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RESUMEN

El presente trabajo investigativo tiene como objetivo desarrollar la validacién del método
analitico por Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para la cuantificacion de
ceftriaxona 1g polvo para solucion inyectable, para su implementacion en el laboratorio de
Control de Calidad de la Industria Betapharma S.A, de la ciudad de Quito. La industria
Farmacéutica se caracteriza por la calidez de sus procesos, gracias a la validacion de métodos
analiticos permite conocer los parametros de desempefio del método y proporcionar un grado de
confianza y seguridad en los resultados. En la primera etapa se optimizo6 el método analitico con
la aplicacion de un disefio experimental, las condiciones 6ptimas que cumplieron con el Sistem
Sustability USP35(2012) fueron una fase movil de hidréxido de tetrabutilamonio (1,75g): buffer
fosfato pH7 (66mL): metanol (20mL): acetonitrilo (14mL), flujo 1,6ml/min, longitud de onda
270nm; empleando una columna Lichrospher®100RP-18(5um) de 25cm, un volumen de
inyeccion de 10uL, y bajo estas condiciones se validé el método. De acuerdo a los criterios de la
Conferencia Internacional de Armonizacién (ICH), la Pharmacopea Convention de los Estados
Unidos (USP) y el manual de la Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria (AEFI)
los parametros de validacion corresponden a la categoria | que son: Especificidad, Linealidad,
Precision, Exactitud, Limite de cuantificacion y Robustez. Se demostré mediante pruebas
estadisticas que el método propuesto es especifico con tiempos de retencidn constantes; lineal (r
0. 9993) (texp = 99.93 > ty,p= 1.771); preciso (repetibilidad del metodo %CV 0,979; precision
intermedia %CV 0.267%); exacto (recuperacién max. 160.519% y min. 81.080%; Referencia
90-115%), cuantificable a la concentracion de 0.0183 y robusto (pH basico factor limitate, pH
acido determinante). Por lo tanto el método es confiable, practico, agil y ahorra costos en los

reactivos, que garantiza la calidad del farmaco ceftriaxona a sus proveedores y consumidores.

Palabras clave: <VALIDACION>, <METODO ANALITICO> < CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA [HPLC]>, <CEFTRIAXONA>, <OPTIMIZACION DE
METODO>, <CUANTIFICACION>, <FARMACIA>
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ABSTRACT

This research work aims to develop the validation of the analytical method by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) to quantify ceftriaxone 1g powder for injectable
solution for implementation in the laboratory of Quality Control Industry Betapharma S.A.,
Quito city. The pharmaceutical industry is characterized by the warmth of its processes. Thanks
to the validation of analytical methods enable to know the performance parameters of the
method and provide a degree of trust and confidence in the results. In the first stage the
analytical method with the application of an experimental design was optimized. The optimal
conditions met the system suitability USP35 (2012). They were a mobile phase of
tetrabutylamonium hydroxide (1,75g), phosphate buffer pH7 (66mL): methanol (20mL):
acetonitrile (14mL), flow 1.6mL/min, wavelength 270nm; using a Lichrospher®100RP-18
(5um) 25cm, an injection volume of 10uL. So, under these conditions the method was
validated. According to the criteria of the International Conference on Harmonization (ICH), the
Convention of the United States Pharmacopeia (USP) and the manual of the Spanish
Association of Industrial Pharmacists (AEFI), the validation parameters correspond to Category
| they are: specificity, linearity, precision, accuracy, quantification limited (LOQ) and
robustness. It was demonstrated by statistical evidence that the proposed method is specific with
constant retention times; linear (r 0, 9993) (texp=99.93 > ttab=1.771); accurate (repeatability
method of %CV 0.979, intermediate precision %CV 0.267%); accurate (recovery max
160.519% and min. 81.080%; the reference 90-115%), quantifiable concentration of 0.0183 and
robust (pH limit basic factor, pH determining acid). Therefore the method is reliable, practical,
flexible and cost saving in reagents, which guarantees the quality of ceftriaxone their drug

suppliers and consumers.

Keywords: <VALIDATION>, <ANALYTICAL METHOD>, <HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY [HPLC]>, <CEFTRIAXONE>, <OPTIMIZATION THE
METHOD>, <QUANTIFICATION>, <PHARMACY>
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INTRODUCCION

En el transcurso del tiempo la evolucion de los antibidticos tuvo su elevada importancia y se
radico la era antibidtica, con la expectativa de reducir la mortalidad y morbilidad. En los afios
50 se manifesto la existencia de cepas con mecanismos de resistencia como el Staphilococcus
Aureus el cual es resistente a la penicilina. Actualmente el problema de mas relevancia que
afecta la salud publica de la mayoria de los paises del mundo, es la creciente resistencia
bacteriana. El incremento en la utilizacion de los antibidticos, su inadecuada prescripcion en el
medio extra hospitalario, la aparicion de cepas resistentes, el abuso de los mismos tiene un
efecto negativo no sélo para el paciente sino para la comunidad, tanto por la generacién de

resistencias bacterianas y el costo que conlleva a nivel hospitalario. (Gonzélez A., 2001, pp.6, 13)

Lo anterior explica la creciente exigencia de la calidad de los productos Farmacéuticos y la
necesidad de optimizacion del proceso productivo hacen que sea necesario disponer de métodos
de analisis rapidos vy fiables. En el Ecuador constituye una exigencia legal por parte del ARCSA
(Agencia Nacional de Regulacion, Control y Vigilancia Sanitaria) y a nivel mundial las
comisiones de Farmacopeas la validacion, no sélo de los procesos sino también de los métodos

de anélisis como punto esencial que posibilita su desarrollo y puesta a punto. (Romero A, Espafia,
2001, pp. 8-9)

Los métodos analiticos son ampliamente utilizados en la Industria Farmacéutica para la
identificacion y cuantificacion de los principios activos, impurezas y productos de degradacion
en materias primas y producto terminado. El requerimiento principal de los métodos analiticos
es la certeza y fiabilidad de obtener resultados trazables con un nivel apropiado de confianza;
dichos resultados cominmente son usados como base para la toma de decisiones financieras,
regulatorias, etc; relacionadas con la innovacién de productos farmacéuticos, asi como con la
prestacion de servicios y otras actividades de importancia en las economias nacionales,

regionales e internacionales. (OGA-GEC-016, 2007)

Se analiza que la ceftriaxona actualmente es uno de los antibidtico cefalosporinico de tercera
generacion que retne los requisitos que caracterizan a un antibacteriano ideal, es decir su
farmacodinamica es buena con difusién hacia diversos 6rganos y tejidos, incluyendo su

difusion a la barrera hematoencefélica, su utilizacion es parenteral por via endovenosa, ademas



presenta un amplio espectro antibacteriano, tiene escasa resistencia y pueda ser utilizado incluso
como profilaxis peri operatoria, con una vida media prolongada. Ademads, su nefrotoxicidad es

minima y se puede asociar con otros antibioticos incluyendo aminoglucésidos. (Cuesta EC, 1988,
pp. 57-65)

La Industria Farmacéutica Betapharma S.A con méas de 10 afios de experiencia en la elaboracion
de betalactdmicos, es reconocida en el mercado por sus productos certificados de alta calidad y
bajo costo. Para asegurar confiabilidad, los métodos analiticos se someten a un proceso de
validacion que tiene un impacto directo en la calidad de estos. La necesidad del laboratorio de
Control de Calidad de la empresa Betapharma S.A, para cuantificar y certificar el proceso
productivo de la ceftriaxona (1g) polvo para solucidn inyectable, con la obtencion de resultados
rapidos, precisos, especificos, exactos; ha permitido desarrollar la validacion del método
analitico idéneo para el producto farmacoldgico, de igual forma cubre el otro inconveniente que
es la escasa disponibilidad comercial del bromuro de tetraheptilamonio empleado en el método
oficial establecido por la USP35 (2012) para la cuantificacion de ceftriaxona; para lo cual el
método propuesto sustituye el reactivo referenciado por el hidroxido de tetrabutilamonio, el cual
es empleado cominmente en la mayoria de determinaciones analiticas dentro de la empresa;
cuyo proposito es agilitar el proceso de analisis en el departamento de Control de Calidad y

asegurar la calidad del producto farmacéutico.

Objetivos

Objetivo General

Desarrollar el método analitico de validacion para la determinacion y cuantificacion de
ceftriaxona 1g polvo para solucién inyectable por Cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), para la implementacion en el laboratorio de control de calidad de la Industria

Farmacéutica Betapharma S.A.



Obijetivos Especificos

1. Optimizar el sistema cromatografico del método analitico con el empleo del compuesto

hidréxido de tetrabutilamonio mediante la aplicacion de un disefio experimental.

2. Determinar las condiciones de idoneidad del sistema cromatografico utilizando la fase
movil optimizada.

3. Evaluar los pardmetros de desempefio analitico del método implementado para la
cuantificacion de ceftriaxona fabricada por Betapharma S.A como: especificidad, linealidad y
rango, precisiéon (repetibilidad, precisién intermedia), exactitud, limite de cuantificacion vy
robustez.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1.  Antecedentes de la investigacion

En base a las revisiones bibliograficas realizadas en bases de datos virtuales de investigacion,
revistas cientificas (Science Direct) se encontraron los siguientes estudios vinculados a la

determinacion y validacién de ceftriaxona, que se describen a continuacion:

En el trabajo investigativo de (Péhourcq y Jarryb, 1998, pp. 159-177) sobre la determinacién de
cefalosporinas de tercera generacion por cromatografia liquida de alto rendimiento en relacion
con estudios farmacocinéticos, explican una metodologia por HPLC de fase inversa para la
cuantificacion de ceftriaxona; que se fundamenta en las condiciones del sistema cromatografico
(columna analitica, fase movil y deteccion). Emplearon diferentes ensayos dentro de los
cuales tenemos: 1. Columna cromatogréafica LiChrosorb RP-18 (15 cm x 3.2 mm), una fase
maovil compuesta de ACN 20mM: buffer de fosfato pH 7: TPAB (200:800:3.89, v/v/w), con
un detector UV a 274nm vy para el pre tratamiento de la muestra D-etanol, 2. Columna
cromatografica ODS, 10 mm (25 cm34.6 mm), fase movil de MeOH: buffer de fosfato:
THBS (20:80:1.75 g, v/v/w), con un detector ED 1.15 V vy el pre tratamiento de la
muestra con D: MeOH. La sensibilidad y especificidad del método analitico se evalto
en base a las propiedades farmacocinéticas del farmaco en estudio. La ceftriaxona al igual
que un &cido es capaz de formar pares de iones lipofilos con sales de amonio cuaternario. En
consecuencia, la técnica de cromatografia de fase inversa de par iénico se elige generalmente
para el desarrollo de nuevos métodos por HPLC, y los iones de amonio cuaternario se utilizan

como contra iones ya que presentan buenas propiedades lipofilas.



Rawithi Hussein et al, (2000, pp. 281, 285) en su trabajo investigativo publicado en la revista
Pharmaceutical and Biomedical analysis, describen una técnica analitica rapida, especifica y
sensible por cromatografia liquida (CL) con deteccion UV para la cuantificacion de cefazolina y
ceftriaxona en muestras de plasma, aplicando como patron interno cualquiera de las dos
cefalosporinas. El ensayo fue disefiado para comparar la eficacia terapéutica de cefazolina y
ceftriaxona en el tratamiento preventivo de infecciones postoperatorias en cesareas. El sistema
cromatografico consistio en una columna Nova-Pak C18 de 4mm de didmetro, fase movil
compuesta de una solucidn acuosa que contiene 10mM de fosfato di basico de potasio y 10 mM
bromuro de cetiltrimetilamonio (pH 6,5) mas acetonitrilo (73:27 v / v), un detector UV ajustado
a una longitud de onda de 274nm. La velocidad de flujo programada fue de 1,5 mL /minde O a

12 min. Los resultados del ensayo se relacionan linealmente con la concentracién (r = 0,997).

En el trabajo investigativo desarrollado por (Magda A. Akl, et al, 2011, pp. 247, 252) publicado
en la revista Pharmaceutical and Biomedical Analysis desarrollaron la validacion de un método
por HPLC-UV para la determinacion de residuos de ceftriaxona sddica en la superficie de acero
inoxidable de equipos de fabricacion farmacéuticos. Las condiciones cromatograficas que
establecieron para la valoracion de ceftriaxona consistié de una fase movil preparada a partir de
3,2 g de bromuro de tetraheptilamonio, 390 mL de acetonitrilo, 55 mL de tampdn de pH 7 mas 5
mL de buffer pH 5y 550 mL de agua. Las determinaciones cromatograficas las efectuaron en el
modo isocrético. El flujo de elucién fue de 1,5 mL / min, con un volumen de inyeccion de 20pL
a 50°C de temperatura en la columna y la deteccion UV se realizd a 254 nm. Los estudios de
validacién mostraron que el método por HPLC-UV es selectivo, lineal, preciso y exacto; por lo

tanto el método analitico es eficaz y reproducible.

Un método de HPLC para la separacion de siete cefalosporinas que incluye la ceftriaxona en el
plasma humano y el liquido amniético fue desarrollado por (Emirhan Nemutlu et al , 2009, pp.
117, 125). La optimizacion del método cromatografico lo realizaron en tres etapas: disefios
experimentales iniciales definieron los requisitos analiticos basicos de la técnica. Posteriormente
aplicaron un disefio experimental factorial fraccional para disminuir el nimero de parametros
que tienen efecto insignificante en las respuestas. Los parametros significativos los optimizaron
a través de un disefio factorial completo; después de haber estudiado dos respuestas (tiempos de
retencion y resoluciones). La valoracion del activo de interés se obtuvo con una columna
XTerra C18 (250 mm x 4,6 mm, 5um), una fase movil de 40mM buffer de fosfato (pH 3,2);



18% de Metanol, a un flujo de 0,85 mL / min a 32°C de temperatura en la columna. Los

parametros de validacion del método fueron evaluados de acuerdo con la directriz ICH.

Segun lo establece la USP 35(2012, pp.2847, 2848) en su volumen Il, la valoracion de la
ceftriaxona sddica se cuantifica bajo las siguientes condiciones: una fase mévil compuesta de
bromuro de tetraheptilamonio (3,2g): acetonitrilo (400mL): solucién amortiguadora de pH7
(44mL): solucién amortiguadora pH5 (4mL) y agua para completar los 100mL. Para la
preparacion del estandar se pesa con exactitud, para obtener una concentracion ~0.2mg/mL. La
preparacion de la muestra a valorar se procede a pesar 40mg de ceftriaxona sddica en un matraz
volumétrico de 200mL, diluido con fase mdvil. El sistema cromatografico que establece la
normativa consiste de un equipo de CL con detector a 270nm, una columna de 4.0mm x 15cm
con relleno de material L1 de 5um. La velocidad de flujo es de ~2mL/min. La evaluacion de la
eficacia de la columna se determina a partir del pico del analito, para lo cual el nimero de platos
tedricos es mayor a 1500, el factor de asimetria menor a 2 y la desviacion estandar relativa para

inyecciones consecutivas no es mas que el 2%.

1.2. Marco tedrico

1.2.1. Validacion de métodos analiticos

Los estatutos sobre Buenas Précticas de Fabricacion vigentes en los Estados Unidos (Codigo de
Reglamentos Federales, Administracion de Alimentos y Drogas), la Pharmacopea Convention
de los Estados Unidos, la Asociacién de Salud Pudblica Americana y la Conferencia
Internacional de Armonizacion (ICH), solicitan que los métodos analiticos de prueba,
empleados para evaluar el cumplimiento de los articulos farmacéuticos, cumplan con normas
adecuadas de precisién y exactitud; es decir que sus procesos sean confiables, a través de la

validacidn, considerado parte primordial del sistema de garantia de calidad.

El concepto de validacion, en correlacion con la fabricacion de farmacos, surgié hace 20 afios,
cuando la FDA (Food and Drug Administration) estudid las normas relevantes al control en la
fabricacion de productos farmacéuticos; que son conocidas como las GMP (Good
Manufacturing Practices) o cGMP (current Good Manufacturing Practices). Es asi que en el afio

de 1978 en un documento interno de la FDA se define la validacién de manera sencilla: “Un



proceso de fabricacion validado es uno que ha sido comprobado que hace lo que se planteaba o
pretendia iacer”. Hoy en dia el concepto ha sido mejorado con palabras sublimes acopladas a
los avances cientificos y tecnologicos. (Garcia E, 2001, pp.3-17)

1.2.1.1. Definiciones

La normativa oficial (USP 35, 2012, p. 967), precisa que la validacion de una técnica analitica
es el proceso que establece, mediante estudios en el laboratorio, que las caracteristicas de

desempefio del procedimiento cumplen con los requisitos para las aplicaciones previstas.

Desde el punto de vista analitico la validacion, es el establecimiento de la certeza experimental
y documentada de que un procedimiento analitico conducira, con un elevado grado de
seguridad, a la obtencién de resultados precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los

atributos de calidad previamente establecidos. (Aguirre et al, 2001.pp.23-118)

La Validacion de procedimientos analiticos se define como el proceso para determinar por
medio de estudios de laboratorio que una base de datos demuestren cientificamente que un
método analitico dispone de las caracteristicas de desempefio necesarias para cumplir las
exigencias analiticas. A su vez implica la demostracién de los principios de variabilidad y del
error sistematico, no solo dentro de la calibracién sino en el analisis de muestras reales. (Taylor y
Jhon K, 1993, pp. 302-313)

1.2.1.2. Términos relacionados con la validacién

Calibracion: grupo de operaciones que establecen bajo condiciones delimitadas, la relacién
entre los valores exteriorizados por el sistema de medicion y los valores correspondientes a un

estandar de referencia.

Cualificacion: proceso por el cual se evidencia que un equipo funciona correctamente y genera

los resultados previstos. (Aguirre et al, 2001.pp.23-118)



Por deduccién se puede decir que los métodos analiticos deben ser validados y los equipos

deben ser cualificados.

1.2.1.3. Métodos analiticos

Dentro del esquema de calidad los métodos de analisis son considerados principios generales;
que para su uso deben estar claramente definidos y documentados, incluso en un “manual de
métodos” a disposicion de todo el personal; que a su vez son autorizados por la Direccion del
Laboratorio competente. Por tal razén el desempefio del Jefe de Laboratorio es definir el método
analitico a ejecutarse en los analisis de rutina; que seran consistentes con la concentracién de los
analitos y con la clase de matriz que se pretende analizar. Para lo cual es ideal considerar los
siguientes factores:

- Disponibilidad y calificacion de los instrumentos y equipos.
- Rapidez de precision de los resultados analiticos.

- Conveniencia

- Coste

- Factores de seguridad y garantia del proceso

- Exactitud y precision

1.2.1.4. Tipos de métodos analiticos

Se pueden agrupar de la siguiente forma:

- De acuerdo a la calidad de los reactivos empleados:

Absolutos, fundamentados en el uso exclusivo de estandares primarios
Relativos, basados en el uso de estandares quimicos (sustancias patrén)
- Segun la calidad del propio método:

De referencia, para la cual la exactitud es conocida y comprobada



Estandar, de precision conocida y verificada por un organismo normalizado y certificado.
Estandar de referencia, que concierne a un método estandar con exactitud demostrada.

Validado, que demuestra formalmente poseer caracteristicas analiticas definidas por parametros
de exactitud, sensibilidad, precision, selectividad, rango de linealidad y robustez. (Valcarcel M. I,
2002, pp. 127-131)

1.2.1.5. Categorizacion de los métodos analiticos para su seleccion a ser validados:

Para favorecer la seleccion apropiada de los procesos a ser validados los laboratorios y analistas

deben orientarse por las siguientes categorias:

- Métodos normalizados: son aquellos métodos descritos por organismos oficiales tales
como la Farmacopea (USP, BP, Farmacopea Europea), Norma ICH, Manuelas de Métodos de la

OMS y otras normas de aceptacion internacional.

- Métodos estandarizados: son aguellos métodos derivados de estudios colaborativos
internacionales cuyos resultados han sido generalizados y se encuentran en fase de aceptacién

por entidades regulares internacionales y nacionales.

- Métodos modificados: se consideraran aquellos métodos normalizados o estandarizados
con variaciones de mayor o menor grado (cambios en su ejecucidn, utilizacion fuera de alcance,
etc.)

- Métodos desarrollados en el laboratorio: son aquellos métodos desarrollados por el

propio laboratorio como alternativa de las metodologias normalizadas y estandarizadas.

- Métodos alternativos: categoria exclusiva de los métodos de ensayo disefiados con la

finalidad de sustituir, reducir, refinar el empleo de animales de experimentacion.

No se considera como régimen de cumplimiento obligatorio la utilizacién de métodos descritos
por Farmacopeas. EI empleo de métodos estandarizados y desarrollados en el laboratorio es

aceptable siempre que se compruebe su equivalencia y relevancia. (Regulacion N°41, 2007, pp. 2-6)



1.2.1.6. Requisitos analiticos

Ante un problema analitico trascedente el laboratorio de analisis debe proceder primeramente a
definir la necesidad analitica, que abarcan a los requisitos de desempefio que un método debe
poseer para resolver el problema. El proceso precisa que el analista o quimico farmacéutico
evalle continuamente el comportamiento del método y garantice el cumplimiento de las
exigencias; de tal modo que se confirme la validez de la técnica. Se ilustra en la figura 1 el
proceso secuencial de la eleccién, desarrollo y evaluacion del desempefio metodoldgico,

descrito anteriormente.

Problema que requiere Identificar un  método
analisis quimico: existente o desarrollar uno
Definicion de la necesidad diferente
Evaluar el
método.- ¢ Es
Desarrollo N adecuado al
adicional propdsito de
factible uso del

laboratorio?

. NOTA: La validacion del
Desarrollar método S método consiste de esta
etapa de evaluacion, cuya
Procede el trabajo fiqalidad “es considerar al
analitico metoSi(? adecuado a su
y propodsito”; en base al
\lL desempefio analitico,
instrumental y profesional.
Confirmacion del 4
cumplimiento y validez 7
del método analitico

Figura 1-1. Eleccién, desarrollo y evaluacion del método
Fuente: (Eurachem, 2005)
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1.2.1.7. Razones que argumentan desarrollar la validacion de métodos analiticos

- Garantizar que los métodos son adecuados a los analisis programados en las
condiciones descritas.

- Ahorrar costos, con la minimizacién de errores y repeticiones de analisis.

- Resolver contrariedades especificas que incorporan mejoras y confiabilidad del

profesional.

- Cumplir con las exigencias legales tanto del registro de especialidades farmacéuticas,
organos Internacionales, Regionales y Nacionales; a su vez con las Buenas Practicas de
Laboratorio.

- Formalizar la documentacién del proceso analitico indica la uniformidad entre lotes, los

cuéles cumplen con los criterios de calidad establecidos por érganos oficiales.

1.2.1.8. Antes de comenzar un proceso de validacion es necesario previamente

- Garantizar que los equipos disponga de la calibracion y/o calificacion requerida.
- Caracterizar el analito de interés.

- Definir la composiciéon del activo farmacoldgico, puesto que modificaciones en su

formulacion afectarian a la metodologia analitica.

- Es preciso llevar acabé el estudio de robustez, para certificar la bondad del

procedimiento que se pretende desarrollar. (Garcia E, 2001, pp.3-17)

1.2.1.9. Métodos susceptibles de ser validados

La USP 35 (2012, pp. 971) clasifica a los métodos analiticos por su rigurosidad y atributos en

categorias, como se indica a continuacion:

- Categoria I: ensayos analiticos para la cuantificacion de los analitos o componentes
principales de farmacos a granel o principio activo (incluyendo conservantes) en productos

farmacéuticos terminados.
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- Categoria Il: procedimientos analiticos que incluyen limite de cuantificacion de

impurezas en farmacos a granel o productos de degradacion en manufactura.

- Categoria Ill: Procedimientos para la valoracion de las caracteristicas farmacotécnicas
inherentes (Ej. Test de dilucion, liberacion de farmacos).

- Categoria IV: ensayos de identificacion.
De acuerdo al manual de AEFI (2001) sefiala la aplicacion de la validacion para:
- Pruebas de determinacion de analitos en fluidos bioldgicos y en productos naturales.

- Ensayos microbiol6gicos.

1.2.1.10. Aptitud del sistema- caracteristicas de idoneidad

Se establece desde los inicios del estudio de anéalisis con patrones, hasta el empleo del método
en muestras reales que certifiquen el buen funcionamiento del sistema en el momento de su

practica y ejecucion.

El estudio de robustez se emplea para optimizar las condiciones de funcionamiento del método
analitico antes de validarlo. La USP 35 (2012, pp. 971) menciona que las mediciones analiticas
son susceptibles a variaciones, para lo cual se establece parametros de aptitud del sistema con el
proposito de asegurar la validez del procedimiento analitico. Las variaciones que se presentan
en las etapas iniciales de la investigacion son la estabilidad de soluciones analiticas, equipos y
diferentes analistas. En cromatografia liquida las variaciones frecuentes son el pH de la fase
mavil, la composicion de la fase mavil, diferentes proveedores de columnas, la temperatura y la
velocidad de flujo. Dichas pruebas de aptitud se basan en el concepto de que el equipo, el
sistema electronico, las operaciones analiticas y las muestras analiticas constituyen un sistema

integral que puedan evaluarse como tal.

1.2.1.11. Caracteristicas de fiabilidad

Se considera la etapa preliminar que permitird conocer las caracteristicas de capacidad del

método analitico para mantenerse a lo largo del tiempo con base en los criterios fundamentales
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de la validacién. Las caracteristicas de fiabilidad comprenden cinco niveles fundamentales de

validacion:

- Capacidad de una técnica para cuantificar el analito sin interferencias de impurezas,
productos de degradacion, excipientes o diferentes tipos de sustancias que formen parte de la

muestra; término que se conoce como selectividad.

- La proporcionalidad entre la concentracion del analito y respuesta del instrumento.

Definicion que se asocia con el parametro de linealidad y rango.

- La dispersion de una serie de resultados tras multiples muestreos homogéneos, en

concordancia con el valor medio del procedimiento se denomina precision.

- La diferencia entre el valor determinado en el andlisis y el valor referencial.

Terminologia relacionada con la exactitud.

- La cantidad minima de analito requerida para obtener un resultado significativo se

relaciona con los términos limite de deteccion y limite de cuantificacion. (Aguirre et al, 2001, pp.23-
118)

La evaluacion de los pardmetros de validacion dependera principalmente del tipo de ensayo,
como se indica en la siguiente tabla recomendada por la guia ICH Q2 (2005) y la USP 35
(2012)
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Tabla 1-1: Datos requeridos para la validacion

Categoria ll
Parametros | Caracteristicas Cate_g_oria_ I Analisis Prucba Categoria | Categoria
aevaluar (Identificacién) o o i v
cuantitativos | de Limite
Exactitud Sesgo NO ] * * NO
recuperacion
Reproducibilid | NO Sl NO Sl NO
Precision: | ad
Repetibilidad NO Sl NO Sl NO
Precision NO si¥ NO s1® NO
intermedia
Especificid | Pendiente Sl Sl Sl * Sl
ad/
Sensibilida
d
Limite de - NO NO SI * NO
Deteccion
Limite de NO Sl NO * NO
Cuantifica
cion
Linealidad | Rango lineal NO Sl NO * NO
Intervalo NO Sl * * NO
(Rango)

Realizado por: Nataly Salguero 2015

Fuente: ICH Q2, 2005 (Conferencia Internacional sobre la Armonizacion de Técnicas Requisitos para el registro de productos

Farmacéuticos para uso Humano); USP 35,2012 (Validacién de procedimientos)

*Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica.
(1) En los casos en los que se realiza la reproducibilidad no es necesario efectuar la precision intermedia.

1.2.1.12. Tipos de validacién

- Validacion prospectiva: se aplica cuando las condiciones definidas para un proceso
analitico se efectGan antes de la comercializacion del producto; de forma general este tipo de
validacion se realiza cuando se desarrolla un nuevo método o proceso analitico. Es
caracteristico de los laboratorios de investigacion y desarrollo; y se emplea con un protocolo
perfectamente planificado. Involucra todos los criterios para garantizar el funcionamiento del

método. También se incorporan los procesos que sufren modificaciones que afectan las

caracteristicas del producto. (Sulca et al, 2007, pp. 36-39)

- Validacion retrospectiva: estudio que se realiza para demostrar la idoneidad del método
analitico, con la garantia constante a través de datos analiticos del farmaco comercializado. Se

aplica a métodos no validados y de los que se tiene una base de analisis e informacion histérica

de resultados. (Garcia E., 2001, pp.10-12)
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- Validacion concurrente o revalidacion: se aplica cuando se presentan cambios que
alteran la idoneidad del proceso analitico estandarizado por normativas oficiales, que amerita
una validacion total (caso de cambios) o parcial (periddica). Para la practica se establecen los

motivos que exigen la validacién en base a los siguientes cambios:
Materias primas; asi como sus proveedores

Procesos analiticos

Formulacion del producto, con la adicidn o sustitucion de excipientes

Variacion en la etapa productiva (Mata Q. Tania N, 2014, pp.27-33)

Se pueden presentar casos que requieran de una validacién menor o verificacion cuando se trate
de:

Métodos normalizados.
Métodos normalizados empleados fuera de su alcance propuesto.
Modificaciones menores de métodos normalizados. Ejemplo: uso en otros analitos.

Cuando se trate de métodos previamente validados, que haya sufrido alguna alteracién
significativa para lo cual deben volverse a evaluar. Estas variaciones pueden ser; cambio de
equipo, cambio de columnas cromatograficas, detectores, analista, cambio de la matriz que

contiene la muestra o el nivel de concentracién del analito de interés, entre otros. (Duffau B. et al,
2010, pp.47-52)

El proceso general que encamina a cumplir el objetivo de la validacion, se propone la figura 2-
1
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Cuali o cuantitativo: analito, matriz, concentracion, principio activo

. 4

Tipo de método

\/

Sl ¢ Se trata de un método normalizado?

[ Definicion del método a Validar: ]< _______ -

NO

4 Normalizado

Normalizado i No Normalizado: ‘ No
nuevo o desarrollado .
[ Normalizado

por el laboratorio tradicional

A4
NO ¢ Tiene una modificacion
significativa?

\ Vsl \

[ Verificacion [ Validaciép Prospectiva

\II
[ Establecer pardmetros a evaluar

Validacion

—/

retrospectiva

\II

Establecer pruebas experimentales

\II

]

]

J

[ ]
,H[ Determinar criterios de aceptabilidad ]
]

)

)

\I/
v

Comprobar
resultados versus [ Desarrollar pruebas experimentales

criterios - 1
A4

[ Evaluar resultados

AN V2

v

« .z N P . « o o o « o o e o o 5 o s o n o on - |
Revision del informe ]< ’

v
[ Informe de validacion

Figura 2-1. Proceso general para realizar la validacion de métodos analiticos
Fuente: (Eurachem, 2005)

1.2.1.13. Etapas de la documentacion del proceso de validacién:

Segun lo describe la AEFI en su monografia, la validacién busca demostrar con pruebas
analiticas, que tanto el método de andlisis como su sistema analitico acoplados promoveran
resultados adecuados a las exigencias preestablecidas. Cuya demostracion debe ser

documentada como se describe en la figura 3-1:
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PROTOCOLO DE VALIDACION

C

EJECUCION DE LA VALIDACION

‘ EVALUACION DE RESULTADOS ANALITICOS

.

C.

‘ INFORME DE VALIDACION

C
\

CERTIFICADO DE VALIDACION

Figura 3-1. Secuencia de la documentacién del proceso de validacién
Fuente: (Aguirre et al, 2001.pp.23-118)

1.2.1.14. Protocolo de validacion

Procedimiento experimental prospectivo que documenta informacion relacionada con el
objetivo, la definiciébn del método a validar, determinacion de los parametros, disefio
experimental y los criterios de aceptacion. Debe ser especifico para cada producto farmacéutico,
debiendo ir respaldado por la firma, fecha de los analistas responsables de la validacién y
aprobacion. De acuerdo a la Guia de Inspeccién de Buenas Practicas de Manufactura (BPM)
para la Industria de Productos Farmacéuticos; capitulo N°1 se describen los pardmetros que

comprende el protocolo de validacion:

- Obijetivos de estudio

- Lugar de ejecucion del proceso de validacion
- Personal responsable

- Parametros a estudiar (caracteristicas de la muestra, tipo de método analitico y rango de

concentraciones del activo farmacoldgico)

- Equipos a ser empleados; estandares, definicion de los criterios para los procesos y

productos relevantes
- Tipo de validacion

- Requisitos de muestreo, pruebas y monitoreo
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- Criterios de aceptacion; se establece a priori para cada parametro con la finalidad de

alcanzar conclusiones veraces. (GMP, 2010)

1.2.1.15. Validacion y estimacion de los resultados

Es importante monitorizar todos los resultados producto del analisis experimental,
conjuntamente con la ejecucion del protocolo; para localizar antes o en el mismo tiempo
cambios significativos y ejercer una accion correctiva inmediata a modo de mantener el

producto bajo control.

- Informe de validacion: documento escrito en el cual se incorporan y sintetizan los
registros, resultados y la evaluacion de un esquema de validacion completo. Puede contener
ademas, propuestas para el mejoramiento de los procesos y/o equipamiento. Los informes de

validacion deben incluir:

Referencia al protocolo en el cual se detalla el procedimiento para la valoracion de los

parametros correspondientes al material en estudio.

Resultados de las determinaciones de cada tipo de parametro a evaluar; que deben cumplir con
los criterios de aceptacion. Se deben investigar las desviaciones, los resultados fuera de

especificaciones “O0S”, si amerita el caso se aplican estudios adicionales.

Certificados de la calibracion y cualificacion de los equipos empleados y los resultados de la

comprobacion de los factores de idoneidad antes de iniciar el proceso de validacion.

Discusién y conclusiones de los resultados; en el cual manifiesta la aceptacion o rechazo de la

validacién del método analitico y si es considerado exitoso o no.

- Certificado de validacion: se considera como un documento formal de aprobacién que
elabora el laboratorio con los resultados de los pardmetros de validacion en base a la
categorizacion de la muestra analizada; debe ser firmado por el personal responsable. Dicho
certificado puede ser autbnomo, que incluya un resumen del protocolo de validacién o bien

anexarlo al final del informe. (Aguirre et al, 2001.pp.23-118)
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1.2.1.16. Parametros de desempefio analitico

Son aquellos parametros que reflejan el proceso por el cual un procedimiento analitico puede

ser desarrollado y evaluado; que se describen a continuacion:
Especificidad/ Selectividad

a) Definicion: de acuerdo a la USP35 (2012) y el documento ICH Q2 (2005), la
especificidad es la capacidad del método analitico para evaluar, medir y/o identificar
simultdneamente e inequivoca el analito de interés, en presencia de componentes interferentes
tanto exdgenos como enddgenos, tales como impurezas, productos de degradacion componentes
de la matriz. En relacién con los métodos cromatogréficos, el desarrollo de una separacion con
buena resolucién implica especificidad del método, que demuestra la capacidad de medicion del
analito en presencia de todos los elementos potenciales de la muestra. La respuesta del
mesurando en mezclas de ensayo, se genera por la exposicion a condiciones de estrés necesarias
para degradar el 80-90% de impurezas. Para los productos farmacéuticos a granel, las
condiciones tipicas de estrés son el calor, la luz, soluciones acidas (HCI 0.1N) - basicas (NaOH
0.1N), oxidantes (H202 3%); para aquellos productos formulados se utiliza a menudo el calor,
la luz y la humedad (85%). Una vez demostrada la resoluciéon de la sefial cromatografica
correspondiente al analito de interés y el potencial de la muestra, los parametros
cromatograficos, tales como la composicion de la fase movil, tipo de columna, el flujo y el

modo de deteccion se considera viable para el método a validar. (J. Mark Green, 1996, pp. 3,4)

No obstante la especificidad y selectividad se consideran términos equivalentes, otras
autoridades internacionales (IUPAC, AOAC-I) los diferencian, determinando la selectividad
como la capacidad de detectar separadamente componentes quimicos presente en una muestra y
la especificidad como la capacidad de detectar el analito sin interferencias de metabolitos

alternos. El uso del término selectividad tiene implicacidn en los siguientes &mbitos:

o Pruebas de identificacion: certifican la identidad del analito con pruebas capaces de

discriminar entre compuestos estructurales relacionados con el mesurando.

o Pruebas de pureza: garantizan que todos los procedimientos analiticos desarrollados
permitan declarar con exactitud el contenido de impurezas especificas cualitativo o cuantitativo
de un analito (por ejemplo prueba de impurezas organicas volatiles, limite de metales pesados).
En el caso de los procesos cromatograficos se utilizan los cromatogramas para demostrar

especificidad con base en la resolucion de los componentes que eluyen.
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o Valoraciones: establece la riqueza de una materia prima o el contenido del principio
activo de un producto formulado; proporcionando un resultado exacto de su contenido o

potencia. (USP35, 2012, pp. 971,972)

b) Procedimiento de determinacién de la selectividad: En lo comin para la prueba de
selectividad se analizan un minimo de 3 testigos reactivos, 3 blancos de matriz y 3 muestras o
estandares de concentracion conocida del mesurando de interés. Para una forma farmacéutica y

una materia prima los ensayos que frecuentemente se preparan son:

ENSAYOS PARA LAS FORMAS ENSAYOS PARA LA
FARMACEUTICAS MATERIA PRIMA
L O

1 Matriz [ Blanco

O Analito O Analito

L1 Matriz + Analito [l Otras sustancias similares

] Analito + Productos de degradacion +
Impurezas (Disolventes residuales, Trazas
Metalicas, Reactivos de sintesis)

] Matriz + Analito + Impurezas (disolventes
residuales, Trazas Metalicas) + Productos de
degradacidn)

Figura 3-1. Ensayos preparativos para la determinacién de la selectividad
Fuente: (Aguirre et al, 2001.pp.23-118)

La USP 35(2012) menciona, que si no se dispone de estandares de impureza o de los productos
de degradacion, la especificidad se demuestra comparando los resultados de las pruebas que
contengan impurezas o productos de degradacion con los de un segundo procedimiento
caracterizado, se puede ejemplificar la comparacion de un procedimiento farmacopéico y otro
procedimiento validado. Para una valoracion se deben confrontar los resultados; en pruebas de

impurezas cromatogréaficas deben compararse los perfiles de impurezas.

Los documentos ICH Q2 (2005) afirman que cuando se emplean procedimientos
cromatograficos, se obtendran cromatogramas representativos para indicar el grado de
selectividad y los picos deberan identificarse adecuadamente. Las pruebas de pureza de picos

por lo general emplean arreglo de diodos o espectrometria de masas, resultan adecuadas para
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demostrar que le pico cromatografico del analito no puede atribuirse a mas de un solo

componente y por ende es selectivo /especifico.

Linealidad y rango

a) Definicion linealidad: capacidad de un método analitico para obtener resultados de prueba
que sean directamente proporcionales a la concentracion del analito en estudio dentro de un
intervalo o rango definido. La USP35 (2012) define la “linealidad” a la relacion entre la
concentracion y la medida de valoracidn. En ciertos casos para lograr la linealidad, se puede
transformar la concentracion y/o medida; las méas posibles e ideales son el logaritmo, la raiz
cuadrada o el reciproco. Si no se logra la interpolacion e interpretacion de los datos analiticos se
emplea el modelo no lineal. El objetivo principal es obtener un modelo que describa con

precision la relacion entre la concentracion y la funcion de respuesta.

b) Definicion de rango: intervalo o amplitud entre las concentraciones superior e inferior del
mesurando, para la cual se determina el analito con un nivel adecuado de precisién, exactitud y

linealidad del procedimiento analitico descrito. (ICH Q2, 2005)

¢) Ambito de aplicacion:

De acuerdo a la guia ICH Q2A recomienda determinar la linealidad en todos los métodos
cuantitativos:

Estimacidn del contenido de principio activo
° Uniformidad de contenido

. Disolucion del principio activo

Cuantificacién de impurezas

d) Proceso de evaluacion de la linealidad e intervalo:
Consideraciones generales: para determinar la linealidad se aplican los siguientes criterios:

Dentro del intervalo fijado se estudia al menos 5 niveles de concentracion y se analizan por
triplicado es decir K=5; n° de réplicas=3 con un total de 15 determinaciones (n=15). Se puede

aplicar las concentraciones porcentuales de 80, 90, 100, 110, 120% del contenido teérico.

21



Estadisticamente se debe analizar las muestras analiticas de manera aleatoria, en la practica las
concentraciones se desarrolla en sentido creciente para disminuir posibles errores y efectos en la

memoria del equipo.

Se recomienda pesar en forma independiente es decir 15 pesos, para eliminar el posible error

sistematico que se produce cuando se realiza una sola pesada con sucesivas diluciones.

El principio activo a evaluar debe preparase a partir de estdndares de referencia del analito de
concentracién conocida, también se utiliza un lote de concentracién de la especialidad a

estudiar.

El nimero de repeticiones de cada muestra (por ejemplo el nimero de inyecciones en el HPLC)

dependera de la precision del sistema instrumental utilizado.

Con los datos obtenidos se elabora una tabla relacionando las concentraciones X (variable
independiente o predictiva) y la respuesta y (variable dependiente, por ejemplo Areas,
absorbancias, alturas, etc.) La relacion entre las dos variables se expresa matematicamente como
una regresion lineal de tipo y= b * x + a, producto de la aplicacion de métodos estadisticos el
forma general el de minimos cuadrados. En ciertos casos es necesario utilizar algin tipo de
transformacién matematica tales como logaritmo, reciprocos de variables, etc.) Con el fin de

obtener una metodologia lineal. (Aguirre et al, 2001.pp.23-118)

La ICH Q2A en su apéndice de Validacion de Métodos Analiticos establece las especificaciones

para los diferentes grupos o tipos de andlisis, que se detalla a continuacion:

. Valoracion de un farmaco o producto terminado: para el producto farmacéutico las
especificaciones son del 95-105% a liberacion, 90-110% a caducidad, en base al valor nominal.
Al tratarse de materia prima los limites son 98-102% 0 99-101%; debido a factores exdgenos la

ICH recomienda un intervalo méas amplio del 80-120% de la concentracién de prueba.
o Determinacion de una impureza: de 50-120% del criterio de aceptacion.
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. Uniformidad de contenido: las especificaciones generales son 85-115%. En el proceso
analitico que se presente la similitud entre el anélisis de contenido y uniformidad se emplea el
rango de 70-130%.

° Disolucion del principio activo: se considera un intervalo con la incertidumbre de £20%
respecto a la especificacidn, es decir si se trata de farmacos de liberacion modificada el rango se
determina: R= (Q + 20% 6 Q — 20%); Siendo Q la especificacion definida.

Consideraciones estadisticas: la determinacion de la linealidad no sélo implica una
representacion gréfica, requiere de una comprobacion estadistica. Los test estadisticos de
aplicacion son: Andlisis de la variancia (interpretacion de la pendiente y linealidad),
comprobando el cumplimiento de homogeneidad de variancias y normalidad de residuales. El

test de proporcionalidad indica el sesgo del método, el cual es til en el analisis de trazas. (ICH
Q2, 2005)

Precision

a) Definicién: medida de dispersion de los resultados individuales de pruebas repetidas del
mismo analito bajo condiciones previstas. A la vez la precision expresa el error aleatorio
inherente de un método; debido a que los factores susceptibles de intervenir sobre las
mediciones analiticas no pueden ser continuamente controlados (analista, equipo, instrumento,
reactivos, tiempo, tipo de columna). La precision se expresa por regla general como el
coeficiente de variacion, o con el célculo de la desviacion estandar, varianza o desviacion

estandar relativa. (Sierra I. et al, 2010, pp.5-7)

b) Tipos de estudios que engloba la precision:

Repetibilidad: grado de variabilidad del método bajo las mismas condiciones operativas, es
decir aplicado a la misma muestra repetidas veces por Unico analista, sin variacion del
instrumento, en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto. La repetibilidad se
expresa por el coeficiente de variacion (desviacion relativa) de una secuencia de mediciones
analiticas. La causa que influye en la repetibilidad del proceso analitico es la concentracién del
analito, es decir que la desviacion estandar es inversamente proporcional a la valoracion del

principio activo. ElI documento ICH establece que se evalué la repetibilidad preparando
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muestras de 3 concentraciones diferentes (inferior, media y superior del intervalo especificado)
y realizar 3 réplicas de cada concentracion. Otra alternativa es utilizando un minimo de 6

determinaciones al 100% de la concentracidn. (Aguirre et al, 2001.pp.23-118)

Repetibilidad del sistema instrumental: estudia la variabilidad en base al instrumento empleado,
se analiza valorando en forma consecutiva de 6 a 10 lecturas de la muestra. En el caso que se
pretenda analizar una materia prima o producto farmacéutico se prepara la muestra en base a la
concentraciéon nominal cuyo porcentaje de aceptabilidad son valores inferiores al 1-2%.
Mientras que para el andlisis de impurezas las muestras se preparan a la concentracién del limite

especificado, sus valores aceptados deben estar comprendidos alrededor del 5%.

Repetibilidad del método: se realiza sobre una serie de alicuotas de muestra homogénea que se
evalla independientemente desde su inicio (preparacion de la muestra) hasta el final (lectura de

resultados) por el mismo equipo y analista.

Precision intermedia: también conocido como tolerancia o fortaleza, manifiesta la variacion del
método tras la evaluacion de una serie de muestras, en un mismo laboratorio con condiciones
operativas diferentes (variados dias, diferentes analistas, equipos). Para estudiar las variaciones
en forma aleatoria se recomienda un estudio matricial; de esta forma las muestras deben ser
preparadas independientemente por triplicado. A continuacion se describe un modelo de un

disefio experimental donde se estudia la variabilidad de los factores: analista, andlisis e

instrumento.
Instrumento Analista X Dial Dia 2 Dia3
A Analista Y Dial Dia 2 Dia 3
Instrumento Analista X Dia 1 Dia 2 Dia 3
B Analista Y Dia 1 Dia 2 Dia 3

La apreciacion de la precision intermedia se realiza con el calculo del coeficiente de variacion
global de las lecturas, considerando los resultados en forma independiente. Por lo general se
aceptan valores inferiores al doble del coeficiente de variacién de la repetibilidad del método.
En caso de no cumplir con la especificacion se puede determinar el factor responsable de forma

eficaz median el disefio aplicado. (Aguirre et al, 2001.pp.23-118)
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Reproducibilidad: grado de concordancia de los resultados obtenidos de alicuotas de muestras
homogéneas, determinados con el mismo método analitico, en condiciones diferentes ya sea de
laboratorio, analista, distintos equipos y diferentes dias. A partir de los estudios interlaboratorio
se determina la reproducibilidad de 3 a 5 muestras, en un esquema de 2 a 4 concentraciones
normal del analito de trabajo; los niveles de concentracidn por lo general se trabajan a 20, 80,
120% a partir de la concentracion normal de trabajo en 3 distintos dias. Las muestras se analizan
por duplicado. Las condiciones operativas y ambientales que son diferentes para realizar el

analisis pueden ser:

Humedad y temperatura ambiental variada

o Experiencia profesional

o Caracteristicas diferentes de los equipos (Volumen muerto en el HPLC)

o Variacion de las condiciones instrumentales (composicion de la fase maévil, pH, flujo)
o Disolventes y reactivos de diferente calidad

o Tipo de columna cromatografica

Los datos obtenidos del analisis se expresan en términos de CV, el mismo que no excedera el
5% de variabilidad total en los estudios fisico-quimicos. Normalmente se aceptaran
variabilidades menores para ciertos métodos como: cromatograficos < 2% y los

espectrofotométricos < 3%. (Gonzélez A. el at, 2015, pp.5-10)

Tabla 2-1: Variacién de factores en el estudio de la precision

Factor Repetibilidad | Precision intermedia | Reproducibilidad

Instrumento Similar Diferente Diferente

Dia de analisis Similar Diferente Diferente

Analista Similar Diferente Diferente
Condiciones Similar Diferente Diferente
cromatogréficas y/o

ambientales

Laboratorio Similar Similar Diferente

Realizado por: Nataly Salguero, 2015
Fuente: AEFI, 2001 (Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria) (Validacion de Métodos Analiticos)
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Exactitud

a) Definicion: veracidad de un procedimiento analitico que expresa la cercania o proximidad
entre el valor aceptado de un ensayo (valor referencial, convencional, verdadero) y el resultado

experimental al aplicar el método analitico.

b) Ambito de aplicacion: de acuerdo a la normativa ICH Q2A se debe determinar la veracidad
de método analitico en la valoracion de una materia prima, producto terminado y en métodos de
cuantificacion de impurezas. A su vez la USP 24 menciona que la exactitud también se debe

evaluar en estudios de disolucion.

¢) Procedimiento de evaluacion de la exactitud: en la valoracion de un principio activo la
exactitud se demuestra en todo el rango especificado del procedimiento analitico, con respecto
al analito de interés el cual posee una pureza conocida, en este caso se trata de un estandar de
referencia 0 a su vez se puede comparar los resultados de la técnica con los de un método
caracterizado; cuya exactitud sea comprobada o definida. Los documentos ICH y AEFI
recomiendan que se analice la exactitud empleando un minimo de 9 valoraciones sobre 3
niveles de concentracion del mesurando, cubriendo el intervalo especificado (es decir 3
concentraciones y 3 réplicas de cada concentracion); que pueden especificarse en base a la
concentracion media y las concentraciones de los extremos del rango. En funcion del tipo de

método analitico se considera el rango de concentraciones a evaluar tales como:

o Valoracion de la riqueza de un principio activo en materia prima o de un producto
elaborado: 80-120%.

o Analisis cuantitativo de impurezas: a partir del 50% del rango especificado hasta el
120%.
o Evaluacion de la disolucion: para los farmacos de liberacion controlada, sobre cada

limite de disolucion en cada periodo de tiempo, se aplicara en porcentaje de incertidumbre de

+20%. (Aguirre et al, 2001.pp.23-118)

La exactitud se expresard matematicamente por la evaluacion de la recuperacion del analito
(porcentaje de recuperacion) en todo el intervalo de la valoracion. De igual manera se puede
determinar la exactitud mediante el calculo del sesgo que expresa la diferencia entre la media o

expectativa relativa de los resultados del ensayo y el valor verdadero aceptado en base a los
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intervalos de confianza. Es decir el sesgo es el error sistematico total en contraposicion al error

aleatorio. (Duffau B. et al, 2010 pp.47-52)

Para la evaluacién practica de la exactitud se aplican las siguientes ecuaciones basadas en la

comprobacion de su veracidad:

- Porcentaje de recuperacién (R)= Xmeloo (Ecuacién 1)

- 5esgo (S)= Xpm— (Ecuacion 2)
Donde:

X,»= Valor medio de las lecturas obtenidas

u= Valor certificado del material de referencia

Para evaluar la exactitud con mayor certeza se aplica el test t-Student en base a siguiente

ecuacion:
texp = %ﬁ (Ecuacion 3)
Donde:

100= constante

X= promedio de los resultados del porcentaje de recuperacion
CV= coeficiente de variacion del porcentaje de recuperacion
n= namero de valores observados o de las lecturas analizadas

La prueba estadistica nos permite definir si el valor medio calculado y el valor referencial o
verdadero no difieren significativamente, para un grado de libertad n-2 y un grado de
significacion 0a=0,005. (Fuentes R, 2013, pp.37-38)

Para determinar la exactitud de un método de valoracion cuantitativa de un analito en un

producto terminado (farmaco), segun el caso se emplean las siguientes técnicas:
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Método del placebo cargado: se ejecuta a partir de una muestra de concentracion conocida; para
la cual se prepara un placebo que contiene todos los componentes excepto el analito a valorar.
Sobre dicho placebo se agregan cantidades conocidas del patréon (analito) a 3 niveles de
concentracién comprendidos en el rango de estudio. El ensayo de recuperacion se realiza por
triplicado para cada nivel. Se calcula el porcentaje de recuperacion. La adicion del placebo se
trata de una aproximacion debido a que en el producto original el principio activo se encuentra
lijado a los excipientes que lo constituyen; de tal manera que la eficacia de la recuperacién
calculada con el método del placebo cargado puede llegar a ser mas elevada de lo que se espera.
Por lo comun este disefio de recuperacién se aplica para férmulas de liberacién controlada que

constan de pellets o de recubrimiento polimérico o a su vez para férmulas transdérmicas. (Aguirre
et al, 2001.pp.23-118)

Método de adicion de patron o del estandar: se aplica para aquellos casos que no es viable
preparar el placebo de la matriz sin el analito de estudio. Se basa en la adicion sucesiva de
cantidades conocidas de estandar a varias muestras, a 3 niveles de concentracion comprendidos
en el rango a evaluar, para lo cual se determinan como minimo 3 lecturas de cada nivel. Al
graficar el aumento de la sefial contra la cantidad adicionada de patrdn se obtiene la calibracion,
por medio de lo cual se determina la cantidad de analito presente en la muestra real. Este
método indica el aumento de la concentracién del analito, con el propésito de mantener bajo el

error sin sobrepasar el intervalo de trabajo. (Velastegui B. Gonzalo J, 2011, pp.37,38)

Limite de deteccién (LD)

a) Definicion: pardmetro analitico que indica la concentracion o cantidad minima de analito que
puede ser detectado por el instrumento, con aceptable precision y exactitud bajo las condiciones
experimentales sefialadas, aunque no necesariamente cuantificar. A la vez el LD es un término
cualitativo con un rango de concentraciones en que se detecta el analito sin incurrir falsos

positivos. (Mata Q., 2014, pp.27-33)

b) Ambito de aplicacion: la guia ICH establece que es necesario la determinacion del LD en

métodos de andlisis de impurezas o trazas de principio activo.
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c) Determinacion: se base en el enfoque del procedimiento analitico sea este instrumental o no
instrumental, de esta manera la guia ICH describe los métodos empleados para la determinacion
del LD tales como:

Método basado en la evaluacidn visual: es aplicado para aquellos procedimientos de analisis no
instrumentales como es el caso del método de Cromatografia en Capa Fina (CCF o TLC) o de
valoraciones volumétricas; se determina a partir de concentraciones conocidas y decrecientes de
analito, se establece visualmente el nivel minimo de concentracién que se puede detectar con

una razonable precisién y exactitud.

Método sobre la base de la sefial/ruido: este método es el méas empleado para los
procedimientos de analisis instrumentales desarrollados en el campo quimico-farmacéutico
como la espectrofotometria UV-visible o la Cromatografia de gases o liquida (HPLC), que
proporcionan una sefial del blanco, un ruido de fondo o una linea de base, es decir una sefal
residual o concentracion cero del analito. Como lo describe la guia ICH la determinacion de la
sefial/ruido se efectla comparando las sefiales medidas de las muestras con concentraciones
bajas conocidas del analito con las del blanco detectado. Se establece la concentracién minima a
la puede detectarse confiablemente el analito de interés. El criterio de aceptacion de la relacién

sefal/ruido son de 2:1 6 3:1.

Método en base a la desviacién estandar de la respuesta del blanco y de la pendiente de la
recta de calibracion: para el trabajo investigativo que trata de un método instrumental (HPLC)
gue no corrige la sefial frente a un blanco, se considera la sefial media obtenida de la

determinacion del placebo, es decir el ruido de fondo o background del sistema. (ICH Q2, 2005)

Limite de cuantificacién (LC)

a) Definicion: término cuantitativo de las valoraciones analiticas que se encuentran a baja
concentracion en la matriz de la muestra al tratarse de: impurezas en farmacos a granel o
productos de degradacion en farmacos elaborados. La guia ICH define al LC como la cantidad

més baja de analito presente en una muestra que se puede determinar cuantitativamente con
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precision y exactitud aceptables en las condiciones definidas. Habitualmente el LC se expresa

como la concentracion de analito interpretado como porcentaje, partes por billon.

b) Ambito de aplicacion: se establece el LC Ginicamente en métodos que determinan impurezas,
debido a que actualmente la pureza de los principios activos farmacéuticos se reconoce
implicitamente el test Limite de Cuantificacion que indica la suma total de las impurezas

cuantificadas con suficiente precision y exactitud. (Aguirre et al, 2001.pp.23-118)

c) Proceso de determinacion: de acuerdo a la USP se determina el LC en el caso de
procedimientos analiticos instrumentales que exhiben ruido de fondo que consiste en comparar
las sefiales medidas a partir de muestras con bajas concentraciones conocidas de analito con las
muestras de un blanco. Se establece la concentracion minima a la que se puede cuantificar
confiablemente el analito. El criterio habitual de aceptacion es de 10:1. Otros enfoques depende
de la valoracion de la pendiente de la curva de calibracion y la desviacién estandar de las

mediciones. (USP35, 2012, pp. 970-974)

Robustez

a) Definicion: medida de la capacidad o efectividad del método analitico para permanecer
inalterado su desempefio ante la presencia de variaciones deliberadas en los parametros del
método; aporta una indicacion de la fiabilidad o estabilidad del método durante su uso en rutina.
La finalidad del estudio de robustez es optimizar el método analitico desarrollado o
implementado por el laboratorio y describir bajo qué condiciones analiticas tales como:
analistas, equipos, reactivos, pH, temperatura, tiempo de reaccion, estabilidad de la muestra, etc;

se ve afectada la confiabilidad de los resultados. (Duffau B. et al, 2010 pp.47-52)

b) Ambito de aplicacion: aplica a todos los métodos analiticos, ya que se considera
imprescindible establecer la robustez antes de fijar los parametros analiticos y redactar el
método a validar. Se considera que la primera etapa del estudio es analizar todo el método y
definir qué factores son los que mas alterar los resultados analiticos para evitar romper la cadena
de trazabilidad.
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c) Procedimiento de determinacion: primeramente se inicia con la evaluacion de los factores de
variacion que influyen en el tipo de metodologia analitica; al tratarse de métodos
cromatograficos por HPLC se presentan los siguientes factores:

o Composicidn de la fase movil

) Volumen de inyeccion

o pH de la fase movil

o Flujo

o Tipo de columna

o Detector: variacion de la longitud de onda (UV) o voltaje (deteccion electroquimica)
o Sensibilidad de integracién

Para la determinacion de la robustez se procede a evaluar el efecto de 7 variables con 8 analisis
de la muestra de interés. Se inicia identificando los factores més relevantes que alteren la
estabilidad de los resultados del método analitico. Dichos pardmetros son evaluados
simultaneamente con la aplicacion de un disefio factorial. (Green J. Mark, 1996, pp.7-9)

Idoneidad del Sistema (System Suitability Test)

El test de idoneidad del sistema controla las posibles variaciones susceptibles que se presentan
en el método analitico. Se describe como un conjunto de pruebas cuya finalidad es comprobar
en el momento de la utilizacién del método, que el sistema (analista, reactivos e instrumento) es

adecuado para llevar a cabo las valoraciones que se ha establecido y validado.
Parametros de evaluacion:

Se agrupan en 3 categorias:

o Precision

o Limite de deteccidn o cuantificacion
. Parametros cromatogréaficos:

. Factor de capacidad (k)

= NUmero del platos tedricos (N)
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= Factor de asimetria o de cola

= Resolucion

Precision del test de idoneidad del sistema: se evalta mediante la determinacion del coeficiente
de variacidn, la USP establece como criterio de aceptacion igual o inferior al 2% en la inyeccion
de 5 réplicas. La guia FDA establece un coeficiente de variacion inferior al 1% para un minimo
de 5 inyecciones cuando se trata de principio activo, mientras que para el andlisis de impurezas

0 productos de degradacion es aceptable valores del 5-15%.

Limite de deteccidn o cuantificacion: es util para confirmar la consecuencia de un determinado
limite de deteccion o cuantificacion, por ejemplo el analisis de bajos niveles de impurezas. Para
ciertas aplicaciones resulta necesario el control de pardametros tales como el ruido de fondo y la
derivada de la linea de base, por ejemplo para controlar la estabilidad de la temperatura, la

mezcla de la fase movil o la estabilidad de algunos detectores (indice de refraccion). (Aguirre et al,
2001.pp.23-118)

Parametros cromatogréficos: se describe en el apartado de Fundamentos Cromatograficos.

1.2.2. Fundamentos Cromatograficos

La Cromatografia es considerada como un método potencial para la separacion, identificacion,
aislamiento y caracterizacion de los componentes quimicos relacionados en mezclas complejas;
gue tiene amplia aplicacion en todas las ramas de la ciencia, en las industrias farmacéuticas, en
la investigacion basica o aplicada, en los procesos biotecnolégicos, etc. (Skoog y West Holle, 2001,
pp.666)

El cientifico ruso Mikhail Tswett en 1906 postul6 la teoria de las separaciones cromatograficas,
a través de su trabajo investigativo, que realizé la separacion de diferentes pigmentos vegetales
como clorofilas y xantofilas, al hacer pasar soluciones del extracto vegetal de hojas por una
columna de vidrio rellena con carbonato de calcio, alimina y sacarosa. En la cual observo

bandas de diferentes colores y es asi que acufié el término cromatografia con las palabras
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griegas chroma que significa “color” y graphein que significa “escribir”. Actualmente la
cromatografia se define como la separacién de componentes de una mezcla al distribuirse entre

dos fases: una estacionaria y otra movil. (Gary D, 2009, pp. 555-609)

En el proceso de separacidn cromatogréafica consiste en que la muestra es diluida y distribuida
en la fase movil que puede ser gaseosa o liquida o un fluido supercritico, la misma que pasa por
la fase estacionaria inmiscible, fija, empacada en una columna o en una superficie sélida o gel.
De esta manera los componentes de la muestra son fuertemente retenidos por la fase
estacionaria al ser eluidos por un bajo flujo de la fase mdvil; en el caso de los componentes
débilmente ligados a la fase estacionaria su retencion es baja y fluyen con rapidez; este
comportamiento es debido a las diferentes velocidades de migracion. Es asi que los
componentes de la muestra se separan en bandas interpretados graficamente por un pico
cromatografico representativo del analito en estudio que se analizan en forma cualitativa y

cuantitativa. (Douglas A., et al, 2008, pp. 762-764)

Los tipos de cromatografia mas empleados para el andlisis quimico son la cromatografia de
gases (GC) y la cromatografia de liquidos (LC). La cromatografia de gases se fundamente en la
separacion de componentes gaseosos con base en su adsorcion o fraccionamiento en la fase
estacionaria que parte de una fase gaseosa. La cromatografia de liquidos abarca técnicas tales
como: exclusion de tamafio (separacion que se establece por el tamafio molecular), de
intercambio i6nico (separacion fundamentada en la carga eléctrica) y cromatografia de liquidos
de alta eficiencia (HPLC, High-performace liquid chromatography), basada en la adsorcién o
dispersion de una fase liquida. Se incluye la cromatografia en capa delgada (TLC, thin-layer
chromatography) se interpreta como la forma plan de la LC vy la electroforesis, en la cual la
separacion se realiza por medio de un gradiente eléctrico basado en el signo y la magnitud de la

carga del soluto. (Gary D., 2009, pp. 555-609)

1.2.2.1. Clasificacion de los métodos cromatograficos

La clasificacion méas habitual se basa en la naturaleza de la fase estacionaria, y en el tipo de
equilibrios implicados de los solutos entre las fases. En la tabla 3-1 se indica las clases generales

de cromatografia.
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Tabla 3-1: Clasificacion de los métodos cromatograficos

solida

Especies  organicas
enlazadas a una
superficie sélida

Clasificacion Método especifico Fase estacionaria Tipo de equilibrio
general
a. Cromatografia de | a.1.  Cromatografia | a.1. Liquido | a.1. Distribucién
gases (CG) gas-liquido (CGL) adsorbido o unido a | entre un gas y un
a.2. Gas-solido una superficie solida | liquido
a.2. Solido a.2. Adsorcion
b. Cromatografia de | b.1. Liquido-liquido, | b.1. Liquido | b.1. Distribucién
liquidos (CL) 0 reparto adsorbido o unido a | entre liquidos
b.2. Liquido-solido, o | una superficie solida | inmiscibles
adsorcion b.2. Solido b.2. Adsorcion
c. Cromatografia de | c.1.Intercambio de | c.1. Resina de | c.1. Intercambio
fluidos supercriticos | iones intercambio i6nico ionico
(CFS: fase movil: | c.2.Exclusidn por | c.2. Liquido en los | c.2.  Distribucion-
fluido supercritico) | tamafio intersticios de un | exclusion
c.3. Afinidad solido polimérico c.3. Distribucion
c.3. Grupo de | entre el liquido de la
liquidos especificos | superficie 'y el
unido a una superficie | liquido movil

Distribucién entre el
fluido supercritico y
la superficie
enlazada

Realizado por: Nataly Salguero 2015
Fuente: (Douglas A. Skoog et al, 2008)

En la practica se realiza la clasificacion de la CL en base a la polaridad de la fase estacionaria:

e Cromatografia de fase normal: se considera el primer tipo de sistema empleado en el

campo de la quimica, se define por el grado de polaridad de los compuestos presentes en la

mezcla. Este proceso emplea una fase estacionaria de alta polaridad o hidrofila por ejemplo

silice 0 alimina y una fase movil de baja polaridad o hidréfoba por ejemplo hexano,

cloroformo; se aplica cuando se analizan compuestos altamente polares. EI compuesto hidréfilo

se asocia y es retenido por la fase estacionaria. La fuerza de adsorcidn se incrementa a medida

que aumenta la polaridad del compuesto y la interaccion entre el compuesto polar y la fase

estacionaria polar (en relacién a la fase movil) aumenta el tiempo de retenciéon. El uso de

disolventes de elevada polaridad en la fase mévil hacen que se reduzca el tiempo de retencion

de los compuestos; en tanto que los disolventes hidrofébicos tienden a incrementar el tiempo de

retencion. En la figura 4-1. se explica el fundamento de la cromatografia de fase normal. (Harris

Daniel C, 2001, pp.699)
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Normal/ HILIC phase chromatography
=) Separation based on differences in polarity

Hydrophilic functional group

Hydrophobic
functional group

Hydrophobic

Eluent

- Strength of retention:
(= Hydrophobic < Hydrophilic

Figura 4-1. Cromatografia en fase normal
Fuente: ( (Shodex, 2002)

e Cromatografia de fase reversa (inversa): fue establecido por los cientificos (Marlin y
Howard, 1995, pp.2-4) quienes revirtieron la polaridad de las fases con la finalidad de separar
acidos grasos. Esta técnica cromatografica se ha convertido en la mas empleada en las
determinaciones de los métodos analiticos; ya que proporciona retencion y selectividad éptima
cuando se las muestras son de caracter alifatico o aromatico. Se caracteriza por presentar una
fase estacionaria hidréfoba y una fase mdvil moderadamente polar. En tiempo de retencién en
mayor para las moléculas de caracter polar, en tanto que las de polaridad baja eluyen
rapidamente. EI comportamiento de la fase reversa se observa en la Figura 5-1.

Reversed phase chromatography
=) Separation based on differences in polarity

Hydrophilic functional group

Hydrophobic functional group
Hydrophilic Eluent

. Strength of retention
| Hydrophilic < Hydrophobic

£ ™,
(

Figura 5-1. Cromatografia en fase reversa
Fuente: ( (Shodex, 2002)
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1.2.2.2. Cromatografia de elucion en la columna

La elucion es el proceso por el cual los analitos se limpian por medio de una fase estacionaria
que es impulsada por la fase mévil o eluyente que se deposita en la columna. La elucién se
realiza bajo dos tipos: isocratica y en gradiente; que se fundamentan en la composicion de la

fase movil.

- Elucion isocrética: las moléculas eluyen usando un solvente o mezcla de solventes que
conserva la misma concentracion y es constante durante todo el tiempo del proceso
cromatografico. Para evaluar las separaciones por elucién isocratica se determina el tiempo de

retencion, factor de capacidad y resolucion.

- Elucion en gradiente: los analitos son eluidos variando la composicién de la fase movil
a lo largo del proceso cromatografico. Esto depende del tipo de columna, de la modificacion de
la polaridad del eluyente, del incremento de la fuerza idnica. El resultado es el acortamiento del
tiempo de retencion, dado que el factor de retencion a media que aumenta el flujo de gradiente y

el compuesto eluye. (Hernandez J, 2005, pp.49-59)

1.2.2.2. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

El primer equipo de HPLC fue fabricado por Csaba Horvath y su colega S. R. Lipsky, de la
Universidad de Yale y lo llamaron “Cromatografia de liquidos de alta presion”. En la década de
los 70 con el avance tecnolégico permitié producir particulas pequefias de silice silanizadas, con
la gran ventaja de emplear columnas de volumen pequefio y mayor longitud, que garantizaron
un rendimiento 6ptimo con una elevada resolucion del pico. En la actualidad la metodologia se

le llama “Cromatografia de liquidos de alta eficiencia”. (Gary D., 2009, pp. 555-609)

- Definicidn: es un método analitico moderno de separacion que se base en la interaccion
diferencial por particién de los componentes de una muestra a través de la elucion, que se
distribuyen en una fase estacionaria sélida y una fase movil liquida. La importancia de la
metodologia de HPLC es su grado de polaridad que le otorga rangos amplios de sensibilidad, la
idoneidad para automatizar su proceso, su capacidad para especies volatiles o termol&biles y su
facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas. La diferencia existente entre la CG

y la HPLC se define por la volatilidad o la estabilidad térmica de la muestra. (Hans K., 2010, pp.14-
20)
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- Aplicacién: se emplea como técnica preparativa y método analitico, que permite la
purificacion, identificacion y cuantificacion de analitos, apto para separar macromoléculas,
especies ionicas, productos naturales labiles, componentes poliméricos y una diversidad de
grupos poli funcionales de alto peso molecular tales como aminoacidos, proteinas, &cidos
nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibioticos,
esteroides, especies organometalicas. Se describe en la tabla 4-1, las variadas aplicaciones de la
HPLC. (Hernandez P, 2005, pp.49-59)

Tabla 4-1: Aplicacion de la HPLC

Campo Aplicacion
Farmacos Antibioticos, sedantes esteroides, analgésicos
Bioguimica Aminoéacidos, proteinas, carbohidratos, lipidos
Productos de alimentacion Edulcorantes artificiales, antioxidantes, aflatoxinas,
aditivos

Productos de la industria quimica | Aromaticos condensados, tenso activos,
propulsores, colorantes

Contaminantes Fenoles, pesticidas, herbicidas
Quimica forense Drogas, narcéticos, alcohol en sangre
Medicina clinica Acidos biliares, metabolitos de drogas, extracto de

orina, estrogenos

Realizado por: Nataly Salguero 2015
Fuente: (Chicharro Manuel, 2012)

- Equipo para HPLC

Con la finalidad de alcanzar separaciones mas rapidas y eficientes con presiones de hasta
6000psi, con rellenos de particulas entre 3 a 5mm de diametro, con una longitud de 10 a 30cm,
se obtiene una rapidez de flujo de 1 a 2mL/min, para cumplir estos parametros se aplica la
técnica de HPLC. El cromatégrafo de liquidos (HPLC) esta constituido de los siguientes

componentes:

a. Rack de solventes (Sistema de tratamiento de solventes): el sistema de suministro de
eluyentes esta equipado con recipientes de vidrio de 500mL o mas que contienen la fase movil.
Consta también de un sistema para descartar los gases disueltos y el polvo de los liquidos. Los
gases disueltos generan flujos inestables y ensanchamiento de las bandas o picos
cromatograficos; de igual forma la presencia de burbujas y el polvo interfieren con el

funcionamiento de la mayoria de los detectores. Los desgasificadores forman parte del rack de
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solventes que se ubica en la bomba, que radica en un sistema de bombeo por vacio, por
destilacion o calentamiento; por lo general se emplea el sistema de purga que permite impulsar
los gases disueltos fuera de la solucion a través de un gas inerte (helio) insoluble en la fase
movil, el cual evapora parte del disolvente volatil. A menudo los sistemas consisten de un
dispositivo para filtrar los solventes y eliminar las particulas sélidas suspendidas para evitar
dafios en la bomba, taponamiento de la columna. Los requisitos que deben cumplir los solventes
de la fase movil para evitar interferencias en la funcionalidad de la bomba y del resto del

sistema cromatografico son las siguientes:
o Utilizar solventes puros de grado HPLC
o Filtrar la fase movil por un filtro millipore

e Desgasificar la fase movil

Para la elucion de la fase movil se presentan dos situaciones cuando se emplea un solvente o
una mezcla de solventes de composicion constante se denomina elucion isocratica, mientras
que en la elucion con gradiente se usan dos 0 mas sistemas de solventes que difieren en su

grado de polaridad y varian en composicion durante la separacién. (Douglas A. et al, 2008, pp. 762-
764)

b. Sistema de bombeo: las caracteristicas que deben presentar las bombas para cromatografia
de liquido corresponden a: generar presiones de hasta 6000psi (Ib/in> o 414 bares), salida
independiente de pulsos, tasas de flujos de 0,1 a 10mL/min, reproducibilidad del flujo,
componentes resistentes a la corrosion. Para la CL se utilizan tipos de bombas, la bomba de
desplazamiento y la mas comercial es la de tipo reciprocante. Considerando la fuerza motriz los
tipos de bomba se clasifican en: bombas neumaéticas (bombas de desplazamiento directo y
amplificadores de aire) y bombas de motor eléctrico (bombas de jeringa y alternantes de pistén

0 membrana). (Méndez M, 2008, pp.45-47)

c. Sistema de inyeccion de la muestra o mezclado de la fase mévil (Autosampler): su
finalidad es introducir la muestra sin despresurizar el sistema y sin reforzar la columna a través
de micro jeringas capaces de resistir 1500 psi. El inyector consiste de una valvula de inyeccion
y un bucle. Existen tipos de inyectores, los manuales que se categorizan como los de jeringa y

de valvula. También estan los auto inyectores (Autosampler) que en la actualidad son los que
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mas se emplean para CL, estos constan de un valvula mecanica, placas microtituladoras, con un
muestreador automatico basado en los rizos de muestreo y una bomba de jeringa para inyectar
volumenes menos de 1L hasta més de 1mL. El factor limitante de la CL es la reproducibilidad
de inyeccion de las muestras en el relleno de la columna, que presenta ensanchamiento de
banda. Es asi que los volumenes de muestra que se utilizan tienen que ser de pequefias décimas

de micro litros. (Gary D., 2009, pp. 555-609)

d. Columna: considerado el elemento fundamental de un cromatégrafo de liquidos y
comumente se lo denomina el corazén del HPLC, puesto que en ella tiene lugar la separacion de
los compuestos. La USP 35 (2012) establece que el término columna incluye columnas de acero
inoxidable, de acero inoxidable con recubrimiento interno y poliméricas, rellanas con una fase

estacionaria.

En forma general el didmetro interno de la columna es de 3 a 5mm, con una longitud de 5 a
25cm, frecuentemente se usan columnas rectas. El tamafio de particula de los rellenos mas

comunes son 3 o 5um. Las columnas de mayor utilidad presentan un diametro interno de

4.6mm, con un tamafo de particulas de 5 um y su longitud es 10 a 15 cm. Las cuales generan 40

000 a 70 000 platos/metro (en forma normal alrededor de 10 000 platos/columna). En los
Gltimos afios con la evolucion tecnol6gica en el mercado se encuentran columnas microbore de
pequefio tamafio, con un diametro entre 2 y 0.5mm, la longitud de 25 y 100cm. Este tipo de
columnas tiene la ventaja de reducir el consumo de disolvente y facilitan el acoplamiento de

otras técnicas analiticas (basicamente espectrometria de masas). (Barquero M, 2004, pp.12-14)

Las columnas analiticas son las que generalmente se realizan las separaciones y son de los

siguientes tipos:

- Columnas capilares (micro columnas)

- Columnas de micro calibre y calibre estrecho
- Columnas estandar

- Columnas rapidas

- Columnas preparativas
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Entre el inyector y la columna se incorpora una pre columna o guarda columna de 3 a 10cm, su
finalidad es prolongar la vida la columna analitica y optimizar las separaciones al remover
compuestos de muy elevada retencién y suspende materia solida proveniente de la muestra, que
si no existiera dicha pre columna los solidos llegarian a contaminar la columna y modificarian

su eficacia y selectividad. (Douglas A., et al, 2008, pp. 762-764)

e. Detectores: es un dispositivo que mide una propiedad fisica del eluyente causado por la
presencia del soluto al salir de la columna. La deteccidn se trabaja bajo condiciones de flujo
constante. Por lo general las muestras llegan al detector en cantidades de microgramos y
nanogramos. Los detectores de uso extendido que no aportan informacién estructural tenemos:
detector de indice de refraccion, detector UV, detector de fluorescencia, detector de
conductividad electronica y detector electroquimico. La caracteristica comun que presentan los

equipos de HPLC es un detector de serie de diodos. (Santiago R., pp. 191,192)

Propiedades de un detector para CL:
Propiedades que no interfieren en la eficacia de la separacién:

- Respuesta (sefial ofrecida por el detector debido a una variacion de la propiedad fisica

del eluyente)
- Ruido
- Deriva (variacion de la sefial de base a lo largo del tiempo)

- Sensibilidad (minima cantidad de analito que pasa por el detector, para que la sefial sea

2 veces mayor que la del ruido de fondo)
- Rango dindmico (Rango de concentraciones del soluto)
Propiedades que afectan la eficacia de la respuesta:

- Volumen de la cubeta

Constante de tiempo

f. Sistema de recoleccion de datos (Integracion): por medio de un dispositivo digital que

incorpora un sistema o programa especifico para cada instrumento de HPLC, se controlan los
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parametros de composicion de la fase movil, mezcla de diferentes solventes en funcion del tipo
de proceso que se aplique, temperatura, secuencia de inyeccion, flujo, tiempo, datos del detector
(longitud de onda, etc). La mayoria de sistemas operativos incluyen programas que miden el
rendimiento del proceso cromatografico, permiten también la cuantificacion de sustancias. Por
medio del ordenador se realiza la integracion de los datos obtenidos a través del Cromatograma
que se genera por la sefial detectada de cada analito, como resultado de la separacion.

Fuente
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Figura 6-1. Esquema fundamental de los componentes de un equipo caracteristico de

CLAR.
Fuente: (Douglas A, et al, 2008, pp. 762-764)

g. Cromatograma: es una representacion grafica de la respuesta del detector, la concentracion
del analito en funcion del tiempo o volumen de efluente afiadido. Es util para el analisis
cualitativo como cuantitativo. La ubicacion de los picos en el eje del tiempo se emplea para
identificar los componentes de la muestra, en tanto que las Areas bajo los picos permiten una
medida cuantitativa de cada analito. Los componentes que se encuentran en el cromatograma

tenemos:

- Tiempo muerto (Ty): es el tiempo requerido para que la especie no retenida alcance el

detector.

- Tiempo de retencién (tg): es el tiempo que transcurre después de la inyeccién de la

muestra, para que el analito alcance el detector. (USP 35, 2012)
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Figura 7-1. Cromatograma con la elucion de dos sustancias.
Fuente: (USP 35, 2012)

1.2.2.3. Parametros Cromatograficos

Los pardmetros que precisan una separacion cromatografica, son extrapolables a las

separaciones que utilizan técnicas de desarrollo de métodos analiticos.

Retencidn o factor de capacidad ( k)

Se define como el nimero de moléculas que en equilibrio pasan a la fase estacionaria, con
respecto a las que permanecen en la fase movil. Este factor es adimensional, en la préctica los
analitos cuantificados deben presentar valores de k’ entre 1 y 10, con el proposito de no

incrementar los tiempos de separacion. (Douglas A., et al, 2008, pp. 762-764)

Se determina a partir del cromatograma donde:
k’= (tR - tM) / tM

Eficiencia, nimero de platos tedricos (N, adimensional)
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Se plantea la teoria de platos que consiste en la presencia aparente de un ndmero de zonas
adyacentes, en las cudles hay un espacio para que el soluto se encuentre en equilibrio con las
dos fases. Explica la forma Gaussiana de los picos cromatogréaficos y su velocidad de
desplazamiento por la columna. La eficiencia de una columna para separar analitos depende del
nimero de platos tedricos (N); es decir que a mayor valor de N es mejor la separacion y
cuantificacion de los solutos. Para una columna de longitud conocida, la eficiencia es mejor
cuando la altura equivalente de plato tedrico (HETP) es menor. (Legaz G. Marfa E et al, Madrid, pp.7-
18)

La determinacién del nimero de platos tedricos se establece en cada condicion de flujo de la
fase mdvil, para lo cual se triangulo la sefial detectada. La triangulacion del pico se realiza
ampliando la linea base y posteriormente se trazan tangentes al punto de inflexién de acuerdo a
la Figura 8-1, en la cual se observa que el segmento de la linea base intersectada por las
tangentes en el pico y una altura (h) desde esta base hasta el punto de corte con las tangentes, se
obtiene el valor de la anchura en la base (Wb= 4c) y a media altura (Wy,,= 2,35¢). La altura a

media anchura (h1/2) es la mitad del valor de h.

\/ Tangentes al punto de inflexién

1

n
M
[RA}
1.000 - P\
/BN
[/
/|
: Puntos de inflexion
. 0:6077 ! ~—20=w/2
g |
< |
E 4o=w,,
91384 f——t——\ A 4.30=1.07w,
0,044 1="f—a b ~~bo=1.25w,

Figura 8-1. Esquema de Triangulacion de un pico Gaussiano
Fuente: (Legaz G. Maria E et al, Madrid, pp. 7-18)

De acuerdo a la USP 35 (2012) los platos tedricos (N) (adimensional) se calculan por la
siguiente ecuacion: N= 16 (tz / W)? (Ecuacion 4), en donde tg es el tiempo de retencién del
analito y W es el ancho del pico en su base. Cuando se emplean integradores electronicos, se

emplea la siguiente ecuacion para determinar el nimero de platos teoricos efectivos (eficacia):
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tR
W1/2

N= 5,54 )? (Ecuacion 5), donde W, es el ancho del pico a la mitad de la altura. El valor

de N depende del analito a separar y cuantificar, a su vez de las condiciones operativas tales
como la velocidad de flujo, la temperatura de la fase movil o gas transportador, la calidad del
relleno, la uniformidad del relleno dentro de la columna y para columnas capilares el espesor de
la pelicula de la fase estacionaria, el didmetro interno y la longitud de la columna. (USP 35, 2012,
pp. 975-979)

Factor de separacion o selectividad, a (adimensional)

Establece la separacion entre picos cromatograficos y su relacion relativa de 2 sustancias que
eluyen uno a continuaciéon de otro. Cuando el valor calculado de a =1 indica tiempos de
retencion iguales y por lo tanto no existe separacion. Lo ideal es obtener valores mayores a 1 (o
>1), que indican buena separacion. Se define como el cociente a= Kg / Ky, siendo B la especie

. . . k'B . tR)B—tM
mas fuertemente retenida. También se deduce que o= o 0 bien o= EtR%TtM' de esta forma se

obtiene de los tiempos de retencion y muerto. (Buceta J, et al, 2011, pp.245-249)

Factor de asimetria o de cola

También conocido como factor de simetria de un pico, que se representa por el pico Gaussiano.
Se determina por la ecuacion: As= Wy / 2f, donde Wy s es el ancho del pico al 5% de la
altura y f es la distancia del maximo del pico hasta el borde inicial del pico, midiendo la

distancia en un punto ubicado al 5% de la altura de la line base. (Lidia Q, 2015)

Resolucion, R (adimensional)

Medida cuantitativa del grado de separacion de dos picos consecutivos. Cuando el valor
calculado es de 1,5 sefiala una separacion hasta la linea base de ambos picos y un valor de 1.00
es indicativo de una resolucion del 90%. Es decir para el analisis cuantitativo valores <1

muestra solapamiento de picos; valores de Rs >1 sefiala separacion. Se determina por la
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siguiente ecuacion: Rs= 2 (tr, - tr1) / (W1 + W,); donde tr, Y trs SON los tiempos de retencién de
los dos analitos a cuantificar; y W, -W, son los anchos en las bases de los picos, obtenidos

extrapolando los lados relativamente rectos de los picos hasta la linea base. (Legaz G. Maria E et al,
Madrid, pp. 7-18)

1.2.3. Cefalosporinas

En el afio de 1948 el cientifico italiano Gulseppe Brotzu, aislé el Cephalosporim acremonium,
como primera fuente de cefalosporinas, del agua de mar cerca de una alcantarilla, ubicada en las
costas de Cerdefia. Observd que los cultivos de los hongos de Cerdefa inhibian in vitreo la
proliferacion bacteriana de S. aureus y aliviaban la fiebre tifoidea manifestada en el ser humano.
Descubrié que el liquido de cultivo de los hongos contenia tres antibiéticos diferentes que
recibieron el nombre de cefalosporinas P, N y C. Al aislar el nicleo activo de la cefalosporina
C, realizé el hallazgo del &cido 7-aminocefalosporanico, y la adicién de cadenas laterales,
permitio el desarrollo de compuestos semisintéticos con actividad antibacteriana mucho mayor

gue la de la sustancia original. (Goodman y Gilman, 2012, pp.1493-1499)

En la actualidad las cefalosporinas se clasifican en cuatro generaciones de acuerdo al espectro
de accion frente a microorganismos Gram negativos y la estabilidad de la droga a la
betalactamasa. Para el desarrollo del trabajo investigativo se hace referencia a las cefalosporinas

de tercera generacion.

1.2.3.1. Cefalosporinas de tercera generacion

Presentan un espectro de actividad mucho mas amplio contra bacterias Gram negativas y
resisten mas a la betalactamasa, estos antibidticos son considerablemente menos activos que las
cefalosporinas de primera generacion para inhibir bacterias Gram positivas. La actividad
antibacteriana de los farmacos de esta generacion se establece para microorganismos anaerobios
Gram negativos y a menudo contra Enteribacteriaceae (E. coli, Enterobacter, K. pneumoniae).
Las drogas pertenecientes son: cefotaxima, ceftizoxima, ceftriaxona, cefpodoxima, ceftibuteno,

moxalactam, ceftazidima, cefoperazona y cefixima. (Mendoza P., 2008, pp.608-610)
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1.2.3.2. Ceftriaxona

La ceftriaxona se clasifica como una cefalosporina de tercera generacion con un amplio
espectro de accion bacteriana contra microorganismos Gram positivas y Gram
negativas, comunmente utilizado en unidades de cuidados intensivos (UCI) para el

tratamiento empirico de una amplia gama de infecciones. (Bustos G., 2012, pp. 3-4)
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Figura 9-1. Estructura desarrollada Ceftriaxona

Fuente: (USP 35, 2012)

Compuestos que contienen un 1,2-tiazina fusionado a un 2-azetidinona a un oxo-5-Thai-
1-azabiciclo [4.2.0] oct-resto de acido 2-eno-2-carboxilico o un derivado del mismo.

a. Descripcion

La ceftriaxona es una sal disédica, se presenta como un polvo cristalino blanco o
anaranjado amarillento (Hemiheptahidrato), se funde a méas de 115°C con
descomposicion, su pK es aproximadamente 3 (COOH); 3,2 NHs: 4,1(OH endlico). El
color varia de amarillo claro y ambar de acuerdo a la concentracion y el tiempo de
conservacion: pH (solucion al 1%) alrededor de 6.7. Las caracteristicas de solubilidad
son: muy soluble en agua (unos 40 g/100mL a 25°C), poco soluble en metanol, escasa

solubilidad en alcohol. (Gennaro R, 2003, pp. 1795-1797)

¢. Mecanismo de accion
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La ceftriaxona desarrolla su actividad terapéutica a través de la inhibicién de la sintesis
de mucopéptido en la pared celular bacteriana. El resto de betalactamasa de ceftriaxona
se une a las carboxipeptidasas, endopeptidasas y transpeptidases en la membrana
citoplasmatica bacteriana. Cuyas enzimas estan implicadas en la sintesis de la pared
celular y la division celular. Mediante la union a estas enzimas, Ceftriaxona inhibe la

formacion de las paredes celulares e induce la autolisis bacteriana. (Tomberg J et al, 2010, pp.
7-10)

Al. Compelicion entre el betalactamico .
gel pentapéptido por la unién con las > AZ2. Unién covalente
BP: “gana” el betalactamico por mayor afinidad ﬁe ! estable entre PBP y el
5/

. anillo betalactamico,
BETALACTAMICO

e -

DE
DE LA PARED PARED > MUERTE
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NAG _NRG FALTA DE F ION /
ﬁ'%'gﬂ,"c,\'%ﬁ DESTHUGCWLA
B ——

B. ACTIVACION

ENDOLISINAS ® } .
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B1. Destruccion enzimatica
\ del peplidoglicano /.l 1\

Figura 10-1. Mecanismo de accién de betalactdmicos
Fuente: Suérez Cristina y Gudiol Francesc, 2009, pp. 7
NAM: Acido N-acetilmuramico; NAG: Acido N-acetilglucosamina: PBP: Penicilina proteina de unién

d. Indicaciones y uso clinico

Antibidtico de eleccion para el tratamiento de infecciones respiratorias, piel, tejidos blandos,
infeccion del tracto urinario, causada por S. pneumoniae, H. influenzae, estafilococos, S.
pyogenes (estreptococos del grupo A beta-hemoliticos), E. coli, P. mirabilis, Klebsiella sp,
estafilococos coagulasa negativos. La ceftriaxona radica su administracion para infecciones
intrahospitalarias en el tratamiento de meningitis y Chancroide, gonorrea y otras infecciones
causadas por: Actinomycetos, Bartonella, Capnocytophaga, Neisseria meningitidis,

Pseudomona aeruginosa, shigella, Spirochetal, fiebre tifoidea y Salmonella sp. Su accion se

47



limita en las infecciones por: Enterobacter sp, Citrobacter sp, Acinetobacter sp. (KB Rivas et al,
2002, pp.3-5)

e. Farmacocinética

La ceftriaxona posee actividad in vitro muy similar a la de ceftizoxima y cefotaxima. Presenta
un volumen de distribucién de 5,78-13,5 L. Se caracteriza por su notable semivida de 5.8-8.7
horas. La administracion una o dos veces al dia ha sido eficaz en sujetos con meningitis, en
tanto que contra otras infecciones ha sido eficaz administrarla una vez al dia. La unién
proteinas es del 95%. EI clearence es de 0.58 - 1.45 L / h (adultos sanos que recibieron 0,15 a 3
g de ceftriaxona) Entre el 33% a un 67% de una dosis de ceftriaxona se excreta en la orina como
farmaco inalterado y el resto se excreta en la bilis y en Gltima instancia se elimina en las heces
como compuestos microbiolégicamente inactivos. Una sola dosis de ceftriaxona (125 a 250 mg)
es eficaz en el tratamiento de la gonorrea uretral, cervicouterina, rectal o faringea, incluida la

enfermedad causada por microorganismos productores de penicilinasa. (Goodman y Gilman, 2012,
pp.1493-1499)

La ceftriaxona tiene su importancia y su amplia utilidad farmacoldgica, por las siguientes

caracteristicas:

Facil administracién

o Amplio espectro de accion bactericida

o Vida media prolongada

o Resistencia elevada a las betalactamasas

. Util en profilaxis

° Minimos efectos colaterales (Gimeno B. Vicente, 2001, pp.4)
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Diseflo Experimental

2.1.1. Caracteristicas del Disefio Experimental

Lugar: Laboratorio de Control de Calidad de la empresa Farmacéutica Betapharma S.A

Ubicacién: Quito, Av. Manuel Cérdova Galarza y Esperanza, sector el Condado, via a la mitad
del Mundo.

2.1.2. Factores de estudio

Poblacidn: Para la ejecucion del trabajo de titulacidn se considera la poblacién en estudio a los
productos betalactdmicos elaborados por la empresa Betapharma S.A, bajo estandares de

calidad con certificacién de BPM.

Muestra: La muestra en estudio es la Ceftriaxona (DCI: Ceftriaxona sddica), con su forma
farmacéutica polvo para solucion inyectable de 1g de concentracion. Las caracteristicas de la

muestra que se cuantifico se detallan en la tabla 5-2.

Tabla 1-2. Caracteristicas de la Ceftriaxona sédica

Principio | Lote (Batch N° lote Concentracion pH Humedad
activo N°) produccion (Base anhidra) (Water)
Proveedor (Ug/mg)
C2101407112 | 0215060 910 7.0 9.4%
Ceftriaxone | Q1411143 0415062 932 6.8 9.5%
Sodium 140822002 0515063 920 6.6 8.7%
Sterile 140822013 1115067 920 6.4 8.8%

Realizado por: Nataly Salguero 2016
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2.2. Materiales, reactivos y equipos

2.2.1. Materiales

- Vaso de precipitacion de 100mL

- Vaso de precipitacion de 250mL

- Probeta de 250mL

- Probeta de 100mL

- Pipeta graduada de 5mL, 10mL

- Pipeta volumétrica de: 1mL, 2mL, 3mL, 5mL, 10mL, 15mL, 20mL
- Balén aforado de: 25mL, 50mL, 100mL, 1000mL
- Embudo de buchner

- Kitasato

- Espétula

- Membranas de filtracién de 5um

- Jeringas de 10mL

- Filtros de 5 um

- Viales de inyeccion para HPLC

2.2.2. Reactivos

- Farmaco en estudio: Ceftriaxona 1g polvo para solucién inyectable
- Estandar USP ceftriaxone sodium lote H0J296

- Metanol (CH3OH) grado HPLC

- Acetonitrilo (C,H3N) grado HPLC

- Agua grado HPLC

- Hidroxido de tetrabutilamonio (HTBA) al 20%

- Fosfato monobasico de potasio (KH,PO,)

- Fosfato di basico de potasio (K,HPO,)
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- Acido orto fosforico (HsPO,) grado analitico

2.2.3. Equipos

HPLC: Marca: Merck Hitachi

o Modelo: Merck AS-200

o Componentes: Intelligent Pump Merck Hitachi L-6200
. Column Thermostat Merck L-50 25

o Auto sampler Merck L-4250

o Detector UV-VIS

- UHPLC: Marca: Ulti mate

o Modelo: 3000 DIONEX

o Componentes: Pump DIONEX Ulti mate 3000
o Autosampler: DIONEX Ulti mate 3000

o Column: compartment,

o Detector: Warelength

- Columna: Marca: Merck KGaA

° Modelo: Lichrospher® 100, RP-18 (5um), HPLC-CArtridge, 25cm
° Modelo: Lichrospher® 100, RP-8 (5um), Sorbent, 12.5cm

- pHmetro: Marca: Hanna Instruments

o Modelo: PHS-3BW Micro processor pH/mV Meter, con electrodo H 1 1230, oto 13 pH -
5to0 70°C

- Ultrasonido: Marca: Branson

. Modelo: 8510R-DTH, Ultrasonic-cleaner

- Balanza analitica: Marca: Mettler Toledo MS
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. Modelo: New Classic MF, modelo MS2045/01, tolerancia max. 220g; 8. 0.1mg

- Bomba de vacio

2.3. Técnica y método de analisis

La validacion del método analitico por Cromatografia liquida de alta eficiencia para la
cuantificacion de ceftriaxona polvo para solucion inyectable de 1g se realizd en tres fases
experimentales, en la primera se optimizaron las condiciones cromatograficas con la
determinacion de los parametros de idoneidad del sistema. La segunda fase se desarrolld el
proceso de validacion del método propuesto y culminando con la fase tres que consistié en la

valoracién del estandar secundario de ceftriaxona.

Fase 1: Optimizacion de Sistema Cromatografico

Con base en los antecedentes descritos en el marco referencial se empled los criterios
propuestos por Péhourcq y Jarryb (1998, pp. 159-177), para cuantificar ceftriaxona en muestras
bioldgicas, para lo cual se empled una columna cromatogréafica LiChrosorb RP-18 (15 cm x 3.2
mm), una fase movil compuesta de ACN 20mM: buffer de fosfato pH 7: TPAB (200:800:3.89,
v/viw), con un detector UV a 274nm. De igual forma se inicid el estudio de optimizacion
evaluando las condiciones que establece la USP 35(2012) en su compendio I, la valoracion de
la ceftriaxona sddica se cuantifica bajo las siguientes condiciones: una fase moévil compuesta de
bromuro de tetraheptilamonio (3,2g): acetonitrilo (400mL): solucion amortiguadora de pH7

(44mL): solucion amortiguadora pH5 (4mL) y agua para completar los 100mL.

Preparacion de la muestra

Se empled la técnica de la USP 35 (2012) compendio Il. Para lo cual se utiliz6 varios viales de
ceftriaxona. Se pesa con exactitud 25mg de polvo en un balén aforado de 50mL, se realizé un
dilucion, tomando un volumen de la muestra inicial de 10mL y aforar a 25mL con fase movil,

para obtener una concentracion ~0.2mg/mL.

Preparacion de la fase movil
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Se aplicd un disefio experimental para definir la composicion de la fase mdvil con base a los
antecedentes mencionados y la referencia de la USP35 (2012). Se inici6 con ensayos
preliminares y posteriormente experimentales. En la tabla 6-2. Se describen los ensayos
experimentales que se aplicaron para la valoracion de la ceftriaxona por la técnica HPLC.
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Tabla 2-2. Ensayos preliminares y experimentales para la valoracion de ceftriaxona por la técnica HPLC

TIPO DE , FLulo | e | LONGITUD
ENSAYOS FASE MOVIL DETECTOR | COLUMNA . .| DEONDA
EQUIPO (mL/min) | retencion (nm)
(min)
HTBA (pH 7.5) : ACN : MeOH
" A 10mL - 54mL: 36MI 120 4.63 240
LLI . .
n X B HTBA (pH7.5).. ACN.' MeOH Lichrospher 1.30 2.06
2< 18mL - 50mL: 31mL ©100. RP-8
o = c MERCK | HTBA (PH7) - ACN: MeOH MERCK L- (5m) 130 2965
S5 2 HITAGH! |18:150(75mL) : 15mL: 10mL 4250 UV-VIS Soﬁten’t ' '
ol 5 D-6000: | Buffer fosfato (pH7): MeOH: HTBA 12 o 140 223 270
g 80 mL :20mL : 1,75¢g ' ' '
E Buffer fosfato (pH7): HTBA : MeOH: ACN 108 176
43mL : 1,75¢ (40mL): 9mL : 8mL ' '
.|
< _ HTBA: Buffer fosfato (pH7): MeOH: ACN )
=l F (n=6) 1.75g : 69mL  : 17mL: 14mL Lichrospher | 214 2.15
m ® 100, RP-
= ULTIMA DIONEX- 18 (5um),
r TE 3000 . . . WAVELENG | “pi - 210
w G (n=6) HTBA: Buffer fosfato (pH7): MeOH: ACN TH X 210 210
% - 1759 : e6mL  : 20mL:14mL CArtridge, ' '
L 25cm

Realizado por: Nataly Salguero 2016

HTB: Hidrdxido de tetrabutilamonio
MeOH: Metanol
ACN: Acetonitrilo
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Preparacion de las soluciones que componen la fase movil:

Tabla. 3-2. Preparacion de las soluciones de la fase movil, realizadas en el laboratorio de
Control de Calidad, empresa Betapharma S.A, Quito, 2015

Tenso activo: Hidroxido de tetrabutilamonio | Solucion buffer: Fosfato monobésico mas

(HTBA) fosfato di basico de potasio, de acuerdo a la
USP35 (2012)
Pureza: 20% K;HPO,, KH,PO,
Se establecid la relacion por factor para | Pesar 13.6g de K,HPO, méas 4g de KH,PO,,
determinar el volumen HTBA: llevar a un volumen de 1000mL con agua
(;(‘)Z)SmgL)x 20g = 8.75mL HTBA HPLC.

Realizado por: Nataly Salguero 2016

De acuerdo a lo indicado en la tabla 2-2. Para optimizar las condiciones del sistema
cromatografico se realizo el estudio con una fase preliminar, para lo cual se prepararon 5

ensayos variados de fase mavil. A continuacion se describen los pasos desarrollados.

Ensayo A: los componentes de la fase mdvil fueron el HTBA, el cual se midié 1,3mL se afor6 a
100mL con agua grado HPLC. Se lleva a un pH de 7.5. Se afiade en un vaso de precipitacién
10mL HTBA preparado, con 54mL ACN y 36 mL de MeOH.

Ensayo B: la fase mévil fue proporcionada por los compuestos HTBA se tom6 un volumen de
2.6mL se completa el volumen a 100mL con agua grado HPLC. Se procede la misma forma que
la preparacion en el ensayo A. Se mezcl6 en un vaso de precipitacion 18mL de la solucion de
HTBA, mas 50mL ACN y MeOH 31mL.

Ensayo C: Se empled las condiciones propuestas por la USP35 (2012) para la valoracion de
Meropenem. Se realizé a partir de 18.15 ml de solucién de hidréxido de tetrabutilamonio al
20%, llevado a un volumen de 750mL, se ajusta el pH a 7 £0,1 con acido fosforico diluido (1 en
10). La proporcion del eluyente fue 750mL de la solucion de HTBA, con 15mL ACN y 10mL.
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Ensayo D: se consider6 el empleo de un buffer de fosfato de acuerdo al criterio propuesto por
Péhourcq y Jarryb (1998, pp. 159-177), el cual se prepard pesando 13.6g de K,HPO, més 4g
KH,PO,, se afor6 a 1000mL con agua HPLC. Se mide 8.75mL de HTBA al 20%, se adiciona a
la solucidn de fosfato y se ajusto la mezcla con una solucion de acido fosforico diluido (1 en 10)
0 hidréxido de potasio 10N a un pH de 7. La composicién de la fase movil fue 80mL de buffer
fosfato pH 7: 20mL MeOH: HTBA (1.75Q).

Ensayo E: se prepard las soluciones como lo indica el ensayo D. La fase movil fue buffer de
fosfato pH7 (43mL), con THBA 1,75g (40mL), una porciéon de MeOH (9mL) y ACN (8mL).

Con los cromatogramas obtenidos de los ensayos preliminares, se aplicé 2 ensayos

experimentales con la denominacion G y F; dicha composicion del eluyente fue la siguiente:

Ensayo G: Se prepar6 la solucidn buffer de la forma que se realiz6 en el ensayo D. luego de
estandarizar la solucion con 8.75mL de HTBA se llevé a pH 7, empleando acido fosférico
diluido (1 en 10) o hidroxido de potasio 10N. Las cantidades empleadas fueron HTBA 1.75g,
buffer pH7 69mL, MeOH 17mL y ACN 14mL.

Ensayo F: se preparé la solucién buffer y el HTBA de acuerdo al proceso del ensayo D. La fase
movil const6 de 1,75g HTBA con 66mL de buffer fosfato pH7, mas 20mL de MeOH y 14mL
ACN.

Luego de la preparacion de cada fase movil propuesta se realiz6 los siguientes pasos:

- Filtrar la mezcla de fase mdvil de cada ensayo realizado a través de una membrana de

5um con la ayuda del equipo de filtracion (kitasato, embudo de buchner y bomba de vacio).
- Desgasificar las diferentes muestras de eluyente

Posteriormente se aplico el proceso de comprobacion y validez de las fases méviles preparadas

en cada ensayo, que se detalla a continuacion:
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- Ajuste del sistema cromatogréafico con la fase movil en el equipo MERCK HITACHI D-

60002 para las pruebas preliminares y el HPLC Ultimate 3000 para los ensayos experimentales.

- Determinacion de las condiciones operativas, las que se muestran en la tabla 3.2. que

hace referencia al flujo, longitud de onda, detector.

- Adecuacion de la columna en cada ensayo, para lo cual se determina como blanco de

partida a la linea base de los eluyentes preparados.

- Identificacién de las muestras, se colocé la muestra de ceftriaxona en un vial de

inyeccion por medio de un filtro de 5um.

Una vez identificado el analito se determiné los parametros de idoneidad del sistema para
establecer que mezcla de los ensayos del eluyente cumplen con las especificaciones. En la tabla
4-2. Se explica los factores determinantes de la eficacia del sistema, su valor de referencia y la

forma de calcular.

Tabla 4-2. Parametros de idoneidad del sistema cromatografico, descripcién,
especificacion y determinacién

Especificacion de acuerdo a:

Parametro Determinacion USP35 AEFI
(2012) (2001)
N=16 (%)2; donde Rt= tiempo de
Namero de platos retencion; W= anchura del pico en | 1900 platos | .40
tedricos (N) la linea determinado por la tangente | eOricos

ajustada a un % de la altura del pico

k= Rtt_ow; donde t0O= tiempo en el

Factor de capacidad que un componente no retenido pasa

() por el interior del sistema; Rt=|>2 >2
tiempo de retencion del analito en
estudio

As= % donde W;s= ancho del

Factor de asimetria o de | Pico al 5% de la altura del pico; H=
cola (As) distancia entre la perpendicular | <2 08als
trazada desde el maximo del pico y
el frente al 5% de la altura del pico

%CV= S x 100 /X donde S es la
Desviacion estandar desviacion estandar de una serie de
(%CV) datos; X promedio de las
mediciones

Max. 2%

Realizado por: Nataly Salguero 2016
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De acuerdo a los resultados obtenidos se establece la fase mévil idonea y que cumple con los
pardmetros descritos se inicia con el proceso de validacion del método analitico para la
cuantificacion de ceftriaxona.

Fase 2: Validacion del método analitico

De acuerdo a lo establecido por la USP35 (2012), ICH Q2 y el manual AEFI la validacion del
método de cuantificacion de ceftriaxona se ubica en la categoria | y aplica la determinacion de
los parametros de: especificidad, linealidad y rango, precision (repetibilidad, precision
intermedia) , exactitud, limite de cuantificacion y robustez. Se desarrolld el andlisis analitico de
dichos factores en el equipo Ulti mate 3000, con arreglo de diodos del laboratorio de Control de

Calidad de la empresa Betapharma S.A.

Especificidad

La especificidad del método analitico por Cromatografia liquida de alta eficiencia se determind
bajo las condiciones del sistema cromatografico optimizado y se emple6 como fase moévil final
HTBA: Buffer fosfato (pH7): MeOH: ACN (1.75g: 66 mL: 20mL: 14mL), flujo 1.6ml/min,
longitud de onda 270nm. Bajo estas condiciones se prepararon muestras del estandar de

referencia USP de concentracion 0,1mg/mL.

Preparacion de la muestra de referencia USP: se pes6 con exactitud 6 muestras de 25mg de
estandar USP de ceftriaxona y se lleva a un volumen de 50mL con fase movil, se tomé 5mL de
la solucion y se afora a un volumen final de 25mL. Se debe emplear esta solucion
inmediatamente después de su preparacion. Se procede a la identificacion de las muestras por la
técnica HPLC, se ubica en el auto sampler 6 viales de muestras consecutivas de ceftriaxona
USP, ingresando en el programa Chromeleon Dionex Version 7.2.0.3765 las condiciones del
sistema cromatografico. El ordenador genera las respuestas de elucién del analito a través del

cromatograma que se describe en el capitulo de resultados y discusion.
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Linealidad y rango

Rango: la ICH Q2 establece que el rango para la validacion de productos elaborados es de 80 a
120%. El rango de trabajo se establecio en el intervalo de 60 a 200% por la amplitud de la sefial

que se detectd en las pruebas de optimizacion y sensibilidad.

Linealidad: dentro del rango establecido se analizaron 5 niveles de concentracion de muestras
del lote 0515063 de ceftriaxona polvo para solucién inyectable y se analizaron por triplicado

(K=5; n° de réplicas=3), con un total de 15 determinaciones.

Se establecieron los criterios de aceptacion para la linealidad del método analitico que se

describe en la tabla 5-2. Criterios de aceptacion de la linealidad del método.

Tabla 5-2. Criterios de aceptacion de la linealidad del método y analisis estadistico

Especificacion Criterio de aceptacion
Supuestos:
o Homogeneidad de P-valor <0.005 (Test de Levene)
variancias W exp < Wtab (Test Shapiro-Wilk)
o Normalidad de los
residuales

Pendiente (b)
Intercepto (a)
Coeficiente de correlacion (r) >0.999 (Manual AEFI 2001, ICH

Q2)
Coeficiente de determinacion >0.998 (Manual AEFI 2001, ICH
() Q2)

Coeficiente de variaciéon (CV) >2 (Manual AEFI 2001, ICH Q2)
Ecuacion de la recta
Test t-Student correlacion (r) texp > tian, CON N-2 gl 'y p=0.05

Test de linealidad para b texp > tian, CON N-1 gl y p=0.05
Test de proporcionalidad a texp < tran, CON N-1 gl y p=0.05
Intervalo de confianza b No incluyen el cero
Intervalo de confianza a Se incluye el cero

Realizado por: Nataly Salguero 2016

Preparacion de las muestras: se prepard 5 pesos de aproximadamente 25mg de muestras de

ceftriaxona del lote 0515063, las diluciones que se realizaron son las siguientes:
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Tabla 6-1. Descripcién de las diluciones a partir de muestras de ceftriaxona del
lote 0515063 para el factor de linealidad, realizadas en el laboratorio de Control
de Calidad, empresa Betapharma S.A, Quito, 2015

Volumen de Diluciones (diluyente fase movil)
Peso muestra aforo (mL) 1 dilucién Volumen de aforo

(mg) (mL)

26.2 3

25.7 4

25.3 50 5 25

25.9 8

25.8 10

Realizado por: Nataly Salguero 2016

Para la identificacion de las muestras de ceftriaxona se analiz6 bajo las condiciones de la
metodologia optimizada con la inyeccidn de 6 estandares USP, seguidamente 3 réplicas de la
muestra 1, 2, 3; con 2 estandares intermedios, seguidamente 3 inyecciones de la muestra 4 y 5.
Los cromatogramas y su Area de deteccion se encuentran en el capitulo 111, como también el

analisis estadistico efectuado.

Precision

Repetibilidad

Se desarrollé en el equipo ULTIMATE 3000, para la repetibilidad del método se analiz6 10
muestras del mismo lote 0515063 de ceftriaxona polvo para solucién inyectable.

Criterio de aceptacion: la desviacion estandar relativa (RSD o CV%) no debe ser superior al 2%

de acuerdo al criterio de la USP 35:2012.

Preparacion de la muestra: se prepar6 10 muestras del lote 0515063, cuyo peso fue de
aproximadamente 25mg, llevadas a un volumen de 50mL con fase mdvil, se tomé 5mL de la

solucion y se afora a 25mL.
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Determinacion del coeficiente de variacion (%CV): se empled la ecuacion CV (%) = %xlOO;

donde s= desviacion estandar y x es la media aritmética de los resultados.

Precision Intermedia

Para la determinacién de este parametro se establecieron las condiciones operativas bajo las
cuales se esperaria tener evidencia de variabilidad en las mediciones, las mismas que son
analista A y B, analizado en diferentes dia 1, 2 y 3 cuantificados en los instrumentos Ulti mate
3000 y MERCK HITACHI D-6000A

Criterio de aceptacion: coeficiente de variacion: <2%, establecido por la ICH Q2

Se aplic6 un disefio matricial que combind los factores analizados, en los resultados se explica

la técnica propuesta.

Para el andlisis cada analista prepard muestras de ceftriaxona de 0.1mg/mL independientemente

en dias diferentes y las mediciones se efectuaron en los 2 equipos que dispone el laboratorio.

Preparacion de la muestra: se peso con exactitud 25mg de ceftriaxona, y se lleva a volumen con

fase mavil para obtener una concentracion de 0.1mg/mL.

Exactitud

Se aplic6 el método analitico para una muestra de riqueza conocida propuesta en el manual
AEFI (2001), se trabajo con un intervalo de concentraciones de 80-100-160%.

El criterio de aceptacion lo establece la USP35 (2012) en su compendio Il que el porcentaje de

recuperacion o contenido es 90 a 115%.
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Preparacion de la muestra: se pesd con exactitud 3 muestras de 25mg de ceftriaxona del lote
0415062 se afora a 50mL, a partir de estas soluciones se realiz6 diluciones para obtener las
concentraciones seleccionadas. Para lo cual se midié 4mL, 5mL, 8mL de las 3 soluciones y se
obtuvieron las concentraciones de 0.08, 0.10 y 0.16 mg/mL; llevadas cada una a un volumen de

25mL con fase movil.

Se prepard un estandar de referencia USP para garantizar la cuantificacion de los resultados de
las muestras. Para lo cual se pesd 25mg de estandar, se llevo a un volumen de 50mL y se toman

5mL aforados a 25mL, obteniendo una concentracion de 0.1mg/mL.

Se cuantifico primeramente el estandar de referencia con 6 réplicas; seguido de las 3 muestras
con 3 lecturas a cada nivel de concentracidn. Los resultados generados se explican en el capitulo
Il

’ -, - -2 X
Para el calculo de la recuperacion se aplico la ecuacion: %R= me 100

Donde:
Xm= valor medio hallado

p=valor aceptado como verdadero

Limite de cuantificacion

Se aplico el “Método instrumental mas habitual para técnicas cromatograficas por HPLC que no
corrigen la sefial frente a un blanco” de acuerdo al manual AEFI (2001). Se establecié un rango
de concentraciones de 0.06; 0.08; 0.1mg/mL. También se prepar6 un el estdndar USP de

ceftriaxona de 0.1mg/mL.

Preparacion de las muestras: para obtener las concentraciones definidas se pesé 3 muestras de

aproximadamente 25mg de ceftriaxona del lote 0415062, se considerd para las diluciones
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volimenes de 3, 4 y 5mL de la solucion preparada llevadas a un volumen de 25mL con fase

movil.

Para la valoracion de este parametro se utiliz6 la ecuacién: LC (k=10)

_ Yb+ (K xSb) .
bxvn !

10, Sb= pendiente de la desviacién estandar de las mediciones; b= pendiente de la recta; n=

CL donde: Yb= pendiente de la recta inicial, K= constante definida con el valor

namero de réplicas

Robustez

Se considero el factor pH de la fase movil que determine su influencia en las condiciones del

sistema cromatografico y del método para mantenerse inalterado.

Preparacion de la muestra: se pes6 4 muestras de 25mg de ceftriaxona para obtener una

concentracion de 0.2mg/mL.

Se utiliz6 una solucién de acido fosfarico diluido (1 en 10). La cual se adicion6 a 2 muestras de

ceftriaxona preparadas hasta conseguir el pH de 6,48 y 4,44.

La solucion basica consistio de hidroxido de potasio 10N, que se adicion6 a las 2 muestras
preparadas de ceftriaxona hasta conseguir un pH de 11,68 y 12,54. Conjuntamente se preparo el

estandar de referencia USP de ceftriaxona a la concentracién de 0.2mg/mL.

La lectura en el equipo HPLC Merck se efectud de la siguiente manera: 6 inyecciones del
estandar USP, con la secuencia de 2 determinaciones de las muestras bajo condiciones acidas y

alcalinas.

63



El criterio de influencia se realizd con la determinacion del %CV <2%.

Fase 3: Valoracién del estandar secundario del lote: 140822013 por el método validado de

ceftriaxona 1g polvo para inyeccion, realizado en la empresa Betapharma S.A

El proceso se fundamenta en un instructivo interno elaborado por el laboratorio de Control de
Calidad, que por politicas de empresa no se puede incorporarlo al desarrollo tedrico del presente

trabajo; se procede a describir como se realizado la valoracion.

La determinacion del estandar secundario se fundamenté en la verificacion de la calificacién y
calibracion de los instrumentos utilizados; de tal manera que los que dispone el laboratorio estan

certificados. Se constato la disponibilidad del estandar de referencia USP de ceftriaxona sodica.

La fase movil se preparé bajo las condiciones descritas en la validacion del método.

Como primer paso se preparo el estandar de referencia USP, para lo cual se pesd con exactitud
25mg de polvo, se llevé a un volumen de 50mL con fase mdvil. Se realiz6 una dilucién
tomando 5mL de la solucién preparada y aforando a 25mL con eluyente, para obtener la

concentracion de 0.1mg/mL.

Se analizaron 3 muestras de ceftriaxona del lote en mencion, que se prepararon a la

concentracion 0.1mg/mL, y se procede de acuerdo al estandar de referencia USP.

Paso 2: se cuantifico de acuerdo a la secuencia 6 inyecciones del estandar USP de ceftriaxona
sodica, 3 lecturas de la muestra 1, 6 inyecciones del estandar USP, 3 inyecciones de la muestra
2 y finalmente 6 inyecciones del estandar USP seguido de 3 lecturas de la muestra 3.Con los
datos obtenidos de las Areas se cuantificd la concentracion en base anhidra de la ceftriaxona
sodica en la base de calculos del laboratorio de Control de Calidad que se resumen en el

capitulo IlI.

64



3. RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO Il

3.1. Optimizacion de la aptitud del Sistema Cromatografico

Tabla 1-3. Resultados de los factores de Idoneidad del Sistema Cromatogréafico (Sistem

Suitability)
ENSAYOS | TIPO DE FACTORES DE IDONEIDAD
EQUIPO N Asimetria K’ %RSD
(adimensional) | (As) (%) | (adimensional)
- A 879 4.14 1.83
2 B
oy 954 1.49 1.29
<3 c MERCK
X3 D D-6000A | 989 1.31 1.47
L
T E 1496 1.34 3.53
-
< | F(n=6) 1141 1.36 4.21 0.498%
Z
=
= ULTIMATE
':;: G (n=6) 3000 | 5397 1.28 5.35 0.395%
1]

Realizado por: Nataly Salguero 2016

Los factores de Idoneidad del Sistema Cromatografico se fundamentan en la teoria del plato que
explica de manera satisfactoria la forma gaussiana de los picos cromatograficos y su velocidad
de desplazamiento. Los cuales se indican en la tabla 1-3. En las pruebas preliminares A, B, C y
D los valores de platos tedricos son menores (A=879, B= 954, C=973 y D=989) a lo
especificado en la USP35:2012 (N=1500), mientras que en el analisis experimental el ensayo G
cumple con lo especificado, siendo ideal para la separacion y elucién de la ceftriaxona. El factor

de capacidad en los 7 ensayos (A, B, C, D, E, Fy G) se encuentran comprendidos en un rango
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de 1.29 a 5.35, valores que estan dentro de lo especificado por Douglas A. Skoog de 1y 10; lo
que indica buena retencion del analito por la fase estacionaria, independientemente del caudal
de la fase movil, sin presentar tiempos alargados de separacion. La asimetria del ensayo
preliminar A fue de 4.14, dicho valor no cumple con lo sefialado por la USP35: 2012 (As < 2);
en tanto que los ensayos (B, C, D, E, F y G) se encuentran dentro de especificacion, que indican
picos perfectamente simétricos. Para los ensayos experimentales F y G el porcentaje de
desviacion estandar (%RSD) fue de 0.498 y 0.395% y cumplen con la referencia de la USP
35:2012 (%RSD <2%)

En los siguientes cromatogramas se describe el comportamiento de la muestra de ceftriaxona:

BETAPHARMA S.A.
METODO! Cehriaxona 2011
APLICACION: Samples SERIE: 3069
NOMBRE DE LA MUESTRA! ceftriaxona st N9 DE VIAL: 1
Injection from this vial: 1 of 1 TIPO DE VIAL! UNK

VOLUMEN: 10,0 ul
DESCRIPCION DE LA MUESTRA:

TIPO DE CROMATOGRAMA: HPLC Channel : 1

0,08

0.04

0.9

0,02

Iotensity (A

0.01

it lentialiaiein bnitiiedicigndie,

0,00

Retantion Tize (ain)

COLUMNA; (1) LiChrocart RP18 125x5
DESCRIPCION DEL METODO; Anilisis de Ceftriaxona <iny

CUANTIFICACION DE PICOS: AREA CANTIDAD DE MUESTRA: 1
METODO DE CALCULO: EXT-STD

Name No. RT Area Height
CEFTRIAXONA 2 4,63 1672209 26710
1672209 26710

Figura 1-3. Cromatograma ensayo A
Realizado por: Nataly Salguero 2016

En la figura 1-3 se muestra el comportamiento de la muestra bajo las condiciones del ensayo A.

El pico de elucion fue retenido por la fase estacionaria, se presenta ensanchamiento del pico,
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con alargamiento de cola acompafiado de deformaciones. No presenta simetria a este

comportamiento se denomina fenomeno “tailing”.

BETAPHARMA S.A.
METODO: Ceftriaxona 2011
APLICACION: Samples SERIE: 3074
NOMBRE DE LA MUESTRA: cftriaxona fim N® DE VIAL: 2
Injection from this viali 1 of 1 TIPO DE VIAL: UNK

VOLUMEN: 10,0 vl
DESCRIPCION DE LA MUESTRA:

TIPO DE CROMATOGRAMA; HALC Channel ; 1

| P ST 1

©.08

0,06

tatensity (AD)

0,04

0,02

abesediaabog ot

6,00

° Y E 3 4 s . 7
Rateantion Tima (min)

COLUMNA: (1) UChrocart RP18 125x3
DESCRIPCION DEL METODO: Anidlisis de Ceftriaxona «<iny

CUANTIFICACION DE PICOS: AREA CANTIDAD DE MUESTRA: 1
METODO DE CALCULO: EXT-STD
Name Neo. RT Area Height
CEFTRIAXONA 2 2,06 1216810 60209
1216810 60209

Figura 2-3. Cromatograma ensayo B
Realizado por: Nataly Salguero 2016

El cromatograma del ensayo B que se muestra en la figura 2-3 indica un pico simétrico, con

disminucién del tiempo de retencion e identificacion del analito.

BETAPHARMA S_ A

METODO: Ceftriaxona 2011

APLICACION: Samples SERIE: 3075
NOMBRE DE LA MUESTRA: ceftriaxona st F.M.3 NS DE VIAL: 1
Injection from this vial: 1 of 1 TIPO DE VIAL: UNK

VOLUMERN: 10,0 ul
DESCRIPCION DE LA MUESTRA:

TIPO DE CROMATOGRAMA: HPLC Channel 3 1

.o
o7
.oe
.os
oca

.o3

Intenaity (AD)

P IR IR P NP P e

0 0000 O0O0O0CO0
. .

.o0
.0 o.= 2.0 .= 2.0 a.s 3.0 E .0 ‘.= =.0 .=
Xereontion Time (min)

COLUMNA: (1) LiChrocart RP1S 125x5
DESCRIPCION DEL METODO: Anslisis de Ceftriaxons <iny

CUANTIFICACION DE PICOS: AREA CANTIDAD DE MUESTRA: 1
METODO DE CALCULO: EXT-STD
Name No. RYT Area Height
CEFTRIAXONA 2 2,96 1232262 <0233
1232262 <0233

Igura 3-3. Cromatograma ensayo C
Realizado por: Nataly Salguero 2016
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En la figura 3-3 se observa el ensanchamiento del pico bajo las condiciones del ensayo C, que

indica dispersion del analito en la columna, con adecuada simetria.

BETAPHARMA S.A.

METODO:! Ceftriaxona 2011

APLICACION: Samples SERIE: 2078
NOMBRE DE LA MUESTRA: CFTRIAXONA ST N° DE VIAL: 1
Injection from thiz vial: 1 of 2 TIPO DE VIAL: UNK

VOLUMEN: 10,0 ol
DESCRIPCION DE LA MUESTRA:

TIPO DE CROMATOGRAMA: HPLC Channel 1 1

Intesaity AM)

bt st ooty sbosestis desn tunly

2,0
Retantion Time (=min)

a,s 3.0 3,

COLUMNA: (1) LiChrocart RP18 125x5
DESCRIPCION DEL METODO: Anilisis de Cefuiaxona <iny

CUANTIFICACION DE PICOS: AREA
METODO DE CALCULO: EXT-STD

CANTIDAD DE MUESTRA: 1

Name No. RT Area Height
CEFTRIAXONA 2 1.76 1029519 40327
1029419 48327
Figura 4-4. Cromatograma ensayo D
Realizado por: Nataly Salguero 2016
En la figura 4-4 se muestra el cromatograma del ensayo D, que indica simetria del pico, menos
tiempo de retencion, exclusion del ensanchamiento y buena elucion del analito.
BETAPHARMA S _A.

METODO: Caftriaxona 2011

APLICACION: Samples SERIE: 3088

NOMBRE DE LA MUESTRA: ESTANDAR CEFTRIAXONAOO1 N° DE VIAL: 1

Injection from this vial: 1 of 6 TIPO DE VIAL: STD1

VOLUMEN: 10.0 ul
DESCRIPCION DE LA MUESTRA:
TIPO DE CROMATOGRAMA: HPLC Channel & 1

E 0,20 -—E

:‘!‘ ©.x0 —E

E 3

o.08 —
o,00 3
T T T T e

COLUMNA: (1) LiChrocart RP18 125x5

DESCRIPCION DEL METODO: Anilisis de Cefriaxona <iny

CUANTIFICACION DE PICOS: AREA

METODO DE CALCULO: EXT-STD

Name No. RT Area Height
CEFTRIAXONA b3 1,08 1177324 115038
117733< 115038

Figura 5-3. Cromatograma ensayo E
Realizado por: Nataly Salguero 2016
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El comportamiento del analito bajo las condiciones del ensayo E se muestra en la figura 5-3, se
observa un pico simétrico, libre de interferencias y con un tiempo de retencion menor.

Peak Analysis
Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXONA M.O.2 Run Time (min): 3,50
Vial Number RA1 Injection Volume: 10,00
Injection Type: Calibration Standard Channel: Uv_VvIs_1
Calibration Level: Wawelength: 270,0
Instrument Method: CEFTRIAXONA 1G Bandwidth: n.a.
Processing Method: CEFTRIAXONA Dilution Factor: 41,0000
Injection Date/Time: 02/jun/15 11:33 Sample Weight:  1,0000
Chromatogram
300 - ¥ CEFTRIAXONA 2015 T #5 CEFTRIAXONA STANDR USP5 UV_VIS_1 WVL:270 nm
4| mAU
250 ] 11 1 - CEFTRIAXONA - 1.783
q ]
] [
200 I} |
[
] |
150i .‘I .‘
] N
100—_ I
] |
50 /
o] J
1 min
-50 _I T T T T T T T T n
0.01 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.51
Peak Results
MNo. |Peak Name Retention Time |Width (50%)| Type Resolution (EP) | Asymmetry (EP)| Plates (EP)
min min
1 CEFTRIAXONA 1,783 0,087 EMB n.a. 1,29 1138

Figura 6-3. Cromatograma ensayo F
Realizado por: Nataly Salguero 2016

La identificacion del analito se observa en la figura 6-3 que el pico es simétrico con un valor de
1,29 por lo tanto minimiza las imprecisiones en la deteccion del inicio y final del pico por parte
del sistema de integracion. EI nimero de platos teoricos fue 1138, el cual no cumplen con la
establecido por la USP35 (2012) 1500, es decir falta ajustar el sistema de elucion.
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Peak Analysis

Injection Details

Injection Name:
Vial Number:

CEFTRIAXONA M.O.1.
RA1

Run Time (min): 3,50
Injection Volume: 10,00

Injection Type: Calibration Standard Channel: Uv_VISs_1
Calibration Level: Wavelength: 270,0
Instrument Method: CEFTRIAXONA 1G Bandwidth: n.a.
Processing Method: CEFTRIAXONA Dilution Factor: 1,0000
Injection Date/Time: 02/jun/15 11:28 Sample Weight:  1,0000
Chromatogram
300 - 4 CEFTRIAXONA 2015 T #1 CEFTRIAXONA STANDR USP1 UV_VIS_1 WVL:270 nm
1| mAU
g |' 1 - CEFTRIAXONA - 1.800
250 {\
II |:
200 [
j [
|
150 4 |
4 : II
1
4 | I|
100 |

1 min
-50 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T L]
0.01 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.51
Peak Results
MNo. |Peak Name Retention Time |Width (50%)] Type Resolution (EP) |Asymmetry (EP)| Plates (EF)
min min
1 CEFTRIAXONA 1,800 0,088 EMB n.a. 1,32 2343

Figura 7-3. Cromatograma ensayo G
Realizado por: Nataly Salguero 2016

En la figura 7-3 se observa el pico caracteristico de la ceftriaxona, el nimero de platos tedricos
de la muestra analizada fue de 2343 que indico eficacia del sistema cromatografico, que expresa
el nimero de picos que puede aparecer en el cromatograma por unidad de tiempo y por lo tanto
la capacidad del sistem de generar bandas de elucion estrechas. La sefial detectada es simétrica

con un valor de 1.32 que muestra mayor precision de cuantificacion del Area bajo la curva.

Se establecié que los compuestos organicos ACN y MeOH influyeron en la elucion y deteccion
del analito, para lo cual el ACN favorecid tiempos de retencion menores y el incremento de
MeOH evit6 la propagacion de picos eluidos con colas, mejorando la asimetria con sefiales

estrechas. Por lo tanto el ensayo G cumple con el Sistem Sustability, la composicion y
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proporciéon de la fase movil fue hidréxido de tetrabutilamonio (1,759): buffer fosfato pH7
(66mL): metanol (20mL): acetonitrilo (14mL), bajo las condiciones operativas de: flujo
1,6ml/min, longitud de onda 270nm; empleando una columna Lichrospher®100RP-18(5um) de
25cm, un volumen de inyeccion de 10pL. Cuya fase movil estd optimizada y permitio el
desarrollo de la validacion del método analitico.

3.2. Validacion del método Analitico

3.2.1. Especificidad

La especificidad del método analitico por Cromatografia liquida de alta eficiencia se determind
después de optimizar las condiciones del sistema cromatografico, para lo cual se utiliz6 como
fase mavil final HTBA: Buffer fosfato (pH7): MeOH: ACN (1.75g: 66 mL: 20mL: 14mL), flujo
1.6ml/min, longitud de onda 270nm. Bajo estas condiciones se prepararon muestras del estandar
de referencia USP de concentracion 0,1mg/mL. Con la finalidad de estudiar la capacidad del
método analitico para cuantificar el principio activo de ceftriaxona por medio del ensayo

separativo.

La identificacion de la molécula de ceftriaxona y su especificidad se observan en los siguientes

cromatogramas.
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Injection Details

Chromatogram and Results

Injection Mame: CEFTRIAXOMA STANDR USP Run Time (min):  3.50
Vvial Mumber RA3 Injection Wolume: 10000
Injection Type: Calibration Standard Gharnel: Uv_vis_1
Calibration Level: Wavelength: 27T0.0
Insfrumerd Mefhod: CEFTRIAXOMNA 1G Eardnadih n.a.
Froceszsing Method: CEFTRIAXOMNA Dilution Factor:  1.0000
Imjection DateyTime: 2TloctMs 12:02 Sample Weight:  1.0000
Chromatogram
=00 § CEFTRIARKCMA 2016 T#0 CEFTRIANOMA STANDR UEP U IS 1T WWLITD nem
1 - CEFTRIAXOMNA - 1.733
250+ |l||
200 || |
5 |
£ 150 | |
-
g | |
4 I
§ 100 | ]
2 [
|
50 [
|
|
D4 1 /I k‘_
-EO T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0. oko 150 1.5 2ho 2.50 200 ah
Time [min]
Integration Results
Mo, Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Armount
min mA L min mALl . .
1 CEFTRIAMOMA 1.782 25471 255,072 100.00 100.00 n.a.
Total: 25471 255.072 100.00 100.00

Figura 8-3. Cromatograma estandar USP de ceftriaxona inyeccion 1.
Realizado por: Nataly Salguero 2016

72




Chroematogram and Results

Injection Details

Injection Mame: CEFTRLAXOMA STANDR USP Fun Time (min): 3.50
Vial Number RA3 Infection Volumsa: 10000
Irjection Type: Calibration Standard Charnel: _viIs_1
Calibvation Level: Wawvelengfh: 2700
Insfrumernd ifefhoa CEFTRLAXOMA 1G Eandaddifie: n.a.
Froceszing Method: CEFTRLAXONA Dilution Factor: 1.0000
Injection DateyTime: 2TioctHs 12:06 Sample Weight:  1.0000
[Chromatogram
=00 'i CEFTRLIAXCMNA 2015 TH10 CEFTRLIAXOMNA STAMNDR USP LS WIS 1 WWLEZT0 nm
] | 1- CEFTRLAXOMNS - 1.753
2504 |"|
] /|
200.] | [
] 1
£ 150 | |
@ ] |
g |
E o |
5] [ |
< ] [ 1
] |
50 |
] |
o4 I /il N
-50 ] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
ohi oko 1.ho 1.5a zhao 250 .00 aki
Tirme [rmin]
Integration Results
Mo, FPeak Mame Retention Time Area Height Relative fArea Relative Height Amount
min AL min mAL b} ]
1 CEFTRIAXMOMNA 1.783 25 485 254 528 100.00 10:0.00 n.a.
Total: 25465 254 526 100,00 40000

Figura 9-3. Cromatograma estandar USP de ceftriaxona inyeccion 2.
Realizado por: Nataly Salguero 2016

Chromatogram and Results

Injection Details

Iryection Mame: CEFTRLAXOMA STAMNDR USSP Rown Time (rir): 3.50
Vial Mowmber RA3 Imjection Volume: 10000
Irfection Types Calibration Standard Chrarned: T wiIs_ 1
Calitvation Level: Wavelsngd: 2700
Irsfrumerd Adefhod CEFTRLAXONA 1G Bardwidfh: ma.
Frocezsing Method:- CEFTRLAMONA Didution Factar: 10000
Irjection Date/Time: 2TloctME 12:10 Sample Weighids A.0000%
Chromatogranm
=00 ; CEFTRLAXOMA 2015 T #11 CEFTRLAXOMNA STAMDR UEP U VIS 1 WMWLE2T0 e
] 11 - CEFTRLAXOMNA - 1.733
250 i
] | II
= 1 |
E 150 | |
]
E [ 1
g 1 |
£ 10a] [ ]
2= [ ]
4 I 1
0 1
1 |
o ) .
-50- e L L L s L L 1
ob1 o5 1.00 1.50 zho 250 .00 a2kt

Time [min]

Integration Results
Mo,

Peak Mame Retention Tirme Ares Heighit Relative Area Relative Height Amount
mirm AL min AL W ]
1 CEF TR LASOHNA, 1783 25.435 254.423 100.00 A0D.00 n.a.
Total: 25 426 254 428 100,00 100,00

Figura 10-3. Cromatograma estandar USP de ceftriaxona inyeccion 3.
Realizado por: Nataly Salguero 2016
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Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Mame: CEFTRLIAXOMA STANDR USP Run Time (mir): 350
Wial Mumber RA3 injaction Volume: 10.00
Irnjection Type: Calibration Standand Gharnal: n_viIs_1
Calibration Leved: Wavelength: 2700
Insfrumernd AMefhoa CEFTRLAXNOMNA 1G Earndwidih: m.a.
Frocezsing Method: CEFTRLAXNOMA Cvilution Facfar: 1.0000
Injection Date'Time: 2TioctME 12:14 Sample Weight: 1.0000
[Chromatogram
CEFTRIAXOMA 2015 T 212 CEFTRIAOMNA STANDR IUSP U VIS _1 W20 nm
300 =
] | 1 - CEFTRIAXONS, - 1.783
250 |'-I
] i
5 ] |
£ 150 | |
- 4
B R
£ 100 [
S [
] | |
&0 |
] |
o _ 1 /ll _—
-5 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
oh1 oko 1.5o 15 zha =50 z.ho ak1
Tirme [min]
Integration Results
Mo, Peak Mame Retention Time Area Height Relative Araa Relative Height Amount
mim AL min ALl ] ]
1 CEFTRLAMOHA 1.783 25.371 253468 100.00 100.00 n.a.
Total: 2537 253 468 100000 100,00
Figura 11-3. Cromatograma estandar USP de ceftriaxona inyeccion 4.
Realizado por: Nataly Salguero 2016
Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: CEFTRLAXOMA STANDR USP Run Time {mir):  3.590
Wial Mumber RA3 Ijection Volume: 10000
Injection Type: Calibration Standard Channai: Uv_WVIs_1
Calibvation Leve! Wawvelengh: 2700
Insfrumernt Adefhoa CEFTRLAXMOMA 1G Eandidih: n.a.
Froceszsing Method: CEFTRLAXMONA Didfubion Factfor: 1.0000
Injection DafeyTime: 2TloctM5 12:18 Sampde Weighi: 10000
|Chromatogram
s CEFTRIAXCMA ZDIE T#13 CEFTRLIANONA STARDR ISP L TS 1 WWLZT0 nm
300
] | 1 - CEFTRLAXCNS - 1.783
250 |'||
] | |
= I
E 180 | [
B |
£ I
£ 100 | ||
2
[
50 |
1 |
1 |
0 — 1 x"’
-50 ) T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
oh1 oko 180 1Ea zha 250 3.0 k1
Time [min]
Integration Results
Mo, Peak Mames Retention Time Ares Height Relative Area Relative Haight Amount
mim mA L min ALY b . ]
1 CEFTRIAMOMA 1.783 25 503 254 208 100.00 100.00 n.3.
Total: 25.503 254896 100.00 A00.00

Figura 12-3. Cromatograma estandar USP de ceftriaxona inyeccion 5.

Realizado por: Nataly Salguero 2016
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Chromatogram and Results

Injection Details

Imjection Mame: CEFTRIAXOMA STANDR USP Ron Time (min): 3.50
Vial Number RA3 Injection Volume: 10000
Injection Type: Calibration Standard Ghannal: UV_Wis_1
Calibration Level: Wavelenghh: 2700
Insfrument Mefhod: CEFTRIAXOMNA 1G Bandwidth: na.
Frocessing Method: CEFTRLIAXOMA Drilution Facior: 1.0000
Injection DaterTime: 2TloctE 12:22 Sampde Weight:  1.0000
|Chromatogram
'j CEFTRIAXOMNA 2015 T#14 CEFTRIAXONA STARNDR USSP e S 1 WWVLEZT0 nm
250 ] | 1 - CEFTRLANONS - 1.733
] f
] |
200
E) ]
Z 150
e
=4 ]
2 4
£ 100]
2 ]
1 |
50 I|
] f |
o I )I k s
50 ] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o oko 150 150 2bo 250 aho aki
Tirme [rmin]
|Integration Results
Mo, Peak Mame Reterntion Time Ares Heighit Relative Area Relative Haight Armount
mim mA L min mAaLl .] o]
1 CEFTRIAMOMA 1.783 24 140 240.8973 100.00 10:0.00 n.a.
Total: 24140 240.923 100.00 100.00

Figura 13-3. Cromatograma estandar USP de ceftriaxona inyeccion 5.
Realizado por: Nataly 2016

Chromatogram

T CEFTRIAXCNA 2015 T #1 CEFTRIAXOCNA STANDR USP1 UWV_VIS_ 1 WWL 270 nm
mAU

300+

280

260+

| 1 - CEFTRIAXONA - 1,783

2404

2204

2004

180

160

140

120

100

804

60

40+

20+

o 1

204

_ao0]
-50- T T T T
0.01 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.51

min

Figura 14-3. Cromatograma a escala del estandar USP de ceftriaxona.
Realizado por: Nataly Salguero 2016
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De acuerdo a los cromatogramas de las figuras 8-3 a 13-3 muestra que el tiempo de retencion se
mantiene constante en las inyecciones realizadas del estandar USP de ceftriaxona, de igual
manera se observa que los picos son asimétricos, con amplitud del Area de cuantificacion. En la
figura 14.3 se visualiza el cromatograma a escala de la lectura de un estandar, cuyo pico es
representativo y cumple con los pardmetros del Sistem Suitability.

3.2.1. Linealidad y rango

Tabla 2-3. Rango de las concentraciones del método utilizado para la cuantificacion de
ceftriaxona 1g, realizado en el laboratorio de Control de Calidad, empresa farmacéutica
Betapharma, Quito, 2015

Intervalo porcentual (%) Concentracion mg/mL
Rango de medicion 60 | 80 | 100 | 160 | 200 | 0.06 | 0.08 | 0.1 |0.16 | 0.2

Realizado por: Nataly Salguero 2016

En la tabla 2-3 se indican los intervalos utilizados para evaluar los parametros de linealidad,
precision y exactitud. La normativa ICH Q2 y la USP35:2012 recomiendo para los productos
elaborados un rango de 80 a 120%; en el caso del presente trabajo el intervalo fue de 60-200%.
Se consider6 un 20% menos al valor referencial para el limite inferior con un minimo de
concentracion de 0.06mg/mL y un 80% de variacion para el limite superior con una
concentracion 0.2mg/mL; estos intervalos indicaron que la muestra analizada presenté amplitud
de la sefial detectada por el equipo HPLC. La concentracion tedrica de la ceftriaxona es de
0.2mg/mL que lo indica la USP35:2012 en su compendio Il, se utilizd la concentracion de
0.1mg/mL lo cual cubri6 necesidades propias del laboratorio, relacionandose con los estudios de
estabilidad del farmaco, en la cual se determina la minima concentracién que el principio activo
puede degradarse durante el tiempo de 5 afios. El rango determinado cumpli6 con la ley de

Beer; es decir que la sefial detectada depende de la concentracion de la molécula de ceftriaxona.
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Linealidad

Tabla 3-3. Datos analiticos de la linealidad a partir del rango de 60 a 200%,
determinados en el equipo Ultimate 3000 realizado en el laboratorio de Control

de Calidad, empresa Betapharma, Quito,2015

Concentracion Area (y) Promedio Factor de Concentracion
% (X) tedrica ) respuesta f practica (X)
16358 272,633
60 15887 60,000 | 264,783 62,800
16348 272,467
20636 257,950
80 20701 80,000 | 258,763 79,153
20664 258,300
25518 255,180
100 25534 100,000 | 255,340 97,030
25606 256,060
42809 267,556
160 42829 160,000 | 267,681 160,168
42787 267,419
53891 269,455
200 53846 200,000 | 269,230 200,851
54044 270,220

Realizado por: Nataly Salguero 2016

En la tabla 3-3 se hace referencia a los valores de las Areas medidas a partir de 5 niveles de
concentracion 60, 80, 100, 160, 200 con 3 réplicas (K=5, n=3), se obtuvo resultados

proporcionales a la concentracion teérica de cada intervalo de respuesta.
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LINEALIDAD DEL METODO

G0000,00

S0000,007

40000,00

Area

30000,00

20000,00-

10000,007

y=-0,66E2+2,73E2*x

RZ Lineal = 0,999

75,00

T T T
100,00 125,00 150,00

Concentracion

I T
175,00 200,00

Figura 15-3. Gréfica de la relacion lineal de las Areas con la concentracion de ceftriaxona

por el método de regresion lineal, calculado por el programa SPSS.

Realizado por: Nataly Salguero 2016

La lineal del método analitico por HPLC para la valoracién de ceftriaxona se muestra en la

figura 15-3, por medio de la cual se visualiza la bondad del proceso, con una linealidad positiva

y proporcionalidad de las Areas medidas con la concentracion de analito en las muestras.
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Tabla 4-3. Resumen de los datos de los resultados de linealidad realizados por el método
general en el equipo Ultimate 300 desarrollado en el laboratorio de Control de Calidad de
la empresa Betapharma, Quito,2015

Especificacion Criterio de aceptacion Resultado

Supuestos:

o Homogeneidad de P-valor <0.005 (Test de 0.002

variancias Levene)

. Normalidad de los W exp < Wtab (Test Shapiro- | Cumple

residuales Wilk)

Pendiente (b) 273.3

Intercepto (a) -965. 64

Coeficiente de correlacion (r) >0.999 (Manual AEFI 2001, 0.9993
ICH Q2)

Coeficiente de determinacion (r) | >0.998 (Manual AEFI 2001, 0,9987
ICH Q2)

Coeficiente de variacion (CV) >2 (Manual AEFI 2001, ICH 1,526
Q2)

Ecuacion de la recta
Test t-Student correlacion (r)

y = 273.3x — 965.64
texp = 99.93 > tipp=
1.771

texp = 15.2334 > tip=
1.761

texp = -0.4114 > tip=
1.761

LCD=273.30
+31.7732
LCa=965.64 +
4157.316

texp > tan, CON N-2 gl y p=0.05

Test de linealidad para b texp > tan, CON N-1 gl y p=0.05

Test de proporcionalidad a texp < tian, CON N-1 gl y p=0.05

Intervalo de confianza b No incluyen el cero

Intervalo de confianza a Se incluye el cero

Realizado por: Nataly Salguero 2016

Prueba estadistica de Pearson complementaria para el analisis de correlacion lineal

Correlaciones

Estadisticos descriptivos

Deswviacion

Media

estandar ]

WAaRODO0O01
WARODO0Z2

120,0000
31830,5333

53,928412 15
14764,19265 15

Correlaciones

WARDO0O

WAROOODZ2

WAaRODO0O01

Correlacién de Pearson 1

Siga. (bilateral)

Suma de cuadrados v
productos vectariales

Covarianza
(]

40200,000

2914,286
15

EEEN
ooo

11150700,00

Fe9584782,571
15

WAROOOoO02

Correlacién de Pearson

Siga. (bilateral)

Suma de cuadrados v
productos vectariales

Covarianza
Il

EEEN
.0oo

11150700,00

Te95478,571
15

1

205173293286

217981384,7
15

** La correlacidn es significativa en 21 nivel 0,01 (bilateral).

Figura 16-3. Anélisis estadistico del Test de Pearson (correlacion)

calculado en el programa SPSS.
Realizado por: Nataly Salguero 2016
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En la tabla 4-3 se muestra los resultados del estudio de linealidad del método analitico del rango
de 5 concentraciones (60, 80, 100, 160 y 200%), los puntos descritos se interpretan de la

siguiente forma:

Se evalué los supuestos de normalidad y homogeneidad de los datos medidos con el programa
SPSS, para lo cual:

La Normalidad se calcul6 con el Test Shapiro-Wilk, el planteamiento de las hip6tesis fue Ho:
Las Areas medidas por CL provienen de una muestra de ceftriaxona normalmente distribuida.
Ha: Las Areas no provienen de una poblacion normal. El valor de la probabilidad fue de 0.002
menor al valor de significancia 0.005. Por lo tanto con el 95% de confianza las Areas calculadas

siguen una distribucion normal.

La Homogeneidad se calcul6 con el Test de Levene, el planteamiento de las hip6tesis fue Ho:
Las varianzas de los datos analiticos son estadisticamente iguales. Ha: Existe variacion entre las
mediciones de los datos analiticos. Se analizd en valor del test por intervalo de concentracion,
las probabilidades fueron 0.335 (60%), 0.848 (80%), 0.328 (100%), 0.948 (160%) y 0.417
(200%) valores mayores al valor de significancia 0.005. Por lo tanto con el 95% de confianza

existe variacion entre las mediciones de los datos analiticos.

Se determind la ecuacion de la recta por el método de regresion lineal calculado con el
programa SPSS que se muestra en la tabla 4-3, cuyo coeficiente de correlacion (r) es 0.9993
indica que existe correlacion entre las variables dependiente (Areas) y la concentracion
(mg/mL), y se encuentran dentro del valor de referencia >0.999 de acuerdo a la normativa ICH
Q2. De igual manera el coeficiente de determinacion (r’) fue 0,9987, que muestra mayor

significancia lineal y proporcionalidad de las variables con el método de analisis.
El Test t-Student correlacién (r) muestra que él %CV fue 1,526 menor al valor 2 especificado
por la ICH Q2 y el manual AEFI, por lo tanto no existe error sistematico y la correlacion es

lineal.

El test de linealidad de la pendiente fue 15.2334 > 1.761, por lo tanto la pendiente es

significativamente distinta de cero.

El test de proporcionalidad fue -0.4114 <1.761, por lo tanto la variable independiente es

significativamente distinta de cero y la recta pasa por el origen de coordenadas.
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En el andlisis estadistico paramétrico de Pearson determinado por el programa SPSS se muestra
en la figura 16-3 que el factor de correlacion tanto de la concentracion porcentual como de las
Areas medidas son valores positivos y cercanos a la unidad, en concreto 0.999 y 0.999
respectivamente; ambos coeficientes son estadisticamente significativos con p<0.001; dichos
valores se asocian a lo especificado en la normativa de validacion ICH Q2. Por lo tanto las dos
variables estan asociadas a la muestra de analisis con una elevada correlacion directa. En el
Anexo A. Linealidad del método analitico para la cuantificacién de ceftriaxona polvo para

solucion inyectable 1g, se indican los cromatogramas del andlisis realizado.

3.2.2. Precisién

Repetibilidad del método

Tabla 5-3. Datos de la Repetibilidad del método
determinado en el equipo Ultimate 3000, realizado en el
laboratorio de Control de Calidad, empresa
Betapharma, Quito, 2015

NuUmero de inyecciones Areas

26397
25995
26590
26627
26693
26762
26791
26819
26796
10 26834
Promedio Area 26630,4
DVS 260,625

%CV 0,979
Realizado por: Nataly Salguero 2016

OO N O | WD -

En la tabla 5-3 se muestran los resultados de la Repetibilidad del método cuyo coeficiente de
variacion es 0.979% por lo tanto las 10 mediciones de muestras diferentes del lote 0515063,

analizadas bajo las mismas condiciones operativas (un mismo analista, en el equipo Ultimate
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3000, el mismo dia) son proximos entre si y no existe variabilidad metodologica; de hecho el

coeficiente de variacion cumple con la referencia de la normativa ICH Q2 >2%.

Precision intermedia

La precisién intermedia se evaluo con la aplicacion de un disefio experimental donde se estudid
la variacion de los factores dia de la valoracion de muestras de 6 estandares USP de ceftriaxona,
analista A y B, para lo cual se emplearon los equipos MERCK HITACHI D-6000% y
ULTIMATE 3000.

Tabla 6-3. Datos del analisis de la precision intermedia de la valoracion de ceftriaxona 1g
a la concentracion 0.1mg/mL, realizado en los equipos Ultimate 3000 y Merck Hitachi D-

6000® en el laboratorio de Control de Calidad, empresa Betapharma, Quito, 2015

Instrumento Analista Dia1l Dia 2 Dia3
= 25555 25518 26743
S 25622 25511 26811
a) 25741 25484 26840
T 25679 25418 26869
% Analista A 25683 25553 26846
= 25794 25619 26886
% Promedio | 25679,000 25517,167 | 26832,500
& Dvs 84,510 67,271 50,805
S %CV | 0,329 0,264 0,189
Dia1l Dia 2 Dia3
1137184 1177334 1130188
S 1136296 1185205 1125216
0 1135088 1178557 1127291
ke Analista B 1129682 1179489 1126879
= 1133247 1182304 1122515
H 1134499 1182737 1119570
> Promedio | 1134332,667 | 1180937,667 | 1125276,500
Dvs 2660,464 2968,745 3766,769
%CV 0,235 0,251 0,335

Realizado por: Nataly Salguero 2016

De acuerdo al disefio experimental aplicado se muestra en la tabla 6-3 los resultados del

coeficiente de variacion cuyo promedio fue 0.267%, que cumple con la especificacion de la
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normativa ICH Q2 (%CV >2). El método analitico no presenta variabilidad en las mediciones

ante la modificacion de las condiciones operativas.

Se aplicé el anélisis estadistico de Anova de un factor para comprobar si al menos una de las
condiciones operativas difiere significativamente con la sefial detectada del analito en el
estudio. Se ilustra en la figura 17-3 los resultados del andlisis estadistico, en el cual se muestra

que los valores de p valor son menores a p=0.005, por lo tanto las condiciones operativas del

tipo de instrumento y el dia difieren significativamente.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
DiA1 Entre grupos 3,687VE+12 1 368TE+12 | 104085499 ,000
Dentro de grupos 35426057 33 10 3542605733
Total 3,687E+12 11
DIA2 Entre grupos 4 005E+12 1 4 005E+12 908369972 000
Dentro de grupos 4408985017 10 44089385017
Total 4 005E+12 11
DIA3 Entre grupos 3,620E+12 1 3620E+12 510140,944 000
Dentro de grupos 70955639 00 10 T095563,900
Total 3,620E+12 11

Figura 17-3. Resultados del analisis estadistico Anova de un factor, calculado

por el programa SPSS.

Realizado por: Nataly Salguero 2016

3.2.3. Exactitud

La exactitud se determiné en el intervalo de concentraciones de 80-100-160%, con la aplicacién
del método analitico para muestras de pureza conocida de acuerdo al manual AEFI (2001). El

desarrollo del método va acompafiado de 6 mediciones con el estandar USP de ceftriaxona.
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Tabla 7-3. Datos analiticos y andlisis estadistico de la exactitud, realizado en el laboratorio

de Control de Calidad, empresa Betapharma, Quito 2015.

ESTANDAR USP

Concentracion de

trabajo: 0.1mg/mL MUESTRA LOTE 0415062

Concentracion:
924ug/mg As Is

me d:\(l::ones Area Conceg/:c) racion | £ req Cg?g?:?it:r;%n Varianza | %Recuperacion
1 27051 20909 81,080 101,350
2 27119 80 20979 | 81,327 0,016 | 101,659
3 27147 20937 81,179 101,474
4 27176 25855 98,560 98,560
5 27151 100 25870 | 98,613 0027 |98613
6 27190 25942 98,867 98,867
Promedio | 27139 43342 160,360 100,225
DVS 49,643 160 43289 | 160,172 0,030 | 100,108
%CV 0,183 43387 160,519 100,324

ANALISIS ESTADISTICO

Ecuacion de la

y =282,96x - 2033,4

Igualdad de varianzas

recta
Pendiente 282,96 Test Cochran
Término 2033,4 Max. S2 0,030
independiente
Test t-Student suma S2 0,073

Datos: Prom | 100,131 Gexp 0,414

edio

DVS 1,227

%CV | 1,225
Texp -0.962

Realizado por: Nataly Salguero 2016

Gréfica de la exactitud: Area detectada por el HPLC en
realcion a la concentracion porcentual

60000 y = 282,96x - 2033,4
R2 = 0,999
< 40000 = & Exactitud
© / — Lineal (Exactitud )
< 20000
0 T T T 1
0 50 100 150 200

Concentracion % ceftriaxona

Figura 18-3. Grafica de la exactitud de la relacion del Area detectada por el

HPLC con la concentracion porcentual.
Realizado por: Nataly Salguero 2016
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En la tabla 7-3 se muestra que el porcentaje de recuperacién maxima fue de 101.659% y con un
minimo de 98.560%, cumplen con los criterios de la USP35:2012 en su compendio Il y lo
establecido por la empresa cuyo porcentaje de recuperacion se establece entre 90 a 115%; por lo
tanto el proceso metodoldgico cumple con la exactitud establecida. Se aplicd el test de Cochran
al ser Gegp= 0.414 < Gy (0=0.05; k=3, n=3)= 0.8709, se determino que las varianzas de las tres
concentraciones de ceftriaxona en el intervalo utilizado son equivalentes, es decir el factor
concentracién no influye en la variabilidad de las mediciones analiticas. Se confirmé que la
exactitud es satisfactoria con la aplicacion del test t-Student, al ser el valor de tep,= 0.962 <t
(0=0.05; gl= 9-1=8)=2.306, se estableci0 que no existe diferencia significativa entre la
recuperacién media y el 100%, de tal modo que la exactitud es ideal. Se garantiz6 la
determinacion del pardmetro de exactitud con la medicion conjunta del estandar USP de
ceftriaxona el cual presenta un %CV de 0.183 manifestando que no existe error en las

determinaciones.

3.2.4. Limite de cuantificacion

Se considerd el método instrumental mas habitual para técnicas cromatograficas por HPLC que
no corrigen la sefial frente a un blanco. Las muestras medidas fueron en un rango de
concentraciones de 0.06; 0.08; 0.lmg/mL. Se valoré la muestra con el estandar USP de

ceftriaxona.
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Tabla 8-3. Resultados del andlisis del limite de cuantificacion de la ceftriaxona 1g por

HPLC, realizado en la empresa Betapharma, Quito, 2015

ESTANDAR USP Ceftriaxona DATOS ANALITICOS
Concentracion trabajo: 0.1mg/mL Muestra: Ceftriaxona polvo para solucion
inyectable 1g
Concentracion: 924pug/mg As Is Lote: 0415062
N° mediciones Area Concentracion Area Desviacion
estandar
1 25937 16578
2 25850 60 16539 22,517
3 25843 16539
4 25812 20909
5 25747 80 20937 32,604
6 25881 20974
Promedio 25845 25855
DVS 64,003 100 25870 46,508
%CV 0,248 25942
Limite de cuantificacion
Datos Yb 231,93
Sh 0,5998
Resultado LC (K=10) 0,0183

Realizado por: Nataly Salguero 2016

La minima cantidad de ceftriaxona que el equipo HPLC pudo detectar se muestra en la tabla 8-3
fue de 0.0183. Los valores fueron cuantificados con un estandar USP cuyo %CV es 0.248, por
lo tanto no hay variabilidad en las mediciones y hay mayor homogeneidad entre las Areas

detectadas a los intervalos de concentracion minima del principio activo.

3.2.5. Robustez

Se determind la influencia del factor pH de la fase mévil en las condiciones acidas de 6,48 y
4,44, un pH bésico de 11,68 y 12,54. Los valores se determinaron con base en el estandar de

referencia USP para la cuantificacion de ceftriaxona polvo para inyeccion (1g).
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Tabla 9-3. Resultados de la prueba de robustez del factor nominal pH de la fase mdvil,
bajo las condiciones de pH Ac. 6,48; 4,44 y un pH. OH 11,68; 12,54, para la cuantificacion
del principio activo ceftriaxona 1g, realizado en el laboratorio de Control de Calidad,
empresa Betapharma, Quito 2015.

ROBUSTEZ
Concentracion de trabajo= 0.2mg/mL
ESTANDAR REFERENCIA CEFTRIAXONA POLVO PARA
SOLUCION INYECTABLE
N° AREA Tiempo pH AREA Tiempo
retencioén retencion
(min) ] (RT) (min)
Acido
1 965409 6,48 1044421
2 963130 1046832
3 964852 4,44 1034962 1,00
4 963006 1,00 1037545
5 962620 PROMEDIO | 1040940,000
6 965107 DVS 5600,462
PROMEDIO 964020,667 %CV 0,538
DVS 1231,536 Basico
%CV 0,128 956835 0,98
11,68 948779 0,97
881060 0,92
12,54 876850 0,92
PROMEDIO | 915881,000
DVS 42799,648
%CV 4,673

Realizado por: Nataly Salguero 2016

La influencia del pH de la fase movil bajo las condiciones descritas en la tabla 9-3, muestran
gue a pH acido de 6.48 y 4.44 el analito incrementa su afinidad por la fase estacionaria y sus
grupos silanoles ya que su Area de cuantificacion se eleva en un promedio de 1040940.000,
cuyo %CV es 0.538 lo que indica que no hay variacion en sus medidas grupales. El tiempo de
retencion del analito hasta su deteccion se mantiene constante. En tanto que el comportamiento
de la elucion de la molécula de ceftriaxona en condiciones de pH basico presentd interferencias,
como se indica en la tabla 9-3 en primera instancia el analito no es retenido por la fase
estacionaria y eluye con rapidez, presentado un RT de 0.98; 0.97 a pH 11.68; y a pH 12.54 el
RT fue 0.92. Por lo tanto su Area de identificacion decrece en vista que no hay retencion en la
columna. De acuerdo al trabajo investigativo de (Péhourcq y Jarryb, 1998) sefialan que la
ceftriaxona mantiene su estabilidad a pH 7+0.5, en base al estudio en mencion se estableci6 que

la condicion del factor nominal pH de la fase moévil es a pH 7+0.2, condicién de trabajo del
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método analitico para la cuantificacion de ceftriaxona polvo para solucion inyectable. Las
determinaciones se fundamentan en 6 lecturas del estandar de referencia USP, lo que
proporciona mas confiabilidad de los resultados obtenidos y descritos.

Se interpretd los resultados obtenidos del parametro de robustez por el método de minimos

cuadrados.
Gréfico de la relacion de las Areas cuantificadas de ceftriaxona a pH
acido y basico con base al estandar de referencia USP
1100000 ¢ pHacido
1050000 . B pH bésico
T
Estandar de
1000000 referencia
© ——L.ineal (pH &cido)
<
950000 CAN Lineal (pH bésico)
—— Lineal (Estandar de
900000 referencia)
= .
850000 T T . )
0 2 4 6 8
Ne° Lectura

Figura 19-3. Grafico del analisis de robustez de la relacion de las Areas cuantificadas de

ceftriaxona a pH acido y basico con base al estandar de referencia USP
Realizado por: Nataly Salguero 2016

En la figura 19-3, se muestra el comportamiento lineal de la cuantificacion de ceftriaxona en
condiciones de pH acido el cual presenta una tendencia lineal, mientras que a pH basico decrece
su pendiente y la linealidad es escasa. Con base al estandar de referencia USP se muestra que el
comportamiento bésico representa el factor mas relevante de variabilidad en la respuesta la

deteccion de la molécula.

3.3. Valoracién del estandar secundario lote: 140822013 por el método validado de

ceftriaxona 1g polvo para inyeccion, realizado en la empresa Betapharma.
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Se aplico el método analitico por HPLC validado para la valoracion del estdndar secundario de
ceftriaxona. Los resultados se describen en el certificado de analisis generado por el laboratorio
de Control de Calidad de la empresa Betapharma S.A; por politicas internas y motivos de
confidencialidad, se describe los datos y los resultados obtenidos.

Para valorar el estandar secundario trazable se verificd que los equipos cumplen con las BPL,
los cuales tienen su calificacion vigente. La muestra valorada fue ceftriaxona sddica, lote:
140822013. De acuerdo al certificado del proveedor el contenido de la muestra es 920 pug/mg
As Is, con un porcentaje de humedad de 8.8%, pH 6.4 y se describe como un polvo cristalino
blanco. Las muestras preparadas fueron valoradas con el estdndar de referencia USP de

ceftriaxona con una pureza de 924 pg/mg As Is.

Tabla 10-3. Resultados de la valoracién del estandar secundario de ceftriaxona sodica,
realizado en la empresa Betapharma, Quito, 2015

PRODUCTO: | CEFTRIAXONA SODICA

LOTE: 140822013

CASA: BETAPHARMA FECHA DE ANALISIS: 2015-10-27

CONCENTRACION CEFTRIAXONA

N° ug/mg BS % ug/mg As Is %
C1 1012,32 101,23 923,23 92,32
C2 1012,06 101,21 922,99 92,30
C3 1006,75 100,68 918,16 91,82

PROMEDIO 1010,38 101,04 921,46 92,15

DV 3,14 2,86

%RSD 0,31 0,31

Realizado por: Nataly Salguero 2016

De acuerdo a los resultados de la tabla 10-3 la riqueza del lote 14082213 fue de 921.46 pg/mg
As Is, valor que cumple con las especificaciones de la USP35:2012 en su compendio I, que
especifica “Ceftriaxona Sodica contiene el equivalente a no menos de 795 pg de ceftriaxona
(C1s Hig Ng O7 S3) por mg, calculado con respecto a la sustancia anhidra”. Por lo tanto queda

valorada la muestra y su denominacion como estandar secundario de Ceftriaxona sodica.
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CONCLUSIONES

- Se optimiz6 y validoé el método analitico para la cuantificacion de ceftriaxona polvo
para solucién inyectable por Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), basandose en el
cumplimiento de los criterios definidos por la USP 35 (2012), la Conferencia Internacional de
Armonizacion (ICH) y el manual AEFI (2001). A la vez la técnica cromatografica (HPLC) le
proporciona al método mayor sensibilidad, en vista que los antibiéticos presentan un anillo
betalactdmico caracteristico que por otras técnicas no favorecen su identificacion y

cuantificacion.

- Se implementé el método analitico en el laboratorio de Control de Calidad de la
empresa Betapharma S.A; con la contribucion del departamento de Validacion en la elaboracion
del protocolo de validacion y el Area de Garantia de la Calidad que certifico la validez del
presente trabajo.

- Se aplico un disefio experimental fiable que permitié comprobar el comportamiento del
analito en los ensayos realizados. De tal manera que se optimizéd los componentes de la fase
movil y sus proporciones con el empleo del compuesto hidréxido de tetrabutilamonio (HTBA)
gue es una sal de amonio cuaternario y se caracteriz6 por sus buenas propiedades lipofilas,
operé como contra i6n en la elucion de la ceftriaxona que formé pares de iones lipofilos. En

consecuencia el ensayo G fue el adecuado para la elucion del principio activo.

- Las condiciones Optimas que cumplieron con el Sistem Sustability USP35 (2012) fueron
una fase moévil de hidréxido de tetrabutilamonio (1,75g): buffer fosfato pH7 (66mL): metanol
(20mL): acetonitrilo (14mL), flujo 1,6ml/min, longitud de onda 270nm; empleando una
columna Lichrospher®100RP-18(5um) de 25cm, un volumen de inyeccion de 10uL.

- Se evaluaron los parametros de validacion conforme lo establecido por las normativas
ICH Q2, USP35 (2012) y el manual EAFI (2001) y el cumplimiento de sus criterios de
aceptacion conjuntamente con la verificacion estadistica se concluye que el método fue lineal
con un coeficiente de correlacion de 0.9993 y de determinacion 0.9987, preciso con buena
repetibilidad metodoldgica durante su cuantificacion, se comprob6 con la precision intermedia
que en el desarrollo del método no hay evidencia variabilidad en las mediciones conforme a las
modificaciones de las condiciones operativas (Analista, dia y equipo). EI método se considero
exacto ya que present6 excelente porcentaje de recuperacién para lo cual se obtuvo un minimo

de 81,080% y un maximo de 160.519%. La concentracion minimas que puede ser detectada por
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el sistema fue de 0.0183, lo que favorece el desarrollo de estudios propios del laboratorio como
es la evaluacion de la estabilidad del farmaco valorado. En tanto que la robustez indicé que el
factor limitante fue el pH basico de la fase movil en el rango de 11.7 a 12.5, por lo tanto se debe
preparar la fase movil a un pH 7 £0.2.
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RECOMENDACIONES

- El método analitico optimizado y validado se debe aplicar para los analisis de rutina,
estudios de estabilidad con especial excepcién solo al producto ceftriaxona polvo para solucion
inyectable.

- La conservacion de las columnas cromatogréaficas que emplea el laboratorio de Control
de Calidad de la empresa Betapharma se obtiene con el tratamiento de agua para HPLC por un
tiempo estimado de 20min, seguido de una solucién de acetonitrilo en las proporciones 20:80 y
50:50, para eluir y erradicar las sales generadas en la interaccion de la fase mavil optimizada, la

cual emplea un buffer de fosfato y el tenso activo hidroxido de tetrabutilamonio (HTBA).
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ABREVIATURAS

ACN: Acetonitrilo

mM: Unidad de concentracion mili molar

TPAB: Bromuro de tetrapentilamonio

MeOH: metanol

THBS: tetrabutilamonio hidrogeno sulfato

ED: detector arreglo de diodos

CL: Cromatografia liquida

UV: Ultravioleta

USP-NF: Farmacopea De Los Estados Unidos, Formulario Nacional
pH: Potencial Hidrogeno, expresa grado de acidez o basicidad de una disolucion acuosa
mm: Milimetro

GMP: Buenas préacticas de manufactura

MeOH: Metanol

HETP: altura equivalente de plato tedrico

IM: Via de administracion intra muscular

IV: Via de administracion intra venosa

N: nimero de platos tedricos

n= NUmero de repeticiones experimentales

N/A= No aplica, de acuerdo el caso

DVS= desviacion estandar

As Is= Pureza de la concentracion de un principio activo, es la sustancia en base anhidra

RT= Tiempo de retencion

ICH= Conferencia Internacional de Armonizacién
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ANEXOS

Anexo A. Linealidad del método analitico para la cuantificacion de ceftriaxona polvo para
solucion inyectable 1g a 5 niveles de concentracion, desarrollado en el equipo ULTIMATE
3000

Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXCHA MT1 Run Time {min): 350
Vial Number RAT Injection Volume:  10.00
Injection Type: Unknown Gharnel: uv_vis 1
Calibration Level: Wavelength: 2700
Inzfrument Method! CEFTRIANCOHA 1G Eanduwidth: na.
Froceesing Method: CEFTRIAXONA Cilvion Factor: 10000
Injection Date/Time: Tloct513:16 Sample Weight: 10000
[Chromatogram
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Time [min]
Integration Results
No.  [Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height |  Amount
min mALU"min mall % b
1 CEFTRIAKOMA 1.783 16.358 160.645 100.00 100.00 n.a.
Total: 16.358 160.6449 100.00 100.00




Chromatogram and Results

Injection Details
Injection Name: CEFTRIANOMA MT1 Run Time {min):  3.50
Vial Number: RAT Injection Volume:  10.00
Injection Type: Unknown Ghannel: UV vis 1
Calibration Level: Wavelength: 270.0
Insfrument Method! CEFTRIAXOMA 1G Eandwidth: n.a.
Frocezsing Method: CEFTRIAXONA Dilubion Factor;  1.0000
Injection DateyTime: loct!5 13:21 Sample Weight: 10000
|Chromatogram
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Tirme [min]
Integration Results
No. | Peak Name Retention Time Area Haighit Relative Area | Relative Height | Amoun
min mAL"min mAl % %
1 CEFTRIAXOMNA 1.783 15.887 155.766 100.00 100.00 M.3.
Total: 15.887 155.766 100.00 100.00




Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXOMNA MT1 Run Time (min):  3.50
Vial Number RAT Injection Volume: 1000
Injection Type: Unknown Channel: UV VIS 1
Calibration Level: Wavelength: 2700
Instrument Method! CEFTRIAXONA 1G Bandwidth: n.a.
Procazsing Method: CEFTRIAXONA Diluwbion Factor: ~ 1.0000
Injection Date/Time: 2Mloct 15 13:25 sample Weight:  1.0000
Chromatogram
180 ? CEFTRIAXOMA 2015 T#28 CEFTRIAXDMNA MT1 UV IS 1WVLZT0nm
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Integration Results
No.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relafive Height | Amoun
i maL"min mal % %
1 CEFTRIAXOHA 1.783 16.348 160.418 100.00 100.00 M.3.
Total: 16.348 160415 100.00 100.00




Lhromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXOMA MT2 Run Time {min):  3.50
Vial Number RA8 Injection Volume:  10.00
Injection Type: Unknown Channal: Uy VIS 1
Calibration Level: Wavelength: 270.0
Instrument Method! CEFTRIAXONA G Bandwidth: n.a.
Frocezsing Method! CEFTRIAXONA Dilwtion Factor:  1.0000
Injection Date/Time: Mloct 5 13:29 Sample Weight:  1.0000
|Chromatogram
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|Integration Results
Mo, |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amoun
min mAL"min mAL % k]
1 CEFTRIAXCOHA 1.783 20.636 202.624 100.00 100.00 M.3.
Total: 20.636 202.624 100.00 100.00




Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXOMNA MT2 Fun Time (min): 350
Vial Number: RAS Injection Valume: 10,00
Injection Type: Unknown Channef: UV _VIs_1
Calibration Level: Wawelength: 2700
Instrument Method: CEFTRIAXOMA 1G Bandwidth: n.a.
Frocezsing Method: CEFTRIAXONA Dilvtion Factor;  1.0000
Injection Data/Time: Tloct5 13.33 Sample Weight  1.0000
| Chromatogram
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|Integration Results
No.  |Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height |  Amoun
min mAL min mAL % %
1 CEFTRIAXONA 1.783 20.7M 203.427 100.00 100.00 n.a.
Total: 20.704 203 427 100.00 100.00




Chromatogram and Results

Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXDNA MT2 Run Time jmin):  3.50
Vial Number: RA3 Injection Volume: 10,00
Injaction Type: Unknown Channel: UV VIS 1
Calibration Level: Wavelength: 2700
Inztrument Method: CEFTRIAXOMNA 1G Bandwidih: n.a.
Procezsing Method: CEFTRIAXONA Dilution Factor:  1.0000
Injection Date/Time: IMloct5 13:37 Sample Weight  1.0000
|Chromatogram
CEFTRIAXOMA 2015 T#32 CEFTRIAXOMNA MT2 UV IS_1WVL-Z70 nm
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Integration Results
No.  (Peak Name Retention Time Area Haighit Relative Area | Relative Height | Amoun
min mAL"min mAl % %
1 CEFTRIAXONA 1.783 20.684 202613 100.00 100.00 n.a.
Total: 20664 202 613 100.00 100.00




Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXOMNA MT3 Run Time {min):  3.50
Vial Numbsr RBE1 Injection Volume:  10.00
Injection Type: Unknown Channel: UV VIS _1
Calibration Level: Wavelength: 2700
Insfrument Method: CEFTRIAXOMNA 1G Eandwidth: n.a.
Procezsing Method: CEFTRIAXONA Cilubion Factor:  1.0000
Injection Date/Time: 2Tiocti15 13:50 Sample Weight  1.0000
[Chromatogram
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Integration Results
Mo. |Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height |  Amount
min mAL"min mAL % %
1 CEFTRIAXONA 1.783 25518 250.6085 100.00 100.00 M.3.
Total: 25518 250635 100.00 100.00




Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXOMA MT3 Fun Time {minl:  3.50
Vial Number. REA Injection Volume:  10.00
Injection Type: Unknown Channed: UV_VIs_1
Calibration Level: Wavelength: 270.0
Instrument Mefhod: CEFTRIAXOMNA 1G Bandwidth: n.a.
Procezsing Method: CEFTRIAXONA Dilubon Facfor:  1.0000
Injection Diate/Time: 2Tloct5 13:54 Sample Weight:  1.0000
|Chromatogram
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Integration Results
Mo.  |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amoun
rmin mALI"min mAL % %
1 CEFTRIAXONA 1.783 25.534 Zh0.440 100.00 100.00 M.3.
Total: 25534 250.440 100,00 100.00




Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXONA MT3 Fun Time min);  3.50
Vial Number RB1 Injection Volume: 10100
Injection Type: Unknown Channal: UvV_VI5_1
Calibration Level: Wavelength: 2700
Instrument Msthod! CEFTRIAXONAAG Bandwidth: n.a.
Frocezsing Method: CEFTRIAXONA Chiwtion Factor:  1.0000
Injection Date/Time: TloctM5 13:58 Sample Weight 10000
| Chromatogram
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|Integration Results
Mo, |Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height |  Amoun
min mAU min mAl % %
1 CEFTRIAXONA 1.783 25.606 251.405 100.00 100.00 n.a.
Total: 25608 251.405 100.00 100.00




Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXONA MT4 Run Time (min):  3.50
Vial Number RBE2 Injection Yolume: 10,00
Injection Type: Unknown Channg: UV VIS 1
Calibration Level: Wavelength: 270.0
Instrument Method: CEFTRIAXOMA 1G Bandwidth: n.a.
Procezsing Methad: CEFTRIAXONA Dilution Facfor:  1.0000
Injection Date/Time: 2Tioct5 14:02 Sample Weight  1.0000
|Chromatogram
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Integration Results
MNo. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mALl"min mALl % %
1 CEFTRIAXONA 1.783 42809 423478 100.00 1040.00 M.a.
Total: 42809 423476 100.00 100.00




Chromatogram and Results

Injection Details

Injection Name: CEFTRIAXONA MT4.3 Run Time (min): 3,50
Vial Number: RB2 Injection Volume: 10,00
Injection Type: Unknown Channel: UV_VIS_1
Calibration Level: Wavelength: 270,0
Instrument Method: CEFTRIAXONA 1G Bandiwidth: n.a.
Processing Method. CEFTRIAXONA Dilution Factor:  1,0000
Injection Date/Time: 27/oct/15 14:10 Sample Weight:  1,0000
Chrorpatogram : : :
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Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAU™min mAU % %
1 CEFTRIAXONA 1,783 42,829 424,546 100,00 100,00 n.a.
Total: 42,829 424,546 100,00 100,00




Chromatogram and Results
Injection Details
Imjection Name: CEFTRIAXOMNA MT4 Run Time (min); 350
Vial Number RE2 Injection Valume: 10,00
Injection Type: Unknown Channel: UV VIS 1
Calibration Level: Wavelength: 2700
Instrument Mefhod: CEFTRIANONA 1G Eandwidih: n.a.
Frocessing Method! CEFTRIAXONA Dilwtion Factor:  1.0000
Injection DateTime: Mloct15 14:10 Sample Weight:  1.0000
|Chromatogram
CEFTRIAXONA 2015 T#40 CEFTRIASCMNA MT4 UV _VIS_1 W20 nm
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Integration Results
No. | Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amoun
mir mAL"min méLl % %
i CEFTRIAXONA 1.783 42 857 423860 100.00 100.00 M.3.
Total: 42857 423 860 100.00 100.00




Chromatogram and Results

Injection Details
jaction Name: CEFTRIAXOMA MT5 Run Time (min):  3.50
Inje {min,
Vial Number: RE3 Injection Valume:  10.00
Injection Type: Unknown Ghannei: UV_VIs 1
Calibration Level: Wavelength: 270.0
Insfrument Method! CEFTRIAXONA 1G Bandwidth: n.a.
Processing Method: CEFTRIAXONA Dilution Factor: - 1.0000
Injection Date/Time: 2Mloct514:23 Sample Weight  1.0000
|Chromatogram
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Integration Results
No.  (Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mAlL" min mAL % %
1 CEFTRIAXONA 1.783 53.801 534.140 100.00 100.00 N.a.
Total: 53.89 534.140 100.00 100.00




Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXOMA MTS Run Time (min):  3.50
Vial Number. RE3 Injection Volume:  10.00
Injection Type: Unknown Channal: UV VIS 1
Calibration Level: Wavelength: 2700
Instrument Method: CEFTRIAXOMA 1G Bandwidth: na.
Procezsing Method: CEFTRIAXONA Dilution Factor:  1.0000
Injection Data/Time: Moct 151427 Sample Weight  1.0000
|Chromatogram
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Integration Results
No.  |Peak Mame Retention Time Area Heighit Relative Area | Relative Height | Amount
min mAL'min mAL k] %
1 CEFTRIAXONA 1.783 53.846 532453 100.00 100.00 N.4.
Total: 53848 532.453 100.00 100.00




Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXOMA MTS Run Time (min):  3.50
Vial Number: RE3 Ijection Volume:  10.00
Injection Type: Unknown Channel: UV VIS 1
Calibration Level: Wavelength: 270.0
Insfrument Mefhod! CEFTRIAXOMA 1G Eandwidth: na.
Frocecsing Method: CEFTRIAXONA Dilubion Facfor:  1.0000
Injection Date/Time: Mioct514:3 Zample Weight  1.0000
|Chromatogram
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ot 050 1.0 150 200 250 300 151
Time [min]
Integration Results
No.  |Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
min mALl"min mALl k] %
1 CEFTRIAXONA 1.783 54044 535,204 100.00 100.00 M.4.
Total: 54.044 535294 100.00 100.00




Anexo B. Cromatogramas del estudio de Precision, del factor Repetibilidad del lote
0515063 de ceftriaxona, desarrollado en el equipo ULTIMATE 3000

Chromatogram and Results

injection Detalls

infection Name: CEFTRIAXONA M1.lote 0515063 Run Time (miry. 3,50

Vial Number: RA2 Irfection volume 10,00
irfection Type: unknown Channe!. uv_wvis_1
Cailibration Level. wWavelengeh: 270,0
instrumernt Method! CEFTRIAXONA 1G Eancvicti n.a.
Frocessing Methog: CEFTRIAXONA Diwtion Fscror. 1,0000
irfection DateTime: 23'may 15 11:57 Sampis Weight._ 1,0000

Chromatogram

7 CEFTRIAXONAZOIS T

UV IS 1 WVL:Z70 nm

300
11-CEFTRLXONA - 1723

zs0 ]

zoo ]
= ]
& 150
I 100 4
=

so ]
I:I- 1
.SU: T T T T T T
0.01 0.s0 1.00 1.50 Z2.00 2.50 3.00 3.51
Time [min)
Integration Results
No. [Pesx Name Retention Time Area Helgnt Relatve Area | Relathve Helghnt | Amount
min mAL-min mAU % %
7 CEF TRIASONA 1752 26,997 H3.972 700,00 300.00 n.a.
Total: 26,397 263,572 100,00 100,00
Chromatogram and Results

Injection Detalls
irfection Name: CEFTRIAXONA M2. lote 0515063 Run Time (mirh. 3,50
Visl Number- RA2 Irfection Volume: 10,00
ijection Type. Unknown Channs!. uv_\vis_1
Csiloration Level. wavelength: 270,0
instrument Method: CEFTRIAXONA 1G Eancviacthn. n.a.
Frocessing Method, CEFTRIAXONA Diltion Fsctor: 1,0000
infection DateTime: 23'may /15 12:03 Sample Weigst.  1,0000

Chromatogram

CEFTRIAXONAZOIS T

UV_AS_1 WL 270 nm

300 -
] 11 -CEFTAXONA - 1783

250

200 ]
=
& 150]
E mui
=

s0 ]
o] 1
-50 ]
0.01 o.50 1.00 1.50 2.00 z2.50 3.bo 351
Time [min]
In tlon Results
No. [Pexx Name Retention Time Aea Heignt Relathve Avea [ Relative Helignt | Amount
min mALU-min mAU % %

1 CEF TRIAXDNA 1,783 25995 220774 100,00 10000 na
Total: 25,995 260,774 100,00 100,00




Chromatogram and Results

Injection Details )

Injectron Nsm e: CEFTRIAXONA M 2. lote 05150632 Run Teme (min): 3,50

Visl Num ber. RA 2 Injection Volume: 10,00
Injecion Type Unknown Cranne! Ww_VvVIS_1
Cshbmnon Lewel Wavelznguh: 270.0
Instrum ent Mathod: CEFTRIAXONA 1G Bandvadth: na.
Processing Methad! CEFTRIAXONA Qivtion Factor:  1,0000
injecvon Cate/Time: 29/may/1$ 12:08 Sam ple Wenh:: 1.0000

] CEFTRIAXONA201S T

200 UV MIS_1 WALI270 nm
] 1-CEFTAVOONA - 1723
250 4 h
200
150
g
f
50
&
50 : T T T T T . - M -
0.01 0.50 1.00 150 2.00 250 3.00 351
Time man)
Integration Results
No. |Paak Name Ratention Time Area Height Relative Area | Relative Height | Amount
fmin mAUmin maU % 3
1 CEFTRIAXONA 1783 20.590° 205.945 100.00° 100.00 na.
Total: 26,580 265,145 100.00 100,00
Chromatogram and Results
|injection Detalls
Injgction Nam & CEFTRIAXONA M4. lote 0515063 Run Tmée mm) 3,50
Vial NumDer RA 2 Injection Volume: 10,00
injection Type unknow n Channel uv_vis_1
Camration Level W avelengtn 2700
insument MeMOd CEFTRIAXONA 1G Sanawmotn na.
Processing Menoo CEFTRIAXONA Deution Factor: 11,0000
injsction Date/Tme 25/may/15 12:13 Sampls Weignt© 11,0000

q CEFTRIAXONA201S T

UV VIS _1 WAL:270 nm

1-CEFTRAWXONA~-17Zd

250
200
=3
& 150
g 100
$0
L]
.w F T v T v v v v v v T v v T v v -
0.01 0.50 1.00 150 2.00 2.50 3.00 3.51
Time min]
n lon Results
No. x Name Raention Time Area Heignt eiate Area | Reative Heignt | Amoent
min_ mAUmin mAU 5 %
1 CEFTRIAXONA 1,783 285376 100.00 ~100.00 na.
Total: 26,627 265,87¢ 100,00 100.00




Chromatogram and Results

Injection Details

Injection Name:
Vial Number:
Injection Type:
Calibration Level:
Instrument Method:
Processing Method:
Injection Date/Time:

CEFTRIAXONA M5. lote 0515063
RAS5
Callbration Standard

CEFTRIAXONA 1G
CEFTRIAXONA
29/may/15 12:18

Run Time (min):
Injection Volume:
Channel:
Wavelength:
Bandwidth:
Dilution Factor:
Sample Weight:

3,50
10,00
uv_VvIS 1
270,0

n.a.
1,0000
1,0000

Chromatogram

3 CEFTRIAXONA 2015~

UV_VIS_1 WVL:270 nm

3004
: 11 - CEFTRIAXOMA - 1.783

250

200
=) ]
E 150
= j
2 ]
o
£ ]
S 1004
=z j
=T 4

50
0_- |
-SO:I T T T T T T T m
0.01 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.51
Time [min]
Integration Results
No. Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU Yo Yo
1 CEFTRIAXONA 1,783 26,693 266,332 100,00 100,00 n.a.
Total: 26,693 266,332 100,00 100,00
Chromatogram and Results

Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXONA M6. lote 0515063 Run Time (min). 3,50
Vial Number: RAB Injection Volume: 10,00
Injection Type: Unknown Channel: Uv_VIS_1
Calibration Level: Wavelength: 270,0
Instrument Method: CEFTRIAXONA 1G Bandwidth: n.a.
Processing Method: CEFTRIAXONA Dilution Factor 1,0000
Injection Date/Time: 29/may/15 12:29 Sample Weight.  1,0000

Chromatogram

4 CEFTRIAXONA 20157

UV_VIS_1 WVL:270 nm

3004
: |1 - CEFTRIAXOMA - 1.783

250

200
S ]
E 150
= j
2 ]
o
2
S 100+
@ j
= 4

50
O |
'50—-| T T T T T T T T
0.01 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.51
Time [min]
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mALU*min mAU Yo Yo

1 CEFTRIAXONA 1,783 26,762 266,430 100,00 100,00 n.a.
Total: 26,762 266,430 100,00 100,00




Chromatogram and Results

Injection Details

Injection Name:
Vial Number:
Injection Type:
Calibration Level:
Instrument Method:
Processing Method:
Injection Date/Time:

CEFTRIAXONAM7. lote 0515063

RAG
Unknown

CEFTRIAXOMA 1G

CEFTRIAXONA

29/may/15 1234

Run Time (min):

Injection Volume:

Channel:
Wawvelength:
Bandwidth:
Dilution Factor:
Sample Weight:

3,50
10,00
Uv_VIS 1
270,0
n.a.
1,0000
1,0000

Chromatogram

3 CEFTRIAXONA 20157

UV_VIS_1 WWVL:270 nm

300+
] 11- CEFTRIAXOMNA - 1.763

250

200
=) ]
E 150
= j
= ]
o
2 ]
S 1004
2 j
= ]

50
0—- T
-50- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.01 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.51
Time [min]
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAL Yo %
1 CEFTRIAXOMNA 1,783 26,791 266,573 100,00 100,00 n.a.
Total: 26,791 266,573 100,00 100,00
Chromatogram and Results

Injection Details
Injection Name: CEFTRIAXONAMS.lote 0515063 Run Time (min). 3,50
Vial Number: RA7 Injection Volume: 10,00
Injection Type: Unknown Channel: uv VIS 1
Calibration Levef: Wavelength: 270,0
Instrument Method: CEFTRIAXONA 1G Bandwidth: n.a.
Processing Method: CEFTRIAXONA Dilution Factor 1,0000
Injection Date/Time: 29/may/15 12:39 Sample Weight.  1,0000

Chromatogram

4 CEFTRIAXONA 20151

UV_VIS_1WWVL:270 nm
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o ! T
_50_- T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.01 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.51
Time [min]
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mA U*min mALU %o %o

1 CEFTRIAXOMNA 1,783 26,819 266,557 100,00 100,00 na.
Total: 26,819 266,557 100,00 100,00




Chromatogram and Results

Injection Details

Injection Name:
Vial Number:
Injection Type:
Calibration Level:
Instrument Method:
Processing Method:
Injection Date/Time:

CEFTRIAXONA MS. lote 0515063 Run Time (min):

RAT Injection Volume:

Unknown Channel:
Wavelength:

CEFTRIAXONA 1G Banadwidth:

CEFTRIAXONA
29/may/1512:44

Dilution Factor:
Sample Weight:

3,50
10,00
uv_VvIs_1
270,0

n.a.
1,0000
1,0000

Chromatogram

_ 3 CEFTRIAXONA 20151

UV_VIS_1 WVL:270 nm

300
] |1 - CEFTRIAXONA - 1.783

250

200
=) ]
E 150
= j
2 ]
o
3 ]
S 100+
2 j
=T 4

50
o ! T
_50_-| T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.01 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.51
Time [min]
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %

1 CEFTRIAXONA 1,783 26,796 266,275 100,00 100,00 n.a.
Total: 26,796 266,275 100,00 100,00

Chromatogram and Results

Injection Details

Injection Name: CEFTRIAXONA MA10. lote0515063 Run Time {min). 3,50

Vial Number: RAS Injection Vofume: 10,00
Injection Type: uUnknown Channel: w VIS 1
Calibration Level Wavelength. 270,0
Instrument Method: CEFTRIAXONA 1G Bandwidth: n.a.
Processing Method: CEF TRIAXONA Difution Factor: 1,0000
Injection Date/Time: 29/may/15 12:49 Sample Weight.  1,0000

Chromatogram

2 CEFTRIAXONA 2015

UV_VIS_1 WVL:270 nm
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= 100
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0 ! T
'50_-| T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]
0.01 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.51
Time [min]
Integration Results
No. Peak Mame Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mALU*miIin mAL % %

1 CEFTRIAXOMNA 1,783 26,834 266,438 100,00 100,00 na.
Total: 26,834 266,438 100,00 100,00




Anexo C. Certificado del estandar USP de ceftriaxona sédica

USrEe

U.S. Pharmacopeial
Convention

Certificate

CEFTRIAXONE SODIUM
((6R, 7R)-7-[2-(2-Amino-4d-thiazolyl)glyoxylamido]-8-oxo-3-[[(1,2,5,6-tetrahydro-2-methyl-5, 6-dioxo-as-triazin-3-
yl)thio]methyl]-5-thia-1-azabicyclo[4.2.0]-oct-2-ene-2-carboxylic acid, 7°-(Z)-(O-methyloxime), disodium salt,
hemiseptahydrate)

USP Catalog No.: 1098184
USP Lot No.: HOJ296

CAS No.: 104376-79-6

Molecular Formula: CiaH16NaNa;0754-3%H0

Molecular Weight: 661.60

TR

Additional Information:

Protect sample solutions from light. Analyze sample solutions immediately after preparation.

Copyright 2015 The United States Pharmacopeial Convention. All rights reserved.
USP Certificate
Page 1 of 2

Certificate Date: 24Jun2015
USP Template No. CERT1_4-03
Effective 26Jan2015
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applic

se refer to th
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» current USP Catalog. In some cases, the previous lot may still be considered valid for use. If so, It is
‘Pravious Lot/Valid Use Date.”

It 15 the responsibility of each user to determine that this lot is current or valid when used
refor to the USP Store at Www.usp.org

Instructions for Use
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up-to-date Inform
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Follow the instructions on the label of the USP Reference Standard and In the appropriate USP documentary standard(s)
Non-Monograph Use
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s In non-compendial applications is solely the responsibility of the user

LEGAL NOTICE

USP WARRANTS GOOD TITLE TO USP REFERENCE STANDARDS ON DISPATCH FROM USP. THE FOREGOING WARRANTY 1S IN LIEL OF
ANY OTHER WARRANTIES, EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING WITHOUT LIMITATION ANY WARRANTY OF MERCHANTABILITY OR FITNESS
FOR A PARTICULAR PURPOSE, OR ANY WARRANTY THAT THE PRODUCTS, INCLUDING THIS CERTIFICATE, ARE OF MERCHANTABLE
QUALITY. USP'S LIABILITY ARISING OUT OF OR RELATING TO THE SUPPLY OF USP REFERENCE STANDARDS AND THIS CERTIFICATE SHALL
IN NO EVENT INCLUDE LOSS OF PROFITS, COST OF PROCURING SUBSTITUTE GOODS OR SERVICES, OR ANY INCIDENTAL, INDIRECT, OR
CONSEQUENTIAL DAMAGES OF ANY KIND, EVEN IF USP 1S AWARE OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. WITHOUT LIMITING THE
GENERALITY OF THE FOREGOING, USP DOES NOT WARRANT THAT THE USE OR RESALE OF USP REFERENCE STANDARDS, INCLUDING
THEIR USE TO PERFORM TESTS AND ASSAYS PUBLISHED BY USP, WILL NOT INFRINGE UNITED STATES OR ANY OTHER PATENTS,
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Copyright 2015 The United
USP Certificate
Page 2 of 2

macopeisl Conventon. All rights reserved.
Certificate Date: 24Jun2015
USP Template No. CERT1_4-03
Effective 26Jan2015




Anexo D. Certificado del producto ceftriaxona

CERTIFICATE OF ANALYSIS
PRODUCT NAME: Ceftriaxone Sodium Sterile USP 37

BATCH NO.: C2101407112 QUANTITY: 45 KG
PACKING: 5KG/Bottle, 10kg/carton COUNTRY OF ORIGIN:CHINA
MFG. DATE: JUL.25.2014 EXPIRY DATE: JUN.2017
ITEM SPECIFICATION TESTING RESULT
Appearance White to yellowish crystalline powder White crystalline powder
Infrared spectra obtained from samples corresponds to that .
|dentification: IR: . Complies
obtained from reference standards
3 the chromatogram of the assay preparation obtained as directed
in the assay exhibits a major peak for ceftriaxone, the retention o .
| i ion: HPLC: omplies
SR RS time of which corresponds to that exhibited in the chromatogram .
of the standard preparatio obtained as directed in the assay
ldentification: Sodiim it responds to the tests for sodium Complies
Crystallinity i Meets the requirements Meets the requirements
pH 6.8-8.0 7.0
Water 8.0%~11.0% 9.4%
Particulate matter <3000 particles (210 um) Particles : 134
<300 particles (225 um) Particles : 2
Assay (anhydrous basis, contentof | 2795 pg/mg 910 pg/mg
‘ated substance :Any impurity £1.0% 0.09%
Related substance : . 5
total impurities <4.0% 0.17%
Residual solvents : methanol <0.3% 0.00%
Residual solvents : ethanol =0.5% 0.00%
Residual solvents : acetone <0.5% . 0.18%
Residual solvents : acetonitrile =0.041% N.D
Residual solvents : dichloromethane | < gs% N.D
Bacterial endotoxins: <0.20 EU/mg <0.20 EU/mg
sterility Meets the requirements Meets the requirements
ABOVE DATA IS BASED ON THE CERTIFICATE OF ANALYSIS PROVIDED BY THE SUPPLIER /
MANUFACTURER OF THIS RAW MATERIAL e
CONCLUSION: COMPLY WITHREQURERSTANBARDS T HHILIDY ]

P AL TV TR =
THE INFORMATION CONTAINED HEREIN 1S, TO THE BE: t&&bﬁm@\hst}ﬁg,\comﬁcr Tﬂﬁ_sfﬁﬂ ?Lmzn AND THE STRTEMENTS MADE ARE INTENDED ONLY AS A SOURCE OF INFORMATION.

/‘} g
NO WARRANTIES, EXPRESSED OR IMPLIED, ARE MADERON THE BASIS OF Eus‘iNFg w;\ﬁowirus SUGGESTED THAT YOU EYALUATE THE PRODUCT ON A LABORATORY SCALE PRIOR TO USE IN A

N FOR VIOLATION OF PATENT RIGHTS.

F £/¢
& ’
FINISHED PRODUCT. THE INFORMATION CONTAINED HEREIN SHOULD M@EF‘E'O_‘@‘ELW

PREPARED BY: CHEN XIAQYING AFPROVED BY: FANG LI




ZHECHE b

E-mail:cbjzju@zhechem.com

Product name Ceftriaxone sodium | Batch no QS1411143
sterile
Mfg date: NOV,28ﬁ‘,2014 Exp date: NOV,27™"2017
| C _atity 170.00KGS
Items Specification Results
Characters Almost white or Complies
yellowish,crystalline
powder
Identification 1.IR 2.chemical reaction Complies
3.HPLC
Specific rotation(50mg/ml | -153° "-170° Complies
in water) §
Assay NLT 860pg/mg 932.0 pg/mg
(C18H18N80O783,calculated
on the anhydrous basis)
PH (250ml/ml in water) 6.0-8.0 6.8
Related compounds Should be complies Complies
Residual solvent Should be complies Complies
| Water 8.0%-11.0% 9.5%
& ity Should be complies Complies
Bacterial endotoxins Should be complies Complies
Conclusion: This product meets the requirements of USP35
Storage: Store in a sterile,airtight,tamper-proof container at a

temperature not exceeding 25°C

S N i 0




Anexo E. Evidencia fotogréafica de la validacion del método analitico para la cuantificacion
de ceftriaxona polvo para inyeccién 1g, desarrollado en el laboratorio de Control de
Calidad, empresa Betapharma S.A, Quito. 2015

Fotografia 2. Equipo Ulti mate 3000 (UPLC)



Fotografia 3. Preparacion de las diluciones de la muestra
de ceftriaxona

Fotografia 4. Calibracion del pH de la fase movil



Fotografia 5. Filtracion de la fase movil por el analista

Oo not gry  For “ i«
the e of Use: 5P

anhy"'o"‘s ,_
: ; 4
CAT NS

Fotografia 6. Estandar USP ceftriaxona sodica



Fotografia 7. Columnas cromatograficas Merck

Fotografia 8. Fase mdvil optimizada y validada para
la cuantificacion de ceftriaxona polvo para solucion
inyectable 1g.



