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RESUMEN

Se presentan en este articulo los resultados obtenidos en el desarrollo y validacion de
una metodologfa analitica para la cuantificacidn simultdnea de piperacilina sédica
y tazobactam sddico en inyectables para uso humano. El procedimiento consiste
en una separacion por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas
en inglés) en fase inversa, empleando como fase mévil una mezcla de acetonitrilo e
hidréxido de tetrabutilamonio 0,005 M de pH 5,0 (31:69), una columna C18 a 38
°C y deteccién a una longitud de onda de 220 nm. Se encontré que el método es
selectivo, lineal y preciso. Estas caracteristicas junto con su sencillez permiten que
el mérodo sea adecuado y conveniente para el objetivo propuesto. La robustez de la
metodologia también se investigd. El método validado se aplic6 para la determina-
cién de las dos sustancias en un producto inyectable del mercado colombiano, con
registro sanitario del Instituto Nacional de Vigilancia y Control de Medicamentos y

Alimentos (Invima).

Palabras clave: cromatografia liquida, deteccidn ultravioleta, piperacilina sédica,

tazobactam sédico, validacion.
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SUMMARY

Validation of a high performance liquid chromatography method
for the simultaneous determination of sodium piperacillin and
sodium tazobactam in human injections.

A reverse phase high performance liquid chromatographic method was developed for
the simultaneous quantitative assay of sodium piperacillin and sodium tazobactam.
The method was validated and then applied to the quantitative determination assay
of each of two substances. A C18 column stabilized at 38 °C was used and the detec-
tion was performed at 220 nm. A mixture of acetonitrile and tetrabutylammonium
hydroxide 0,005 M pH 5,0 (31:69) was used as mobile phase. The method is selec-
tive, linear and shows a good repeatibility. The robustness was also verified. These
properties besides their simplicities make it convenient for the objective proposed.
The validated method was applied for the simultaneous assay of piperacillin and
tazobactam in one market products with sanitary register at Instituto Nacional de

Vigilancia y Control de Medicamentos y Alimentos (Invima).

Key words: reverse high performance liquid chromatography, sodium piperacillin,

sodium tazobactam, UV detection, validation.

INTRODUCCION

La piperacilina es un antibiético betalactimico de amplio espectro, efectivo contra
una gran variedad de microorganismos, incluyendo aquellos resistentes a la penicilina
como el Streptococcus pneumoniae [1). Es comun encontrar este antibidtico asociado
con inhibidores de la betalactamasa, tal como tazobactam, con lo cual se pretende
aumentar la actividad de la piperacilina frente a microorganismos productores de la
enzima. Zaghloul, Nyda y Yacobi [2] demostraron este efecto sinérgico, empleando
una combinacién de ocho partes de piperacilina por una parte de tazobactam.

Diferentes estudios se han realizado para comparar la actividad de algunas cefalospo-
rinas y antibidticos betalactdmicos, con la presentada por la asociacion de piperacilina
y tazobactam [1, 3-5]. Distintos métodos de analisis se encuentran en la literatura
para la determinacién de piperacilina y de tazobactam en muestras de variada natu-
raleza, asi como para su determinacién en mezclas. Peyrin, Guillaume y Guinchard
determinan tazobactam, previa derivatizacién con 1,2,4-triazol [6] en suero y fluido
hemofiltrado, alcanzando limites de deteccién del orden de 50 ng/mL. Por otra parte,
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Tang, Ma, Sun y Wang [7] realizan un estudio sobre las propiedades fluorescentes y
su aplicacién de los productos de descomposicion de la piperacilina. Pajchel y Tisky
[8] determinan piperacilina en presencia de tazobactam mediante electroforesis capi-
lar micelar, empleando dodecilsulfato de sodio como agente formador de micelas, y
comparando los resultados obtenidos por cromatografia liquida. Marselos y Archon-
taki [9] determinan por cromatografia liquida piperacilina y tazobactam en un polvo
inyectable, utilizando una columna C18 y una fase mévil de pH 5,0, compuesta por
fosfato monosédico, acetonitrilo y metanol. La literatura reporta, igualmente, la
determinacién de piperacilina y tazobactam en muestras de orina y plasma utilizando
una columna C18 y una fase mévil compuesta por acetonitrilo y acetato de amonio
[10]. Usando elusién con gradiente y supresién idnica, Ocampo, Hoyt, Wadgaonkar,
Carven y Puglisi determinan, sobre una columna C18 y deteccién ultravioleta, las
dos sustancias en muestras de plasma, suero, bilis y orina [11]. La determinacién de
piperacilina y tazobactam mediante HPLC de par idnico en materiales biolégicos ha
sido igualmente estudiada [12].

En el presente articulo se muestran los resultados obtenidos en el desarrollo y vali-
dacién de un método de andlisis cuantitativo para piperacilina sédica y tazobactam
sédico por HPLC en fase inversa, empleando una columna de 125 x 4,5 mm con octa-
decilsilano como fase estacionaria en la modalidad de par idnico y deteccion por espec-
trofotometria ultravioleta a 220 nm. Los niveles de concentracién de piperacilina y de
tazobactam utilizados en la validacion de los diferentes pardmetros, se establecieron
teniendo en cuenta la composicién del producto sobre el cual se aplicard la metodolo-
gia validada, 8 partes de piperacilina por 1 parte de tazobactam, tanto materia prima
estéril como inyectable.

Para el desarrollo de la metodologia analitica se parti6 de la documentacién entregada
por la companfa FADA (Argentina) por medio de los Laboratorios Sumimed (Colom-
bia) para la determinacién en forma separada de las dos sustancias, con dos sistemas
cromatogréficos diferentes. Igualmente, se consulté la monografia de la farmacopea
europea [13] para el control de calidad de piperacilina sédica, materia prima e inyec-
tables. La farmacopea americana USP 35-NF 30 [14] reporta la determinacién de los
dos principios activos por HPLC con una columna fenilo de uso poco extendido. Como
fase mévil emplea una mezcla de acetonitrilo e hidréxido de tetrabutilamonio 0,4 M
de pH 3,8 (25:75). Como propésito fundamental se fijé el desarrollar una metodologia
tinica para la determinacién simultdnea de las dos sustancias con una columna C18,
disponible en la mayoria de los laboratorios de andlisis de medicamentos, y una fase
movil compuesta por una mezcla de acetonitrilo ¢ hidréxido de tetrabutilamonio a pH
5,0 con menor concentracién de este, y por consiguiente, menor deterioro de la fase
estacionaria. Esta menor concentracion es suficiente para obtener sefiales simétricas.
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En principio, podria observarse una dificultad por la relacién de concentraciones en
el producto, la cual podria obviarse si se demuestra linealidad dentro de un intervalo
adecuado de concentraciones para cada uno de los dos firmacos, manteniendo siempre
la mencionada relacién.

METODOLOGIA

Equipos y materiales

Cromatdgrafo liquido Waters 510, detector UV Waters Ass. 484, integrador Perkin-
Elmer LCI 100, inyector Rheodyne 20 microlitros, columna LiChrospher Merck RP
18 (C18), 4,5 x 125 mm, 5 #m, bomba cuaternaria Perking Elmer Serie 410, cimara
ambiental de solventes Sec-4 PerkinElmer, horno cromatografico LC-100 PerkinEl-
mer, integrador LCI 100 PerkinElmer, detector UV-VIS Water, bafio ultrasénico
Erma, espectrofotémetro UV/VIS Unicam UV2.

Sustancias y reactivos

Tazobactam estidndar secundario 99,3%, piperacilina sédica estdndar secundario 95,9%
(90,2% como base), materia prima piperacilina + tazobactam (8:1), acetonitrilo HPLC
Merck, hidréxido de tetrabutilamonio (HTBA) 20% RA Merck, dcido fosférico al 85%
p/p RA Merck, filtros para muestras 0,45 ym, membranas para filtracién de solventes
0,45 um, sistema de filtracién mediante vacio Millipore para liquidos.

Estandarizacion de la metodologia

Para el establecimiento de los pardmetros de validacién se siguieron las pautas reco-
mendadas por la farmacopea americana USP 35, categoria I [15] y otras reportadas
en la literatura [16-20]. Como se menciond, para cada pardmetro de validacion, las
concentraciones empleadas de tazobactam y de piperacilina guardan relacién con las
concentraciones etiquetadas en el producto mezcla de los mismos.

Optimizacion del sistema cromatogréfico

Para la estandarizacion de la metodologia analitica, se realizaron varios y diferentes
ensayos en procura de obtener las mejores condiciones cromatogrificas para la deter-
minacidn de las dos sustancias en estudio. En esta etapa, se hicieron varios ensayos para
ajustar la composicion de la fase movil, compuesta por acetonitrilo y HTBA 0,005 M
de pH 5,0. Igualmente, y teniendo en cuenta las dos metodologias analiticas, cada una
para la determinacién separada de cada una de las sustancias, recibidas de la compania
Sumimed, se trabajaron diferentes sistemas de gradiente, con diversas composiciones
tanto iniciales como finales, asi como diferente perfil. Si bien se alcanzaron tiempos de
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retencion apreciablemente menores y corridas aproximadamente 10 veces més cortas,
los ensayos no se consideraron satisfactorios, observindose, ademds, asimetria en las
senales cromatograficas.

La longitud de onda de la deteccidn se establecié luego de la determinacién del espec-
tro de absorcién molecular de las dos sustancias en una mezcla de acetonitrilo — HTBA,
empleando concentraciones 32 y 80 mcg/mL, para piperacilina y tazobactam, respec-
tivamente. En cuanto a la temperatura de la fase estacionaria, se realizaron ensayos que
condujeron a una temperatura de 38 °C como adecuada para la separacion.

Algunos ensayos previos con concentraciones convenientes de las sustancias, permi-
tieron iniciar los estudios de validacion para la determinacién conjunta de ellas en una
sola corrida cromatogréfica y, por supuesto, con el mismo sistema cromatogréfico.

Se trabajaron diferentes proporciones de acetonitrilo e hidréxido de tetrabutilamonio
0,005 M de pH 5,0, siempre con elusién isocrética. Los ensayos, utilizando un flujo
de fase mévil de 1 mL/min, se realizaron con proporciones de acetonitrilo situadas

alrededor de 27%.

Segun las experiencias y ensayos anteriores, se establecieron las siguientes condiciones
para proceder a la validacién de la metodologfa (tabla 1).

Tabla 1. Condiciones finales estandarizadas para la validacién del sistema

Fase mévil Acetonitrilo: 31%
HTBA 0,005 M de pH 5,0: 69%
Flujo de fase mévil 1,0 mL/min
Guarda columna C18
Columna (fase estacionaria) Octadecilsilano C18 125 x 4,5 mm, 5 um
Temperatura de la columna 38°C
Volumen de inyeccién 20 mL
Longitud de onda 220 nm
Velocidad de registro 2 cm/min
Tiempo de corrida 8,5 min

Parametros de idoneidad del sistema

Como paso previo al proceso de validacién, se verificaron como pardmetros de ido-
neidad del sistema cromatogrifico, la repetibilidad, el factor de capacidad, el nimero
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de platos tedricos, el factor de asimetria y la resolucién. Los valores hallados (tabla 2)
satisfacen los requerimientos de la farmacopea americana [21]. La repetibilidad del
sistema se evalud mediante inyecciones sucesivas de una solucién del estindar secun-
dario de tazobactam en agua de concentracién 80 mcg/mL y de manera separada, de
piperacilina sédica en agua de concentracién 640 mcg/mL. Como pardmetro para la
determinacion se utilizaron los valores de drea obtenidos.

Tabla 2. Pardmetros de aceptacion del sistema cromatogréfico.

Pardmetro Tazobactam Piperacilina sédica Especificacion
Repetibilidad CV* 1,72% 1,11% <2%
Factor de capacidad 2,1 3,7 2-10
Numero de platos 2.654 2.050 >2.000
Factor de asimetria al 5% 1,06 1,13 <15
Resolucién 6,27 > 1,5

* CV es coeficiente de variacién.

El valor de la resolucién se establecié por analisis del cromatograma obtenido con la
mezcla de las dos sustancias a las concentraciones ya mencionadas. El valor obtenido
fue de 6,27, indicando asi una separacién completa y sin interferencias de cada una de
las dos senales (figura 1). Como tiempo muerto, se tomo el tiempo de retencion del
solvente.

VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA

Selectividad

No se encontré que los componentes de la fase mévil generaran alguna sefial que inter-
fiera con las presentadas por la piperacilina o por el tazobactam, bajo las condiciones
cromatogréficas desarrolladas (figura 1).

La metodologia recibida de la compania Sumimed exige la selectividad del sistema cro-
matogréfico frente a la ampicilina (producto de descomposicién de la piperacilina).
La senal dada por la ampicilina se presenta a un tiempo de retencién 1,20 minutos,
la cual no interfiere con las observadas para los dos principios activos, piperacilina y
tazobactam. La resolucién entre las senales mds cercanas, ampicilina y tazobactam, fue
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FILE 28 REUN 8 STARTED 15:33.6 86-83-15 TRZO PIPER
% METHOD 1 WAL STD MIX LAST EDITED 15:22.7 @6-6E-15

W5 A_32 C_2 0_5

a.06 -
. o ha 8-§1 8.52  1.28  1.44 , .o 2.51
ES-SL 4,74 T i o 0%E a7 ON 474 7 o

r6.41 7.88 B H_E

FILE 28 RUN 3 STARTED 16:33.6 @6-83-13 TRZO PIPER
¥ METHOD 1 VAL STD MIK LAST EDITED 13:32.7 B6-8E-15

RT HREA HEIGHT BC AREA PERCEWNT  HEIGHT PERCENT
2.61 142¢@1@ T 7.68758
4.74 446277 T Z2.1188
9. 17 15282726 T S8.6144

Figura 1. Cromatograma obtenido con una mezcla de tazobactam sédico (tr: 2,61 min) y piperaci-

lina sédica (tr: 5,17 min) bajo las condiciones estandarizadas.

de 7,12. De acuerdo con la literatura [15, 16], el valor minimo de resolucién para una
separacién completa (100%) es de 1,50.

El cromatograma de la figura 1, ilustra la selectividad del sistema cromatogréfico res-
pecto de las dos sustancias objeto de analisis. El valor obtenido para la resolucién fue de
7,38, garantizdndose de esta forma la separacién completa de las dos sefales, sin ningin
tipo de interferencia.

En cuanto a los productos de descomposicién, en la figura 2 se presenta el cromato-
grama obtenido con una solucién de tazobactam que se guardé a 4 °C durante 16 dias.
Se observa una sefal de un producto de descomposicién a 2,10 minutos, la cual no
interfiere con la debida al tazobactam. El valor de la resolucion entre el tazobactam y el
producto de descomposicion fue de 3,01.

El cromatograma obtenido bajo las mismas condiciones con una solucién de piperaci-
lina, presenta senales de baja intensidad a 1,27, 4,33, 6,62 y 10,58 minutos, las cuales no
interfieren con la sefal de la piperacilina, ni con la presentada por el tazobactam.
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-

Figura 2. Cromatograma del tazobactam y de sus productos de descomposicidn, 4rea vs. tiempo de

retencién en minutos.

Linealidad

Para evaluar la linealidad del tazobactam se utilizaron concentraciones equivalentes a
20, 40, 60, 80 y 100 mcg/mL. En el caso de la piperacilina sédica, se ensayaron con-
centraciones de 160, 320, 480, 640 y 800 mcg/mL. En ambos casos se realizaron tres
ensayos de manera independiente (tres réplicas).

Como ecuaciones para las rectas de regresion, cinco concentraciones, tres réplicas, se

encontrd:
y=20101,01 x + 15365,76 r=0,99919
y=28633,97 x + 259409,86 r=0,99937

para tazobactam y piperacilina, respectivamente.

En la tabla 3 se presentan los valores experimentales de los estadisticos # y F, para el
andlisis de intercepto, pendiente, regresion y falta de ajuste. Para las dos sustancias, de
acuerdo con el testde zde Student, se encuentran interceptos no significativos y pendien-
tes significativas. Por otra parte, como los valores de F experimentales para la prueba F
de Fisher son mayores que los valores de la tabla para la regresién y menores para el des-
vio, se encuentran regresiones significativas y desvios (falta de ajuste) no significativos.
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Tabla 3. Valores de intercepto y pendiente para la linealidad.

Tazobactam Piperacilina
Prueba Parimetro
t LS LI t LS LI
T Intercepto 1,459 | 381155 | -7384,0 1,73 583126,7 | -64307,0
Pendiente 126,62 | 20444,0 19758,1 101,4 292440 28023,9

Coef. Deter. 0,9992 0,9987
F Regresion! 16032,5 10283,3
Ajuste? 0,06 3,01

ttab (13, 0,05): 2,160, ' F tab (1/13) = 4,67, 2F tab (3/10) = 3,71.

En la figura 3 se presenta la curva de calibraciéon obtenida para el caso de la piperaci-
lina.

3,E+07
2,E+07
2,E+07
2,E+07 t

2,E+07 t

reas

S 1,E+07 |
1LE+07 ¢
8,E+06

5, E+06 |

3,E+06 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ s
120 220 320 420 520 620 720 820

C (mcg/mL)

Figura 3. Curva de calibracién para la linealidad de la piperacilina, cinco concentraciones, tres ré-

plicas.
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Precision
La precision del sistema para cada una de las dos sustancias, se verificé en condiciones

de repetibilidad para tres niveles de concentracién y a partir de la precisién intermedia
entre dias.

Repetibilidad

Para evaluar la precision a nivel de repetibilidad y para tres niveles de concentracion, se
realizaron cuatro determinaciones independientes para cada una de ellas (tabla 4). Se
emplearon las siguientes concentraciones: 40, 60 y 80 mcg/mL para tazobactam y 320,

480y 640 mcg/mL para piperacilina.

Tabla 4. Valores de dreas para la repetibilidad del tazobactam.

Sustancia Tazobactam Piperacilina
C Promedio Desvest CV (%) Promedio Desvest | CV (%)
1 829766,3 1785,5 0,22 8914989,0 77162,1 0,87
2 1242919,8 11629,2 0,94 13437322,3 | 102648,4 0,76
3 16462123 9327,7 0,57 18080542,5 | 225811,2 1,25

G tab (3, 4): 0,798, G exp tazobactam (3, 4): 0,511, G exp piperacilina (3, 4): 0,539.

Como el valor de G experimental es menor que el valor tabulado para tres niveles de
concentracion, tres réplicas, se puede determinar un valor para la desviacién estandar
relativa (CV) global. Este valor hallado luego de ponderar los valores de CV para los
tres niveles es de 0,647% para tazobactam y de 0,567% para la piperacilina, valores que
satisfacen las especificaciones [15, 16], menor de 2%.

Precision intermedia

La precisién intermedia entre dias para el tazobactam se determiné utilizando una con-
centracion de 60 mcg/mL y una concentracién de 480 mcg/mL para la piperacilina,
soluciones que se analizaron durante tres dias: dia 1, dia 2 y dia 4. En la tabla 5 se pre-
sentan los resultados obtenidos. El valor promedio reportado corresponde al promedio
de las areas para cinco inyecciones.

Se observa que, para cada sustancia y para cada uno de los tres dias, el valor del coefi-
ciente de variacion es inferior a 2%, maximo valor permitido [14, 15].
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Tabla 5. Valores de 4dreas para la precisién intermedia.

Sustancia Tazobactam Piperacilina
Dia Promedio Desvest CV (%) Promedio Desvest CV (%)
1 1296262,0 15295,9 1,18 13437322,25 102123,6 0,76
2 1289477,0 22307,9 1,73 13593438,50 58451,8 0,43
3 1271643,8 233982 1,84 13777402,75 67509,3 0,49
Robustez

Para el estudio de robustez de la metodologia, se tomé como referencia, las recomenda-
ciones de Youden [22] adoptadasluego por Plackett y Burman, segtin lo presentado por
Quattrocchi, Abelaira y Laba, [19], asi como lo publicado por Vander y otros [23].

De acuerdo con lo establecido en la referencia [23], se trabajé un disefio experimental
en el cual se deben contemplar como minimo siete factores, que se evaltian mediante la
realizacion de ocho experimentos independientes.

Para el estudio se utilizaron los reactivos y soluciones siguientes: acetonitrilo HPLC,
hidréxido de tetrabutilamonio 0,005 M de pH 5,0, hidréxido de tetrabutilamonio
0,005 M de pH 4,7, hidréxido de tetrabutilamonio 0,006 M de pH 5,0, hidréxido de
tetrabutilamonio 0,006 M de pH 4,7, solucién de trabajo (tazobactam sédico 60 meg/
mL, piperacilina sédica 480 mcg/mlL).

Como factores para el estudio se contemplaron los siguientes: porcentaje de acetoni-
trilo, concentracién del hidréxido de tetrabutilamonio, pH de la solucién de hidréxido
de tetrabutilamonio, flujo de la fase mdévil, temperatura de la columna, longitud de
onda de la deteccién, tiempo de preparacion de la solucién de trabajo. En la tabla 6 se
presentan los niveles del estudio para cada factor real.

El orden de los factores se establecié de manera aleatoria, asi como también el orden
de los ensayos [21]. Para cada ensayo se realizaron entre dos o tres determinaciones,
dependiendo de la variacién observada. Para efectos de establecer la variacién en los
resultados por cambios en los factores que puedan presentarse durante el proceso de
determinacion simultinea de tazobactam sddico y de piperacilina sédica, se calculé
para cada factor la diferencia entre la media de los valores de respuesta obtenidos para
el nivel superior del efecto y la media de los valores de respuesta obtenidos para el nivel
inferior del efecto. La diferencia se toma como un valor absoluto (tabla 7). Como valor
de referencia o de comparacién para las diferencias, se toma el valor que resulta de mul-
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Tabla 6. Niveles de los factores para el estudio de robustez.

Factor Nivel 1 (+) Nivel 2 (-)
Acetonitrilo (%) 31 29
Molaridad HTBA 0,005 M 0,006 M

pH solucién HTBA 5,0 4,7
Longitud de onda 220 nm 218 nm
Flujo fase mévil 1 mL/min 1,1 mL/min
Temperatura columna 38°C 32°C
Tiempo de lectura 0 horas 3 horas

tiplicar la raiz de 2 por la desviacién estdndar obtenida en el estudio de precisién a nivel
de repetibilidad y para la concentracién equivalente al 100%. Estos valores correspon-
den a 11629,2y 102648,0, para tazobactam y piperacilina, respectivamente.

Tabla 7. Valores de las diferencias encontradas para cada factor.

Factor Diferencia Diferencia
HTBA -3097 -98760
Acetonitrilo -32913 -195717
Longitud de onda -128904 770929
Temperatura 2981 -45773
Flujo 130670 1386046
Tiempo 5833 -13114
pH 14013 -86958

Valores de referencia: tazobactam: 1,4142 x 11629,2 = 16446,1; piperacilina 1,4142 x 102648,0 = 145166,3.

Teniendo en cuenta la coincidencia de los resultados tanto para el tazobactam como
para la piperacilina, podemos concluir que la metodologfa es robusta y no se afecta por
pequenios cambios en la concentracion de hidréxido de tetrabutilamonio, temperatura
de la columna, tiempo de andlisis y pH. Por el contrario, la metodologia es sensible
frente a cambios en el porcentaje de acetonitrilo de la fase mévil, longitud de onda de
la determinacién y flujo de la fase mévil.
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Aplicacién

La metodologia desarrollada y validada se aplicé para la valoracién de una mezcla de
tazobactam y de piperacilina sédica, elaborada por mezcla de soluciones de cada una
de las dos sustancias, preparadas con los respectivos estindares secundarios, asi como
para la valoracién de una mezcla de tazobactam sddico y de piperacilina sédica en una
muestra conformada por tazobactam sddico y piperacilina sodica, materia prima para
inyectables.

Se prepararon dos mezclas estindar de concentraciones 69,6 y 570 mcg/mL, y 66,8 y
558 mcg/mL para tazobactam y piperacilina, respectivamente. En la tabla 8 se reportan
las cantidades de tazobactam y piperacilina sédica hallados experimentalmente apli-
cando la metodologia validada, al igual que las cantidades teéricas de las mezclas.

Tabla 8. Resultados obtenidos en el analisis de mezclas estaindar!.

Analito Mezcla 1 Mezcla 2
Concentracién (mcg/mL) Hallada Tedrica Hallada Tedrica
Tazobactam 68,88 66,8 63,72 66,8
Piperacilina sédica 566,2 570 559,0 558

' as mezclas se prepararon a partir de los estdndares respectivos manteniendo la relacién de

concentraciones en el producto.

Para el caso de la materia prima inyectable, con una relacién de concentraciones 1/8
de tazobactam vy piperacilina, se prepararon cuatro muestras, que pesaban 28,6, 31,1,
31,2y 29,9 mg, pesos que se llevaron a 25 mL con agua para obtener concentraciones
finales tedricas aproximadas de 66 y 530 mcg/mL para tazobactam y piperacilina, res-
pectivamente.

En la figura 4 se presenta el cromatograma obtenido con la primera inyeccién de la
segunda muestra.

El promedio de los contenidos para cada una de las cuatro muestras de materia prima
analizadas se indica en la tabla 9.
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FILE 12 RUH 2 STARTED 15:23.3 6o/83-/15 TAZ0 PIPER
% METHOD 1 VAL 7D MIK L#ST EDITED 15:14.6 @6/88/15

RT AREA HELGHT BC ARER PERCENT  HEIGHT PERCENT
2.6t 1273178 T £.2125
3.17 152208406 T 93.7873

Figura 4. Cromatograma de una muestra de materia prima para inyectables (tazobactam sédico/

piperacilina sédica 1/8).

Tabla 9. Resultados obtenidos en el andlisis de la materia prima.

Analito Hallado! Etiquetado® Especificacion®
Tazobactam sédico 10,41% 10,1% 9,5% - 11,0%
Piperacilina sédica 86,21% 84,6% 80,5% - 87,5%

"El promedio hallado como base fue de 9,58%, valor que se debe multiplicar por la relacién de pesos moleculares para obtener
el contenido como tazobactam sédico.

2De acuerdo con el certificado de analisis.

3Como base anhidra.

CONCLUSIONES

Se estandarizé y se valid6 una metodologfa analitica por HPLC en fase inversa para la
determinacién de tazobactam sédico y piperacilina sédica en materia prima destinada
a la elaboracion de inyectables. Durante la etapa de validacion, la metodologia demos-
tr6 ser precisa, lineal, reproducible y selectiva frente a productos de descomposicién
obtenidos por almacenamiento a 4 °C. Estas caracteristicas la hacen adecuada y con-
fiable para el objetivo propuesto. Ademds de ello, la metodologia presentada es sencilla
y se realiza en un tiempo adecuado respecto de otras encontradas en la literatura, a
su vez que la fase movil resulta menos agresiva con la fase estacionaria, optimizando
su vida ttil. La metodologia validada permite la determinacién de las dos sustancias,
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individualmente o en mezcla, en inyectables de uso humano y puede ser, igualmente,
utilizada para propésitos de identificacién de las dos sustancias.
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