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RESUMEN

El trabajo que se presenta a continuacion describe el desarrollo y la validacion de un método de
cromatografia de alta eficiencia (HPLC) de fase reversa, para la cuantificacion de salicilato de
metilo en estandar y placebos cargados en forma farmacéutica spray. Se utiliz6 una columna
LiChrospher® 100 RP-8 (125 x 4 mm, 5um). La fase movil consistio en metanol y un buffer de
acido orto fosforico 1% utilizando el gradiente 60:40, con un flujo de 1 ml/min a 25°C. El
volumen de inyeccion de la muestra fue de 10 ul. Posterior al desarrollo del método se procedio
a validarlo, de acuerdo a la categoria 1 de Procedimientos analiticos para la cuantificacion de los
componentes principales de farmacos a granel o ingredientes activos en productos
farmacéuticos terminados, descrita en la USP para la validacion, demostrando ser un ser
selectivo con un porcentaje de discrepancia de areas 1,449 % y de tiempo 0,186%; lineal para el
estandar r=0,999979 (linealidad del sistema), placebo cargado (linealidad del método 1) r=
0,999493 y para el placebo cargado mas yodopovidona (linealidad del método 2) r=0,999365,
preciso con una repetibilidad del sistema de (RSD=0,2123), método (RSD=0,6328) y con una
precisién intermedia de (RSD= 0,567), exacto (recuperacion del 97,12%) , estable con un RSD
gue no supera el 20% de degradacién. Una vez analizados todos estos resultados, se demostrd
gue el método analitico desarrollado y validado es apropiado para la identificacion y
cuantificacion de salicilato de metilo en forma farmaceutica spray y puede ser aplicado para el

control de rutina en el laboratorio.

Palabras clave: <BIOQUIMICA >, <METODO ANALITICO >, <CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC) >, <VALIDACION >, <SALICILATO DE
METILO >.
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ABSTRACT

The following research describes the development and validation of a reversed-phase high-
performance chromatography (HPLC), method for the quantification of methyl salicylate in
standard and pharmaceutically spray-loaded placebos. A LiChrospher® 100 RP-8 column (125
X 4 mm, 5um) was used. The mobile phase consisted of methanol and 1% ortho-phosphoric acid
buffer using 60:40 gradient with a flow rate of 1 ml/min at 25°C. The sample injection volume
was 10 ul. After method development, the method was validated according to Category 1 of the
Analytical Procedures for the Quantification of Principal Components of Bulk Drugs or Active
Ingredients in Finished Pharmaceutical Products, described in the USP for the validation of the
method. It showed to be selective with a percentage discrepancy of areas 1.449 % and time
0.186%, linear for standard r=0.999979 (system linearity), placebo loaded (method 1 linearity)
r=0.999493 and for placebo loaded plus iodopovidone (method 2 linearity) r=0.999365, precise
with a system repeatability of (RSD=0.2123), method (RSD=0.6328) and with an intermediate
precision of (RSD= 0.567), accurate (recovery of 97.12%), and stable with a RSD not exceeding
20% degradation. After analyzing all these results. It was demonstrated that the analytical
method developed and validated is suitable for the identification and quantification of methyl
salicylate in spray pharmacological form. Besides, it can be applied for routine control in the
laboratory.

Keywords: <BIOCHEMISTRY >, <ANALYTICAL METHOD >, <HIGH EFFICIENCY
LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) >, <VALIDATION > <METHYL
SALICYCYLATE >.

1529-DBRA-UPT-2023

Ing. Romel Francisco Calles Jiménez Ms.
0603877713
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INTRODUCCION

El laboratorio Neofarmaco del Ecuador Cia. Ltda., fue fundado en la cuidad de Ambato por el
Dr. Rodrigo Pefia Pazmifio, quimico farmacéutico de gran trascendencia a nivel nacional, el
cual se rige bajo cuatro principios fundamentales calidad, integridad, profesionalismo y
constancia; gracias a su brillante trayectoria de 52 afios en el mercado farmacéutico ecuatoriano,
es una de las empresas farmacéuticas mas importantes del pais, llegando a ser reconocida a

nivel nacional e internacional (Laboratorio NeoFarmaco, 2021).

Este laboratorio arrancé con dos productos farmacéuticos yodosalil ungiiento y matico pomada,
hoy en dia cuenta con 82 productos farmacéuticos registrados, entre los méas destacadas
podemos mencionar: Apetitol®, Yodosalil®, Topic Bucal®, linea de Jabones Naturales del Dr.

Pefia®, Gastrogel®, entre otros (Laboratorio NeoFarmaco, 2021).

Por ende, los beneficios que presentan sus productos son ampliamente aceptados por el cuerpo
Médico y sus pacientes debido a su calidad y éxito terapéutico, siendo uno de los mas
demandados el yodosalil debido a su gran actividad analgésica. En consecuencia la produccion

fue expandiéndose, asi como la necesidad de crear nuevas formas farmacéuticas como gel y

spray.

Actualmente, Yodosalil Spray® no cuenta con una metodologia especifica registrada en la
farmacopea de los Estados Unidos de América (USP) para determinacién del salicilato de
metilo, por ello surge la necesidad de desarrollar y validar un método analitico HPLC para la
valoracion del salicilato de metilo en forma farmacéutica spray en el Laboratorio Neofarmaco
del Ecuador Cia. Ltda.

Por lo tanto, la Agencia de Control, Regulacion y Supervision Sanitaria (ARCSA), se encarga
de regular la elaboracién de medicamentos y lo hace a través de su normativa entre ellos se
encuentra el documento de: "Analisis de laboratorio de medicamentos, productos naturales,
dispositivos médicos, reactivos bioquimicos" como se define en la Resolucién 16 de la ley

organica (ARCSA, 2017, p. 9).

Ademas, las pautas Q2 (R1 y R2) de la Conferencia Internacional sobre Armonizacion (ICH)
brindan orientacién sobre cdmo realizar la validacién analitica en la industria farmacéutica

como recomendaciones para lograr resultados satisfactorios en los analisis (ICH, 1994, pp. 2-4).



Por lo tanto, es fundamental regular, validar y documentar los procesos a través de la validacién
analitica para que la industria farmacéutica pueda garantizar la seguridad y eficacia del producto
en todas las etapas de su operacién, incluido el almacenamiento, la distribucion y el uso (Moreno,
2018, p. 31).



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1.  Planteamiento del problema

Los procedimientos analiticos son indicadores de seguridad, y su validacién es esencial para
asegurar la estabilidad, efectividad, tiempo de vida atil y toxicidad de los productos
farmacéuticos elaborados (Legaz et al., 2011, pp. 3-5).

Para desarrollar una metodologia analitica indicadora de seguridad se deberia considerar el
parametro de robustez que de acuerdo con la USP-40 se define como: “una medida de la
capacidad del método analitico, que debe demostrar que una metodologia no resulta afectada
por pequefias pero deliberadas variaciones en los pardmetros del método y proporciona una

indicacion de confiabilidad durante su uso normal” (USP 42, 2017, p. 5).

La tecnologia elegida para el desarrollo y validacion de procedimientos analiticos indicadores
de seguridad es la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) por su capacidad de
separar liquidos e identificar productos de degradacién incluso tras sufrir hidrélisis &cida,

alcalina, termolisis, degradacion oxidativa y fotolisis (Salgado et al, 2019, pp. 37-46).

La cromatografia HPLC es una de las técnicas mas utilizadas debido a su sensibilidad, facilidad
de adaptacién para una cuantificacién precisa, idoneidad para la separacién de sustancias no
volatiles o termolabiles y, lo méas importante, su sensibilidad a sustancias de gran interés en la

industria analitica (Legaz et al., 2011, pp. 1-32).

La molécula para la cual se desarrollara el procedimiento analitico indicador de seguridad, es el
salicilato de metilo, el cual es sintetizado a partir de la reaccion de acido salicilico y metanol.
Este compuesto presenta propiedades analgésicas, alivia dolores asociados a artritis, dolores de

espalda, distension muscular entre otros.

YODOSALIL es un producto farmacéutico de alta demanda en el Ecuador que se comercializa
en forma de pomada sin necesidad de receta médica, se elabora en el laboratorio
NEOFARMACO DEL ECUADOR CIA. LTDA. Actualmente, la empresa busca proveer al
mercado de una nueva forma farmacéutica, sin embargo, no se cuenta con la validacion de la

técnica analitica para ejecutar los analisis correspondientes (Ayala, 2021, pp. 1-65).



1.2. Justificacion

Segun el Acuerdo Ministerial 58, en la ley del medicamento de Ecuador y el manual de registro
sanitario se especifica la ejecucion de estudios de seguridad de medicamentos para establecer
fechas de vencimiento, para lo cual es indispensable disponer de un procedimiento analitico

indicador de seguridad que logre cuantificar de forma inequivoca al salicilato de metilo.

Se ha realizado la basqueda para la especificacion técnica y analitica del producto terminado de
spray para salicilato de metilo en la Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP), y no
se encuentra registrada, por lo tanto, se debe realizar una técnica analitica propia y la validacion
respectiva.

El método analitico propuesto resultaria en una alternativa econdmica y factible, a su vez se
estaria cumpliendo con las Buenas Practicas de Manufactura solicitadas en los estudios de
seguridad de Medicamentos exigidas bajo la resolucion ministerial N° 0909 del 7 de diciembre
de 2005.

Por tanto, la presente investigacion estara enfocada al desarrollo y validacion del método
analitico HPLC para la valoracidon del salicilato de metilo en forma farmacéutica de spray en el
laboratorio Neofarmaco del Ecuador. Para lo cual se describird los lineamientos y criterios de
validacion, se medird ademas la capacidad del método para permanecer inalterado ante

pequefias variaciones.

Finalmente, se estimara el limite de deteccion y limite de cuantificacion del salicilato de metilo

en forma farmacéutica de spray.

1.3.  Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Desarrollar y validar un método analitico HPLC para la valoracion del salicilato de metilo en

forma farmacéutica spray en el Laboratorio Neofarmaco del Ecuador Cia. Ltda.

1.3.2. Objetivos especificos

- Desarrollar un método analitico HPLC para la valoracion de salicilato de metilo en forma



farmacéutica de spray para el Laboratorio Neofarmaco del Ecuador Cia. Ltda.
- Evaluar los parametros de: selectividad, especificidad, sensibilidad, linealidad, limite de
cuantificacion, exactitud y robustez del método analitico desarrollado.

- Demostrar mediante los resultados obtenidos que el método se encuentra validado.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Laboratorio Neofarmaco

El laboratorio fue fundado en 1969 en la ciudad de Ambato, comprometida con la calidad,
productividad, mejora continua, seguridad, profesionalismos, respeto y honestidad; lo que
garantiza productos de alta calidad, seguridad, eficacia y sobretodo precios razonables para el

consumo a nivel nacional e internacional (Laboratorio NeoFarmaco, 2021).

2.1.1. Mision

Proveer a la poblacién nacional e internacional medicamentos, productos naturales procesados
de uso medicinal y cosméticos, de alta calidad seguridad y eficacia y a un costo asequible;
contando con procesos e insumos adecuados y controlados, personal altamente calificado,
tecnologia y servicios de vanguardia que aseguran la calidad durante todo el ciclo de vida del

producto (Laboratorio NeoFérmaco, 2021).

2.1.2. Visién

Alcanzar el liderazgo en la industria farmacéutica en base a la innovaciéon de la cartera de
nuevos productos respaldado con los puntos de venta ubicados estratégicamente en todo el pais,
con el apoyo de personal especializado y altamente motivado por su filosofia de trabajo en
equipo, compromiso con la calidad, venta y servicios; buscando permanentemente el desarrollo
integral y equitativo del talento humano a través del bienestar y progreso de todo el personal

que hacemos esta industria farmacéutica (Laboratorio NeoFarmaco, 2021).

2.2.  Referencias tedricas

2.2.1. Antecedentes de la investigacion

En un estudio mencionan que el método por cromatografia gaseosa fue lineal, exacto, preciso y
selectivo para la determinacion de los analitos de mentol (MT), salicilato de metilo (SM), timol

(TM) y &cido benzoico (AB) en el control de calidad, se utiliz6 una columna DB-WAX y

dietilenglicol como estandar interno. Se determind la linealidad en un intervalo de



concentraciones de 64,00 a 96,00 ug/mL (MT), 80,00 a 120,00 pg/mL (SM), 96,00 a 144,00
pg/mL (TM) y 48,00 a 72,00 pg/mL (AB), obteniendo coeficientes de correlacidn superiores a
0,999, y coeficientes de variacion de los factores de respuestas de 1,18, 1,95, 3,52 y 1,48%,

respectivamente (Amaro et al., 2020, pp. 306-328).

En un estudio determinaron las caracteristicas fisico-mecanicas y quimicas de una pomada que
contiene indometacina y salicilato de metilo, para realizar estudios de control y estabilidad de
los principios activos. El método analitico usado se basa en la determinacion de los principios
activos por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) de fase reversa con deteccion UV,
en donde se emple6 como fase estacionaria una columna Spherisorb ODS-2 y una fase mévil de
acetonitrilo y &cido acético, la misma que fue validada gracias a los resultados obtenidos. En
esta investigacion se realizd la repeticion de los ensayos con tres lotes de pomada en diferentes
condiciones de almacenamiento lo que demostrd la estabilidad (Gonzélez et al, 1996, pp. 549-561).

Con la adquisicion de un Cromatografo de gases (GC-FID), se realizé el desarrollo y validacion
de la técnica analitica para la identificacion y cuantificacion de salicilato de metilo y mentol en
ungiiento, dando como resultado que el método es preciso (RSD = 0.9431% y RSD = 1.1084%
para Salicilato de metilo y Mentol respectivamente), exacto (%6R= 99.66% y %R= 99.73% para
Salicilato de metilo y Mentol respectivamente), con un sistema lineal (r2 = 0.9940 y r2 = 0.9995

para Salicilato de metilo y Mentol respectivamente, por lo tanto es adecuada para su uso (Ayala,
2021, pp. 1-65).

Se desarrollé un método analitico indicador de estabilidad para el Acido Acetilsalicilico tabletas
en 3 marcas diferentes utilizando HPLC, variando condiciones como pH de la fase movil, flujo,
buffer, longitud de onda, columna cromatografica, diluyente de los analitos y proporcion de la
fase movil. Se determind que la muestra es estable hasta 120 minutos. Para la validacion del
método analitico se tomo6 en cuenta parametros como: especificidad, linealidad e intervalo,
exactitud, precision, limite de deteccion y de cuantificacion. Como resultado de esta
investigacion se obtuvo que la marca “A” no cumple con el requisito de Acido Salicilico Libre
con un valor de 0,34% siendo el valor referente de 0,3 % para tabletas no recubiertas y de 3%

para tabletas con recubierta segin la USP-37 (Choque, 2019, p. 5).

2.2.2. Salicilato de metilo

El salicilato de metilo (CAS: 119-36-8) es un liquido organico incoloro y viscoso, de aroma
caracteristico “mentolado”, utilizado para la produccion farmacéutica, producto quimico de

investigacion y desarrollo y como materia prima para cosméticos (Merck, 2022, pp. 1-13).
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Actla terapéuticamente como un analgésico tépico, para el tratamiento del dolor articular o
muscular. Quimicamente, es un éster, derivado de un &acido carboxilico y de un alcohol,
producido por la reaccion del acido salicilico y metanol en medio &cido. La reaccidén que

describe este proceso es la siguiente ilustracion 1-2.

(@) @)
I "

C (A ) - A
0

"“OH + CH,0H -, + H,0

OH OH

llustracién 1-2: Formacién del salicilato de metilo

Realizado por: Landa, Y; Oleas, T, 2022
Fuente: Amaro et al., 2020, pp. 306-328.

2.2.2.1. Control de calidad del salicilato de metilo

La validacion de los métodos analiticos, es un requisito basico para el aseguramiento de calidad
del producto terminado, incluyendo técnicas analiticas relacionadas con los limites de deteccion
y cuantificacion, la precision, exactitud, especificidad, rango y robustez. La técnica mas

aplicada para la determinacién de los analitos ya sea de forma individual o combinada es HPLC
(Fonseca et al., 2020, pp. 306-328).

2.2.3. Validacién

Es el proceso mediante el cual se recolecta y analiza datos, por lo tanto nos ayuda a establecer,
después de la investigacion, evidencia documentada de que el proceso es capaz de producir
resultados consistentes con las especificaciones requeridas en el laboratorio y con las
caracteristicas de desempefio de que un proceso cumpla con los requerimientos para las distintas

aplicaciones analiticas (WHO, 2006, pp. 1-21).

2.2.3.1. Tipos de validacién

- Prospectiva

Se efectla durante la etapa de desarrollo mediante la identificacion de situaciones criticas,

evaluacion del riesgo, investigacion de las causas posibles; determinando la probabilidad de que

sucedan y su magnitud siendo esencial para limitar el riesgo de los errores (Ramirez et al., 2007, p.
9).



- Coincidente

Se lleva a cabo durante la produccion y vigilancia de los tres primeros lotes de un producto. En
este método, los estudios estadisticos se aplican a los resultados después del andlisis de los
parametros clave de calidad para dar el cumplimiento necesario a criterios como robustez, asi

como su fiabilidad, ademas de la consistencia del proceso de produccion (WHO, 2006, pp. 1-21).

- Retrospectiva

En este tipo de validacion se debe verificar la experiencia de produccién, asumiendo que los
componentes, procesos y equipos no se deben modificar. Se evalla esta experiencia y los
resultados de las pruebas en proceso y finales. Del mismo modo se analiza los problemas y
defectos de fabricacion registrados para determinar los limites de los parametros del proceso.
Por otro lado, se puede realizar un andlisis de tendencias para determinar qué tan bien se
encuentran los parametros del proceso dentro de los limites aceptables (Gonzalez, 2005, p. 3).

- Revalidacion

Es necesario para tener seguridad de que los cambios en el proceso no perjudican las
caracteristicas del proceso ni localidad del producto, siendo o no intencionales. La revalidacion
se puede dividir en dos categorias generales:

- Larevalidacion después de cualquier cambio que repercuta en la localidad del producto.

- Larevalidacion periodica que se efectla a intervalos programados (Fugate et al., 2010, pp. 23-
37)

2.2.3.2. Validacion de métodos analiticos

La validacion de un método analitico busca determinar la composicion quimica de una muestra,
haciendo referencia al desempefio del equipo, esto con la finalidad de asegurar el
funcionamiento del equipo basandose en las diferentes especificaciones del disefio del método,

asegurando que los resultados obtenidos sean fiables y congruentes (Rodriguez, 2019, pp. 17-18).

Al hacer referencia a los parametros de validacion de un método analitico se encuentra que son:
selectividad, sensibilidad y linealidad, limite de detencion y cuantificacion, exactitud, precision,

robustez, reproducibilidad, especificidad, margen de error y por ultimo estabilidad (Castillo y
Gonzélez, 1996, pp. 1-7).
- Selectividad: Este método cuantifica y selecciona simultaneamente los analitos de interés
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asi sea en combinacion con otras sustancias (AEFI, 2001, pp. 39-134).
- Sensibilidad y linealidad: EI método determina la capacidad de obtener resultados
proporcionales a la concentracién del analito, mientras que la sensibilidad depende de la curva

de calibracién, cuanto mayor sea la pendiente, mas sensible serd el método (Skoog et al., 2005, pp.
1004-1008).
- Limite de deteccién y de cuantificacion: El limite de deteccidn es el nivel mas bajo que se

puede medir, analizando muestras con cantidades o concentraciones conocidas del analito. El
limite de cuantificacion (LOQ) es el valor mas bajo de la concentracién del analisis que se
puede determinar con pardmetros como precision y reproducibilidad aceptable (Suarez et al., 2009,
p. 57).

- Exactitud: Representa qué tan cerca esta el resultado del valor real y el valor experimental
encontrado tras el analisis (Castillo y Gonzalez, 1996, pp: 1-7).

- Precision: Se refiere a la relacion entre los resultados obtenidos al aplicar repetidamente el
mismo procedimiento experimental en la muestra en condiciones especificadas, la precision
engloba diferentes tipos de estudios como: repetibilidad, precision intermedia, reproducibilidad
(Castillo y Gonzélez, 1996, pp: 1-7).

- Robustez: Capacidad del método analitico para no verse afectado por pequefios cambios en
el proceso, permitiendo obtener informacién de dichos cambios de una forma répida y
sistematica (Molina, 2010, pp. 1-38).

- Estabilidad: Se utiliza para determinar el porcentaje de degradacién de la muestra cuando
se expone a distintos factores como hidrélisis, oxidacion y fotolisis, comprobandose si las
muestras se pueden utilizar en el analisis (AEFI, 2001, pp. 39-134).

- Incertidumbre de la medicion: Es el rango de duda que se presenta al realizar mediciones,
debido a que estas no son exactas en lo absoluto. Teniendo una relacion directamente

proporcional con el rango ya que si es muy grande por ende la incertidumbre también lo sera
(Suérez et al., 2009, p. 57).
- ldoneidad del sistema: conjunto de ensayos que deben ser realizados previo a la utilizacién

del método, con el fin de asegurar que las condiciones del sistema son adecuadas para la

determinacion del analisis (AEFI, 2001, pp. 39-134).

2.2.4. Ensayos estadisticos

2.2.4.1. Distribucién t-student

La distribucion “T-student” es un método estadistico en el cual se analiza la diferencia entre la

media de dos grupos cuando el tamafio de la muestra es pequefia, con una distribucion normal e

igualdad en sus varianzas (Sanchez, 2015, pp. 59-61).
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2.2.4.2. Andlisis de varianza ANOVA

El anélisis de varianza es una técnica estadistica muy utilizada en el desarrollo de metodologias

analiticas, la cual mediante resultados obtenidos permite rechazar o aceptar una hipotesis
(Dagnino, 2014, pp. 306-310).

2.2.4.3. Disefio de cribado

El disefio de cribado es fundamental en la identificacion de los factores mas cruciales que

afectan la calidad de un proceso, asi como la reduccion significativa de los mismos (Polo, 2007, p.
106).

2.2.5. Métodos analiticos

Se entiende por método analitico una explicacion detallada de todas las operaciones para un
analisis dado, ademas de la necesidad de respetar ciertos parametros, que serviria de apoyo para
argumentar que el método puede usarse repetidamente en cualquier momento. Dentro de estos
parametros encontramos la exactitud, idoneidad del sistema, limite de cuantificacién, limite de

deteccion, linealidad, precision y selectividad (AEFI, 2001, pp. 39-134).

2.2.6. Cromatografia

La cromatografia es la ciencia y arte de dividir entre si los elementos de una sustancia. La
division se consigue por medio de una extensa variedad de técnicas cuyas bases moleculares

poseen diferencias bastante distintas.

Ejemplificando, tienen la posibilidad de dividir moléculas en funcionalidad de sus cargas
moleculares, sus tamafios moleculares, sus masas moleculares, la polaridad de sus enlaces, sus
potenciales Redox, sus constantes de ionizacion o bien en funcionalidad de la disposicion de sus

enlaces (Palomino, 2021, pp. 10-11).

Como consecuencia existe una extensa variedad de técnicas para realizar la divisién de una
sustancia. La division se hace gracias a las diferencias de afinidad de los elementos a dividir por
la etapa movil y la etapa estacionaria. Los elementos separados tienen la posibilidad de ser
cuantificados mediante la decision de alguna propiedad fisicoquimica y su comparacion contra

la misma propiedad en un estandar de estructura y purezas conocidas (Baena at al., 2018: pp. 424-
440).
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2.2.7. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia liquida (HPLC), es un tipo de cromatografia de elucion utilizada para separar
los componentes de una mezcla, en la cual se usa un mecanismo de separacion de reparto, en
donde al inyectar una combinacion de solutos en la fase movil, todos los solutos van a avanzar a
través de la columna en la cual se encuentra la fase estacionaria, por lo tanto los solutos se van a
mover a diferentes velocidades ya que depende de su afinidad a cada una de sus fases en el
desplazamiento a lo largo del sistema cromatografico (Legaz et al., 2011: pp. 1-32).

La cromatografia de liquidos tiende a ser complementarios por lo que a sus campos de
aplicacion se refiere. Asi, para solutos con masas moleculares superiores a 10000 a menudo se
utiliza la cromatografia de exclusién por tamafio, aunque ahora también es posible tratar estos
compuestos con cromatografia de reparto en fase inversa. Para especies ionicas de masa
molecular méas pequefia, se utiliza con frecuencia la cromatografia de intercambio idnico. Los

métodos de reparto se aplican a las especies pocos polares, pero no ionicas.

La cromatografia de adsorcién se elige con frecuencia para separar especies no polares,
isdbmeros estructurales y grupos de compuestos como, por ejemplo, los hidrocarburos alifaticos

de los alcoholes alifaticos (Salgado et al., 2019, pp. 37-46).

2.2.7.1. Equipo HPLC

- Recipientes para la fase mévil y sistemas para el tratamiento de los disolventes

Los contenedores de fase mdvil son un componente simple pero esencial de un equipo de
HPLC; pueden ser recipientes de vidrio o de acero inoxidable, cada uno de los cuales contiene
unos 500 mL de un disolvente, los mismos que deben ser limpiados con regularidad utilizando
técnicas de lavado de material de laboratorio. Se equipan con un sistema para eliminar los gases

disueltos que interfieren formando burbujas en los sistemas de deteccidn (Garciay Yusa, 2016: pp. 6-
13).

En la fase movil del sistema HPLC es muy comun la aparicion de burbujas de aire. En la
mayoria de los casos, los problemas de burbujas de aire se pueden eliminar sonicando la fase
movil. Con frecuencia estos sistemas también contienen un dispositivo para la filtracion del
polvo y de las particulas sélidas en suspension de los disolventes, por ello es importante utilizar

una fase mavil libre de particulas (Snyder et al., 2010: pp. 87-145).
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- Bomba

La bomba cumple la funcion de impulsar a la fase movil al flujo seleccionado con una presién
adecuada para atravesar la columna y el resto del sistema, por lo general el equipo trabaja a

presiones de hasta 6000 psi (400 bar), la misma que puede variar en funcion del operario (Snyder
etal., 2010: pp. 87-145).

- Sistema de inyeccién

Es posible incorporar la muestra a la fase mévil antes que a la columna sin que exista una caida
de presion que altere el caudal entregado por la bomba. Al momento de introducir la muestra en
la columna es necesario que se agregue una cantidad medida de la muestra a la fase movil, por
lo general son muy pequefios. La inyeccién manual, era muy popular en el pasado, pero rara vez
se usa en la actualidad, excepto cuando se realiza la capacitacion del operador o en entornos de
muy bajo rendimiento; pero puede llegar a ser satisfactorio para separaciones de columna
abierta o de flujo detenido (Snyder et al., 2010, pp. 87-145).

2.2.7.2. Parametros cromatogrdficos

- Tiempo muerto (tM)

Es el tiempo requerido para la elucion de un componente no retenido en fase estacionaria (Legaz
etal., 2011, pp.1-32).

- Tiempo de retencion

Es el tiempo que se recorre desde el momento que se inyecta la muestra hasta que existe un pico

de respuesta (Legaz et al., 2011, pp.1-32).

- Factor de capacidad

Se define como la cantidad de moléculas que pasan a la fase estacionaria en equilibrio con la

cantidad de moléculas que permanecen en la fase movil (Legaz et al., 2011, pp. 1-32).

Eficacia o nimero de platos teéricos

Es una medida de la eficiencia de la columna la misma que se utiliza para comparar el
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rendimiento de diferentes columnas. Las columnas con un ndmero alto de platos son mas

eficientes generando picos méas estrechos para un determinado tiempo de retencién (Legaz et al.,
2011: 1-32).

2.2.7.3. Gradiente de elucion HPLC

Es un método que se lleva acabo que consiste en la validacion continua de la composicién de los
disolventes, de forma que su fuerza vaya incrementando durante todo el tiempo de analisis. Sin
embargo, al principio del proceso se utiliza una fuerza de fase movil mas débil para

posteriormente ir incrementando (Sacristan et al., 2011, pp. 48-78).
- Eficacia en el desarrollo del método HPLC
Para obtener un buen desenvolvimiento del método es de suma importancia realizar una sola

corrida de gradiente al inicio del método, con el fin de disminuir el nimero de corridas y por

ende el error entre ellas, ayudandonos a elegir la concentracion idonea para el solvente (Sacristan
etal., 2011, pp. 48-78).

2.2.7.4. Tipos de gradientes

- Lineal

Es el tipo de gradiente en donde la velocidad de cambio del disolvente fuerte es

proporcionalmente lineal en cuanto al tiempo (Sacristan et al., 2011: pp. 48-78).

- Exponencial

Convexos: este tipo de gradiente se diferencia por su rapidez que tiene en alcanzar la
composicién final de la fase movil, los mismo que se utilizan para picos superpuestos al final

del cromatograma (Sacristén et al., 2011: pp. 48-78).

Cdncavos: es un tipo de gradiente lento en alcanzar la composicion final de la fase movil, son

utilizados para picos superpuestos al inicio del cromatograma (Sacristan et al., 2011: pp. 48-78).

14



3. MARCO METODOLOGIC

A continuacion, se presentan los resultados del desarrollo y la validacion del método analitico,
para la cuantificacion e identificacion del salicilato de metilo. Para ello, se realizaron varios
pasos como: identificacion individual de salicilato de metilo, determinaciéon de condiciones
ideales de operacion por HPLC, validacion de método, protocolo de validacion y los
correspondientes estudios estadisticos de los datos procesados.

CAPITULO Il

O

3.1.  Materiales, equipos y reactivos

Los materiales, equipos y reactivos empleados en la determinacién y cuantificacion del

salicilato de metilo se describen en la

3.1.1. Materiales

- Balon de Aforo

- Probeta

- Pesa muestra de vidrio

- Vaso de precipitacion

- Espatula

- Gotero

- Guantes de nitrilo

- Filtros PVDF y Filtros de jeringa
- Puntas dispensadoras

- Mascara de gases

3.1.2. Equipos

(Tabla 1.3)

Tabla 1-3: Equipos empleados en el desarrollo y validacién del método analitico

Equipo / Marca Modelo
Instrumento N°
Balanza Analitica Sartorius BP2105
Pipeta electrénica Brand HandyStep
Agitador ultrasonico VWR Scientific Products 75T

Sorbona

WEMA Laboreinrichtungen
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Conductimetro Mettler Toledo Conductivity S230
Agitador eletromagnético AREX HITACHI CROMASTER VWR
Unidad Bomba HITACHI CM5160
o
‘g Autosampler
}‘E :_;" (Automuestreador) HITACHI CM5260
S & { Horo-Columna HITACHI CM5310
~ o
=]
; g_ Detector UV-VIS HITACHI CM5420
I 5

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

3.1.3. Reactivos

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

Reactivo / Estandar

Marca / Proveedor

Lote / F. Expiracion

Acetonitrilo Grado HPLC Merck 217515
31-Dic-2026
Metanol Fisher 213525 /213501
25-Jul-2026/ 30-Jul 2026
Acido Orto Fosférico Merck 212149
27-Jun-2026
Agua Purificada —~Grado HPLC NEOFARMACO N/A
Acido Clorhidrico Fisher 213221
Julio-2026
Tiosulfato de Sodio Fisher 182798
Octubre-2023
Solucion Indicadora de Almidén Merck IND-001-CCV1
30-Jun-2023
Yodo Fisher 055381
06-Jun-2023

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

3.1.4. Estandares de referencias

Tabla 3-3: Estandares utilizados en el desarrollo y validacion del método analitico

Estandar de Referencia Lote % Pureza
Salicilato de metilo 2109037V1 99,97%
YODO POVIDONA (LOTE ACTUAL AC210915069 N/A

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

16




3.2. Desarrollo del método analitico

Desarrollar un método analitico trae consigo seleccionar los requisitos imprescindibles para
proporcionar una resolucién aceptable para una muestra dada. Las consideraciones iniciales para
el desarrollo del método son:

- Pretratar la muestra

- Seleccionar un modo cromatografico

- Seleccionar las condiciones de separacion

- Seleccionar un detector

- Validar el método y determinar los pardmetros necesarios para la idoneidad del sistema

3.2.1. Reconocimiento del salicilato de metilo

El desarrollo del método comenzé con una revision de la literatura enfocada en establecer y
analizar la informacion fisicoquimica para el salicilato de metilo, posteriormente se realizaron
pruebas exploratorias con el fin de determinar el tiempo de retencién del principio activo
mediante la inyeccién de estandares individuales y como interactlan en el estandar combinado.
Las caracteristicas fisicoguimicas que contribuyeron a la optimizacion del método analitico se
describe en el ANEXO A.

3.2.2. Ensayos preliminares

Una vez identificado los tiempos de retencion del salicilato de metilo se ejecutaron pruebas

previas donde se valoraron factores como composicion del organico y flujo.

Tabla 4-3: Desarrollo del método analitico
DESARROLLO DEL

METODO CONDICIONES OBSERVACIONES

Prueba preliminar 1 -Fase-movil: (55:45) Metanol:Acido Picos sin resolucion, asimétricos.
ortofosférico 0,1% Aumenta el tiempo de retencion y
-Flujo: 0,8 mL/min mayor area de los picos en general.
-Temperatura: 25
-Longitud de onda: 237

Prueba preliminar 2 -Fase-movil: (65:35) Metanol:Acido Disminucion de tiempo de retencion
ortofosférico 0,1% y mejora el area de los picos en
-Flujo: 1,2 mL/min general.

-Temperatura: 25
-Longitud de onda: 237
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Prueba preliminar 3 -Fase-movil: (60:40) Metanol:Acido Se logré mejorar los tiempos de
ortofosforico 0,1% retencion, resolucion y area de los
-Flujo: 1 mL/min picos.
-Temperatura: 25 Método final con el cual se realizé
-Longitud de onda: 237 la validacion.

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

3.3. Validacion del método analitico

3.3.1. Preparacion de soluciones

3.3.1.1. Preparacién estandares

- Estandar salicilato de metilo

Se prepar6 un estandar de salicilato de metilo con una concentracion de 0,15¢g/mL.

3.3.1.2. Preparacién de las muestras

- Placebo

Se peso las cantidades declaradas en la formula maestra de YODOSALIL SPRAY, excepto los
principios activos para preparar 200 mL de Placebo.

- Placebo cargado (Yodopovidona)

Se pes6 las proporciones necesarias de cada excipiente para un volumen de 200 mL,

incluyendo la yodopovidona.

- Placebo cargado

Se elaboré a partir de las soluciones de placebo y estandar, teniendo en cuenta las cantidades

requerida de cada principio activo.

- Agua purificada (Grado HPLC)

Obtener este tipo de agua segun instructivo (I-NCC-032). Filtrar por membrana 0.22 um.
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- Fase movil

Mezclar metanol (60%) y 4cido orto fosforico 0,1% (40%). Agitar con agitador
electromagnético Por 10 minutos hasta una completa homogenizacion, filtrar por membrana
0,22 um.

Acido Orto fosférico 0,1%: Tomar 1.18mL de Acido orto fosférico en 1000mL de agua HPLC.

3.3.2. Parémetros de desempefio a evaluar

3.3.2.1. Selectividad

Tabla 5-3: Concentracidn del salicilato de metilo para parametro de selectividad

ENSAYO: VALORACION PESOS [C (mg/mL) N° de inyecciones

Estandar 150 mg
Salicilato de metilo 0,15 Inyectar por triplicado

Preparar por duplicado

Placebo Cargado (Salicilato
de Metilo)

100mg Salicilato de Metilo Inyectar por triplicado
Preparar por duplicado + 0,15
899 mg de placebo

Placebo Cargado —

Yodopovidona + Salicilato de

Metilo 100mg Salicilato de Metilo

+ 999 mg de placebo 0,15 Inyectar por triplicado
Preparar por duplicado
Placebo 899mg Placebo - Inyectar por duplicado
Placebo cargado — 999 mg de placebo - Inyectar por duplicado

Yodopovidona

Excipientes Guayacol (100mg) 0,015 Inyectar
Alcanfor (100mg) 0,075 Inyectar
Trietanolamina (100mg) 0,04 Inyectar

Impurezas (USP) 150 mg Inyectar a las
Salicilato de metilo 0,15 condiciones para

detectar impurezas
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100 mg Acido salicilico
0,15

Inyectar por triplicado

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

3.3.2.2. Linealidad y rango

Preparar soluciones a 5 distintos niveles para obtener como respuesta picos (areas) de cada

ingrediente activo con el fin, de realizar una curva de calibracion, utilizando estandares y

muestras para obtener la linealidad del sistema y del método respectivamente a intervalos de:

70-130%.

- Linealidad del sistema

Estandar de salicilato de metilo: Se prepar6 una solucion madre de salicilato de metilo aforado

con metanol a la concentracion dada en la selectividad. Tomar 5 alicuotas a distintos niveles

(70%, 85%, 100%, 115%, 130%) de la solucion madre y aforar con metanol, como se establece

en la Tabla 6-3.

Linealidad del método

- Placebo cargado
- Placebo cargado (Yodopovidona) + salicilato de metilo

- Preparar la solucién tomando como referencia:

- Preparacién, de la muestra, y estandares, a las concentraciones adecuadas.

De las soluciones preparadas anteriormente tomar alicuotas a 5 niveles (70%, 85%, 100%,

115%, 130%) y aforar con metanol, como se establece en la Tabla 6-3.

Tabla 6-3: Pesos y disoluciones para parametro de linealidad

LINEALIDAD DEL SISTEMA

SALICILATO DE METILO

DILUCIONES
Medio de Dilucion: [1 [1
ESTANDAR Metanol (mg/mL) (%)

Alicuota Aforo
(mL) (mL)

N° INYECCIONES
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0,7 10 0.1050 70
Estandar Salicilato 0,85 10 0.1275 85 Inyectar por
de Metilo 1,0 10 0.1500 100 triplicado
(Concentracion 0.15 1,15 10 0.1725 115
mg/mL) 1,30 10 0.1950 130

LINEALIDAD DEL METODO 1
SALICILATO DE METILO

DILUCIONES
Medio de Dilucion: [1 [1 Ne
ESTANDAR Metanol (mg/mL) (%) INYECCIONES
Alicuota Aforo
(mL) (mL)
1,050 10 0.1050 70
Placebo Cargado 1.275 10 0.1275 85
SALICILATO DE 15 10 0.1500 100 Inyectar por
METILO 1,725 10 0.1725 115 triplicado
1.950 10 0.1950 130

LINEALIDAD DEL METODO 2
SALICILATO DE METILO

DILUCIONES
Medio de Dilucion: [1 Ne
ESTANDAR Metanol L] (%) INYECCIONES
Alicuota Aforo (mg/mL)

(mL) (mL)

1,050 10 0.1050 70
Placebo Cargado — 1.275 10 0.1275 85
Yodopovidona + 1,5 10 0.1500 100 Inyectar por
Salicilato de Metilo 1,725 10 0.1725 115 triplicado

1.950 10 0.1950 130

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

3.3.2.3. Exactitud

Se debe preparar soluciones a 5 concentraciones diferentes por tres réplicas. Y usando las
respuestas de AUC para el placebo cargado, y los estandares para calcular el porcentaje de

recuperacion de cada analisis.

Intervalo con respecto a la especificacion: 70-130%
Concentraciones: 70%,85%, 100%, 115% y 130%.

Calcular conforme a la siguiente formula:
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YaP ler aforox2do afaro

St)=P5t FDSt) =
(59 FDS:_‘[ ) Alicuota
Mx)= AMx 5t
(Mx)=——x(51)
Mx) x FD x Dosis
%o PA= (Mx) ) 100

PMx(g)x potencia P.A(mg) *

P.st= Peso del estandar

P = Porcentaje de pureza

FD= Factor de dilucion

(Mx)= Concentracion de la muestra mg/mL
AMx= Area de la muestra

ASt= Area del estandar

(St)= Concentracion del estandar

Dosis= peso teorico

P Mx= Peso de la muestra

3.3.2.4. Precision

- Repetibilidad

Repetibilidad del Sistema: Inyectar 6 veces el estandar a una concentracién del 100%.

Repetibilidad de Método: Elaborar soluciones del placebo cargado con una concentracion del

activo de interés al 100% y efectuar 6 determinaciones.
- Precision intermedia

Se determinara analizando la variabilidad de la respuesta AUC por triplicado de los estandares
(sistema) y placebo cargado (método) al 100%, en el mismo laboratorio, equipo con dos

analistas en dos dias diferentes, segun el disefio experimental.
3.3.2.5. Robustez

Para el test de Robustez, se aplicara el disefio experimental generado en el software estadistico
STATGRAPHICS, con los siguientes factores y niveles de influencia definidos en el método

analitico:
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Tabla 7-3: Variables propuestas para parametro de robustez

N° |FACTOR

VALOR DE

NIVEL

CONDICION
ESTABLECIDA EN EL
METODO

Bajo

Alto

RESPUESTAS
EVALUADAS

1 |Composicion del

(Metanol:Acido

((Metanol:Acido

(Metanol:Acido

organico fosforico 0,1%) fosforico 0,1%) | fosfoérico 0,1%)
(60:40) (55:45) (65:35)
2 | Temperatura de 25°C 23 °C 27 °C
la columna
3 | Longitud de 237 nm 235 nm 239 nm
onda
4 | Flujo 1.0 mL/min 0,8 mL/min 1.2 mL/min

Tiempo de retencion

N.° platos teoricos

Asimetria

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

Tabla 8-3: Variables respuestas del disefio experimental (unidad).

Respuestas

Unidades

Tiempo de retencién

Min

Numero de platos tedricos

Resolucion

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

3.3.2.6. Estabilidad

Estabilidad de la solucion

Preparar y determinar la estabilidad de la solucidn estandar en un intervalo de tiempo como se

indica en la siguiente tabla:

Tabla 9-3: Intervalo de tiempo para analisis de Estabilidad

ENSAYO: Condiciones de MUESTREAR Y ANALIZAR
VALORACION Almacenamiento
Estandar Combinado Ambiente (25°C) 0 horas 24 horas 48 horas
Estandar ) )
) Refrigeracion 0 horas 24 horas 48 horas
Combinado

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
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Tabla 10-3: Pesos y disoluciones para parametro de estabilidad

Salicilato de Metilo

DILUCIONES
Medio de Dilucion: Fase movil N° de
Ensayo Pesos Aforo (mL) | Alicuota | Aforo (mL) (mg/mL) inyecciones
Metanol (mL) Metanol
Estandar 150 mg
Salicilato de 100 mL 1mL 10 mL 0,15 Inyectar por
Preparar por metilo triplicado
duplicado
Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
Degradacion forzada
Tabla 11-3: Tipos de degradacion para parametro de estabilidad
TIPO DE CONDICIONES CONDICIONES DE TIEMPO DE
DEGRADACION EXPERIMENTALES ALMACENAMIENTO | EXPOSICION
Hidrlisis Sin. Estandar aforo con: HC1 0.1N 25°C (ambiente) 24HORAS
Sin. Estandar aforo con: NaOH 0.1N 25°C (ambiente) 24HORAS
Oxidacion Sin. Estandar aforo con: H202 3% 25°C (ambiente) 24HORAS
Sln. Madre exposicion: Luz Uv corta 1 HORA
Sin. Estandar exposicion: Luz Solar 25°C (ambiente)
24 HORAS
Fotolitica Directa
Sin. Estandar exposicion: Bafio
Maria tHORA
Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
Tabla 12-3: Pesos y disoluciones de degradacién forzada para la estabilidad
Salicilato de Metilo
DILUCIONES
Medio de Dilucion: Fase movil c N° de
Ensayo Pesos Aforo (mL) | Alicuota | Aforo (mL) (mg/mL) | inyecciones
Metanol (mL) Metanol
Estandar 150 mg
Salicilato de 100 mL 1mL 10 mL 0,15 Inyectar por
Preparar por | metilo triplicado

duplicado

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
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3.3.2.7. Incertidumbre de la medicion

- Se define como el mensurado y al porcentaje, de un principio activo determinado

- Se identifican las magnitudes de entrada (Xi) para posterior establecer un modelo
matemaética el cual nos va ayudar a determinar la incertidumbre de la medicion del mensurado
Y.

v = f(x)

- Se identifican las fuentes de incertidumbre.

- Se cuantifica la variabilidad de cada fuente y se le asocia a una distribucién (Normal,
Rectangular, Triangular, etc.).

- Se obtiene la incertidumbre estandar u(xi)

- Se estiman las correlaciones (por medio de la ley de propagacion de la incertidumbre) y se

determina la incertidumbre estandar combinada u.

u(y) = i(?—i)z[u(xi)lz

i=1

- Se determina el nivel de confianza deseado.
- Se calculan los grados de libertad efectivos y se determina el factor de cobertura k.

- Con el factor de cobertura se determina la incertidumbre expandida U.

U=u, Xk
3.3.2.8. Idoneidad del sistema - (system suitability test)
Se generara de forma automatica en el equipo HPLC mediante el software Clarity evaluando los
siguientes pardmetros: area, altura, cantidad, factor de asimetria, eficiencia de platos tedricos y
resolucion.

Método: Inyectar soluciones de estandar al 100% por 6 determinaciones.
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3.3.3.  Registro y revision de datos

Tabla 13-3: Criterios de aceptacidn en base a normativa y los resultados del proyecto

TRATAMIENTO

DE EXCIPIENTES

identificados como excipientes.

PARAMETRO CRITERIO DE ACEPTACION ,
ESTADISTICO
El tiempo de retencién del pico
principal de la Solucién Muestra
TIEMPO DE »
, corresponde al de la Solucion <RSD 2%
RETENCION
Estandar.
INTERFERENCIA | El/los principio/s activo/s no deben
CON EL PLACEBO | presentar interferencia de otras
sustancias 0 impurezas presentes
en la formulacion del producto. CUALITATIVO
Los excipientes no deben retenerse
SELECTIVIDAD en el mismo tiempo que los
activos.
IDENTIFICACION |Nombrar a los cromatogramas
CUALITATIVO

% Discrepancia=
Respuesta media
placebo cargado —

b#0

PORCENTAJE DE Méximo 5% .
Respuesta media
DISCREPANCIA
estandar) x100 /
Respuesta media
estandar o activo solo
ANALISIS DE
COEFICIENTE DE REGRESION-
. r>0.999 -
CORRELACION MINIMOS
CUADRADOS
ANALISIS DE
COEFICIENTE DE REGRESION-
) r2>0.9980 .
DETERMINACION MINIMOS
CUADRADOS
HINEALIDAD Y EL COEFICIENTE DE S
0p)= =2
RANGO ] CV (%)= X 100
COEFICIENTE DE | VARIACION DE LOS
VARIACION DE LOS | FACTORES RESPUESTA | X = yalor medio de
FACTORES DEBE SER < 5% PARA /|| resultados
RESPUESTA INDICAR LINEALIDAD S = desviacién
estandar
o o ECUACION DE LA
Correlacion lineal significativa
PENDIENTE RECTA

INFORMATIVO
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INTERCEPTO Y

Comprobaciéon que la recta pasa

ECUACION DE LA

TEST DE _
por el origen RECTA
PROPORCIONALID
a=0 INFORMATIVO
AD
REGRESION o ECUACION DE LA
Regresion lineal
LINEAL RECTA
HOMEGENIDAD DE
p (valor): > 0.05 TEST COCHRAN
VARIANZAS
HOMOCEDASTICID GRAFICA DE
Constante
AD RESIDUQOS
COMPARACION |No debe existir diferencia
PLACEBO estadistica significativa entre el
CARGADO Y valor medio del placebo cargado y | TEST DE STUDENT
ESTANDAR el estandar
. p (valor): >0.05
EL FACTOR
CONCENTRACION
NO INFLUYE EN LA | p (valor): >0.05 TEST DE COCHRAN

VARIABILIDAD DE
LOS RESULTADOS

RECOBRO O

97% - 103% de la cantidad de

Resultado = (ru/ rs) x (

EXACTITUD PORCENTAJE DE | principio activo adicionado en el
i Cs/ Cu) x 100
RECUPERACION | placebo.
REPETIBILIDAD Coeficiente de variacic S
oeficiente de variacién menor o on\= 2
DEL SISTEMAO | CV (%)= X 100
igual a 2.0%.
INSTRUMENTAL _
X _ .
REPETIBILIDAD | Coeficiente de variacion menor o | = - valor medio de
DEL METODO | igual a2.0% los resultados
PRECISION Coeficiente de variaciéon menor o S = desviacion
PRECISION.- estandar
o INTERMEDIA igual a 4.0%
- Repetibilidad _
L LOS ANALISIS EN
- Precision
. LABORATORIO
Intermedia
POR DIFERENTES
ANALISTAS NO
p (valor): >0.05 ANOVA
DEBEN TENER
EFECTO
ESTADISTICO
SIGNIFICATIVO
DETERMINACION
DE DIFERENCIAS
ROBUSTEZ p (valor): >0.05 TEST DE ANOVA

ESTADISTICAS
SIGNIFICATIVAS
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EVALUACION DE
LOS GRAFICOS
SUPERFICIE-
REPUESTA PARA
CONDICIONES
OPTIMAS

Zona Caliente
Zona Fria
Cimas

Valles

DISENO DE
CRIBADO

Factorial 2”4

ESTABILIDAD
DE LA
SOLUCION

ESTABILIDAD DE
LA MUESTRA

La diferencia absoluta de cada
condicion con respecto a la normal
no debe exceder el RSD < 20% de

la precisién del sistema.

CV (%)= % 100

X = valor medio de
los resultados
S= desviacion estandar

DEGRADACION

Identificacion de Degradantes y

) B Cualitativo
FORZADA sus tiempos de retencion
PRECISION DEL SST | RSD < 2%
FACTOR DE K> 1 SST
">
IDONEIDAD DEL CAPACIDAD SOFTWARE
SISTEMA - NUMEROS DE CLARITY
(SYSTEM 3 N > 2000
PLATOS TEORICOS SISTEMA
SUITABILITY p
FACTOR DE . . CROMATOGRAFICO
TEST) _ Asimetria < 2.0
ASIMETRIA HPLC
RESOLUCION Rs>2.0

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
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CAPITULO IV

4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1.  Desarrollo del método analitico

Se determinaron varios parametros fisicoquimicos especificados en el Anexo A, se
establecieron las condiciones de operacion (Tabla 1-4) y se evaluaron en las distintas pruebas de

validacion.

Tabla 1-4: Resultados de ensayo selectividad

Fase Estacionaria: Columna Lichrospher 100RP 8 S5pm
Flujo: 1.0 mL/min

Detector: 237 nm

Tiempo 10 minutos
Temperatura de la Columna 25°C

Volumen de Inyeccion 10 yL

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

Se evalu6 la incidencia de distintos factores como: temperatura de la columna, porcentaje del
organico y longitud de onda y como resultado se puede evidenciar que, el porcentaje de
organico es directamente proporcional al tiempo de retencién y a la absorbancia del pico; en las
primeras etapas del desarrollo analitico se experiment6 diferentes porcentajes de organico para

determinar el valor adecuado al cual se logra un tiempo de retencion y absorbancia 6ptima.

4.2. Validacion del método analitico

4.2.1. Selectividad

Tabla 2-4: Resultados del ensayo selectividad
CRITERIOS DE | PRINCIPIO ACTIVO | PARAMETRO (PORCENTAJE DE | DECISION

ACEPTACION DISCREPANCIA)
Area Tiempo
<5% Salicilato de Metilo 1.449 0.186 Cumple

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
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En la Tabla 2-4 se sefiala el porcentaje de discrepancia del salicilato de metilo, la finalidad de
esta prueba, es medir y evaluar los analitos de interés simultineamente o en diferentes
momentos (AEFI, 2001, pp. 39-134). Para el principio activo de interés se determind el porcentaje de
discrepancia de areas y tiempos de retencion, siendo 1.449% y 0,186% respectivamente. Los
datos analizados indican que no existe una interferencia significativa entre los componentes del
placebo y el principio activo, encontrandose dentro de los rangos establecidos. El porcentaje de
discrepancia de los tiempos de retencion son inferiores al 1% siendo 0,186% el valor obtenido,

no se considera critico para la prueba.

4.2.2. Linealidad y rango

Este ensayo determina una respuesta lineal en funcién a las concentraciones evaluadas del
salicilato de metilo. A su vez, se analizo la respuesta de las soluciones estandares y placebo
cargado a concentraciones de 70%, 85%, 100%, 115% y 130%. Los resultados se presentan en

la siguiente tabla:

Tabla 3-4: Resultados del analisis de linealidad del sistema del salicilato de metilo

Ensayo (Concentracion %) (AUC)

1 70 3826,49
70 3824,578
70 3820,214
85 4621,892

2 85 4623,392
85 4636,203
100 5458,9730

3 100 5459,053
100 5442 ,566
115 6259,969

4 115 6248,2780
115 6258,2810
130 7062,458

5 130 7064,764
130 7070,699

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

Tabla 4-4: Analisis de linealidad del método 1 (Placebo cargado) salicilato de metilo
Ensayo (Concentracion %) (AUC)

1 70 3730.818
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70 3739.575
70 3737.326
85 4517.059
2 85 4508.305
85 4499.977
100 5262.511
3 100 5289.244
100 5299.625
115 5986.192
4 115 6039.487
115 6046.481
130 6936.999
5 130 6868.814
130 6890.719

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

Tabla 5-4: Linealidad método 2 (Placebo cargado mas yodopovidona) salicilato de metilo

Ensayo (Concentracion %) (AUC)
1 70 3732.333
70 3712.285
70 3703.561
85 4473.217
2 85 4468.567
85 4479.037
100 5275.163
3 100 5284.110
100 5271.719
115 6042.089
4 115 6060.830
115 6048.589
130 6970.793
5 130 6965.066
130 6973.265

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

Los test estadisticos aplicados a los resultados del ensayo de linealidad de estandar y placebo
cargado son:

- Determinacion de la ecuacion de la recta.

- Representacion gréafica de la recta

- Coeficiente de correlacion y de determinacion

31



Analisis de varianza

Test de proporcionalidad

Comparacion de medias entre placebo cargado y estandar

Tabla 6-4: Resultados del analisis de Linealidad del sistema salicilato de metilo

CRITERIOS DE ACEPTACION

RESULTADO

SALICILATO DE METILO

DECISION

Coeficiente de analisis

r> 0,999

Estandar 0,999979
Placebo cargado
0,999493

Placebo cargado mas
yodopovidona
0,999365

Cumple

Coeficiente de

determinacion

rz>0,990

Estandar 1

Placebo cargado 0,999
Placebo cargado mas
yodopovidona

0,9987

Cumple

Coeficiente de varianza de

los factores respuesta

El coeficiente de
variacion de los
factores respuesta debe

ser =5%

Estandar 0,218094
Placebo cargado
0,219091

Placebo cargado mas
yodopovidona
0,223537

Cumple

Pendiente

Correlacion lineal

significativa b#0

Estandar

P(valor) 0,0000
Placebo cargado
P(valor) 0,0000
Placebo cargado mas
yodopovidona
P(valor) 0,0000

Cumple

Intercepto informativo

Comprobacidn que la
recta pasa por el origen
a=0

Estandar

P(valor) 0,0000
Placebo cargado
P(valor) 0,0000
Placebo cargado mas
yodopovidona
P(valor) 0,0000

Cumple

Limite de confianza

Estandar
Hipérbole superior
7070,7

Hipérbole inferior

Cumple

32




3820,21

Placebo cargado
Hipérbole superior
6973,27

Hipérbole inferior
3703,56

Placebo cargado mas
yodopovidona
Hipérbole superior
6937,0

Hipérbole inferior
3730,82

Regresion lineal

La regresion es
estadisticamente
representativa, la
pendiente es distinta de
0

Estandar

y =54,083x + 36,902
Placebo cargado

y =52,277x + 62,554
Placebo cargado mas
yodopovidona

y = 53,895x — 92,087

Cumple

Homogenidad de varianza

p (valor) > 0,05 Test de

Levens.

Estandar

0,1526

Placebo cargado
0,1882

Placebo cargado mas
yodopovidona
0,0489

Cumple

Homocedasticidad

Constante

No hay tendencias, las graficas
de residuos muestran una
distribucién aleatoria de los

puntos.

Cumple

El factor concentracion no
influye en la variabilidad de

los resultados

p(valor) > 0,05

Estandar

0,1526

Placebo cargado
0,1882

Placebo cargado mas
yodopovidona
0,0489

Cumple

Comparacion placebo
cargado vs estandar

Significativa entre el
valor medio del
placebo

cargado y el estandar
p(valor) > 0,05

Placebo cargado
0,735333

Placebo cargado mas
yodopovidona
0,71904

Cumple

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
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La Tabla 6-4, describe los resultados obtenidos a partir de los parametros de linealidad y rango,
se determind la ecuacién de la recta entre: placebo cargado vs nivel, placebo cargado maés
yodopovidona vs nivel y estandar vs nivel cuyos graficos se expresan como se muestra en el
Anexo D.

Los coeficiente de correlacion entre las muestras analizadas fueron: estandar r=0,999979
(linealidad del sistema), placebo cargado (linealidad del método 1) r= 0,999493 y para el
placebo cargado mas yodopovidona (linealidad del método 2) r=0,999365; estableciendo una
relacion lineal entre las variables concentracion y respuesta con una alta probabilidad.

La prueba de coeficiente de determinacion indica la variacion total de la variable respuesta, en
las muestras estudiadas, los valores obtenidos son: estandar (linealidad del sistema) r>= 1, para
el placebo cargado (linealidad del método 1) r>= 0,999 y para el placebo cargado mas
yodopovidona (linealidad del método 2) r?=0,999 dando como resultado el cumplimiento del

criterio de 72> 0,990.

El criterio de aceptacion para el coeficiente de variacion deber ser menor o igual al 5%, y los
valores fuera de este rango se consideran no lineales; todas las respuestas obtenidas estuvieron
dentro del rango menor a 5%, observandose un coeficiente de variacion entre 0,218094,
0,219091 y 0,223537 para el estandar, placebo cargado y placebo cargado méas yodopovidona
respectivamente, valores que se encuentran dentro del rango de aceptacion (AEFI, 2001, pp. 39-134).

Los siguientes criterios de evaluacion son la pendiente (b) e intercepto, en el punto de partida de
la estimacion de ordenadas, donde la sensibilidad del método va a depender del valor de la

pendiente, siendo esta directamente proporcional.

En el ensayo de linealidad los resultados para el principio activo como para el estandar, placebo

cargado y placebo cargado mas yodopovidona dan resultados estadisticamente diferentes a cero.

Se aplico la prueba de Levene para determinar la homogeneidad de la varianza. Esto nos
permitio determinar si el factor de concentracién tenia algin efecto sobre la variabilidad de los
resultados. Esto se aplicd tanto al placebo estandar y cargado como al placebo cargado con
yodopovidona y, por lo tanto, se consider6 aceptable si p(valor) 0,05, es decir, sin diferencias

significativas entre las desviaciones estandar, como se indica en el ANEXO C.
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La varianza residual (homocedasticidad) proporciona informacion sobre la validez del modelo,
y este parametro evalla la distribucion aleatoria de los puntos graficados en las gréficas de

residuos, no refleja tendencia, como se observa en el ANEXO D.

Finalmente, se compar6 las medias entre el estandar, placebo cargado y placebo cargado con
yodopovidona con la prueba de t-student, la cual nos ayud6 a determinar la diferencia
significativa entre las muestras; por lo que se considera aprobado cuando el p (valor) >0.05 de

confianza.

4.2.3. Exactitud

Tabla 7-4: Resultados del analisis de Exactitud del sistema salicilato de metilo

PARAMETRO CRITERIO DE SALICILATO DE DECISION
ACEPTACION METILO

PORCENTAJEDE | 97% al 103% de Ila

RECUPERACION cantidad de principio 97,12% Cumple

activo adicionado en el

placebo

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

En el ensayo de exactitud se determind el porcentaje de recuperacion del estdndar usando
placebo cargado a diferentes niveles (AEFI, 2001, pp. 39-134). La recuperaciéon determinada
para el salicilato de metilo fue de 97,12%. Como se detalla en la Tabla 7-4, el porcentaje de

recuperacion del salicilato de metilo se encuentra dentro del rango de aceptacion.

4.2.3.1. Precision

Tabla 8-4: Repetibilidad del sistema y método, precision intermedia del salicilato de metilo

PARAMETRO CRITERIO DE SALICILATO DE METILO DECISION
ACEPTACION

- . L,

LéJ Coeficiente de variacion menor

<o( o igual a 2% 0,2123 Cumple

a

=

2 s

0o

a5

X o
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0,6328
Coeficiente de variacion menor

o igual a 2% Cumple

REPETIBILIDAD DEL
METODO

Coeficiente de variacion menor 0,567 Cumple

o igual a 4%

Los analisis en laboratorio por 0,694671
diferentes analistas no deben
tener efecto estadistico Cumple
significativo

p (valor) : > 0,05 comparacion

de medias

PRECISION INTERMEDIA

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

Esta prueba analiza dos variables repetibilidad y precisién intermedia tanto del sistema como
del método en diferentes etapas dando como resultado de coeficiente de variacion un valor de
0,2123 y 0,6328 para el salicilato de metilo en el analisis de repetibilidad del sistema y del
método, esto fue para evaluar la variabilidad del método cuando se realizaron inyecciones
consecutivas en la misma muestra en diferentes condiciones operativas, y se evalud la

variabilidad entre las ejecuciones del operador y las diferentes fechas.

Los valores presentados en la Tabla 5-4 indican que el coeficiente de variacion para el salicilato

de metilo se encuentra dentro del rango establecido.
Estadisticamente, la diferencia media significativa entre los analistas A y B se evalu6 a partir

del valor p (>0,05) con un 95 % de confianza, como se muestra en el Apéndice B3, y se

determind que no habia una diferencia estadisticamente significativa entre los dos analistas.

4.2.3.2. Robustez

- Tiempo de retencion

Se evaluaron los factores temperatura de la columna, flujo, longitud de onda y compuesto

orgénico.
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- Salicilato de metilo

Diag rama de Pa'reto Estan'darizada para ASIM'ETRiA

[ Y
B:FLUJO  m—

AT COLUMNA

C:LONG DE ONDA

1 1 1 1 1 1 1

o
o
IS
o
[o)

1,2 1,6 2 2,4

Efecto estandarizado

llustracion 1-4: Diagrama de Pareto estandarizado para tiempo de retencion salicilato de metilo

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

Grafica de Efectos Principales para ASIMETRIA
1,4 -
1,36 [~ —
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1,32 —
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L
=
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T COLUMNA LONG DE ONDA
FLUJO COMP ORGANICO

llustracion 2-4: Efectos para el tiempo de retencion en influencia de salicilato de metilo

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

En la prueba de robustez se evalu6 el tiempo de retencion teniendo en cuenta factores como la
composicion del organico, flujo, longitud de onda y temperatura de la columna para el salicilato

de metilo.

Los resultados que se muestranenla figural-4 y 2-4, indica que no existen diferencias
significativas entre los parametros comparados, lo que significa que las variaciones de los
factores evaluados dentro del éarea de estudio no afectan significativamente los tiempos de
retencion
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Al evaluar el factor de composicién del organicoy flujo durante el tiempo de retencion de
salicilato de metilo, se encontrd que tiene un nivel de significancia por debajo del 5%; el gréafico
de efectos principales ilustracion 2-4 muestra una tendenca lineal que al aumenar los factores de
logitud de onda, composicion del 6rganico y las variables de temperatura no existe variacién en
el tiempo de retencion, sin embargo el flujo y el tiempo de retenciébn con directamente

proporcional.
La condiciones Optimas se determinaron para la composicion de orgéanico, flujo, longitud
de onda y temperatura de la columna de cromatografia de salicilato de metilo. El resultado es el

siguiente:

Tabla 9-4: Condiciones Optimas para minimizar el tiempo de retencion.

Factor Bajo Alto Optimo
T COLUMNA 23,0 27,0 23,0
FLUJO 0,8 1.2 0,8
LONG DE ONDA 235,0 239,0 239,0
COMP ORGANICO 55,0 65,0 55,0

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones

Malla de la superficie re&uesta estimada
C 1C0=60,0

P ORG

>
7
=
>

i
=328 kR38BT
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-

LONG DE ONDA
il

1,2

1,1

24 25 26 27 o,a°’9 FLUJO
T COLUMNA

lustracion 3-4: Superficie-respuesta estimada para tiempo de retencion de salicilato de metilo

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
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En la Tabla 9-4 se muestran las condiciones Optimas para minimizar el tiempo de retencién del
principio activo teniendo valores optimos de la composicion del organico, flujo, longitud de

onda y temperatura de la columna.
En el ilustracion 3-4 se comparan los factores evaluados en el disefio experimental para deducir
las condiciones optimas que disminuir el tiempo de retencién del salicilato de metilo; de color

azul se observa las zonas frias con condiciones optimas.

- Ndmero de platos teéricos

Diagrama de Pareto Estandarizada para PLATOS TEORICOS

D:COMP ORGANICO

AT COLUMNA

C:LONG DE ONDA

B:FLUJO

1 1 1 1 1 1

0,8 1,2 1,6 2 2,4
Efecto estandarizado

o}l
o
IS

llustracion 4-4: Diagrama de Pareto Estandarizado para platos tedricos de salicilato de metilo

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

Grafica de Efectos Principales para PLATOS TEORICOS
4000 [~ 7]
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T COLUMNA LONG DE ONDA
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llustracion 5-4: Efectos principales para platos teoricos en influencia de salicilato de metilo

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
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En la prueba de robustez se determind el nimero de platos teéricos para ello se usé la
composicién del érganico, temperatura, flujo y longitud de onda; teniendo como objetivo

maximar el nimero de platos tedricos del analito analizado.

Al evaluar la composicion del organico se mostraron valores de eficiencia de platos tedricos con
un nivel de significancia <5% con una variacion negativa; segun la ilustracion 4-4 al aumentar
la composicion del orgénico, temperatura y flujo disminuye el nimero de platos tedricos,

mientras que al aumentar la longitud de onda aumenta el nimero de platos tedricos.

Se determind las condiciones Optimas de los factores composicion de orgénico, temperatura,
longitud de onda y flujo. Los resultados se exponen a continuacion:

- Optimizacion de numero de platos tedricos

Tabla 10-4: Condiciones 6ptimas para minimizar el nimero de platos tedricos

Factor Bajo Alto Optimo
T COLUMNA 23,0 27,0 23,0
FLUJO 0,8 1,2 0,8
LONG DE ONDA 235,0 239,0 239,0
COMP ORGANICO 55,0 65,0 55,0

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

Maladelac% ecerl'e useo estimada

PLATOS TEORICO

239F b 319,0

238 J 369,0

2371 : .

238} 1 5 4900,0
] 1,2

235\ 1 1.1
23 24 -3 0

23 26 27 0,8 ? FLwso
T COLUMNA

LONG DE ONDA

llustracion 6-4: Superficie-respuesta estimada para tiempo de retencion de salicilato de metilo

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
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En la Tabla 10-4 se muestran las condiciones dptimas para minimizar el tiempo de retencion del
principio activo teniendo valores 6ptimos de la composicion del organico, flujo, longitud de

onda y temperatura de la columna.
En la ilustracion 6-4 se comparan los factores evaluados en el disefio experimental para
deducir las condiciones éptimas que aumentan la eficacia de platos tedricos del salicilato de

metilo; de color azul se observa las zonas frias con condiciones optimas.

- Resolucién

Diagrama de Pareto Estandarizada para T RETENCION
i  m—
D:COMP ORGANICO = -
B:FLUJO
AT COLUMNA .
C:LONG DE ONDA ‘
0 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado
llustracion 7-4: Diagrama de Pareto Estandarizado para nimero de platos tedricos
Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
Grafica de Efectos Principales para T RETENCION
6,6 [ =
6,1 - -
B 56 -
2
5,1 -
E \
— 4,6 —
4,1 -
3,6 & -
T COLUMNA LONG DE ONDA
FLUJO COMP ORGANICO

lustracion 8-4: Efectos principales para nimero de platos teoricos en influencia del salicilato

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
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Los resultados, que se muestran en las ilustraciones 7-4 a 8-4, demuestran que no existe una

diferencia estadisticamente significativa entre los pardmetros comparados para la resolucion

evaluada por el pico de salicilato de metilo. Ser estadisticamente significativo. Afecta la

resolucion de las sustancias activas.

- Optimizacion de la resolucion

Tabla 11-4: Condiciones 6ptimas para minimizar el nimero de platos tedricos

Factor Bajo Alto Optimo
T COLUMNA 23,0 27,0 23,0
FLUJO 0,8 1,2 0,8
LONG DE ONDA 235,0 239,0 239,0
COMP ORGANICO 55,0 65,0 55,0
Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones
Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
Malla de la s ie de respuesta estimada
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llustracion 9-4: Superficie-respuesta estimada para el tiempo de retencion

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

En la Tabla 11-4 se muestran las condiciones 6ptimas para minimizar el tiempo de retencion del

principio activo teniendo valores 6ptimos de la composicion del orgéanico, flujo, longitud de

onda y temperatura de la columna.

En la ilustracion 9-4 se comparan los factores evaluados en el disefio experimental para deducir

las condiciones dptimas que aumentan la resolucion del salicilato de metilo; de color azul se

observa las zonas frias con condiciones optimas.
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4.2.3.3. Estabilidad

Tabla 12-4: Resultados del analisis del pardmetro de estabilidad del sistema

% DIFERENCIA
ABSOLUTA (AUC)
CRITERIO DE
; CONDICIONES TIEMPO (HORAS)
ACEPTACION SALICILATO DE
METILO
La diferencia absoluta 0 0,057
de cada condicion con AMBIENTE 24 0,6372
respecto a la normal no 48 1,7378
debe exceder el RSD 0 0,2745
20% ) 24 1
L REFRIGERACION /6368
de la precision del
. 48 3,6073
sistema.

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

Estudios de estabilidad de la solucién realizados a las 0, 12 y 24 horas. La Tabla 9-4 detalla los
factores ambientales del método analitico y las tasas de degradacion de los ingredientes activos
evaluados a baja temperatura frente a condiciones de tiempo y temperatura ambiente.

Los estudios de estabilidad del principio operativo han demostrado que el RSD no se degrada en
mas del 20%, la tasa de descomposicion del RSD es baja y se puede considerar estable con la
temperatura y el tiempo.

4.2.3.4. Idoneidad del sistema

Tabla 13-4: Resultados del andlisis del parametro de idoneidad del sistema

CRITERIOS DE ACEPTACION SALICILATO DE METILO
PRECISION DEL SST RSD < 2% 0,2123 %
FACTOR DE CAPACIDAD TIEMPO DE RETENCION 4,559 min
NUMERO DE PLATOS N > 1000 4292,960
TEORICOS
FACTOR DE ASIMETRIA ASIMETRIA 1,178

Fuente: Departamento de 1+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

La Tabla 10-4 presenta los resultados de los estudios de idoneidad del sistema, demostrando que

el sistema de cromatografia es suficiente para cumplir con las determinaciones establecidas.
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Se definieron criterios como la precision de SST para evaluar esta prueba. Evalud los cambios

en los datos después de mdltiples inyecciones consecutivas de la misma muestra y notd una
(AEFI, 2001, pp. 39-134).

Un valor de 4559 (minutos) para un factor de capacidad centrado en evaluar la retencion de
muestras. Dado que este valor es superior a 1 minuto, la selectividad del método no se ve

afectada.

Se obtuvo un valor de 4.292.960 para el nimero de platos teéricos. Esto demuestra que se
respetan los limites establecidos ademas de las buenas condiciones de operacién de las

columnas cromatograficas y las condiciones cromatograficas para el analisis.

4.2.3.5. Incertidumbre de la medicion

En el andlisis de incertidumbre, confirme que las fuentes de errores en el analisis se evallan de
acuerdo con las 6M de Ishikawa, Mano de obra, Medio ambiente, Maquinaria, Materiales,
Métodos y Materias primas, y la suma de los elementos individuales de incertidumbre.
Obtenemos una incertidumbre expandida combinada, que permite una mejor evaluacién de la
influencia de los factores antes mencionados en . Ademas, se determiné qué factores influyen en

el grado de incertidumbre.

Tabla 14-4: Resultados de la incertidumbre de la medicion para salicilato de metilo

PARAMETRO PRINCIPIO ACTIVO

SALICILATO DE METILO

Incertidumbre combinada u=
1.34E-02

Incertidumbre expandida U=ku
2.68E-02

Fuente: Departamento de I+D+i & Departamento de Validaciones

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.
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llustracion 10-4: Fuentes de incertidumbre para salicilato de metilo

Realizado por: Landa, Yajaira; Oleas, Tatiana, 2023.

La ilustracién 10-4 muestra que el trabajo es la mayor fuente de error. Esto significa que es
probable que los analistas experimenten una mayor incertidumbre al pesar, diluir y cuantificar.
Las maquinas y los equipos son fuentes tipicas de error en los procesos de fabricacion, que en
Gltima instancia conducen a una completa incertidumbre, pero no representan valores elevados

como la mano de obra, la controlabilidad y la minimizacion.
4.2.3.6. Limite de deteccidn y limite de cuantificacién
Los limites de deteccion y los limites de cuantificacién se evallan en las Tablas 8-4 y cumplen

los criterios de aceptacion de 3-10 desviaciones estandar por encima de los valores de ruido de

las sustancias activas evaluadas.
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CONCLUSIONES

- Se desarroll6 y validé un método analitico selectivo, especifico, lineal, exacto, preciso y
estable para determinar salicilato de metilo en una forma farmacéutica spray en el Laboratorio
Neofarmaco del Ecuador Cia. Ltda.

- Se desarrollé un método analitico para determinar salicilato de metilo, al modificar factores
como flujo, temperatura, porcentaje de orgéanico y longitud de onda logrando mejorar los
parametros cromatograficos como tiempo de retencion, eficacia de platos tedricos y resolucion,

siendo capaz de cunatificar y diferenciar eficientemente el salicilato de metilo en el spray.

- Se evaluo los parametros de selectividad con un porcentaje de discrepancia de 1,449 para
las areas y 0,186 para los tiempos de retencion evaluados en el estandar demostrando que el
método es especifico; lineal con un r2=1 para estandar, 0,999 placebo cargado y 0,9987 placebo
cargado mas yodopovidona a niveles del 70 al 130%, sensible con una pendiente de 54,083 para
estandar, 52,277 para placebo cargado y 53,895 para placebo cargado mas yodopovidona,
preciso con una recuperacion del 97,12 %, los parametros cromatogréaficos solidos en el espacio
de disefio evaluados con factores como la longitud de onda, la temperatura, el porcentaje de
compuestos organicos y el caudal se pueden cuantificar a 10 desviaciones estandar del ruido en

la parte inferior del detector.

- Demostrar que el método desarrollado cumple con los parametros de validacion USP Tipo
1.Se demostr6 mediante resultados que el método analitico desarrollado cumple con los
parametros de validacién establecidos, por lo tanto dicho método sera transferido al

departamento de control de calidad de la empresa para el analisis rutinario.
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RECOMENDACIONES

- Se recomienda que para las diluciones se tome una alicuota que tenga el 50% de la

capacidad de la punta de la pipeta automatica.
- Si el andlisis no se puede realizar el mismo dia que la preparacién de la muestra, las
muestras deben almacenarse en el refrigerador hasta 48 horas en el ambiente sin mas del 20 %

de degradacion.

- Recomendar la transferencia de tecnologia al departamento de control de calidad para que
el método desarrollado y probado pueda ser aplicado al control regular de la empresa.

- Utilizar material calibrado con el fin de evitar errores en el andlisis de resultados.

- Realizar correctamente los aforos para evitar diferencia significativa en los resultados.
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ANEXOS

ANEXO A: DESARROLLO DEL METODO

PRINCIPIO ACTIVO

SALICILATO DE METILO

0 OH
0
b,
Salicilato de metilo

LogP 2.55
Aspecto Liquido aceitoso de amarillo a rojo o incoloro.
Olor Olor caracteristico de la gaulina
Punto de fusion 222°C,
Punto de ebullicion -8,6 °C, 432 °F a 760 mm Hg
Solubilidad en agua, g/100ml a 20°C 0.07
Densidad relativa 1,174 g/cm3 a 25 °C
Presion de vapor, Pa a 20°C 6
Densidad relativa de vapor (aire = 1) 5.24

Punto de inflamacién:

96°C copa cerrada

Temperatura de autoignicion

451°C

Estabilidad/Vida util

Sensible a la luz y al calor

Calor de combustion

-902,2 kcal/mol a 25 °C

Calor de vaporizacién

11.155 kcal/mol

Tension superficial

44,2 dinas/cm a -19,8 °C; 19,8 dinas/cm a 212,2
°C

indice de refraccion 1.534-1.538
Enlaces de hidrogenos aceptores 1

Enlaces de hidrdgenos receptores 3

Masa exacta 152.047344113
Masa monoisotdpica 152.047344113




ANEXO B: LINEALIDAD

Salicilato de metilo Sistema

7800

6800 [~ 1
8 - <4
2 5800 [ ]

4800 C 7]

3800 [ 1 1 1 1 1 1
70 80 90 100 110 120 130
Consentracion %

Salicilato de metilo Sistema Método 1

7700 F T T T T _]
6700

5700

AUCM1

4700

3700 [F§
70 80 90 100 110 120 130
Concentracion%M1

Salicilato de metilo Sistema Método 2

7700
6700

5700

AUCM2

4700 T

3700 ) | | | 1 1
70 80 90 100 110 120 130
Concentracion%M2




ANEXO C: PRECISION INTERMEDIA

- Salicilato de metilo
Regresién simple Estandar vs nivel

Coeficientes

Parametro Minimos Cuadrados |Estandar Estadistico |Valor-P
Estimado Error T

Intercepto 202806, 58915,4 3,44232 0,0044

Pendiente 2943,91 5,22083 563,879 0,0000

Analisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F Valor-P
Modelo 2,35841E15 1 |[2,35841E15 317959,08 0,0000
Residuo 9,64256E10 13 |7,41735E9

Total (Corr.) 2,35851E15 14

Coeficiente de Correlacién = 0,99998
R-cuadrada = 99,9959 pociento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99,9956 porciento

Error estandar del est. = 86124,1
Error absoluto medio = 63752,8
Estadistico Durbin-Watson = 1,39178 (P=0,0590)
Autocorrelacién de residuos en retraso 1 = 0,294286

8 -
z 5800 1

6800

4800 1

3800

Plot of Fitted Model
AUC = 36,902 + 54,0832*Concentracion% Teorico

7800 [ ' '

70 80 90

100
Concentracion% Teorico

110 120

130




Residuos Atipicos

Fila (X Y Predicciones |Residuos Residuos
Y Estudentizados
7 100,0 5458,97 5445,22 13,7557 2,01
8 100,0 5459,05 5445,22 13,8357 2,02
Residual Plot
AUC = 36,902 + 54,0832*Concentracion% Teorico
25 -_| T T T T T_]
_ 15F .
= C
S i
@ [ o
2 o5 a a o]
3 i 2
% _0'5 -_ a a _ a n
= I o
7 r
15 5 o .
-2,5 -_| 1 1 1 1 171
0 3 6 9 12 15

row number

ANOVA simple Estandar combinado vs nivel

NUmero de observaciones: 15

NUmero de niveles: 5

Plot of AUC vs Concentracion% Teorico
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= 5800 -
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3800 ¢

70
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Concentracion% Teorico




Resumen Estadistico para AUC

Contar 15
Promedio 5445,22
Desviacion estandar 1187,57
Coeficiente de variacion 21,8094%
Minimo 3820,21
Maximo 7070,7
Rango 3250,48
Sesgo Estandarizado -0,00461938
Curtosis Estandarizada -1,055
Graphical ANOVA for AUC
Concentracion% Teorico Q9 85 190 115 130 P = 0,0000
Residuals | L L ) )
-3200 -1200 800 2800 4800
Tabla ANOVA para AUC por NIVEL
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-
P
Modelo 1,9744E7 4 |4,93601E6 111370,27 0,0000
Residuo 443,207 10 (44,3207
Total (Corr.) |1,97445E7 14




Box-and-Whisker Plot

70 1
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§ 85 H
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.gloo H
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130 |
3800 4800 5800 6800 7800
AUC
Verificacion de Varianza
Prueba Valor-P
Levene's 2,12196 0,1526
Regresion simple Placebo cargado 1 vs nivel
Coeficientes
Parametro Minimos Cuadrados [Estandar Estadistico |Valor-P
Estimado Error T
Intercepto -92,0866 54,4952 -1,68981 0,1149
Pendiente 53,8946 0,53309 101,099 0,0000
Analisis de Varianza
Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados
Modelo 1,96062E7 1 |[1,96062E7 10220,92 0,0000
Residuo 24937,2 13 (1918,25
Total (Corr.) 1,96312E7 14

Coeficiente de Correlacion = 0,999365

R-cuadrada = 99,873 pociento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99,8632 porciento
Error estandar del est. = 43,7978

Error absoluto medio = 36,4071



Estadistico Durbin-Watson = 0,701457 (P=0,0005)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0,525561

Plot of Fitted Model
AUC_Metodol = sqrt(172733 + 2779,39*Concentacion% M1/ 2)
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70 80 90 100 110 120 130
Concentacion% M1
Residuos Atipicos
Fila |X Y Predicciones |Residuos Residuos
Y Estudentizados
10 115,0 |5986,19 6074,36 -88,165 -3,21
13 130,0 [6937,0 6858,51 78,4939 2,90




Residual Plot
AUCM1 = 62,5544 + 52,2765*Concentracion%M1
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ANOVA simple Placebo cargado 1 vs nivel
NUmero de observaciones: 15
Ndmero de niveles: 5

Scatterplot by Level Code
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Resumen Estadistico para AUCM1

Contar 15
Promedio 5290,21
Desviacién estandar 1148,46
Coeficiente de variacion 21,7091%




Minimo 3730,82
Maximo 6937,0
Rango 3206,18
Sesgo Estandarizado 0,0852802

Graphical ANOVA for AUCM1

Concentracion%M1 [&

85 100 135 130

P= 0,0000
Residuals [ | | | |
-3100 -1100 900 2900 4900
Tabla ANOVA para AUCML1 por NIVEL

Fuente Suma de Cuadrados (Gl |Cuadrado Medio Razéon-F |Valor-P
Modelo 1,84599E7 4 |4,61496E6 8362,13 0,0000
Residuo 5518,88 10 |551,888
Total (Corr.) 1,84654E7 14




Box-and-Whisker Plot
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AUCM1

Verificacion de Varianza

Prueba Valor-P
Levene's 3,50893 0,0489
Comparacion de medias Estandar combinado vs Placebo cargado 1
Resumen Estadistico

AUC AUC PLACEBO
CARGADO 1

Recuento 15 15
Promedio 5445,22 5290,21
Desviacion Estandar 1187,57 1148,46
Coeficiente de Variacion 21,8094% 21,7091%
Minimo 3820,21 3730,82
Méximo 7070,7 6937,0
Rango 3250,48 3206,18
Sesgo Estandarizado -0,00461938 0,0852802
Curtosis Estandarizada -1,055 -1,00055




Density Traces

(X 0,0001)
3F

2,5F

2k

15F

density

1f

0,5F

Quantile Plot

6700

7700

0,6 -

proportion

0,4

0,2 C

0y 1 1

3700 4700 5700

Comparacion de Medias

6700

7700

Variables
— AUC
— AUC METODO1

Variables
— AUC
— AUC METODO1

Intervalos de confianza del 95,0% para la media de AUC: 5445,22 +/- 657,655 [4787,56;

6102,87]

Intervalos de confianza del 95,0% para la media de AUC METODO 1: 5290,21 +/- 635,996

[4654,21; 5926,2]

Intervalos de confianza del 95,0% intervalo de confianza para la diferencia de medias
suponiendo varianzas iguales: 155,009 +/- 873,766 [-718,757; 1028,77]

Prueba t para comparar medias

Hipotesis nula: medial = media2
Hipotesis Alt.: medial <> media2

suponiendo varianzas iguales: t = 0,363394 P-value = 0,71904

No se rechaza la hip6tesis nula para alfa = 0,05




Regresidn simple Placebo cargado 2 vs nivel
Coeficientes

Parametro Minimos Cuadrados |Estandar Estadistico |Valor-P
Estimado Error T

Intercepto 172733, 318364, 0,542564 0,5966

Pendiente 2779,39 28,212 98,5178 0,0000

Analisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Modelo 2,10217E15 1 |[2,10217E15 9705,75 0,0000
Residuo 2,81568E12 13 |(2,16591E11

Total (Corr.) |2,10499E15 14

Coeficiente de Correlacién = 0,999331

R-cuadrada = 99,8662 pociento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99,8559 porciento
Error estandar del est. = 43,7978,

Error absoluto medio = 292957,

Estadistico Durbin-Watson = 1,72911 (P=0,1971)
Autocorrelacién de residuos en retraso 1 = 0,112325

Plot of Fitted Model
AUC_METODO2 = -92,0866 + 53,8946*Concentracion% M2
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Residuos Atipicos

Fila |X|Y [Predicciones |Residuos Residuos
Y Estudentizados




El modelo no presenta datos atipicos

Residual Plot
AUCM2 = -92,0866 + 53,8946*Concentracion%M2
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Resumen Estadistico para AUC

Contar 15
Promedio 5297,37
Desviacion estandar 1184,16
Coeficiente de variacion 22,3537%
Minimo 3703,56
Maximo 6973,27
Rango 3269,7
Sesgo Estandarizado 0,13902
Curtosis Estandarizada -1,01024
Graphical ANOVA for AUCM2
Concentracion%M2 9 & 190 145 130 P= 0,0000
Residuals [, A A L L
-3100 -1100 900 2900 4900
Tabla ANOVA para AUCM2 por NIVEL
Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Cuadrados

Modelo 1,96304E7 4 |4,9076E6 62229,93 0,0000

Residuo |788,624 10 (78,8624

Total 1,96312E7 14

(Corr.)




Box-and-Whisker Plot

ol

85

100

Concentracion%M2

130

3700

Verificacion de Varinza

4700

5700
AUCM2

6700 7700

Prueba

Valor-P

Levene's 1,8938

0,1882

Comparacion de medias Estandar combinado vs Placebo cargado 2

AUC

frequency
o
T

Resumen Estadistico

5500 6500 7500
AUC METODO 2

AUC

AUC PLACEBO
CARGADO 1

Recuento

15

15

Promedio

5445,22

5297,37




Desviacion Estandar 1187,57 1184,16
Coeficiente de Variacion 21,8094% 22,3537%
Minimo 3820,21 3703,56
Maximo 7070,7 6973,27
Rango 3250,48 3269,7
Sesgo Estandarizado -0,00461938 0,13902
Curtosis Estandarizada -1,055 -1,01024

Density Traces

(X 0,0001) __ . . . .
3 - | Variables
. 1|— Auc
25k 4 [=— AUC METODO 2
2t .
>
2915k .
(0]
© N ]
1F 5
05F .
0 -_I 1 1 1 I_-
3700 4700 5700 6700 7700

Comparacion de Medias

Intervalos de confianza del 95,0% para la media de AUC: 5445,22 +/- 657,655 [4787,56;
6102,87]

Intervalos de confianza del 95,0% para la media de AUC METODO 2: 5297,37 +/- 655,766
[4641,61; 5953,14]

Intervalos de confianza del 95,0% intervalo de confianza para la diferencia de medias
suponiendo varianzas iguales: 147,842 +/- 886,996 [-739,153; 1034,84]

Prueba t para comparar medias

Hipotesis nula: medial = media2

Hipotesis Alt.: medial <> media2

suponiendo varianzas iguales: t = 0,341425 P-value = 0,735333
No se rechaza la hip6tesis nula para alfa = 0,05






ANEXO D: PRECISION INTERMEDIA

- Salicilato de Metilo

Comparacion de Dos Muestras - analista 1 & analista 2

Muestra 1; AUCAnalistal

Muestra 2: ConcentracionA2

Muestra 1: 24 valores en el rango de 5173,75 to 5948,53
Muestra 2: 24 valores en el rango de 5202,59 to 5823,42

AUCAnalistal

10F

frequency
N
———

N
T

10 &y

5100

Resumen Estadistico

5300 5500

5700 5900 6100

ConcentracionA2

AUCAnalistal ConcentracionA2
Recuento 24 24
Promedio 5461,11 5430,13
Desviacion Estandar 305,871 232,606
Coeficiente de Variacién 5,60089% 4,28361%
Minimo 5173,75 5202,59
Maximo 5948,53 5823,42
Rango 774,78 620,83
Sesgo Estandarizado 1,56888 1,97923
Curtosis Estandarizada -1,09651 -0,739344




Density Traces

(X 0,0001)

24 ' ' ' ' ‘4| Variables
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Comparacion de Medias

Intervalos de confianza del 95,0% para la media de AUCAnalistal: 5461,11 +/- 129,158
[5331,95; 5590,27]

Intervalos de confianza del 95,0% para la media de ConcentracionA2: 5430,13 +/- 98,2209
[5331,91; 5528,35]

Intervalos de confianza del 95,0% intervalo de confianza para la diferencia de medias
suponiendo varianzas iguales: 30,9829 +/- 157,889 [-126,906; 188,872]

Prueba t para comparar medias

Hipotesis nula: medial = media2

Hipotesis Alt.: medial <> media2

suponiendo varianzas iguales: t = 0,394996 P-value =0,694671
No se rechaza la hip6tesis nula para alfa = 0,05



Quantile Plot

1r - | Variables
[ 1|— AUCAnalistal
F — ConcentracionA2
0,8 i
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Box-and-Whisker Plot

AUCAnalistal l— o 4'

ConcentracionA2 l— o 4|

5100 5300 5500 5700 5900 6100

Comparacion de Desviaciones Estandar

AUCAnalistal ConcentracionA2
Desviacion Estandar 305,871 232,606
Varinza 93556,9 54105,4
Gl 23 23

Razén de Varianzas= 1,72916

Intervalos de confianza del 95,0%



Desviacion Estandar de AUCAnalistal: [237,727; 429,063]
Desviacion Estandar de ConcentracionA2: [180,784; 326,29]
Razones de Varianzas: [0,748023; 3,9972]

Prueba-F para comparar Desviaciones Estandar
Hipétesis Nula: sigmal = sigma2
Hipotesis Alt.: sigmal <> sigma2
F=1,72916 P-value =0,196669
No se rechaza la hip6tesis nula para alfa = 0,05.

Quantile-Quantile Plot

6100

5900

5700 B

5500

ConcentracionA2

5300

5100 1 1 1 1
5100 5300 5500 5700 5900 6100
AUCAnalistal

Comparacion de Medianas
Mediana de muestra 1: 5302,87
Mediana de muestra 2: 5350,47

Prueba W de Mann-Whitney (Wilcoxon) para comparar medianas
Hipotesis Nula: medianal = mediana2
Hipdtesis Alt.: medianal <> mediana2

Rango Promedio de muestra 1: 23,6667
Rango Promedio de muestra 2: 25,3333

W = 405,0 valor-P = 0,687619
Se rechaza la hip6tesis nula para alfa = 0,05.



ANEXO E: REPETIBLIDAD

. CRITERIO DE TRATAMIENTO
PARAMETRO ACEPTACION ESTADISTICO
REPETIBILIDAD | Coeficiente de
DEL SISTEMA O | variacion menor o igual S
INSTRUMENTAL | a2.0%. CV (%)= 3+ 100
REPETIBILIDAD S:ﬁ;g';:t;enor . igu(ij X = valor medio de
DEL METODO los resultados
2 2'0%. S =  desviacion
PRECISION. - PRECISION S:ﬁ;';'s:t;enor . igu(:j estandar
-Repetibilidad INTERMEDIA
- Precisiéon ~ a4.0%
Intermedia LOS ANALISIS EN
LABORATORIO
POR DIFERENTES
gﬁééﬁi@igs p (valor): >0.05 ANOVA
EFECTO
ESTADISTICO
SIGNIFICATIVO
SALISATO DE METILO ESTANDAR
Recuento 6
Promedio 5401.66
Desviacion Estandar 11.4693
Coeficiente de Variacion 0.212328%
Minimo 5385.61
Maximo 5418.11
Rango 32.506
Sesgo Estandarizado 0.0564828
Curtosis Estandarizada -0.208914







Normal Probability Plot
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AUC_PRE_EST

SALISATO DE METILO PLACEBO CARGADO

Recuento 6
Promedio 6834.29
Desviacion Estandar 372.396
Coeficiente de Variacién 5.44894%
Minimo 6075.23
Maximo 7020.72
Rango 945.489
Sesgo Estandarizado -2.43347
Curtosis Estandarizada 2.97013

n:6
Mean:5401.66
Sigma:11.4693
W:0.977151
P:0.9366







Quantile Plot
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SALISATO DE METILO INTERMEDIA
Resumen estadistico de AL AUC_SIST

Recuento 6
Promedio 5939.58
Desviacion Estandar 11.6148
Coeficiente de Variacion 0.195549%
Minimo 5917.09
Maximo 5948.53




Rango 31.448
Sesgo Estandarizado -1.91521
Curtosis Estandarizada 2.02531

Resumen estadistico de B1_AUC_SIST

Recuento 6
Promedio 5810.58
Desviacion Estandar 13.069
Coeficiente de Variacion 0.224918%
Minimo 5790.5
Maximo 5823.42
Rango 32.917
Sesgo Estandarizado -0.639669
Curtosis Estandarizada -0.545424

Resumen estadistico de A2 AUC_SIST

Recuento 6
Promedio 5474.58
Desviacion Estandar 92.3764
Coeficiente de Variacion 1.68737%
Minimo 5352.82
Maximo 5549.66
Rango 196.84
Sesgo Estandarizado -0.893444
Curtosis Estandarizada -0.935694

Resumen estadistico de B2_ AUC_SIST

Recuento 6
Promedio 5389.05
Desviacion Estandar 9.19507
Coeficiente de Variacién 0.170625%
Minimo 5377.41
Maéaximo 5398.88
Rango 21.472
Sesgo Estandarizado -0.13374
Curtosis Estandarizada -1.04911

Resumen estadistico de AL AUC_MET

Recuento 6
Promedio 5238.5
Desviacion Estandar 9.91485
Coeficiente de Variacién 0.189269%
Minimo 5222.65
Maximo 5252.92
Rango 30.268




Sesgo Estandarizado

-0.261776

Curtosis Estandarizada

0.752493

Resumen estadistico de Bl AUC_MET

Recuento 6
Promedio 5263.29
Desviacion Estandar 32.8294
Coeficiente de Variacion 0.623743%
Minimo 5219.61
Maximo 5300.47
Rango 80.859
Sesgo Estandarizado -0.178264
Curtosis Estandarizada -1.05585

Resumen estadistico de A2 AUC_MET

Recuento 6
Promedio 5191.78
Desviacion Estandar 11.8063
Coeficiente de Variacion 0.227404%
Minimo 5173.75
Maximo 5209.76
Rango 36.011
Sesgo Estandarizado -0.0120816
Curtosis Estandarizada 0.679757

Resumen estadistico de B2 AUC_MET

Recuento 6
Promedio 5257.59
Desviacion Estandar 52.0216
Coeficiente de Variacion 0.989457%
Minimo 5202.59
Maximo 5323.52
Rango 120.928
Sesgo Estandarizado 0.150118
Curtosis Estandarizada -1.32159
ANALISTA A

Resumen estadistico de MET_INT_A
Recuento 24
Promedio 5461.11
Desviacion Estandar 305.87
Coeficiente de Variacién 5.60087%
Minimo 5173.75
Maximo 5948.53
Rango 774.788




Sesgo Estandarizado 1.56888
Curtosis Estandarizada -1.09651
ANALISTAB
Resumen estadistico de MET_INT_B
Recuento 24
Promedio 5430.13
Desviacion Estandar 232.605
Coeficiente de Variacion 4.28361%
Minimo 5202.59
Méaximo 5823.42
Rango 620.826
Sesgo Estandarizado 1.97924
Curtosis Estandarizada -0.73934
ANOVA
Resumen estadistico
Count  |Average Standard deviation
MET_INTERMEDIA_A 24 5461.11 305.87
MET_INTERMEDIA_B 24 5430.13 232.605
Total 48 5445.62 269.268
Coeff. of variation ~ |Minimum [Maximum |Range
MET_INTERMEDIA_A 5.60087% 5173.75 5948.53 774.788
MET_INTERMEDIA_B 4.28361% 5202.59 5823.42 620.826
Total 4.94466% 5173.75 5948.53 774.788

Stnd. skewness Stnd. kurtosis
MET_INTERMEDIA_A 1.56888 -1.09651
MET_INTERMEDIA_B 1.97924 -0.73934
Total 2.50248 -1.14435
The StatAdvisor
ANOVA Table
Source Sum of Squares |Df |Mean Square [F-Ratio |P-Value
Between groups 11518.7 1 11518.7 0.16 0.6947
Within groups 3.39622E6 46 |73830.8
Total (Corr.) 3.40773E6 47




ANEXO F: INCERTIDUMBRE

Gréfico de Pareto con frecuencias acumuladas

Class Label Rank [Count [Weight [Weighted Cum. |Percent |Cum.
Score Score Percent
MANO DE OBRA |1 97.7206 |1 97.7206 97.7206 (97.11 |97.11
MATERIAL 2 2.6213 |1 2.6213 100.342 (2.60 99.71
MAQUINARIA 3 0.2889 |1 0.2889 100.631 |0.29 100.00
Total 100.631 100.631
Pareto Chart for PORCENTAJE2
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ANEXO G: ROBUSTEZ

- Asimetria

Diag rama de Pa'reto Estaqdarizada para ASIM'ETRiA
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Malla de la superficie re&uesta estimada
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- NUmero de platos tedricos

Diagrama de Pareto Estandarizada para PLATOS TEORICOS
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Grafica de Efectos Principales para PLATOS TEORICOS
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- Tiempo de retencion

Diagrama de Pareto Estandarizada para T RETENCION
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Factor Bajo  |Alto Optimo
T COLUMNA 23,0 27,0 23,0
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