de platos tedricos va a aumentar. Al elevar la temperatura el
valor de N sube hasta llegar a su punto maximo y luego, tiende a disminuir. Para ¢l % de B la
pendiente es negativa, lo que significa que al aumentar el % de organico el valor N va a disminuir
afectando asi al método. Finalmente, al cambiar de fase estacionaria el nimero de platos teoricos
aumenta hasta llegar a un punto maximo de 4200 platos teodricos, sin embargo, luego tiende a
disminuir, reduciendo asi el nimero de platos tedricos.
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Grafico 33-3. Malla de superficie de respuesta para el numero de

platos tedricos
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Tabla 6-3: Condiciones Optimas para maximizar el numero de platos de teoricos

Factor Bajo Alto Optimo

FLUJO 0,441637 1,55836 0,608059
TEMPERATURA 30.694 49.306 32,2032
PH FM 1,8694 3,7306 3,7306
% B 6,3879 43,6121 6,3879
FASE ESTACIONARIA 3,69395 22.306 22.306

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En la tabla 6-3 se observa la combinacion de los niveles de los factores, la cual maximiza el
numero de platos tedricos sobre la region indicada en este caso, el valor éptimo de flujo es de 0,6
mL/min, temperatura 32,20 °C, pH de la fase moévil 3,7, porcentaje de B 6,38% y fase estacionaria
C18. De igual forma en el grafico se logra observar los puntos donde el ntimero de platos tedricos
aumenta, las zonas calientes de color rojo son las 6ptimas y las zonas frias son las que disminuyen
el niimero de platos tedricos dando un pico de metronidazol deficiente.
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. Asimetria (T)
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Grifico 34-3. Diagrama de Pareto Estandarizado de los factores de influencia para

la asimetria

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 34-3 se observa el Diagrama de Pareto para la asimetria que segun su principio nos
menciona que unos pocos vitales (el 20%) genera la mayor parte de los efectos (80%), en este
caso los factores que superan la linea vertical tienen un efecto estadisticamente significativo ya
sea, de manera positiva o negativa sobre la variable respuesta, siendo el de mayor influencia el %
de B que se lo considera como un valor fijo. De igual manera, la temperatura y la interaccion del
flujo con la fase estacionaria (AE) afectan de manera positiva sobre el rendimiento del método.
Finalmente, la combinacion del % de organico y la fase estacionaria (DE), el flujo y pH de la fase
movil influyen de manera negativa sobre la asimetria. En conclusion, los factores y sus
interacciones mencionados anteriormente van a tener un efecto significativo sobre el valor de T
por ello, una variacion de estos, causaria que la forma del pico del metronidazol sea asimétrica

con un factor de coleo alto.

Tabla 7-3: ANOVA de los resultados del analisis de Varianza para T

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A: FLUJO 0.00643705 1 0.00643705 10.87 0.0093
B: TEMPERATURA 0.0155396 1 0.0155396 26.24 0.0006
C:PH FM 0.00606766 1 0.00606766 10.24 0.0108
D: % B 0.0960332 1 0.0960332 162.14 0.0000
E: FASE ESTACIONARIA | 0.000172608 1 0.000172608 0.29 0.6024
AA 0.0118024 1 0.0118024 19.93 0.0016
AB 0.00103643 1 0.00103643 1.75 0.2185
AC 0.00475657 1 0.00475657 8.03 0.0196
AD 0.00000395325 1 0.00000395325 0.01 0.9367
AE 0.0120517 1 0.0120517 20.35 0.0015
BB 0.00420001 1 0.00420001 7.09 0.0259
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BC 0.00227039 1 0.00227039 3.83 0.0819
BD 0.000303967 1 0.000303967 0.51 0.4919
BE 0.0020423 1 0.0020423 3.45 0.0963
CC 0.00486689 1 0.00486689 8.22 0.0186
CD 0.0000342163 1 0.0000342163 0.06 0.8154
CE 0.00000278885 1 0.00000278885 0.00 0.9468
DD 0.00103953 1 0.00103953 1.76 0.2179
DE 0.0066034 1 0.0066034 11.15 0.0087
EE 0.00392922 1 0.00392922 6.63 0.0299
Error total 0.00533041 9 0.000592268

Total (corr.) 0.390851 29

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En la tabla 7-3 se puede comprobar mediante los resultados del analisis de varianza la
significancia de los efectos mencionados en el Diagrama de Pareto, como se puede observar en la
tabla ANOVA 11 efectos y sus interacciones tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que

son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.

Grafica de Efectos Principales para T
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Griéfico 35-3. Grafica de los Efectos Principales para la asimetria sobre los

factores evaluados.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 35-3 de los efectos principales para la asimetria, se observa en el eje X los factores
estudiados (flujo, temperatura, pH de la fase movil, % de B y fase estacionaria) y como estos van
a afectar el valor de T a medida que van bajando o subiendo de nivel. Para el flujo al aumentar
este, el valor de la asimetria empieza a disminuir hasta llegar a un punto minimo donde es
constante, es decir, se obtendra un pico simétrico si el factor tiene un nivel alto, de igual manera,
al aumentar el pH de la fase modvil este se encuentra en su punto maximo y luego tiende a
disminuir. Para la fase estacionaria al cambiar de columna el valor de T incrementa hasta llegar a
su punto maximo donde empieza a descender. Finalmente, el % de organico presenta una
pendiente positiva, el cual indica que es un factor que influye en la respuesta, es decir, a mayor

% de organico superior sera la asimetria. Para la temperatura al aumentar hasta su nivel alto la
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variable respuesta aumentara. En resumen, el flujo, el pH de la fase movil y la fase estacionaria
seran factores claves para obtener picos simétricos y sin coleo.

. Optimizaciéon T

PHFM
Hiim-
TR,

Griéfico 36-3. Malla de la superficie de respuesta para la asimetria
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Tabla 8-3: Condiciones 6ptimas para minimizar la asimetria

Factor Bajo Alto Optimo
FLUJO 0.441637 | 1,55836 1,55836
TEMPERATURA 30.694  49.306 31,4897
PHFM 1,8694 = 3,7306 2,42521
% B 6,3879 43,6121  6,3879
FASE ESTACIONARIA 3,69395 22306 @ 3,69782

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Esta tabla 8-3 se observa la combinacion de los niveles de los factores, la cual minimiza T sobre
la region indicada, en el caso de la variable flujo el valor 6ptimo es de 1,55 mL/min, 3,48 °C de
temperatura, pH de la fase movil 2,4, proporcion de la fase movil (94:6 Buffer: Metanol) y fase
estacionaria C8.

Ademas, en el grafico podemos observar las zonas donde el método es 6ptimo (cima y zonas frias)
para este caso, la asimetria tiene un valor de 1.1 que son las zonas frias donde el pico de
metronidazol sera simétrico, las zonas calientes de color rojo seran las zonas donde el valor de la
asimetria sera mayor. El porcentaje de B y la fase estacionaria no aparecen en la grafica por lo
que se consideran como valores fijos.

. Resolucion (RS)
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Grafico 37-3. Diagrama de Pareto Estandarizado de los factores de influencia para la

resolucion

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 37-3 se observa el Diagrama de Pareto Estandarizado para la resolucion, donde el
porcentaje de organico se lo precisa como un factor fijo ya que, supera el limite marcado
considerandolo como estadisticamente significativo, es decir un cambio en este va influir de
manera negativa sobre la variable respuesta evaluada, de la misma manera la interaccion del pH
de la fase movil y el porcentaje de organico (CD), van influir de manera negativa sobre la
resolucion y el pH de la fase movil va a tener un efecto positivo sobre la RS. En conclusion, los
factores y sus interacciones mencionados anteriormente, al tener una variacion en el rango de

estudio van a afectar en la resolucion del metronidazol.

Tabla 9-3: ANOVA de los resultados del analisis de Varianza para RS

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
A: FLUJO 0.928177 1 0.928177 0.51 0.4928
B: TEMPERATURA 1,52036 1 1,52036 0.84 0.3840
C:PH FM 13,4333 1 13,4333 7.40 0.0236
D:%B 162.446 1 162.446 89.46 0.0000
E: FASE | 0.0672951 1 0.0672951 0.04 0.8516
ESTACIONARIA

AA 2,75649 1 2,75649 1.52 0.2491
AB 4,20377 1 4,20377 232 0.1625
AC 0.656834 1 0.656834 0.36 0.5624
AD 1,88304 1 1,88304 1.04 0.3351
AE 0.0171473 1 0.0171473 0.01 0.9247
BB 1,03897 1 1,03897 0.57 0.4687
BC 0.542291 1 0.542291 0.30 0.5980
BD 2,01984 1 2,01984 1.11 0.3191
BE 0.577691 1 0.577691 0.32 0.5865
CcC 1,67329 1 1,67329 0.92 0.3622
CD 15,0199 1 15,0199 8.27 0.0183
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CE 5,30847 1 5,30847 2.92 0.1215
DD 12 1 12,1674 6.70 0.0293
DE 0.098741 1 0.098741 0.05 0.8208
EE 1,32312 1 1,32312 0.73 0.4155
Error total 16,3428 9 1,81587

Total (corr.) 573.006 29

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En la tabla (9-3) de ANOVA se puede observar la significancia estadistica de cada efecto
comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. Para este caso, cuatro
factores presentan un valor-P menor que 0.05 demostrando asi que son estadisticamente
significativos con un nivel de confianza del 95.0%. Es decir, el pH de la fase movil, el % de By
las interacciones (CD) y (DD) afectaran sobre el rendimiento del método en este caso tendra un
efecto sobre la resolucion provocando que la separacion entre los componentes de la muestra no

sea buena.
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Grafico 38-3. Grafica de los Efectos Principales para la resolucion sobre los

factores evaluados
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 38-3 de los efectos principales para la resolucion se puede observar como los
factores evaluados afectan la variable de estudio al subir o bajar de nivel. La curva del pH de la
fase movil es positiva ya que, se obtiene una resolucion mejor si sube de nivel, por el contrario,
el flujo, la temperatura y el % de organico presentan una curva negativa lo cual, indica que al
aumentar estos factores la separacion entre los picos no es buena. Finalmente, al cambiar de fase
estacionaria la resolucion aumenta hasta llegar a su punto maximo donde luego, tiende a
descender.

. Optimizaciéon RS
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Grafico 39-3. Malla de la superficie de respuesta para la resolucion

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Tabla 10-3: Condiciones optimas para maximizar la resolucion

Factor Bajo Alto Optimo
FLUJO 0,441637 1,55836 0,441637
TEMPERATURA 30.694 49.306 33,6884
PH FM 1,8694 3,7306 3,7306
% B 6,3879 43,6121 6,60013
FASE ESTACIONARIA 3,69395 22.306 18,8177

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En la tabla 10-3 se puede observar la combinacion de los niveles de los factores, la cual maximiza
la resolucion para obtener un pico de metronidazol con una resolucion mejor el valor 6ptimo del
flujo es de 0,44 mL/min, 33,68 °C de temperatura, pH de la fase mévil en una proporcion (94:6
Buffer: Metanol) y fase estacionaria C18. Por otra parte, en el grafico (31-3) se puede tasar los
puntos donde el método es 6ptimo, siendo las zonas calientes el punto donde se obtendrd una
resolucion mejor y las zonas frias con una resolucion menor.
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Grafico 40-3. Diagrama de Pareto Estandarizado de los factores de influencia para

retencion final.

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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En el grafico 40-3 se observa el Diagrama de Pareto Estandarizado para el tiempo de retencion,
siendo el de mayor influencia el flujo y el % de B ya que, superan la linea vertical teniendo un
efecto negativo sobre la variable respuesta. Las interacciones flujo (AA), pH de la fase moévil y
% B (CD), % de organico (DD) y flujo con % de B (AD) tendran un efecto positivo y negativo
respectivamente. Es decir, los factores e interacciones que superan la linea vertical mantendran
un efecto significativo al variar o cambiar en el intervalo de estudio por lo que, se considerardn

como valores fijos.

Tabla 11-3: ANOVA de los resultados del analisis de Varianza para el TR final

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Medio
A: FLUJO 13,8366 1 13,8366 55.36 0.0000
B: TEMPERATURA 0.311294 1 0.311294 1.25 0.2933
C:PHFM 0.128484 1 0.128484 0.51 0.4916
D:%B 12,5352 1 12,5352 50.15 0.0001
E: FASE ESTACIONARIA | 0.080569 1 0.080569 0.32 0.5841
AA 7,22788 1 7,22788 28.92 0.0004
AB 0.829013 1 0.829013 3.32 0.1019
AC 0.486303 1 0.486303 1.95 0.1965
AD 1,78064 1 1,78064 7.12 0.0257
AE 0.0154494 1 0.0154494 0.06 0.8092
BB 0.266655 1 0.266655 1.07 0.3286
BC 0.262286 1 0.262286 1.05 0.3324
BD 0.0228628 1 0.0228628 0.09 0.7692
BE 0.484387 1 0.484387 1.94 0.1973
CcC 0.287648 1 0.287648 1.15 0.3113
CD 2,57042 1 2,57042 10.28 0.0107
CE 0.0100959 1 0.0100959 0.04 0.8452
DD 1,81992 1 1,81992 7.28 0.0245
DE 0.0887528 1 0.0887528 0.36 0.5659
EE 0.289039 1 0.289039 1.16 0.3102
Error total 2,24957 9 0.249952
Total (corr.) 100.799 29

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En la tabla 11-3 se puede comprobar mediante el andlisis de varianza como los factores
mencionados en el Diagrama de Pareto tienen significancia estadistica. En este caso, 6 efectos
tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero con
un nivel de confianza del 95.0%. Por lo tanto, una variacion o cambio en estos y sus
combinaciones tendran un efecto sobre la variable respuesta dando picos con un tiempo de

retencion alto afectando la calidad de separacion entre los analitos.
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Grafico 41-3. Grafica de los Efectos Principales para el tiempo de

retencion final sobre los factores evaluados.

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 40-3 que corresponde a los Efectos Principales para el tiempo de retencion, se
observa en el eje de las abscisas los factores evaluados y como tienen un efecto sobre la variable
respuesta cuando pasan de un nivel bajo a un nivel alto. El flujo, la temperatura y el porcentaje
de orgénico presentan una curva negativa, es decir, al aumentar estos factores el tiempo de
retencion disminuye. Para el pH de la fase movil pasa lo contrario al aumentar este, el valor del

TR incrementa y finalmente, al cambiar de fase estacionaria el tiempo de retencién aumenta hasta

llegar a su punto maximo donde tiende a disminuir.

. Optimizacion TR final
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Grafico 42-3. Malla de la superficie de respuesta para el tiempo de retencion final

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Tabla 12-3: Condiciones Optimas para minimizar el tiempo de retencion final

Factor Bajo Alto Optimo
FLUJO 0,441637 1,55836 1,55836
TEMPERATURA 30.694 49.306 49.306
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PHFM 1,8694 3,7306 3,71788
%B 6,3879 43,6121 25,4772
FASE ESTACIONARIA 3,69395 22.306 5,76533
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Esta tabla 12-3 se muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual minimiza el
tiempo de retencion final, en el caso de la variable flujo el valor 6ptimo es de 1,55 mL/min, 49,30
°C de temperatura, pH de la fase movil 3,7, proporcidn de la fase movil (75:25 Buffer: Metanol)
y fase estacionaria C8. Ademas, en el grafico (34-3) podemos observar las zonas donde el método
es Optimo (cima y zonas frias), las zonas frias donde el pico de metronidazol tendra un tiempo de
retencion bajo, es decir, se obtendra buenas separaciones entre los picos y las zonas calientes de
color rojo seran las zonas donde el tiempo de retencion sera mayor. El porcentaje de B y la fase
estacionaria no aparecen en la grafica por lo que se consideran como valores fijos.

Miconazol Nitrato (MN)
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Grafico 43-3. Diagrama de Pareto Estandarizado de los factores de influencia para el

numero de platos tedricos

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 43-3 se observa el Diagrama de Pareto Estandarizado para el nimero de platos
teoricos, en donde la combinacion de organico y fase estacionaria (DE), tienen mayor influencia
sobre el valor de N por lo que, se considera un valor fijo ya que, un cambio o una variacion en
este, afectaria de manera positiva sobre la variable respuesta evaluada. El flujo y la interaccion
(DD) también superan el limite marcado como estadisticamente significativo teniendo una
influencia negativa. Para evidenciar la significancia de este factor y las interacciones se analizara

la tabla ANOVA.



Tabla 13-3: ANOVA de los resultados del analisis de Varianza para N

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio Razoén-F | Valor-P
A: FLUJO 1.65918E6 1 1.65918E6 5.49 0.0286
B: TEMPERATURA 347800. 1 347800. 1.15 0.2950
C:PHFM 55776.6 1 55776.6 0.18 0.6717
D:%B 379597. 1 379597. 1.26 0.2745
E: FASE ESTACIONARIA | 65501.4 1 65501.4 0.22 0.6461
DD 1.45421E6 1 1.45421E6 4.81 0.0391
DE 8.70632E6 1 8.70632E6 28.81 0.0000
Error total 6.64887E6 22 302221.

Total (corr.) 1.7943E7 29

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En la tabla 13-3 se puede verificar mediante los resultados del analisis de varianza como el flujo
y las interacciones (DD) y (DE) tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%. Por lo tanto, al
modificar o cambiar estds en el rango de estudio, tendran un efecto significativo sobre el

rendimiento del método afectando la eficiencia y contribuyendo al ensanchamiento del pico.
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Gréfico 44-3. Grafica de los efectos principales para el nimero de

platos tedricos sobre los factores evaluados.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 44-3 de los efectos principales se puede observar como los factores evaluados (flujo,
temperatura, pH de la fase movil. % de B y fase estacionaria) influyen sobre el niimero de platos
teoricos. La pendiente de la recta del pH de la fase movil y la fase estacionaria es positiva, es
decir, el numero de platos tedricos aumenta cuando estos factores suben de nivel. Para el flujo y
temperatura sucede lo contrario, la pendiente de la recta es negativa lo cual, indica que estos

factores influyen en la variable respuesta cuando a mayor flujo y temperatura la cantidad de platos
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tedricos disminuye. Finalmente, el % de B al aumentar su valor, aumenta el namero de platos
teoricos, hasta llegar a su punto maximo donde tiende a disminuir.
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Grafico 45-3. Malla de la superficie de respuesta para el nimero de platos tedricos
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Tabla 14-3: Condiciones Optimas para maximizar el nimero de platos tedricos

Factor Bajo Alto Optimo

FLUJO 0,441637 1,55836 0.441637
TEMPERATURA 30.694 49,306 38,8042
PH FM 1,8694 3,7306 1,97038
%B 6,3879 43,6121 6,63763
FASE ESTACIONARIA 3,69395 22.306 3,69395

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Esta tabla 14-3 muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual maximiza N sobre
la region indicada, el valor 6ptimo de flujo es de 0,4 mL/min, temperatura 38,80 °C, pH de la fase
movil 1,9, fase movil en una proporcion (94:6 Buffer: Metanol) y fase estacionaria C8. En el
grafico 44-3 se logra observar los puntos donde el método es dptimo cima y zonas frias para

obtener, un pico de miconazol nitrato eficiente con mayor niimero de platos tedricos.
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Gréfico 46-3. Diagrama de Pareto Estandarizado de los factores de influencia.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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En el grafico 46-3 se observa el Diagrama de Pareto para la asimetria, donde los factores
evaluados y sus interacciones influyen de manera positiva o negativa sobre la variable respuesta.
El % de B es el de mayor influencia y se le describe como un valor fijo ya que, supera el limite
marcado siendo, estadisticamente significativo. Las interacciones (DD) y (AE), afectan de manera
positiva sobre el rendimiento del método. Ademads, la combinacion del pH y la fase estacionaria

(CE), estd muy cercano a la linea con una influencia negativa.

Tabla 15-3: ANOVA de los resultados del analisis de Varianza para T

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
A: FLUJO 0.0751428 1 0.0751428 0.34 0.5764
B: TEMPERATURA 0.229376 1 0.229376 1.03 0.3376
C:PHFM 0.222868 1 0.222868 1.00 0.3442
D:%B 16,6374 1 16,6374 74.40 0.0000
E: FASE | 0.213783 1 0.213783 0.96 0.3538
ESTACIONARIA

AA 0.16366 1 0.16366 0.73 0.4145
AB 0.0000624914 1 0.0000624914 0.00 0.9870
AC 0.346146 1 0.346146 1.55 0.2449
AD 0.011947 1 0.011947 0.05 0.8224
AE 1,44609 1 1,44609 6.47 0.0316
BB 0.018368 1 0.018368 0.08 0.7809
BC 0.497235 1 0.497235 222 0.1701
BD 0.28609 1 0.28609 1.28 0.2873
BE 0.0322469 1 0.0322469 0.14 0.7129
cC 0.198644 1 0.198644 0.89 0.3706
CD 0.0190774 1 0.0190774 0.09 0.7769
CE 1,04101 1 1,04101 4.66 0.0593
DD 9,10199 1 9,10199 40.70 0.0001
DE 0.253626 1 0.253626 1.13 0.3146
EE 0.0245765 1 0.0245765 0.11 0.7478
Error total 2,01267 9 0.22363

Total (corr.) 42,1605 29

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En la tabla (15-3) se puede comprobar mediante los resultados del analisis de varianza como los
factores y sus interacciones mencionados en el Diagrama de Pareto tienen significancia sobre la

variable evaluada, por lo tanto, 3 efectos (% de B, DD, AE) tienen una valor-P menor que 0.05,
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indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%, una
variacion de estos, causaria que la forma del pico del miconazol nitrato sea asimétrica con un

factor de coleo alto.
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Gréfico 47-3. Grafica de los Efectos Principales para la

asimetria sobre los factores evaluados.
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 47-3 de los efectos principales para la asimetria se observa en el eje de las X los
factores (flujo, temperatura, pH, % B y fase estacionaria) y como estos evolucionan al subir o
bajar de nivel. Al aumentar el flujo, pH de la fase movil, % de B y fase estacionaria, se obtendra
un pico simétrico si estos factores estan en un nivel bajo. Para la temperatura sucede, lo contrario
a mayor temperatura aumentara la asimetria obteniendo una forma de pico deficiente.
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Grafico 48-3. Malla de la superficie de respuesta para la asimetria
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Tabla 16-3: Condiciones 0ptimas para minimizar la asimetria

Factor Bajo Alto Optimo
FLUJO 0,441637 1,55836 0.485987
TEMPERATURA 30.694 49,306 32,3877
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PH FM 1,8694 3,7306 3,7306
% B 6,3879 43,6121 25.982
FASE ESTACIONARIA 3,69395 22.306 22.306

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Esta tabla 16-3 se observa la combinacion de los niveles de los factores, la cual minimiza T sobre
la region indicada, en el caso de la variable flujo el valor 6ptimo es de 0,48 mL/min, 32,38 °C de
temperatura, pH de la fase movil 3,7, proporcion de la fase movil (75:25 Buffer: Metanol) y fase
estacionaria C18. Ademas, en el grafico (40-3) podemos observar las zonas donde el método es
optimo (cima y zonas frias), de color azul se observa las zonas frias donde el valor de la asimetria
serda mejor y las zonas calientes donde el valor de T aumenta. El porcentaje de B y la fase
estacionaria no aparecen en la grafica por lo que se consideran como valores fijos con un % de

organico de 25 y fase estacionaria C18. Tiempo de retencion
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Grafico 49-3. Diagrama de Pareto Estandarizado de los factores de influencia

para la resolucion
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 49-3 se observa el diagrama de Pareto Estandarizado para el tiempo de retencion,
siendo el flujo el factor de mayor influencia ya que, supera el limite considerandose,
estadisticamente significativo. La interaccion (AA) y la fase estacionaria afectara de manera
positiva sobre la variable respuesta evaluada. Por lo tanto, una variacion en estos factores en el

rango de estudio actuara directamente sobre el tiempo de retencion.

Tabla 17-3: ANOVA de los resultados del analisis de Varianza para el TR final

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
A: FLUJO 6,15709 1 6,15709 105.09 0.0000
B: TEMPERATURA 0.00000146973 1 0.00000146973 0.00 0.9960
C:PHFM 0.0160836 1 0.0160836 0.27 0.6053
D:% B 0.09539 1 0.09539 1.63 0.2147
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E: FASE | 0.524081 1 0.524081 8.95 0.0065
ESTACIONARIA

AA 1,69325 1 1,69325 28.90 0.0000
Error total 1,3475 23 0.0585871

Total (corr.) 9,83343 29

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En la tabla 17-3 se puede observar como el flujo, fase estacionaria y la interaccion AA, afectan
de manera significativa sobre el tiempo de retencion ya que, presentan un valor-P menor que 0.05,

indicando que son significativamente diferentes de cero con nivel de confianza del 95.0%.
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Grafico 50-3. Grafica de los Efectos Principales para el tiempo de

retencion final sobre los factores evaluados
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En el grafico 50-3 de los Efectos Principales para el tiempo de retencion, se puede ver como al
aumentar el flujo y % de B, el tiempo de retencion disminuye, por lo contrario, sucede con la fase
estacionaria que presenta una pendiente positiva, es decir, a mayor fase estacionaria C18 mayor
sera el tiempo de retencion. Finalmente, los factores temperatura y pH de la fase movil presentan
una pendiente casi horizontal por lo que, se consideran, como factores que no afectan de manera

significativa sobre la variable respuesta evaluada. Optimizar TR final
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Griéfico 51-3. Malla de la superficie de respuesta para el tiempo

de retencion final
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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Tabla 18-3: Condiciones dptimas para minimizar el tiempo de retencion final

Factor Bajo Alto Optimo

FLUJO 0,441637 1,55836 1,3018
TEMPERATURA 30.694 49,306 30,8846
PH FM 1,8694 3,7306 1,8694
%B 6,3879 43,6121 43,6121
FASE ESTACIONARIA 3,69395 22.306 3,69457

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En la tabla (18-3) se observa las condiciones 6ptimas donde el tiempo de retencion disminuye,
con un flujo de 1,30 mL/min, temperatura 30,88 °C, pH de la fase movil 1,8 porcentaje de la fase
movil 43% y fase estacionaria C8. De igual manera, en el grafico (43-3) de superficie respuesta
se puede ver las zonas optimas donde disminuye la variable evaluada. Las zonas frias de color
azul son las condiciones idoneas, mientras que las zonas calientes es la region donde el tiempo de

retencion aumenta.

3.1.6. Seleccion de puntos de trabajo

A través, del analisis de superficie respuesta se establecid que existen dos condiciones dptimas

de puntos de trabajo la inicial y la final las cuales se analizan a continuacion:

Tabla 19-3: Seleccion de los puntos de trabajo para el desarrollo del método

Condiciones de Parametros iniciales para el Parametros finales elegidos
operacion desarrollo del método para el desarrollo del método
analitico analitico
Fase estacionaria Columna Purospher C18 Columna Purospher C18

(5um;150-4,6 mm)

(5um;150-4,6 mm)

Flujo 1 ml/min 1.3 ml/min
Detector 220 nm 220 nm
Volumen de 20 ul 20 ul
inyeccion

Temperatura 450C 38°C
Tiempo 6 minutos 10 minutos

Composicion de la

fase movil

Buffer H3P04 pH 2,8
(Buffer: Metanol)
75:25

Buffer H3P04 pH 3,7
(Buffer: Metanol)
85:15

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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En la tabla 19-3 se observa los parametros finales seleccionados a través del analisis de superficie
respuesta los cuales se encuentran dentro del MODR con un flujo de 1,3 mL/min; temperatura 38
°C; pH de la fase movil 3,7; proporcion de la fase moévil (85:15 Buffer: Metanol) a 220 nm, con
una con Purospher C18.

El pico del miconazol nitrato y metronidazol con un tiempo de retencion de 1,41 y 5,00 min
presentaron una buena resolucion, el valor de As= 1,2 del MTZ indica que el pico es simétrico y
no presenta factor de coleo, sin embargo, el MN presento una asimetria de As= 2,6 indicando una
forma de pico inaceptable, ademas, los dos analitos presentaron una buena eficiencia. No obstante,
al trabajar con un pH de 3,7 se debe tener cuidado ya que, al ser un punto critico un cambio brusco
puede afectar la separacion entre los picos y dafiar la columna.

Al comparar las condiciones de trabajo iniciales con las finales, se puede observar que el
desarrollo empirico inicial los tiempos de retencion de los analitos son menores ya que, el MTZ
presenta un tiempo de elucion de 3,45 min y el miconazol nitrato de 1,68 min aunque, el MN se
demora en eluir en estas condiciones los valores de asimetria son mejores 1,71 para el MN y 1,38
para el MTZ el numero de platos tedricos es mejor en las condiciones iniciales lo que conlleva, a
una buena eficiencia de la columna, la resolucion entre los picos es de Rs= 12,05 lo que significa
que existe una buena separacion entre los analitos.

De forma similar, al comparar el area bajo la curva de los métodos, las condiciones iniciales
presentaron una AUC mejor lo que nos da una concepcion de la anchura de los picos y el método
empirico no presentd ensanchamiento de los picos en su base.

Los dos métodos cumplen con los objetivos de los CQA planteados pero, las condiciones de
trabajo iniciales exhiben un método mas 6ptimo. Ademads, al analizar los graficos mencionados
anteriormente, se observo el % de la fase organica y la fase estacionaria son factores que influyen
sobre las respuestas evaluadas, por lo tanto, se deben considerar como fijos para no tener

problemas en el desarrollo del método.
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Grafico 52-3. Cromatograma del método analitico inicial

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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Grafico 53-3. Cromatograma del método analitico final
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En concreto, de todo el disefio experimental se llegd a tener dos condiciones de trabajo y el
desarrollo empirico inicial se ratific6 como el mejor el cual, pasa a la siguiente etapa de

Selectividad que es la primera fase de la Validacion.

3.1.7. Estrategia de control

Se identificaron los CCP que afectan el desarrollo del método analitico: pH de la fase mévil, flujo,
temperatura, % de organico y fase estacionaria siendo el pH de la fase moévil y porcentaje de
organicos parametros criticos para el cumplimiento de los CQA. Ademas, se consideré como
factores fijos el % de organico y fase estacionaria que se deben mantener dentro del rango para

asegurar que se cumplan con los CQA.

3.1.8. Ensayo de Selectividad

Como se menciona en el ensayo de selectividad al comparar las seis respuestas del principio activo

solo, con las del placebo cargado se ha obtenido los siguientes resultados:

Tabla 20-3: Resultados del ensayo de Selectividad

Criterio de Aceptacién Resultado Decision
Interferencia  con el | Aparece un pico de un excipiente presente en el placebo, en | Cumple
placebo medio de las muestras, pero no interfiere con los principios

activos. ANEXO G
STD MN vs Placebo STD MTZ vs Placebo
cargado cargado
Prueba F para varianzas de AUC=0,37079504 AUC=0,201392138 Cumple
dos muestras p (valor) > As=0,21436725 As=0,2737757
0,05 N° Platos tedricos= N°Platos tedricos=
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0,067654688

0,21426776

Test de Student p (valor) > AUC =0,13824456 AUC=0,172763314 Cumple
0,05 As=0,878178601 As=0,18206313156
N° Platos tedricos= N° Platos tedricos=
0,64392447 0,1335474
Porcentaje de discrepancia | AUC=0,795% AUC=0,668% Cumple

<5%

Tiempos= 0,526%

Tiempos= 0,361%

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

En la tabla 20-3 podemos observar los resultados del ensayo de Selectividad en el primer criterio
se analiz6 la interferencia con el placebo al observar los cromatogramas se evidencio que en el
placebo existe un pico que empieza a salir a partir de la cuarta inyeccion, pero sale en medio de
los dos picos con una Rs= 7,73 pero, no interfiere con los datos de los dos principios activos.
Similar a lo que (AEFI 2001, p. 46) menciona que un método analitico es selectivo cuando es
reconoce Unicamente la respuesta proporcionada por el analito sin interferencia de otras sustancias
relacionadas con ¢l de una u otra forma.

De igual manera, al realizar la prueba F se determiné que existe homogeneidad de varianzas ya
que, con un valor de p > 0,05 no es estadisticamente significativo por lo que, se realizé la prueba
T de Student entre el estandar combinado y el placebo cargado y con un valor de p > 0,05 se
demostré que no existe diferencia significativa entre ambas muestras con una confianza del 95%
por ende, la solucion del placebo cargado corresponde al de la solucion estandar.

Finalmente, se determind el porcentaje de discrepancia de las areas bajo la curva de los principios
activos, para el miconazol nitrato fue de 0,795% y 0,668% para el metronidazol y para el tiempo
de retencion fue de 0,526% y 0,361% para el MN y MTZ respectivamente, lo que significa que
no existe diferencia significativa entre el placebo cargado y el estdndar debido a que, no superan
el criterio de aceptacion < 5%,

En conclusion, mediante todo el analisis se puede afirmar que el método analitico es selectivo ya

que, ningiin componente del placebo interfiere con los analitos de interés.
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Grafico 54-3. Cromatograma Selectividad del Sistema
Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.
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Grafico 55-3. Cromatograma Selectividad del Placebo Cargado

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

e Inyeccidn de los componentes individuales

Como se menciond anteriormente también se inyectod los componentes individuales que forman
parte de la emulsion. Como se puede observar en el Anexo E tanto el, methocel, span 80, tween
80, polawax, alcohol cetoestearilico y propilenglicol al tratarse, de compuestos no croméforos no
son detectados, salvo el Metilparabeno y Propilparabeno los cuales en el tiempo de elucion de

trabajo normal no interfieren con los principios activos.

3.1.8.1. Estudio de los parabenos

Con el objetivo de elucidar el tiempo de retencion de los parabenos, debido a que en el ensayo de
Selectividad en la inyeccion del placebo se detecta picos muy pequeflos, se incremento la

concentracion de los parabenos desde el punto de vista investigativo a 1,75 mg/ml para el

metilparabeno y 0,25 mg/ml para el propilparabeno.
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Grafico 56-3. Cromatogramas del metilparabeno y propilparabeno

Realizado por: Diaz, Claudia, 2022.

Como podemos observar en el grafico 56-3, el metilparabeno eluye a los 22,678 min y el
propilparabeno presenta un tiempo de retencion de 168,9 min lo que, nos determina que en la
prueba de Selectividad el metilparabeno, puede estar eluyendo a partir, de la cuarta inyeccion de
la muestra, pero a medida que este eluye no interfiere en los tiempos de retencion de los picos del
metronidazol y miconazol nitrato, por tal razon, en base a la resolucion entre el metronidazol y el

metilparabeno a partir, de la cuarta inyeccion cumple el ensayo de Selectividad.
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CONCLUSIONES

e En el presente trabajo se logrdé la separaciéon y andlisis simultaneo de metronidazol y
miconazol nitrato presentes en una emulsion farmacéutica, con la aplicacion de los principios del
QbD, aplicados mediante cromatografia fase reversa usando una fase estacionaria Purospher C18
(5um;150-4,6 mm) a 220 nm, con un flujo de 1,0 mL/min, temperatura 45 °C, fase movil (75:25
Buffer: Metanol pH 2,8).

e Con el método analitico desarrollado se pudo determinar de manera efectiva los analitos
tanto del metronidazol y miconazol nitrato del resto de sus componentes de la emulsion
farmacéutica, con parametros cromatograficos satisfactorios con tiempos de retencion de 3,45
min para el metronidazol y 1,68 min para el miconazol nitrato y una resolucion de 12,05.

e Se identificaron los principales parametros criticos del proceso que afectan al método
analitico; el porcentaje de organico y pH de la fase movil con un RPN de 384 y 286
respectivamente, se los considerdé como un tipo de riesgo critico. El tipo de fase estacionaria y
flujo con un RPN de 144 y la temperatura con un valor de 72 se les asigné un tipo de riesgo
mayor.

e Se determind el grado de selectividad en el método analitico desarrollado empleando los
parametros que establece la AEFI, en el que se evalu6 el % de discrepancia entre las areas bajo la
curva del placebo y placebo cargado frente a los estandares respectivos, para el cual se obtuvo un
% de discrepancia del 0,795% para el miconazol nitrato y 0,668% para el metronidazol, en
consecuencia, no existio interferencia entre los excipientes y los tiempos de retencion de los

analitos.
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RECOMENDACIONES

e Serecomienda que para la etapa de Validacion y posterior andlisis rutinario en la evaluacion
de los conservantes se sugiere que al momento de la valoracion del metilparabeno se realice una
corrida individualizada de 30 minutos y para el propilparabeno dependera de los recursos
empresariales y el tiempo de corrida.

e Serecomienda trabajar con la proporcion de organico estudiada y no cambiar de columna ya
que, puede tener efectos significativos sobre los resultados.

e Una vez desarrollado el método analitico mediante la directriz ICH QS8, y demostrado su
selectividad se recomienda continuar con los ensayos de Validacion del método analitico
categoria 1, para demostrar su robustez y aplicabilidad en la evaluacion cuantitativa de los

resultados.
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ANEXOS

ANEXO A: CALCULO DEL HLB PARA DETERMINAR EL SIGNO DE LA EMULSION

Componente Cantidad
Vaselina blanca 24 gr
Alcohol cetoestearilico 10 gr
Aceite de vaselina 14 gr
Polawax 6 gr

a) Sumar todas las grasas de la formulacién
24+10+14+6=54gr
b) Calcular el % de cada grasa para lo cual se dividira cada componente entre la suma de todas

las grasas.

24
100

;—Z x 100 = 18,51% Alcohol cetoestearilico

x 100 = 44,44 % Vaselina blanca

;—: x 100 = 25,92 % Aceite de vaselina

S%x 100 = 11,11% Polawax

¢) Calculo del HLB requerido de cada grasa
44,44

Too0 ¥ 11 = 4,88
18,51

100 x15 =277
25,92
ETIR 12 =3,11
11,11
<00 x 14,9 = 1,65

d) Sumar todos los componentes y obtener el HLB requerido
HLByeq = 4,88 + 2,77 + 3,11 + 1,65 = 12,41

Seglin la escala de Griffin esta emulsion es de signo (o/w) ya que, presenta un HLB mayor a 8



ANEXO B: DESARROLLO DEL DOE

Metronidazol
Analizar Experimento - N
Nombre del archivo: C:\Users\vanec\Desktop\doe\DOEFI 1.sfx

Efectos estimados para N

Efecto Estimado Error Estd. V.LF.
Promedio 4143.61 365.366

A: FLUJO -301.829 767.817 2.40928
B:TEMPERATURA | -250.496 767.819 2.40928
C:PH FM 788.082 767.819 2.40928
D:%B -1625.4 767.815 2.40927
E: FASE | 294.549 767.817 2.40928
ESTACIONARIA

AA 568.147 438.784 1.00002
AB -1709.92 1079.56 3.01951
AC -830.694 1079.56 3.01951
AD 678.45 1079.56 3.01951
AE -365.397 1079.56 3.0195
BB -340.608 438.786 1.00002
BC -131.437 1079.56 3.0195
BD 1124.87 1079.56 3.01951
BE -415.117 1079.56 3.01951
CC 794.186 438.786 1.00002
CD -2428.75 1079.56 3.01951
CE 1687.7 1079.56 3.01951
DD -118.038 438.782 1.00002
DE -183.972 1079.56 3.01951
EE -364.855 438.784 1.00002

Errores estandar basados en el error total con 9 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las interacciones.
También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de
muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.I.F.) mas grande, es igual a
3.01951. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores de

10 o mas normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.



Coef. de regresion para N

Coeficiente Estimado
Constante -22435.4
A: FLUJO 22492.8
B:TEMPERATURA | 990.213
C:PH FM

-2602.47
D:% B 89.1835
E:FASE -226.049
ESTACIONARIA
AA 3156.37
AB -569.973
AC -2768.98
AD 113.075
AE -121.799
BB -6.81215
BC -26.2874
BD 11.2487
BE -8.30234
CC 1588.37
CD -242.875
CE 337.541
DD -0.59019
DE -1.83972
EE -7.29709

El StatAdvisor
Esta ventana despliega la ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos. La ecuacion del
modelo ajustado es

N =-22435.4 + 22492 8*FLUJO + 990.213*TEMPERATURA - 2602.47*PH FM + 89.1835*%%

B - 226.049*FASE ESTACIONARIA + 3156.37*FLUJO"2 -
569.973*FLUJO*TEMPERATURA - 2768.98*FLUJO*PH FM + 113.075*FLUJO*% B -
121.799*FLUJO*FASE ESTACIONARIA - 6.81215* TEMPERATURA"2 -

26.2874*TEMPERATURA*PH FM + 11.2487*TEMPERATURA*% B -
8.30234*TEMPERATURA*FASE ESTACIONARIA + 1588.37*PH FM"2 - 242.875*PH
FM*% B + 337.541*PH FM*FASE ESTACIONARIA - 0.59019*% B"2 - 1.83972*% B*FASE
ESTACIONARIA - 7.29709*FASE ESTACIONARIA"2



Analizar Experimento - T

Nombre del archivo: C:\Users\vanec\Desktop\doe\DOEFI 1.sfx

Efectos estimados para T

Efecto Estimado Error Estd. V.LF.
Promedio 1.42735 0.00826322

A:FLUJO -0.0572483 0.0173651 2.40928
B:TEMPERATURA | 0.0889488 0.0173652 2.40928
C:PHFM -0.0555816 0.0173652 2.40928
D:% B 0.22112 0.0173651 2.40927
E:FASE 0.00937452 0.0173651 2.40928
ESTACIONARIA

AA 0.0442994 0.00992365 1.00002
AB 0.0322982 0.0244156 3.01951
AC 0.0691918 0.0244156 3.01951
AD -0.00199473 0.0244156 3.01951
AE 0.110137 0.0244155 3.0195
BB -0.0264265 0.00992369 1.00002
BC -0.0478033 0.0244155 3.0195
BD -0.0174913 0.0244156 3.01951
BE -0.0453386 0.0244156 3.01951
cC -0.0284472 0.00992369 1.00002
CD -0.00586845 0.0244156 3.01951
CE 0.00167541 0.0244156 3.01951
DD -0.013147 0.0099236 1.00002
DE -0.0815251 0.0244156 3.01951
EE -0.0255602 0.00992365 1.00002

Errores estandar basados en el error total con 9 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las interacciones.
También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de
muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.L.F.) més grande, es igual a
3.01951. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores de
10 o mas normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.

Coef. de regresion para T



Coeficiente Estimado
Constante -0.604749
A:FLUJO -2.13301
B:TEMPERATURA 0.0833418
C:PHFM 0.425129
D:% B 0.0339132
E:FASE 0.0332305
ESTACIONARIA

AA 0.246108

AB 0.0107661
AC 0.230639

AD -0.000332456
AE 0.0367122
BB -0.000528529
BC -0.00956066
BD -0.000174913
BE -0.000906772
CC -0.0568944
CD -0.000586845
CE 0.000335081
DD -0.0000657352
DE -0.000815251
EE -0.000511205

El StatAdvisor

Esta ventana despliega la ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos. La ecuacion del
modelo ajustado es

T = -0.604749 - 2.13301*FLUJO + 0.0833418*TEMPERATURA + 0.425129*PH FM +
0.0339132*% B + 0.0332305*FASE ESTACIONARIA + 0.246108*FLUJO"2 +
0.0107661*FLUJO*TEMPERATURA + 0.230639*FLUJO*PH FM - 0.000332456*FLUJO*%
B + 0.0367122*FLUJO*FASE ESTACIONARIA - 0.000528529*TEMPERATURA"2 -
0.00956066*TEMPERATURA*PH FM - 0.000174913*TEMPERATURA*% B -
0.000906772*TEMPERATURA*FASE ESTACIONARIA - 0.0568944*PH FM"2 -
0.000586845*PH FM*% B + 0.000335081*PH FM*FASE ESTACIONARIA
0.0000657352*%% B”2 - 0.000815251*% B*FASE ESTACIONARIA - 0.000511205*FASE
ESTACIONARIA™2

Analizar Experimento - RS



Nombre del archivo: C:\Users\vanec\Desktop\doe\DOEFI 1.sfx

Efectos estimados para RS

Efecto Estimado Error Estd. V.LF.
Promedio 9.74417 0.457543

A:FLUJO -0.68744 0.961526 2.40928
B:TEMPERATURA | -0.879819 0.961528 2.40928
C:PHFM 2.61524 0.961528 2.40928
D:% B -9.09436 0.961524 2.40927
E:FASE 0.185102 0.961526 2.40928
ESTACIONARIA

AA 0.677003 0.549483 1.00002
AB -2.05697 1.35192 3.01951
AC -0.813085 1.35192 3.01951
AD 1.37669 1.35192 3.01951
AE -0.131373 1.35191 3.0195
BB -0.415639 0.549485 1.00002
BC -0.738794 1.35191 3.0195
BD 1.42583 1.35192 3.01951
BE -0.762528 1.35192 3.01951
cC 0.527473 0.549485 1.00002
CD -3.88813 1.35192 3.01951
CE 2.31149 1.35192 3.01951
DD 1.42236 0.54948 1.00002
DE 0.315251 1.35192 3.01951
EE -0.469042 0.549483 1.00002

Errores estandar basados en el error total con 9 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las interacciones.
También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de
muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.LF.) mas grande, es igual a
3.01951. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores de
10 o mas normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.

Coef. de regresion para RS



Coeficiente Estimado
Constante -29.629
A:FLUJO 21.1801
B:TEMPERATURA | 1.51822
C:PH FM 9.03863
D:% B -0.562392
E:FASE -0.457023
ESTACIONARIA

AA 3.76113

AB -0.685655
AC -2.71028
AD 0.229449
AE -0.0437909
BB -0.00831277
BC -0.147759
BD 0.0142583
BE -0.0152506
CcC 1.05495
CD -0.388813
CE 0.462298
DD 0.00711178
DE 0.00315251
EE -0.00938085

El StatAdvisor

Esta ventana despliega la ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos. La ecuacion del
modelo ajustado es

RS =-29.629 +21.1801*FLUJO + 1.51822*TEMPERATURA + 9.03863*PH FM - 0.562392*%
B - 0.457023*FASE ESTACIONARIA + 3.76113*FLUJO"2 -
0.685655*FLUJO*TEMPERATURA - 2.71028*FLUJO*PH FM + 0.229449*FLUJO*% B
0.0437909*FLUJO*FASE =~ ESTACIONARIA -  0.00831277*TEMPERATURA™2 -
0.147759*TEMPERATURA*PH FM  +  0.0142583*TEMPERATURA*% B -
0.0152506*TEMPERATURA*FASE ESTACIONARIA + 1.05495*PH FM”2 - 0.388813*PH
FM*% B + 0.462298*PH FM*FASE ESTACIONARIA + 0.00711178*% B”2 + 0.00315251*%
B*FASE ESTACIONARIA - 0.00938085*FASE ESTACIONARIA"2

Analizar Experimento - TR FINAL

Nombre del archivo: C:\Users\vanec\Desktop\doe\DOEFI 1.sfx



Efectos estimados para TR FINAL

Efecto Estimado Error Estd. V.LF.
Promedio 3.03398 0.169753

A:FLUJO -2.6542 0.356736 2.40928
B:TEMPERATURA | -0.398112 0.356737 2.40928
C:PHFM 0.255767 0.356737 2.40928
D:% B -2.52629 0.356736 2.40927
E:FASE 0.202536 0.356736 2.40928
ESTACIONARIA

AA 1.09627 0.203864 1.00002
AB -0.913457 0.501575 3.01951
AC -0.699619 0.501576 3.01951
AD 1.33874 0.501576 3.01951
AE -0.124699 0.501575 3.0195
BB -0.210566 0.203865 1.00002
BC -0.513801 0.501575 3.0195
BD -0.151695 0.501575 3.01951
BE -0.698239 0.501576 3.01951
CcC 0.218698 0.203865 1.00002
CD -1.60846 0.501575 3.01951
CE 0.100805 0.501575 3.01951
DD 0.550094 0.203863 1.00002
DE -0.298881 0.501576 3.01951
EE -0.219225 0.203864 1.00002

Errores estandar basados en el error total con 9 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las interacciones.
También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de
muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.I.F.) més grande, es igual a
3.01951. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores de

10 o mas normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.

Coef. de regresion para TR FINAL




Coeficiente Estimado
Constante -30.4679
A:FLUJO -2.93296
B:TEMPERATURA 1.10878
C:PH FM 8.00787
D:% B 0.0629393
E:FASE 0.752678
ESTACIONARIA

AA 6.09039

AB -0.304486
AC -2.33206
AD 0.223123
AE -0.0415664
BB -0.00421133
BC -0.10276
BD -0.00151695
BE -0.0139648
CcC 0.437396
CD -0.160846
CE 0.0201609
DD 0.00275047
DE -0.00298881
EE -0.0043845

El StatAdvisor

Esta ventana despliega la ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos. La ecuacion del
modelo ajustado es

TR FINAL = -30.4679 - 2.93296*FLUJO + 1.10878*TEMPERATURA + 8.00787*PH FM +
0.0629393*% B + 0.752678*FASE ESTACIONARIA + 6.09039*FLUJO"2 -
0.304486*FLUJO*TEMPERATURA - 2.33206*FLUJO*PH FM + 0.223123*FLUJO*% B
0.0415664*FLUJO*FASE =~ ESTACIONARIA -  0.00421133*TEMPERATURA™2 -
0.10276*TEMPERATURA*PH  FM - 0.00151695*TEMPERATURA*% B -
0.0139648*TEMPERATURA*FASE ESTACIONARIA + 0.437396*PH FM”2 - 0.160846*PH
FM*% B + 0.0201609*PH FM*FASE ESTACIONARIA + 0.00275047*% B"2 - 0.00298881*%
B*FASE ESTACIONARIA - 0.0043845*FASE ESTACIONARIA"2



Niconazol Nitrato
Analizar Experimento - T
Nombre del archivo: C:\Users\vanec\Desktop\doe\DOEFI 2miconazol.sfx

Efectos estimados para T

Efecto Estimado Error Estd. V.LF.
Promedio 1.77208 0.160567

A:FLUJO -0.195597 0.33743 2.40928
B:TEMPERATURA | 0.341739 0.337431 2.40928
C:PHFM -0.336856 0.337431 2.40928
D:% B -2.91045 0.33743 2.40927
E:FASE -0.329918 0.33743 2.40928
ESTACIONARIA

AA -0.164962 0.192831 1.00002
AB -0.00793082 0.474431 3.01951
AC 0.590252 0.474431 3.01951
AD -0.109657 0.474431 3.01951
AE 1.20644 0.47443 3.0195
BB -0.0552643 0.192832 1.00002
BC -0.707437 0.47443 3.0195
BD -0.53661 0.474431 3.01951
BE 0.180157 0.474431 3.01951
cC 0.18174 0.192832 1.00002
CD 0.138569 0.474431 3.01951
CE -1.02361 0.474431 3.01951
DD 1.23021 0.19283 1.00002
DE 0.505248 0.474431 3.01951
EE -0.0639252 0.192831 1.00002

Errores estandar basados en el error total con 9 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las interacciones.
También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de
muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.I.F.) mas grande, es igual a
3.01951. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores de
10 o mas normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.

Coef. de regresion para T



Coeficiente Estimado
Constante -4.47026
A:FLUJO -8.66735
B:TEMPERATURA 0.608717
C:PH FM 3.63461
D:% B -0.324636
E:FASE -0.0991126
ESTACIONARIA

AA -0.916454
AB -0.00264361
AC 1.96751
AD -0.0182762
AE 0.402146
BB -0.00110529
BC -0.141487
BD -0.0053661
BE 0.00360315
CC 0.363481
CD 0.0138569
CE -0.204722
DD 0.00615104
DE 0.00505248
EE -0.0012785

El StatAdvisor

Esta ventana despliega la ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos. La ecuacion del
modelo ajustado es

T=-4.47026 - 8.66735*FLUJO + 0.608717*TEMPERATURA + 3.63461*PH FM - 0.324636*%
B - 0.0991126*FASE ESTACIONARIA - 0.916454*FLUJO"2 -
0.00264361*FLUJO*TEMPERATURA + 1.96751*FLUJO*PH FM - 0.0182762*FLUJO*% B
+ 0.402146*FLUJO*FASE ESTACIONARIA - 0.00110529*TEMPERATURA"2 -
0.141487*TEMPERATURA*PH FM -  0.0053661*TEMPERATURA*% B  +
0.00360315*TEMPERATURA*FASE ESTACIONARIA + 0.363481*PH FM”™2 +
0.0138569*PH FM*% B - 0.204722*PH FM*FASE ESTACIONARIA + 0.00615104*% B"2 +
0.00505248*% B*FASE ESTACIONARIA - 0.0012785*FASE ESTACIONARIA"2



Analizar Experimento - N
Nombre del archivo: C:\Users\vanec\Desktop\doe\DOEFI 2miconazol.sfx

Efectos estimados para N

Efecto Estimado Error Estd. V.LF.
Promedio 2231.43 179.672

A:FLUJO -572.051 377.58 2.40928
B:TEMPERATURA | -63.5552 377.581 2.40928
C:PHFM 349.619 377.581 2.40928
D:% B -701.849 377.579 2.40927
E:FASE 55.4915 377.58 2.40928
ESTACIONARIA

AA 387.991 215.775 1.00002
AB -281.565 530.881 3.01951
AC 178.501 530.881 3.01951
AD -247.175 530.881 3.01951
AE 563.292 530.88 3.0195
BB -374.405 215.776 1.00002
BC -524.792 530.88 3.0195
BD 183.893 530.881 3.01951
BE 555.675 530.881 3.01951
cC 94.6969 215.776 1.00002
CD 270.435 530.881 3.01951
CE 122.893 530.881 3.01951
DD -491.026 215.774 1.00002
DE 1768.0 530.881 3.01951
EE -398.94 215.775 1.00002

Errores estandar basados en el error total con 9 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las interacciones.
También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de
muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.I.F.) més grande, es igual a
3.01951. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores de

10 o mas normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.



Coef. de regresion para N

Coeficiente Estimado
Constante -4239.02
A:FLUJO -4587.28
B:TEMPERATURA | 789.983
C:PH FM 1896.74
D:% B -250.259
E:FASE -930.126
ESTACIONARIA

AA 2155.51
AB -93.8549
AC 595.004
AD -41.1959
AE 187.764
BB -7.4881
BC -104.958
BD 1.83893
BE 11.1135
CcC 189.394
CDh 27.0435
CE 24.5785
DD -2.45513
DE 17.68
EE -7.9788

El StatAdvisor
Esta ventana despliega la ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos. La ecuacion del

modelo ajustado es

N =-4239.02 - 4587.28*FLUJO + 789.983*TEMPERATURA + 1896.74*PH FM - 250.259*%

B - 930.126*FASE ESTACIONARIA + 2155.51*FLUJO"2 -
93.8549*FLUJO*TEMPERATURA + 595.004*FLUJO*PH FM - 41.1959*FLUJO*% B +
187.764*FLUJO*FASE ESTACIONARIA - 7.4881*TEMPERATURAM2 -

104.958*TEMPERATURA*PH M + 1.83893*TEMPERATURA*% B +
11.1135*TEMPERATURA*FASE ESTACIONARIA + 189.394*PH FM”"2 + 27.0435*PH
FM*% B + 24.5785*PH FM*FASE ESTACIONARIA - 2.45513*% B"2 + 17.68*% B*FASE
ESTACIONARIA - 7.9788*FASE ESTACIONARIA"2



Efectos estimados para TR FINAL

Efecto Estimado Error Estd. V.LF.
Promedio 1.50206 0.082935

A:FLUJO -1.30768 0.174288 2.40928
B:TEMPERATURA | -0.139227 0.174288 2.40928
C:PHFM -0.0946323 0.174288 2.40928
D:% B -0.212834 0.174287 2.40927
E:FASE 0.12042 0.174288 2.40928
ESTACIONARIA

AA 0.531378 0.0996001 1.00002
AB -0.277855 0.24505 3.01951
AC -0.221786 0.245051 3.01951
AD 0.241357 0.245051 3.01951
AE 0.0483922 0.24505 3.0195
BB -0.144991 0.0996006 1.00002
BC -0.209559 0.24505 3.0195
BD -0.246622 0.24505 3.01951
BE -0.206691 0.245051 3.01951
CC 0.100097 0.0996006 1.00002
CD -0.301022 0.24505 3.01951
CE -0.227955 0.24505 3.01951
DD -0.134308 0.0995997 1.00002
DE 0.200452 0.245051 3.01951
EE -0.146433 0.0996001 1.00002

Errores estandar basados en el error total con 9 g.l.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados y las interacciones.
También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos, el cual mide su error de
muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza (V.I.F.) més grande, es igual a
3.01951. Para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores serian igual a 1. Factores de
10 o mas normalmente se interpretan como indicativos de confusion seria entre los efectos.

Coef. de regresion para TR FINAL

Coeficiente Estimado
Constante -13.4043
A:FLUJO -3.52429




B:TEMPERATURA 0.543429
C:PHFM 2.54527
D:% B 0.139585
E:FASE 0.314951
ESTACIONARIA

AA 2.9521

AB -0.0926183
AC -0.739285
AD 0.0402262
AE 0.0161307
BB -0.00289982
BC -0.0419118
BD -0.00246622
BE -0.00413381
CC 0.200194
CD -0.0301022
CE -0.045591
DD -0.000671541
DE 0.00200452
EE -0.00292866

El StatAdvisor

Esta ventana despliega la ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos. La ecuacion del
modelo ajustado es

TR FINAL = -13.4043 - 3.52429*FLUJO + 0.543429*TEMPERATURA + 2.54527*PH FM +
0.139585*% B+ 0.314951*FASE  ESTACIONARIA + 2.9521*FLUJO"2 -
0.0926183*FLUJO*TEMPERATURA - 0.739285*FLUJO*PH FM + 0.0402262*FLUJO*% B
+ 0.0161307*FLUJO*FASE ESTACIONARIA - 0.00289982*TEMPERATURA"2 -
0.0419118*TEMPERATURA*PH FM -  0.00246622*TEMPERATURA*% B -
0.00413381*TEMPERATURA*FASE ESTACIONARIA + 0.200194*PH FM"2 -
0.0301022*PH FM*% B - 0.045591*PH FM*FASE ESTACIONARIA - 0.000671541*% B2 +
0.00200452*% B*FASE ESTACIONARIA - 0.00292866*FASE ESTACIONARIA"2



ANEXO C: ENSAYO DE SELECTIVIDAD

e Miconazol Nitrato

Area bajo la curva

Prueba F para varianzas de dos muestras

MICONAZOL MICONAZOL
Media 168,830833 167,7343333
Varianza 1,17562457 1,603751067
Observaciones 6 6
Grados de libertad 5 5
F 0,73304679
P(F<=f) una cola 0,37079504
Valor critico para F (una cola) 0,1980069

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

MICONAZOL = MICONAZOL

Media 168,830833

Varianza 1,17562457

Observaciones 6

Varianza agrupada 1,38968782

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 10

Estadistico t 1,61105601

P(T<=t) una cola 0,06912228

Valor critico de t (una cola) 1,81246112

P(T<=t) dos colas 0,13824456

Valor critico de t (dos colas) 2,22813885
Asimetria

Prueba F para varianzas de dos muestras

MN MN

Media 1,733166667 1,737666667

Varianza 0,003339367 0,001574267

Observaciones 6 6

Grados de libertad 55

167,7343333
1,603751067
6



F

P(F<=f) una cola

2,121220462
0,214367256

Valor critico para F (una cola) = 5,050329058

Nuumero de platos tedricos

Prueba F para varianzas de dos muestras

MN MN

Media 2931,5 2957,833333
Varianza 14864,3 3456,566667
Observaciones 6 6
Grados de libertad 5 5
F 4,300307627

P(F<=f) una cola 0,067654688

Valor critico para F (una cola) 5,050329058

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

MN MN

Media 2931,5 2957,833333
Varianza 14864,3 3456,566667
Observaciones 6 6
Varianza agrupada 9160,433333

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 10

Estadistico t -0,476549979

P(T<=t) una cola 0,321962235

Valor critico de t (una cola) 1,812461123

P(T<=t) dos colas 0,64392447

Valor critico de t (dos colas) 2,228138852

. Metronidazol
Area baja la curva
Prueba F para varianzas de dos muestras
METRONIDAZOL = METRONIDAZOL

Media

1552,865333

1562,4305



Varianza
Observaciones
Grados de libertad
F

P(F<=f) una cola

Valor critico para F (una cola)

175,4734615
6
5
2,216771056
0,201392138
5,050329058

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

METRONIDAZOL METRONIDAZOL

Media

Varianza

Observaciones

Varianza agrupada
Diferencia hipotética de
medias

Grados de libertad
Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

Asimetria

1552,865333
175,4734615

6
127,3153469

las 0

10
-1,468293209
0,086381657
1,812461123
0,172763314
2,228138852

Prueba F para varianzas de dos muestras

Media

Varianza
Observaciones
Grados de libertad
F

P(F<=f) una cola

Valor critico para F (una cola)

MTZ MTZ
1,396666667 1,38733333
0,000162267 = 9,1867E-05

6 6
5 5
1,766328012
0,273775744

5,050329058

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

MTZ MTZ

79,1572323
6
5

1562,4305
79,1572323
6



Media 1,396666667 1,38733333

Varianza 0,000162267 9,1867E-05
Observaciones 6 6
Varianza agrupada 0,000127067

Diferencia hipotética de las 0

medias

Grados de libertad 10

Estadistico t 1,434107098

P(T<=t) una cola 0,091031566

Valor critico de t (una cola) 1,812461123

P(T<=t) dos colas 0,182063132

Valor critico de t (dos colas) 2,228138852

Numero de platos tedricos

Prueba F para varianzas de dos muestras

MTZ MTZ
Media 6486,5  6621,66667
Varianza 13169,5 27944,6667
Observaciones 6 6
Grados de libertad 5 5
F 0,471270606
P(F<=f) una cola 0,214267759

Valor critico para F (una cola) 0,1980069

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

MTZ MTZ

Media 6486,5 6621,66667
Varianza 13169,5 27944,6667
Observaciones 6 6
Varianza agrupada 20557,08333

Diferencia hipotética de las 0

medias

Grados de libertad 10

Estadistico t -
1,632862003



P(T<=t) una cola
Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

0,066773733
1,812461123
0,133547466
2,228138852



ANEXO D: CROMATOGRAMAS REFERENTES AL ENSAYO DE SELECTIVIDAD
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ANEXO E: CROMATOGRAMAS DE LOS COMPONENTES INDIVIDUALES QUE
FORMAN PARTE DE LA EMULSION
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ANEXO F: ESTANDARES PRIMARIOS USADOS EN EL METODO ANALITICO

Metronidazol y Miconazol nitrato Parabenos




ANEXO G: EQUIPO HPLC UV/VIS- PDA




ANEXO H: EVIDENCIAS FOTOGRAFICOS DEL DESARROLLO DEL METODO

Pesaje de los estandares Preparacion de la fase movil
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