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RESUMEN

La seguridad microbioldgica de los productos parenterales es fundamental para garantizar su inocuidad, debido a
que las endotoxinas bacterianas representan un riesgo critico para la salud. Estas toxinas, componentes de la
membrana externa de bacterias Gram negativas, pueden causar fiebre, shock séptico o la muerte, y no siempre
son eliminadas por procesos de esterilizacion convencionales. Con el fin de verificar la calidad del insumo “Agua
Estéril para Inyecciéon” producido por Laboratorios EDO S.A.S., se evalud la presencia de posibles factores de
interferencia en la deteccion de endotoxinas mediante la técnica Gel-Clot descrita en la USP <85>, utilizando
reactivo LAL y controles positivos y negativos. Los resultados demostraron ausencia de endotoxinas y confirmaron
que no existieron efectos inhibitorios ni potenciadores que afectaran la sensibilidad del ensayo. Se concluye que
el agua analizada cumple con las especificaciones farmacopéicas y es apta para la fabricacién de medicamentos
estériles, respaldando las buenas practicas de manufactura.
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EVALUATION OF THE PRESENCE OF INTERFERING FACTORS IN STERILE WATER FOR INJECTION
USING THE GEL-CLOT TECHNIQUE AT LABORATORIOS EDO S.A.S.

ABSTRACT

The microbiological safety of parenteral products is essential to ensure their safety, as bacterial endotoxins pose
a critical health risk. These toxins, components of the outer membrane of Gram-negative bacteria, can cause fever,
septic shock, or death, and are not always eliminated by conventional sterilization processes. In order to verify the
quality of the “Sterile Water for Injection” produced by Laboratorios EDO S.A.S., the presence of possible
interference factors in the detection of endotoxins was evaluated using the Gel-Clot technique described in USP
<85>, using LAL reagent and positive and negative controls. The results demonstrated the absence of endotoxins
and confirmed that there were no inhibitory or enhancing effects that affected the sensitivity of the assay. It is
concluded that the analyzed water complies with pharmacopoeial specifications and is suitable for the manufacture
of sterile drugs, supporting good manufacturing practices.

Keywords: Endotoxins, Gel-Clot, interference factors, sterile water, lipopolysaccharides.
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1. INTRODUCCION

La industria farmacéutica veterinaria enfrenta desafios criticos en el aseguramiento de la calidad y seguridad de
sus productos parenterales, particularmente en la deteccion de endotoxinas bacterianas. Las endotoxinas,
también conocidas como lipopolisacaridos (LPS), son componentes estructurales de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas que representan una amenaza significativa para la salud animal, ya que pueden
desencadenar respuestas pirogénicas graves, shock séptico e incluso la muerte [2], [3], aun cuando el producto
esté libre de microorganismos viables. Aunque los procesos de esterilizacion eliminen eficazmente las bacterias,
los fragmentos de endotoxinas liberados permanecen estables y conservan su actividad biolégica, haciendo que
la deteccion de endotoxinas sea un requisito fundamental en la fabricacion de productos farmacéuticos estériles[1],
[4].

La relevancia de este control no es uUnicamente tedrica; existen antecedentes documentados que ilustran las
consecuencias del uso de insumos contaminados. En 1996, dos incidentes separados en Brasil causaron la
muerte de 35 recién nacidos y 33 lactantes, luego de que se utilizara agua destilada contaminada con endotoxinas
para la dilucién de medicamentos intravenosos[5]. Aunque este evento se registré en pacientes humanos y no
existen reportes similares en animales, evidencia de forma contundente que la presencia de endotoxinas en
matrices destinadas a uso parenteral constituye un riesgo critico que puede comprometer la vida. Esta situacién
subraya la importancia de implementar métodos confiables para su deteccion y control, incluso en matrices
aparentemente simples como el agua estéril para inyeccion.

El agua estéril para inyeccién constituye un componente critico en la produccién farmacéutica, sirviendo como
vehiculo o diluyente para numerosos medicamentos parenterales [3], [4], [6]. Las normativas internacionales, como
la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) [1] y las regulaciones nacionales del Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) [7], establecen limites especificos para la concentracién de endotoxinas en estos productos,
que varian segun su aplicacion clinica: 0.5UE/mL para dispositivos en contacto con el sistema cardiovascular,
0.06UE/mL para contacto con liquido cefalorraquideo, y limites aun mas restrictivos para aplicaciones
intraoculares [8], [9]. La técnica de coagulacion Gel-Clot, basada en el lisado de amebocitos del cangrejo herradura
(Limulus polyphemus) [10], ha sido establecida como el método de referencia para la deteccién de endotoxinas
bacterianas desde la década de 1970. Este método semicuantitativo aprovecha la capacidad de las endotoxinas
para activar una cascada enziméatica en los amebocitos de la sangre del cangrejo herradura [10], que produce la
formacién de un coagulo visible, permitiendo la deteccidon de concentraciones tan bajas como 0.01-0.03 UE/mL
[11, [4], [8]- Su robustez y reproducibilidad lo han posicionado como el "gold standard" [8] en las farmacopeas
internacionales, manteniendo su relevancia frente a métodos alternativos mas recientes como las técnicas
cromogénicas y turbidimétricas.

Sin embargo, la aplicacion efectiva de la técnica Gel-Clot enfrenta desafios significativos relacionados con la
presencia de factores de interferencia en las muestras. Estos factores pueden causar inhibicién de la reaccion,
generando falsos negativos que comprometen la seguridad del producto, o la potenciaciéon de ésta, dando lugar a
falsos positivos que conllevan a rechazos innecesarios del producto. La naturaleza de estos factores de
interferencia es diversa e incluye variaciones de pH, presencia de cationes divalentes, conservantes, excipientes,
emulsionantes, y condiciones especificas de procesamiento y almacenamiento. La literatura cientifica ha
documentado extensamente la importancia de la validacién de métodos para la deteccion de endotoxinas.
Estudios previos han demostrado la efectividad del método Gel-Clot en diversos productos farmacéuticos, como
la validacién realizada para la heparina sédica [4], donde no se encontraron interferencias significativas con la
reaccion del reactivo LAL (Lisado de Amebocito Limulus). De manera similar, investigaciones recientes han
confirmado la aplicabilidad del método en soluciones estériles complejas, como dextrosa al 5% en solucién salina
al 0,9% [3], manteniendo resultados dentro de los limites de sensibilidad establecidos por la USP.

No obstante, existe una brecha significativa en el conocimiento especifico sobre los factores de interferencia en
agua estéril para inyeccion en el contexto de la industria farmacéutica veterinaria colombiana. La ausencia de
protocolos estandarizados adaptados a las condiciones especificas de produccion y la falta de estudios que
evaluen sistematicamente estos factores en matrices acuosas simples representan limitaciones importantes para
el aseguramiento de la calidad. Esta situacion es particularmente relevante considerando que el agua estéril para
inyeccion, por su naturaleza aparentemente simple, puede presentar interferencias sutiles pero significativas que
comprometan la deteccién precisa de endotoxinas.



La normativa vigente, especificamente la Resolucion 62542 de 2020 del ICA sobre el Registro de Medicamentos
de Uso Veterinario [7] y el capitulo general <85> de la USP [1], exige la realizacién obligatoria de pruebas de
factores de interferencia cuando una muestra se somete al ensayo Gel-Clot. Esta exigencia regulatoria subraya la
importancia critica de establecer protocolos validados que garanticen la confiabilidad de los resultados analiticos.
Para Laboratorios EDO S.A.S., la implementacion de un protocolo robusto para la evaluacién de factores de
interferencia en su agua estéril para inyeccion representa no solo un cumplimiento regulatorio, sino también una
oportunidad para fortalecer su sistema de calidad y posicionarse como lider en la industria farmacéutica
veterinaria. La capacidad de demostrar que sus productos estan libres de interferencias que puedan comprometer
la deteccion de endotoxinas constituye un valor agregado significativo en términos de seguridad y confiabilidad.

Por estas razones, la presente investigacion tiene como objetivo principal determinar la capacidad de inhibicién o
potenciacion de la reaccion en la coagulacion del reactivo LAL que posee el agua estéril para inyeccion producida
en Laboratorios Edo S.A.S. cuando se utiliza la técnica de coagulacion Gel-Clot descrita en el capitulo <85> de la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP) [1]. Especificamente, se busca establecer los parametros necesarios
para el analisis de esta matriz bajo condiciones asépticas, verificar que las concentraciones en el punto final se
encuentren dentro de los limites aceptables segun la normativa vigente, y determinar el limite maximo de dilucion
que permita la deteccidn precisa de endotoxinas bacterianas.

2. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollé con un enfoque analitico-experimental, siguiendo los lineamientos establecidos en
el capitulo <85> prueba de endotoxinas bacterianas de la (USP vigente) Farmacopea de los Estados Unidos [1].
El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la presencia de factores de interferencia en agua estéril para
inyeccion (WFI, Water for Injection) producida por Laboratorios EDO S.A.S., mediante la técnica de coagulacién
Gel-Clot.

Los insumos y equipos empleados fueron de grado apirdgeno y certificados para pruebas de endotoxinas. Entre
ellos se incluyeron: reactivo LAL (Lisado de Amebocitos de Limulus polyphemus, sensibilidad 0,25 UE/mL),
estandar de endotoxinas de Escherichia coli O55:B5 (USP CSE), agua apirégena certificada, tubos apirégenos
para reaccion Gel-Clot; los anteriores insumos pertenecen al fabricante Charles River Laboratories situado en la
Planta de soluciones microbianas: Charleston, Carolina del Sur. Micropipetas (100-1000 yL y 20-200 pL)
(BRAND) con puntas estériles, bafio maria (37 + 1 °C), vortex (DLAB), y nevera para almacenamiento de reactivos
reconstituidos.

2.1 METODOLOGIA
2.1.1 Preparacion de la matriz de estudio

La matriz de estudio corresponde al agua estéril fabricado por la empresa EDO S.A.S, bajo el documento POE-
PQ032 SISTEMA DE PURIFICACION DE AGUA.

2.1.2 Preparacion del estandar de endotoxina

Conociendo que la sensibilidad del reactivo LAL (lisado de amebocitos de Limulus) [10] corresponde a 0,25 UE/mL
se define que (A = 0,25 UE/mL). A partir de la potencia del estdndar de endotoxina de 2000 UE/mL se prepararon
cuatro diluciones de endotoxinas que correspondan a: 2A (0,5 UE/ml), 1A (0,25 UE/mL), Y2A (0,125 UE/ml) y “aA
(0,0625 UE/ml), los calculos utilizados para la preparacion de dichas diluciones se presentan en el apartado de
anexos. donde A corresponde a la sensibilidad marcada en la técnica Gel-Clot (EU/mL) o la concentracion mas
baja utilizada en la curva estandar para la técnica turbidimétrica o la técnica cromogénica [1], utilizando el control
estandar de endotoxinas (CSE) de Escherichia coli O55:B5 y agua apirdégena certificada. Cada dilucion se preparé
por duplicado bajo condiciones asépticas.



2.1.3 Confirmacion de la sensibilidad del lisado

En esta prueba, el parametro de referencia correspondié a la verificacién de la estabilidad en la sensibilidad del
reactivo LAL. (Capacidad de detectar una concentracién de endotoxina de 0,25 UE/ml) antes de usarlo en las
muestras [1].

2.1.3.1 Procedimiento

Se adicionaron a un tubo 100 pL de cada dilucién preparada con el control estandar de endotoxinas (2A, 1A, 2A 'y
YaA'y 100 pL de reactivo LAL en tubos apirégenos, este proceso se realizé por duplicado para cada dilucion. Los
tubos se incubaron en el bafio Maria a 37 °C £ 1 °C durante 1 hora. Pasado el tiempo se procedio a la lectura de
las muestras, donde cada tubo fue invertido cuidadosamente y con un solo movimiento a un angulo de 180°. Se
observa un gel uniforme y bien coagulado en las diluciones iguales o mayores a la sensibilidad del reactivo de
LAL (2A, 1A); los tubos que contenian las diluciones menores a la reportada en el reactivo de LAL como (V2A y V)
permanecieron liquidas. Finalmente, se calculé la media geométrica del punto final, utilizando la siguiente férmula:

Je
Media geométrica del punto final = anti log log (—)

f

Donde:

>e es la suma de las concentraciones logaritmicas del punto final de la serie de diluciones utilizadas.
f es el nUmero de tubos de ensayo replicados.

La concentracion media geométrica del punto final es la sensibilidad medida del lisado LAL expresada en (UE/ml).

2.1.4 Controles positivos y negativos

Una vez confirmada la sensibilidad, se procedié al montaje de los controles negativos y positivos los cuales se
realizaron por duplicado para cada lote de agua de calidad inyectable que se. Cada control se llev6 a cabo de la
siguiente manera:

Control negativo:

® Se adicionaron 100 pL de agua apirdgena certificada y 100 pyL de Reactivo de LAL (0.25 UE / mL) en un
tubo apirégeno.

® |as muestras fueron llevadas al bafio maria a 37 °C +/1 °C durante un periodo de 1 hora.

® Pasado el tiempo se realizo la lectura de las muestras, cada tubo se invierte cuidadosamente con un solo
movimiento a un angulo de 180°, y se identificd que la muestra no presenta gelificacion alguna.

Control positivo:
® Se adicionaron 100 L de control estandar de endotoxinas a una concentracién de 0,5 UE/mL y 100 pL
de Reactivo de LAL (0.25 UE / mL) en un tubo apirégeno.
® |as muestras fueron llevadas al bafio maria a 37 °C +/1 °C durante un periodo de 1 hora.
® Pasado el tiempo se realiz6 la lectura de las muestras, cada tubo se invierte cuidadosamente con un solo
movimiento a un angulo de 180°, y se identificd que la muestra presenta gelificacion.

2.1.5. Evaluacion de la muestra sin endotoxinas

Una vez fueron realizadas las anteriores pruebas, se procedié al montaje de los tres lotes de agua estéril para
inyeccioén, cada lote evaluado consistié de 4 réplicas correspondientes a la prueba denominada “prueba con
producto sin endotoxinas”, la cual consiste en la evaluacion de la muestra de agua estéril para inyeccion frente al
Reactivo de LAL; durante este proceso se generaron un total de 12 pruebas para los tres lotes evaluados.
® Se tomaron 100 yL del primer lote de agua estéril para inyeccién, se depositaron en un tubo apirégeno, y
se adicionaron 100 uL de reactivo de LAL.



® Las muestras fueron llevadas al bafio maria a 37 °C +/1 °C durante un periodo de 1 hora.

® Pasado el tiempo se realizé la lectura de las muestras, donde cada tubo fue invertido cuidadosamente y
con un solo movimiento a un angulo de 180°.

Este procedimiento se repitié cuatro veces por cada lote evaluado de agua estéril para inyeccion.

2.1.6 Prueba de factores de interferencia

Finalmente, se realiz6 la prueba de factores de interferencia para determinar la capacidad del agua estéril para
inyeccioén de inhibir o potenciar la deteccion de endotoxinas. El procedimiento fue similar al de la confirmacion de
sensibilidad, pero en este caso se mezclé agua estéril para inyeccién con diluciones conocidas de endotoxinas.
Cada condicion se probd por cuadruplicado. Los resultados fueron evaluados mediante el calculo de la media
geomeétrica y aplicando los criterios de aceptacion del capitulo <85> prueba de endotoxinas bacterianas de la
(USP vigente) Farmacopea de los Estados Unidos [1].

2.1.7 Analisis de datos

Los resultados obtenidos se analizaron mediante estadistica descriptiva, calculando media, mediana, moda,
rango, desviacion estandar, varianza, distribuciones de frecuencia y representacion grafica. Para este propésito
se utilizo el software estadistico MINITAB®.

3. RESULTADOS

Se evaluaron tres lotes de agua estéril para inyeccion (Lotes A, B y C) mediante la prueba de interferencias
utilizando la técnica Gel-Clot. Los resultados se presentan expresados como la media geométrica, la cual
corresponde al valor estadistico obtenido a partir de los diferentes puntos finales positivos observados en una
serie de diluciones de endotoxina realizadas.

Control de sensibilidad declarada del lisado

Los resultados del control de sensibilidad para todos los lotes (A, B y C) mostraron un patrén consistente (Tabla
1). Se obtuvieron resultados positivos para las concentraciones de 0.5 UE/mL y 0.25 UE/mL, mientras que las
concentraciones de 0.125 UE/mL y 0.0625 UE/mL presentaron resultados negativos. El punto final se establecié
en 0.25 A para los tres lotes.

Tabla 1. Resultado Control para sensibilidad declarada del lisado
Control para sensibilidad declarada del lisado

. 21 A A AVa Punto
Lote PT#  Repeticion  (950UE/mL) (025UE/ML)  (0.125 UE/mL)  (0.0625 UE/mL)  final
1 + + - - 0.25

A
2 + + - - 0.25
1 + + - - 0.25

B
2 + + - - 0.25
1 + + - - 0.25

C
2 + + - - 0.25




Evaluacién con productos sin endotoxinas y reactivo de LAL
Prueba con producto exento de endotoxinas

Los tres lotes evaluados (A, B y C) mostraron resultados negativos en las cuatro repeticiones realizadas para cada
lote (Tabla 2). No se observd gelificacion en ninguna de las determinaciones

Tabla 2. Prueba con producto sin endotoxinas y reactivo de LAL
Prueba con producto exento de endotoxinas

Lote PT  Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3  Repeticion 4
A - - - -
B - - - -
C - - - -

Prueba de interferencias con solucion stock de endotoxinas

Se evalud la interferencia utilizando diferentes concentraciones de endotoxinas: 0.5 UE/mL, 0.25 UE/mL, 0.125
UE/mL y 0.0625 UE/mL (Tabla 3). Los tres lotes presentaron resultados positivos (+) para las concentraciones de
0.5 Ay 0.25 A en todas las repeticiones. Para las concentraciones menores (0.125 UE/mL y 0.0625 UE/mL), los
resultados fueron negativos (-) en todos los casos. El punto final se determiné en 0.25 UE/mL para todos los lotes
evaluados.

Tabla 3. Resultados Prueba de interferentes con producto + solucion stock de endotoxinas y reactivo de
LAL

Resultados prueba de interferentes

. 21 X A AV .
Lote PT  Repeticion 450 Ug/mL)  (0.25 UE/mL)  (0.125 UE/mL)  (0.0625 UE/mL) Punto final

1 + + - - 0.25
- - 0.25

- - 0.25
- - 0.25
- - 0.25
- - 0.25
0.25
- - 0.25
- - 0.25
- - 0.25
- - 0.25
- - 0.25

AW N AN s
+ + + + |+ o+ o+ |+ o+ o+
+ + + + |+ o+ o+ |+ o+ o+
1
1




Fig. 1 Resultado de la prueba de interferencias del método Gel-Clot. A la izquierda: gelificacion firme
correspondiente al control positivo (0.50-0.25 UE/mL). Al centro y derecha: tubos correspondientes a
concentraciones inferiores (0.125 y 0.0625 UE/mL) y al control negativo, donde no se observa formacion de gel,
indicando que el producto no interfiere con la reaccién del lisado LAL.

Control negativo

El control negativo mostroé resultados negativos para los tres lotes evaluados (Tabla 4), confirmando la ausencia
de contaminacion cruzada durante el desarrollo de las pruebas.

Tabla 4. Resultado prueba control negativo
Prueba control negativo

Lote PT Control Repeticion 1 Repeticién 2

A Negativo - -
B Negativo - -
C Negativo - -

La media geométrica de la prueba de interferencias es la sensibilidad medida del lisado en UE/mL y para el lote
A fue de 0,25 UE/mL (Tablas 5, 7 y 9). Se realizaron cuatro determinaciones (series 1—4), todas con punto final
de 0,25 UE/mL y logaritmo de —0,602 (Tabla 6, 8 y 10). El antilogaritmo calculado correspondié igualmente a 0,25
UE/mL. Segun el capitulo <85> de la USP, el criterio de aceptacion establece que la media geométrica debe
encontrarse en el rango de 0,5\ a 2A, donde A representa la sensibilidad declarada del lisado (0,25 UE/mL). Por
tanto, para este estudio el intervalo valido fue de 0,125 UE/mL a 0,5 UE/mL, dentro del cual se ubicé el resultado
obtenido[1].

La media geométrica del control para sensibilidad declarada del lisado en el mismo lote fue de 0.25 UE/mL (Tabla
6,8 y 10). Se realizaron dos determinaciones con resultados consistentes, presentando el mismo punto final y
logaritmo del punto final que la prueba de interferencias.

Los lotes B y C mostraron resultados idénticos a los obtenidos para el lote A, con medias geométricas de 0.25
UE/mL tanto para la prueba de interferencias como para el control de sensibilidad declarada del lisado, cumpliendo
igualmente con el criterio establecido.



Tabla 5. Media geométrica de la prueba de interferencias en el producto agua estéril para inyeccion lote
A

Media geométrica prueba de interferencias

Lote PT Serie  Punto final  Log punto final

1 0.25 -0.602
2 0.25 -0.602
A 3 0.25 -0.602
4 0.25 -0.602
Media geométrica 0.25
Concepto Cumple

_ (=0.062)+(=0.062)+(~0.062)+(-0.062) _
4
Antilogaritmo(—0.602) = 0.25

—0.602

Antilogaritmo (Ef—e)

Tabla 6. Media geométrica del control para sensibilidad declarada del lisado en el producto agua estéril
para inyeccion lote A

Media geométrica del control para sensibilidad declarada del lisado

Lote PT Serie Punto final Log punto final
A 1 0.25 -0.602
2 0.25 -0.602
Media geométrica 0.25
Concepto Cumple

. . Je (—=0.062) + (—0.062)
Antilogaritmo (7> = > = —0.602

Antilogaritmo(—0.602) = 0.25

Tabla 7. Media geométrica de la prueba de interferencias en el producto agua estéril para inyeccién lote
B

Media geométrica prueba de interferencias

Lote PT Serie  Punto final  Log punto final

1 0.25 -0.602
2 0.25 -0.602
B 3 0.25 -0.602
4 0.25 -0.602
Media geométrica 0.25
Concepto Cumple

= —0.602

Antilogaritmo (Z]‘C_e) — (—0.062)+(—0.062)44-(—0.062)+(—0.062)

Antilogaritmo(—0.602) = 0.25



Tabla 8. Media geométrica del control para sensibilidad declarada del lisado en el producto agua estéril
para inyeccion lote B

Media geométrica del control para sensibilidad declarada del lisado

Lote PT Serie Punto final Log punto final
B 1 0.25 -0.602
2 0.25 -0.602
Media geométrica 0.25
Concepto Cumple

= —0.602

, , Je (—0.062) + (—0.062)
Antilogaritmo (7) = >
Antilogaritmo(—0.602) = 0.25

Tabla 9. Media geométrica de la prueba de interferencias en el producto agua estéril para inyeccién lote
C

Media geométrica prueba de interferencias

Lote PT Serie Puntofinal Log punto final

1 0.25 -0.602

c 2 0.25 -0.602
3 0.25 -0.602
4 0.25 -0.602

Media 0.25
geomeétrica '
Concepto Cumple
Antilogaritmo (%) _ (—0.062)+(—0.062):(—0.062)+(—0.062) — 0602

Antilogaritmo(—0.602) = 0.25

Tabla 10. Media geométrica del control para sensibilidad declarada del lisado en el producto agua estéril
para inyeccion lote C

Media geométrica del control para sensibilidad declarada del lisado

Lote PT Serie Punto final Log punto final
c 1 0.25 -0.602
2 0.25 -0.602
Media geométrica 0.25
Concepto Cumple

= —0.602

, , e (—=0.062) + (—0.062)
Antilogaritmo (T> = >
Antilogaritmo(—0.602) = 0.25

Todos los lotes de agua estéril para inyeccion evaluados (A, B y C) cumplieron con los criterios establecidos para
la prueba de interferencias mediante la técnica Gel-Clot. La media geométrica obtenida fue consistente en 0.25
UE/mL para todos los lotes, tanto en la prueba de interferencias como en el control de sensibilidad declarada del



lisado. Los controles negativos confirmaron la ausencia de interferencias metodolégicas durante la ejecucion de
las pruebas.

4. DISCUSION

Los resultados obtenidos en la prueba de endotoxinas bacterianas aplicada al agua estéril para inyeccion fueron
satisfactorios y se mantuvieron dentro de los limites establecidos por la Farmacopea de los Estados Unidos (USP
<85>) La prueba se considera valida cuando se cumplen las tres condiciones siguientes: (1) las réplicas de la
solucién de control negativo sean negativas; (2) las réplicas de la solucién evaluada junto con la presencia de
endotoxinas son positivas; y (3) La concentracion final de la media geométrica de la solucion esta en el rango de
2 Aa A% [1], lo cual confirma la hipotesis inicial de que este insumo cumple con las exigencias de calidad para
su uso en productos parenterales. La técnica de Gel-Clot permitié verificar la ausencia de endotoxinas en las
muestras analizadas y su validez fue confirmada mediante controles positivos y negativos, asi como con la
verificacion de sensibilidad del lisado.

Durante la lectura de las muestras correspondientes a la prueba de factores de interferencia, se observo la
formaciéon de gel firme en los tubos que contenian las concentraciones de 2\ y A, mientras que en las
concentraciones de Y2\ y YaA no se evidencié gelificacion. Este comportamiento fue semejante al obtenido en la
prueba de sensibilidad del lisado, lo que indica que la respuesta del reactivo LAL frente a las diferentes
concentraciones de endotoxina fue consistente en ambas evaluaciones. Este patron nos confirma dos aspectos
fundamentales: Primero, que no existe inhibicion, porque si el producto inhibiera la reaccion del LAL, no se formaria
gel ni siquiera en las concentraciones altas. Y segundo, que tampoco existe potenciacion, porque de ser asi,
veriamos gelificacion incluso en diluciones inferiores a la sensibilidad declarada del lisado. En conjunto, estos
resultados demuestran que el agua evaluada no altera la reaccién enzimatica del LAL y que la deteccion de
endotoxinas es completamente fiable en esta matriz. Asimismo, los controles negativos realizados con agua libre
de endotoxinas no mostraron formacioén de gel, lo cual demuestra que el producto no contiene factores que puedan
potenciar o enmascarar la interaccion entre el reactivo LAL y la endotoxina.

En relacién con la sensibilidad declarada del lisado segin lo establecido en el capitulo <85> de la USP[1], la
técnica de Gel-Clot demostrd ser una estrategia confiable para la deteccién de endotoxinas. Los resultados de los
tres lotes analizados mostraron una media geométrica de los puntos finales consistente de 0.25 UE/mL,
cumpliendo satisfactoriamente con el criterio de aceptacion de la USP <85>[1]. Este criterio requiere que la
sensibilidad del lisado se confirme dentro del rango de 0.5A a 2A. Estos hallazgos respaldan tanto la
reproducibilidad del procedimiento como la calidad del agua empleada en la industria farmacéutica.

Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con la evidencia cientifica disponible. Investigaciones
en matrices complejas, como la de Zhao (2025)[11], demuestran que los solventes y excipientes insolubles pueden
generar interferencias que deben ser rigurosamente controladas mediante pruebas especificas. Sin embargo,
cuando estas interferencias son mitigadas, el método Gel-Clot ofrece resultados fiables y reproducibles. En el caso
del agua estéril para inyeccion evaluada en Laboratorios EDO S.A.S., la matriz es quimicamente simple y libre de
componentes que afecten la cascada enzimatica del LAL, por lo que los resultados observados en las pruebas de
ausencia de inhibicién o potenciacién, punto final constante y sensibilidad verificada, son plenamente consistentes
con lo descrito en la literatura cientifica. Asimismo, la evidencia clinica de casos fatales asociados al uso de agua
contaminada refuerza la importancia de asegurar la ausencia de endotoxinas mediante metodologias validadas
como la empleada en este estudio. En conjunto, estos elementos demuestran que los procedimientos aplicados
permiten detectar de manera confiable la presencia o ausencia de interferencias, alineandose con las mejores
practicas cientificas mas alla de lo estrictamente normativo.

No obstante, se identificaron posibles limitaciones en el desarrollo del ensayo. Una de ellas fue la dependencia
del reactivo de lisado de amebocitos, la técnica de Gel-Clot no permite una cuantificacion precisa de las
endotoxinas, sino uUnicamente su deteccion por encima o por debajo del limite establecido, lo que podria
representar una restriccion frente a otros métodos turbidimétricos o cromogénicos.

A pesar de estas limitaciones, los hallazgos obtenidos demuestran que el agua estéril para inyeccidon evaluada
cumplié con las especificaciones reglamentarias, aportando evidencia de su idoneidad en la fabricacion de



medicamentos estériles. Estos resultados son consistentes con lo esperado y contribuyen a garantizar la seguridad
del paciente al minimizar el riesgo de reacciones pirogénicas asociadas con endotoxinas bacterianas.

Los resultados son consistentes con estudios previos que han demostrado la confiabilidad de la técnica Gel-Clot
para la deteccion de endotoxinas y la importancia de validar la ausencia de interferencias en matrices acuosas.
La metodologia empleada se alinea con las mejores practicas internacionales para el control microbiolégico de
productos farmacéuticos, particularmente en lo relacionado con la validacién de métodos analiticos segun criterios.

5. CONCLUSIONES

® La prueba de interferencia evidencié que los lotes (A, B y C) del agua estéril para inyeccion evaluada no
presentaron efectos inhibitorios ni potenciadores en la deteccién de endotoxinas, lo que refuerza la
aplicabilidad del ensayo en el control de calidad rutinario.

® Los lotes (A, By C) del agua estéril para inyeccién producidos por Laboratorios EDO S.A.S. cumplieron
con los criterios de aceptacion establecidos en la USP <85>[1] para la prueba de endotoxinas bacterianas
mediante la técnica de Gel-Clot, lo que demuestra su idoneidad y calidad para su uso en la fabricacién de
medicamentos estériles.

e La ausencia de gelificacion en los controles negativos y la respuesta positiva en los controles positivos
confirmaron la validez del método y la sensibilidad del lisado utilizado, asegurando la confiabilidad de los
resultados obtenidos.

e Una limitacion del estudio fue que la técnica de Gel-Clot unicamente permite la deteccion cualitativa de
endotoxinas, sin cuantificar niveles exactos, lo cual podria abordarse en futuros estudios mediante el uso
de métodos cromogénicos o turbidimétricos que permitan una mayor sensibilidad y exactitud.

e Este trabajo contribuye a fortalecer las practicas de aseguramiento de la calidad en la industria
farmacéutica veterinaria y resalta la importancia de aplicar metodologias validadas que garanticen la
seguridad de los pacientes frente a reacciones pirogénicas.

e Se evidencié que el ensayo Gel-Clot es una herramienta robusta para el control de calidad, aunque su
limitacién principal es su caracter cualitativo; por ello, se sugiere en futuras investigaciones complementar
con técnicas cromogénicas o turbidimétricas.

e Realizar la verificacion de pH antes de iniciar el montaje de las pruebas ya que este afecta la prueba de
Gel-Clot principalmente al influir en la actividad de las enzimas (como la del lisado de amebocitos) y en la
coagulacion de las proteinas.

e Realizar la verificacion de conductividad antes de iniciar la prueba teniendo en cuenta que una
concentracion de iones inusualmente alta en la muestra puede actuar como una interferencia quimica en
la prueba, afectando la cascada de reacciones enzimaticas.
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ANEXO:

Endotoxinas: Lipopolisacaridos (LPS) que forman parte integral de la membrana externa de las bacterias Gram
negativas. Estas moléculas son liberadas durante la lisis celular y mantienen su actividad pirogénica incluso
después de la muerte bacteriana [1][2].

LAL (Lisado de Amebocito de Limulus): El LAL es un reactivo biolégico obtenido de los amebocitos del cangrejo
herradura (Limulus polyphemus o Tachypleus tridentatus). Estos amebocitos contienen una cascada enzimatica



altamente sensible que se activa en presencia de endotoxinas bacterianas, produciendo la formaciéon de un
coagulo visible (Gel-Clot) o una reaccion medible por métodos turbidimétricos o cromogénicos [1].

Agua libre de pirégenos: Es el agua de alta pureza, generalmente obtenida como agua para inyeccion (WFI,
Water for Injection), que cumple con la condicidn de estar libre de endotoxinas y otros pirégenos detectables. Se
utiliza para preparar diluciones de endotoxina estandar, reconstituir reactivos y realizar controles en las pruebas
de endotoxinas [1].

Lambda (A): El simbolo A representa la sensibilidad marcada del reactivo LAL expresada en unidades de
endotoxina por mililitro (UE/mL). Corresponde a la menor concentracion de endotoxina capaz de producir una
reaccion positiva (formacién de gel) en la técnica Gel-Clot, bajo condiciones estandar [1].

Sensibilidad del lisado: En el contexto de la prueba Gel-Clot, la sensibilidad es la capacidad del reactivo LAL
para detectar la concentracion mas baja de endotoxina que produce un coagulo firme y estable. Se confirma
experimentalmente mediante la media geométrica de los puntos finales, la cual debe encontrarse dentro del rango
de 0,5\ a 2\ para validar el lote de reactivo y la prueba [1].

Media geométrica: La media geométrica es una medida estadistica de tendencia central que se obtiene
calculando el antilogaritmo del promedio de los logaritmos de un conjunto de valores. En el ensayo Gel-Clot, se
utiliza para determinar la sensibilidad medida del lisado LAL a partir de los puntos finales observados en las series
de diluciones de endotoxina. Su resultado expresa la concentracion media geométrica del punto final y debe
ubicarse entre 0,5\ y 2\ para validar la sensibilidad del reactivo [1].

UE (Unidades de Endotoxina): Las Unidades de Endotoxina (UE) son la unidad de medida internacionalmente
reconocida para expresar la actividad biolégica de las endotoxinas bacterianas. Una UE corresponde a la potencia
pirogénica de una cantidad estandarizada de lipopolisacarido bacteriano, calibrada frente al estandar internacional
de la OMS. En las pruebas de la USP <85>, las concentraciones de endotoxinas se reportan en UE/mL, UE/mg o
UE/unidad bioldgica, segun el tipo de producto en evaluacion [1].

Punto final: En la técnica Gel-Clot, corresponde a la concentracién mas baja de endotoxina en una serie de
diluciones decrecientes que es capaz de provocar la formacién de un gel firme que permanece intacto después
de la inversién del tubo a 180°. El punto final se determina visualmente y constituye la base para el calculo de la
media geométrica [1].

Preparacion soluciéon Stock 20 UE/mL

a) Preparacion del tubo Solucién Stock de endotoxinas (CSE): Seleccionar un tubo apirégeno. Utilizando
una micropipeta calibrada, transferir 30 microlitros (uL) del Control Estdndar de Endotoxinas (CSE) con
una concentracion de 2000 UE/ml al tubo.

b) Adiciéon de agua apirégena: Empleando una micropipeta de mayor volumen, agregar cuidadosamente
2970 microlitros (UL) de agua apirégena certificada al mismo tubo que contiene el CSE.

c) Homogeneizacién de la mezcla: Con la misma micropipeta usada para el agua apir6gena, homogeneizar
la mezcla aspirando y expulsando la solucion al menos 10 veces. Mantener la punta sumergida y aspirar
de diferentes puntos del tubo para asegurar una mezcla completa. Evitar la formacion de burbujas o
espuma.



o

Control estandar de
endotoxinas (CSE) N
2000 UE/mL
Volumen del vial 5 mL

Diagrama 1. Preparacion solucién Stock 20 UE/mL a partir del control estandar de endotoxinas 2000 UE/mL

Determinacion de volumen a tomar del control estandar de endotoxinas (CSE) a 2000 UE/mL para realizar
solucion Stock de endotoxinas a 20 UE/mL.

V1.C1 =V2.C2
V1(?) x zoooUE =3mL X ZOUE
' mL - >™ mL
3ml X ZO%
Vi= UE
2000—
_ 60mL
~ 2000

V1 = 0.03 mL Control estandar de endotoxinas (CSE)

Conversion de unidades de puL a mL para V1

1000 pL
0.03 mkL (CSE) X

=30 ulL CSE
1mL H

Determinacién volumen a tomar del agua apirégena certificada para realizar solucién Stock de
endotoxinas a 20 UE/mL.

e Volumen Final (V.F) = 3000 uL o 3mL
e Volumen Control estandar endotoxinas (V.CSE) = 30 pL 0 0.03 mL
e Volumen agua apirbégena certificada (V.H,0 Apirégena) =?

V.H,0 Apirégena =V.F —V.CSE
V.H,0 Apirogena = 3000 uL — 30 uL
V.H,0 Apirégena = 2970 ulL



Preparacion prueba sensibilidad del lisado
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Composicion Composicion UE/mL) UE/mL)
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75 uL Sin Stock + 1500 uL de 2 A+ dilucion dilucién
2925 ul agua 1500 plL agua 1500 L de A + 1500 pL de A % +
apirogena apirogena 750Q UL agua 1500 L agua
apirogena

apirogena
Diagrama 2: Preparacion del control para sensibilidad declarada del lisado

Determinacion de volumen a tomar de la solucién stock de endotoxinas a 20 UE/mL para realizar 2 A
Férmula a utilizar en los calculos

V1.C1=V2.C2
UE UE
V1(?)%x 20— =3mL x 0.50
mL

mL
3ml X 0.50%'@[
V1=
202E
ml
1.5 mL
V1 =

20
V1 = 0.075 mL Solucion stock de endotoxinas

Conversion de unidades de pyL a mL para V1

0.075 mb (CSE) x o0 ML _ o 1 cSE
' 1mb H

Determinacién del volumen a tomar agua apirégena para realizar 2 A

e Volumen Final (V.F) = 3000 uL o 3mL

e Volumen Solucion stock de endotoxinas (V.S.S.E) = 75 puL o0 0.075 mL
e Volumen solucién muestra (V.SM) =?

V.SM=V.F-V.5.8.E
V.SM = 3000 pL — 75 pL



V.SM = 2925 uL de agua apirdégena

Determinacion de volumen a tomar de la solucién 2 A para realizar A.
Formula a utilizar en los célculos

V1.C1=V2.C2
UE UE
V1 (?)x 05— =3mL x 0.25—
mL mL

3mlLx 0.25%

UE
05%

_0.75mL

0,5
V1 =1,5mL De la solucién 2 1

V1=

Conversion de unidades de pyL a mL para V1

1000 pL By
1,5 mL (CSE) XW: 1500 uL De la solucién 2 A

Determinaciéon del volumen a tomar de agua apirégena para realizar A

e VolumenFinal (V.F) = 3000 pL o 3 mL
e Volumen Solucion stock de endotoxinas (V.S.S.E) = 150 uL 0 0.15mL
e Volumen solucion muestra (V.SM) =?

V.SM =V.F—-V.S.S.E
V.SM = 3000 puL — 150 uL
V.SM = 2850 uL de agua apirégena

Determinacién de volumen a tomar de la solucién A para realizar "z A.
Férmula a utilizar en los célculos

V1.C1=V2.C2
UE UE
V1(?)x 025 —=3mL x0.125—
mL mL

UE
3mL X O.lZSﬂ

HE
O.ZSE

_ 0375mlL

0.25
V1 =1,5mL de la soluciéon A

V1l =

Conversion de unidades de puL a mL para V1

1000 pL 3y
1,5 mL (CSE) XW: 1500 uL De la solucién A



Determinacion del volumen a tomar de agua apirogena para realizar %2 A

e Volumen Final (V.F) = 3000 uL o 3mL
e Volumen Solucion stock de endotoxinas (V.S.S.E) = 1500 uL o 1,5 mL
e Volumen soluciéon muestra (V.SM) =7

V.SM =V.F-V.S.S.E
V.SM = 3000 uL — 1500 uL
V.SM = 1500 uL de agua apirdégena

Determinacién de volumen a tomar de la solucién 2 A para realizar 4 A.
Férmula a utilizar en los calculos

V1.C1=V2.C2
UE UE
V1(?) % 0.125 — =3 mL X 0.065—
mL mL

HE
3mL X 0.0625ﬁ

V1=
UE

0.125>

01875 mL

0.125
V1 =1,5mL de la solucion ¥ A

Conversion de unidades de pyL a mL para V1

1000 uL
1,50 ik (CSE) X K

—_ =1 L i6n 1
Tl 500 uL de la solucion %2 A

Determinacion del volumen a tomar de agua apirégena para realizar Vs A

e Volumen Final (V.F) = 3000 uL o 3mL
e Volumen Solucion stock de endotoxinas (V.S.S.E) = 1500 uL o 1,5 mL
e Volumen solucion muestra (V.SM) =7
V.SM=V.F-V.S.S.E
V.SM = 3000 uL — 1500 uL
V.SM = 1500 uL de agua apirégena



Preparacion prueba de interferentes (Endotoxinas + producto)
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75 uL Sin Stock + 1500 uL de 2 A+

1500 uL de A + 1500 uL de A % +

2925 L Sin Muestra 1500 pL Sin Muestra 1500 ;L Sin Muestra 1500 pL Sin Muestra

Diagrama 3: Preparacion prueba de interferentes (Endotoxinas + producto (muestra))

Determinacién de volumen a tomar de la solucién stock de endotoxinas a 20 UE/mL para realizar 2 A.
Férmula a utilizar en los calculos

V1.C1=V2.C2
UE UE
V1(?) x 20— =3 mL X 0.50 —
mL mL

3mlx O.SO%
V1=

20
V1 = 0.075 mL Solucién stock de endotoxinas

Conversion de unidades de puL a mL para V1

0.075 mk (CSE) W« 2000uL _ o L csE
' 1mb K

Determinaciéon del volumen a tomar del producto (Agua estéril para inyeccién) para realizar 2 A

e Volumen Final (V.F) = 3000 puL o 3 mL

e Volumen Solucion stock de endotoxinas (V.S.S.E) = 75 uL 0 0.075 mL
o Volumen solucion muestra (V.SM) =7

V.SM=V.F—-V.S.S.E
V.SM = 3000 uL — 75 ulL
V.SM = 2925 ul de solucion muestra (Agua estéril para inyecciéon )



Determinacién de volumen a tomar de la solucién 2 A para realizar A.
Férmula a utilizar en los calculos

V1.C1=V2.C2
UE

UE
V1(?) x0,5— =3 mL x 0.25—
mL mL

UE

UE
05%mL
_0.75mL

0,5
V1 =1,5mL de la soluciéon 21

V1l =

Conversion de unidades de pyL a mL para V1
1000 puL
1,5 mL (CSE) X ———

=1 L [omn 2
Toil 500 uL de la soluciéon 24

Determinaciéon del volumen a tomar del producto (Agua estéril para inyeccién) para realizar A

e Volumen Final (V.F) = 3000 uL o 3mL
e Volumen Solucion stock de endotoxinas (V.S.S.E) = 150 pL 0 0.15mL
e Volumen solucién muestra (V.SM) =?

V.SM =V.F-V.S5.S.E
V.SM = 3000 puL — 150 uL
V.SM = 2850 uL de solucion muestra (Agua estéril para inyeccién)

Determinacién de volumen a tomar de la solucién A para realizar "z A.
Férmula a utilizar en los célculos

V1.C1=V2.C2

UE UE
V1(?)x 025 —=3mLx0.125—
mL mL

UE

e——T
U ml
_0.375mL

~0.25
V1 =1,5mL de la soluciéon A

Conversion de unidades de pyL a mL para V1

1000 pL 3y
1,5 mL (CSE) XW: 1500 uL De la solucién A



Determinacion del volumen a tomar del producto (Agua estéril para inyeccion) para realizar 'z A

e Volumen Final (V.F) = 3000 uL o 3mL
e Volumen Solucion stock de endotoxinas (V.S.S.E) = 1500 uL o 1,5 mL
e Volumen solucién muestra (V.SM) =?

V.SM =V.F—-V.S.S.E
V.SM = 3000 puL — 1500 uL
V.SM = 1500 uL de solucion muestra (Agua estéril para inyecciéon)

Determinacién de volumen a tomar de la solucién 'z A para realizar Vs A.
Formula a utilizar en los calculos

V1.C1=V2.C2
UE UE
V1(?) % 0.125 — =3 mL X 0.065—
mL mL

HE
3mL X 0.0625ﬁ

UE
0.125>
01875 mL

0.125
V1 =1,5mL de la solucion ¥ A

V1l =

Conversion de unidades de pL a mL para V1

1000 pL 3
1,50 mL (CSE) XW: 1500 ulL de la solucion Y2 A

Determinacién del volumen a tomar del producto (Agua estéril para inyeccién) para realizar 2 A

e Volumen Final (V.F) = 3000 uL o 3mL
e Volumen Solucion stock de endotoxinas (V.S.S.E) = 1500 uL o 1,5 mL
e Volumen soluciéon muestra (V.SM) =?

V.SM=V.F-V.S5.S.E
V.SM = 3000 uL — 1500 uL
V.SM = 1500 uL de solucion muestra (Agua estéril para inyecciéon )

Resultados estadisticos obtenidos con Minitab® prueba factores de interferencia.

En este anexo se presentan los resultados de los analisis estadisticos realizados con el software Minitab® para el
Lote A de agua estéril para inyeccion, incluyendo tablas descriptivas, calculos de la media geométrica y

representaciones graficas.

Dado que los Lotes B y C mostraron resultados idénticos en las pruebas de interferencia y controles de sensibilidad
(con medias geométricas de 0,25 UE/mL y cumplimiento de los criterios establecidos en USP <85> [1]), se decidi6
no duplicar la informacién en los anexos y mostrar Unicamente la evidencia del Lote A como representativa del

comportamiento de los tres lotes evaluados.



Estadisticas
Variable Lote PT

N N* Media Error estandar de la media Desv.Est. Varianza CoefVar Minimo
Punto final A 4 0 0,25000 0,000000 0,000000 0,000000 0,00 0,25000
B 4 0 0,25000 0,000000 0,000000 0,000000 0,00 0,25000
C 4 0 0,25000 0,000000 0,000000 0,000000 0,00 0,25000
Variable Lote PT Q1 Mediana Q3 Maximo
Punto final A 0,25000 0,25000 0,25000 0,25000
B 0,25000 0,25000 0,25000 0,25000
C 0,25000 0,25000 0,25000 0,25000
Histograma de Punto final por Lote PT
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Histograma (con curva normal) de Punto final por Lote PT
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Punto final
Vanable de panel: Lote PT
* NOTA * La distribucion no se pudo ajustar. EI numero de filas de datos distintas en Punto

final (de Lote PT = A, B y C) debe ser mayor que o igual al nimero de parametros de distribucion
estimados.
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Estadistica de los resultados de la curva para la verificacion del lisado

Estadisticas
Variable Lote PT

N N* Media Error estindar de la media Desv.Est. Varianza CoefVar Minimo Q1
Punto final A 2 0 0,25000 0,000000 0,000000 0,000000 0,00 0,25000 *
B 2 0 0,25000 0,000000 0,000000 0,000000 0,00 0,25000 *
C 2 0 0,25000 0,000000 0,000000 0,000000 0,00 0,25000 *
Variable Lote PT Mediana Q3 Maximo
Punto final A 0,25000 *0,25000
B 0,25000 *0,25000
C 0,25000 * 0,25000
Histograma de Punto final por Lote PT
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Histograma (con curva normal) de Punto final por Lote PT
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* NOTA * La distribucion no se pudo ajustar. EI numero de filas de datos distintas en Punto

final (de Lote PT = A, B y C) debe ser mayor que o igual al nimero de parametros de distribucion
estimados.

Grafica de valores individuales de Punto final vs. Lote PT
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Grafica de caja de Punto final
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Estadistica por lote de los resultados de la media geométrica
Resultados de Lote PT = A

Estadisticas

Variable Repeticion N N* Media  Error estandar de la media Desv.Est. Varianza CoefVar
Log punto final 1 1 0 -0,60200 * * * *
2 1 0 -0,60200 * * * *
3 1 0 -0,60200 * * * *
4 1 0 -0,60200 * * * *
Variable Repeticién Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo
Log punto final 1 -0,60200 * -0,60200 * -0,60200
2 -0,60200 * -0,60200 * -0,60200
3 -0,60200 * -0,60200 * -0,60200

4 -0,60200 * -0,60200 * -0,60200



Frecuencia

Histograma de Log punto final por Repeticion

Lote PT = A
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Varable de panel: Repeticidn
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* ERROR * No se puede producir un histograma con una curva normal para Log punto final.

* ERROR * No hay suficientes datos.
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Grafica de valores individuales de Log punto final vs. Repeticion
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Log punto final

Grafica de caja de Log punto final
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Resultados consolidados de los tres lotes (A, By C)

Estadisticas

Variable Lote PT N N* Media Error estandar de la media Desv.Est. Varianza CoefVar
Log punto A 4 0-0,60200 0,000000 0,000000 0,000000 0,00
final
B 4 0-0,60200 0,000000 0,000000 0,000000 0,00
C 4 0-0,60200 0,000000 0,000000 0,000000 0,00
Variable Lote PT  Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo
Log punto A -0,60200 -0,60200 -0,60200 -0,60200 -0,60200
final
B -0,60200 -0,60200 -0,60200 -0,60200 -0,60200
C -0,60200 -0,60200 -0,60200 -0,60200 -0,60200



Histograma de Log punto final por Lote PT
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* NOTA * La distribucion no se pudo ajustar. El nimero de filas de datos distintas en Punto

final (de Lote PT = A, B y C) debe ser mayor que o igual al nimero de parametros de distribucion
estimados.
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Grafica de valores individuales de Log punto final vs. Lote PT
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