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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad verificar la idoneidad de un método analitico por
cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UPLC) para la cuantificacién de Ketorolaco
Trometamina en comprimidos recubiertos de 20 mg, frente a la necesidad de evidenciar
su equivalencia con el método oficial descrito en la USP tras la migracion desde HPLC.
Se planteé como objetivo demostrar que el procedimiento adaptado satisface los criterios
de desempefo establecidos para precision, exactitud, linealidad, especificidad e
incertidumbre de medicion, conforme a los lineamientos de USP. La metodologia
correspondio a una investigacion aplicada de caracter experimental en laboratorio, en la
que se evaluaron los parametros analiticos mediante herramientas estadisticas como
regresion lineal, ANOVA y célculo de %RSD. Los resultados evidenciaron coeficientes
de determinacion mayores a 0,99, valores de precisién con %RSD inferiores al 2 %,
recuperaciones dentro del rango de 98 % a 102 %, ausencia de interferencias y una
incertidumbre expandida de £1,38 % (k=2), considerada aceptable. En consecuencia, el
método UPLC demostré ser equivalente al procedimiento farmacopeico y adecuado para

su uso rutinario en el control de calidad.

Palabras clave: UPLC, Ketorolaco Trometamina, verificacion analitica, incertidumbre de

medicion, control de calidad.
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ABSTRACT

The present study aimed to verify the suitability of an ultra-high performance liquid
chromatography (UPLC) analytical method for the quantification of Ketorolac
Tromethamine in 20 mg film-coated tablets, addressing the need to demonstrate its
equivalence to the official USP method after migration from HPLC. The objective was to
confirm that the adapted procedure meets the established performance criteria for
precision, accuracy, linearity, specificity, and measurement uncertainty, in accordance
with USP. The methodology consisted of an applied experimental laboratory study in
which analytical parameters were evaluated using statistical tools such as linear
regression, ANOVA, and %RSD calculation. The results showed determination
coefficients greater than 0.99, precision values with %RSD below 2%, recoveries within
the 98%—102% range, absence of interferences, and an expanded uncertainty of +1.38%
(k=2), considered acceptable. Therefore, the UPLC method proved to be equivalent to

the pharmacopeial procedure and suitable for routine application in quality control.

Keywords: UPLC, Ketorolac Tromethamine, analytical verification, measurement

uncertainty, quality control.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

La valoracion cuantitativa de principios activos es un proceso esencial en el control de
calidad farmacéutico, pues asegura la potencia y seguridad de los medicamentos. Para
Ketorolaco Trometamina en comprimidos recubiertos de 20 mg, la USP establece
métodos cromatograficos que garantizan el cumplimiento de especificaciones oficiales.
La creciente adopcion de tecnologias UPLC permite mejorar la eficiencia analitica
mediante tiempos de corrida mas cortos, mayor resolucion y menor consumo de
solventes. Sin embargo, al reemplazar procedimientos HPLC por UPLC, es necesario
verificar la equivalencia analitica del método adaptado para asegurar que mantiene el

desempefio requerido por la normativa vigente.

La verificacion de un método UPLC derivado de la monografia USP requiere confirmar
su aptitud bajo las condiciones reales del laboratorio. Segun USP, deben evaluarse
parametros como precision, exactitud, linealidad, especificidad y aptitud del sistema,
demostrando que el procedimiento mantiene su capacidad para generar resultados
confiables. Adicionalmente, la International Organization for Standardization e
International Electrotechnical Commission (2017) exige considerar la incertidumbre de
medicion, integrando variabilidad instrumental, preparacién de soluciones y condiciones
ambientales. Este enfoque asegura que el método adaptado cumpla criterios técnicos

minimos para su uso rutinario en la valoracién de productos farmacéuticos.

El presente proyecto tiene como objetivo verificar el método UPLC utilizado para la
valoracion de Ketorolaco Trometamina en comprimidos de 20 mg, asegurando su
equivalencia con los requisitos establecidos en la USP. Para ello se realizaran estudios
de linealidad, precision intermedia, exactitud, especificidad y aptitud del sistema,
empleando condiciones experimentales controladas. También se realizara la estimacion
de la incertidumbre de mediciéon siguiendo lineamientos EURACHEM, identificando las

principales fuentes de variabilidad.

1.1. Antecedentes



El Ketorolaco Trometamina es un antiinflamatorio no esteroideo (AINE) ampliamente
utilizado para el manejo del dolor agudo, disponible en diversas formas farmacéuticas
como comprimidos, inyectables, aerosol nasal y solucién oftalmica. La correcta
dosificacion y pureza del principio activo en los medicamentos son fundamentales para
garantizar su eficacia terapéutica y seguridad, por lo que la determinacion cuantitativa
en productos terminados es un paso critico dentro del control de calidad farmacéutico
(Orosco, 2022).

Las farmacopeas oficiales, en particular la United States Pharmacopeia (USP),
establecen métodos estandarizados para la valoracion del Ketorolaco Trometamina,
basados principalmente en técnicas cromatograficas como la cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC). Segun la USP 42, el contenido del principio activo en
comprimidos debe estar entre 90% y 110% del valor declarado para asegurar la calidad

del producto (Soto Coaquira, 2016).

Diversos estudios han demostrado la aplicabilidad y confiabilidad de la cromatografia
liquida para la identificacion y cuantificacion del Ketorolaco Trometamina en diferentes
formulaciones, confirmando que los productos comerciales y genéricos cumplen con los
criterios farmacopeicos. Ademas, se han desarrollado métodos acoplados a
espectrometria de masas para mejorar la especificidad y sensibilidad en matrices

complejas (Orosco, 2022).

En un estudio realizado por Caiza Lopez (2022), se realizdé una comparacion de métodos
UPLC y HPLC para el analisis de hidroclorotiazida y valsartan en tabletas, demostrando
que la técnica de UPLC representa una alternativa analitica robusta y eficiente para la
determinacion de estos activos en formas farmacéuticas sélidas. La implementacién del
meétodo requiri6 una optimizacién de las condiciones cromatograficas originales,
especificamente mediante la modificacion de la quimica de la columna y el ajuste en la
composicion de la fase movil, lo cual permitié mejorar la eficiencia del sistema y obtener
una resolucion cromatografica adecuada de ambos analitos. Entre los parametros
realizados fueron: especificidad, linealidad exactitud, precision, robustez y limite de

deteccion y cuantificacion para ambos métodos cromatograficos.

Asimismo, en un estudio realizado por Soledispa et al. (2024) mostraron una
comparacion entre los métodos cromatograficos UPLC y HPLC aplicados a la
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cuantificacion de atorvastatina en tabletas y se evidencié que ambos procedimientos
presentan alta precisién y exactitud. Aunque el método UPLC mostré una exactitud
ligeramente superior (0,80%) en comparacion con HPLC, ambos se mantuvieron dentro
de los limites aceptables establecidos por la normativa. El analisis estadistico, que
incluyd el coeficiente de variacion, pruebas de concordancia y el test de Student, permitio
concluir que ambos métodos son equivalentes en cuanto a desempeio analitico. Esta
evaluacion proporciona evidencia sélida sobre la validez de ambas técnicas para su uso
en el control de calidad, cumpliendo con los criterios exigidos por la USP o metodologias

equivalentes.

Otro ejemplo es una investigacion de Marquez (2018), donde se validé un método por
UPLC para determinacion de acido acetilsalicilico en tabletas de 100 mg, evaluando
especificidad, linealidad (r* >0.999), precision (RSD de repetibilidad 0,64% y precision
intermedia 0,89%), exactitud (recuperacion 100,06%) y robustez. Esos resultados
obtenidos cumplen con los requisitos de validacion, garantizando confiabilidad y

reproducibilidad con evaluacion indirecta de incertidumbre metodologica.

Ademas, Toro (2024) en una revision de parametros de validacion para un principio
activo por HPLC, aplica un tratamiento estadistico que abarca prueba de Student para
evaluar precision y exactitud, y se mencionan directrices de la EURACHEM para
validacién. Esta revision muestra la correcta metodologia para comparar metodos
analiticos y garantizar su equivalencia con procedimientos oficiales (USP) a través de

analisis estadisticos aplicados.

Finalmente, la norma ISO/IEC 17025:2017 resalta la importancia de estimar y reportar la
incertidumbre de medicién en los ensayos analiticos para garantizar trazabilidad y
comparabilidad de resultados, aspecto que debe incorporarse en la validacidn o

verificacion del método para asegurar la confiabilidad y calidad del medicamento.

El presente proyecto propone soluciones practicas y actualizadas, la eficiencia de los
procesos analiticos al migrar de un método de HPLC a UPLC siendo lo mas equivalente
a USP, ademas se enfoca en la reduccién de errores y confiabilidad de resultados ya

que incluira, ademas, una evaluacion rigurosa de la incertidumbre de medicion.

En conclusion, el estado actual del arte muestra que la valoracién cuantitativa de

Ketorolaco Trometamina en comprimidos esta bien establecida mediante métodos HPLC
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segun la USP, y que la transicion hacia técnicas UPLC debe estar sustentada en una
verificacion exhaustiva que garantice equivalencia analitica, precision, exactitud,
especificidad y control de incertidumbre, asegurando asi la calidad y seguridad del

producto farmacéutico final.
1.2. Descripcion del problema

La determinacion cuantitativa del principio activo en medicamentos es un proceso
esencial dentro del control de calidad, ya que asegura tanto la eficacia terapéutica como
la seguridad del paciente. Las farmacopeas oficiales, como la United States
Pharmacopeia (USP), proporcionan metodologias estandarizadas ampliamente
aceptadas para evaluar la concentracion de principios activos en productos
farmacéuticos terminados. En el caso especifico de los comprimidos recubiertos de 20
mg de Ketorolaco Trometamina, es fundamental para realizar una valoracion precisa
para cumplir con los requisitos establecidos por la farmacopea y las normativas
regulatorias nacionales e internacionales. No obstante, diversos factores pueden influir
en la confiabilidad del ensayo de valoracion, incluyendo la exactitud de los equipos de
medicion, la correcta manipulacion del material volumétrico, la pureza de los reactivos

utilizados y la consistencia en la aplicacion del procedimiento analitico (Orosco, 2022).

El Ketorolaco Trometamina, un antiinflamatorio no esteroideo (AINE) utilizado en el
tratamiento del dolor agudo, debe cumplir con especificaciones estrictas de contenido y
pureza para asegurar su accion terapéutica y minimizar efectos adversos. Segun la USP,
el método oficial para su valoracion en formas farmacéuticas orales se basa en técnicas
cromatograficas, especificamente la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Sin
embargo, con la evolucion tecnoldgica, muchos laboratorios han adoptado sistemas de
cromatografia liquida de ultra alta resolucion, que ofrecen ventajas como menor tiempo

de analisis, mayor resolucién y menor consumo de disolventes (Orosco, 2022).

No obstante, la implementacién de métodos equivalentes en tecnologias diferentes a las
descritas en la farmacopea exige la verificacion del procedimiento analitico. Esta
verificacién, de acuerdo con la USP <1226> y la guia ICH Q2(R1), debe confirmar que
el método adaptado conserva su capacidad para proporcionar resultados confiables,

precisos y especificos bajo las condiciones del laboratorio que lo aplica. La ausencia de



esta verificacién podria comprometer la validez de los resultados analiticos y, por ende,
la calidad del medicamento fabricado. (ISO e IEC, 2017)

Adicionalmente, la falta de un calculo riguroso de la incertidumbre asociada a estos
factores compromete la confiabilidad de los resultados analiticos y, por ende, la garantia
de calidad del medicamento. Segun la norma ISO e IEC (2017), es imprescindible que
los laboratorios de ensayo estimen y reporten la incertidumbre de sus mediciones para

asegurar la trazabilidad y la comparabilidad de los resultados (ISO e IEC, 2017).
Es por esto por lo que, en base a lo planteado se tiene la siguiente interrogante:

¢ El método basado en cromatografia liquida (UPLC) implementado para la valoracion de
Ketorolaco Trometamina en comprimidos recubiertos de 20 mg cumple con los criterios
de desempefio establecidos por la farmacopea USP en cuanto a precisidon, exactitud,

linealidad, especificidad e incertidumbre de medicién?



1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Verificar la adecuacion de un método basado en cromatografia liquida de ultra alta
resolucion (UPLC) para la valoracion de Ketorolaco Trometamina en comprimidos
recubiertos de 20 mg, asegurando el cumplimiento de los lineamientos establecidos por

la farmacopea USP.
1.3.2. Objetivo especifico

1. Comparar las condiciones analiticas del método UPLC implementado con las
especificadas en la farmacopea USP, incluyendo parametros cromatograficos,

preparacion de soluciones y criterios de aceptacion.

2. Evaluar la precisidn, exactitud, linealidad y especificidad del método UPLC mediante
anadlisis estadisticos de muestras preparadas en diferentes concentraciones vy

condiciones operativas.

3. Determinar la incertidumbre asociada al procedimiento analitico verificado,
identificando las principales fuentes de variabilidad y cuantificandolas de acuerdo con las
directrices del EURACHEM.

1.4. Hipétesis

La verificacion del método analitico en cromatografia liquida de ultra alta resolucién
(UPLC), adaptado y validado conforme a los lineamientos de la USP, cumple con los
requisitos establecidos para la valoracion de Ketorolaco Trometamina en comprimidos
recubiertos de 20 mg, proporcionando resultados precisos, exactos, lineales vy
especificos, con una incertidumbre de medicién controlada y dentro de los limites

aceptados por la normativa internacional.

1.5. Alcance



El presente estudio tiene como alcance la verificacion del método analitico basado en
cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UPLC) para la valoracion cuantitativa de
Ketorolaco Trometamina en comprimidos recubiertos de 20 mg, conforme a los

lineamientos establecidos por la United States Pharmacopeia (USP).

La verificacion se desarrollara bajo las condiciones reales del laboratorio de control de
calidad, considerando el desempefo del personal, la calibracion y trazabilidad de los
equipos, la calidad de los reactivos y materiales de referencia, asi como las condiciones

ambientales y operativas que puedan influir en el comportamiento del método.

El estudio abarcara la evaluacion de los parametros de desempeio analitico requeridos
para métodos farmacopeicos, incluyendo precision (repetibilidad e intermedia), exactitud
mediante recuperaciones, linealidad en el rango analitico definido, especificidad frente a
excipientes y aptitud del sistema segun USP <621>. Adicionalmente, se realizara la
estimacion de la incertidumbre de medicion siguiendo las directrices de EURACHEM,
identificando y cuantificando las fuentes de variabilidad asociadas al procedimiento. El
alcance incluye también la justificacion de los ajustes cromatograficos empleados
durante la adaptacion del método HPLC de la USP a tecnologia UPLC, asegurando la
equivalencia analitica. El estudio no contempla el desarrollo ni la validacion completa del
método ni la evaluacion de matrices distintas, siendo su duracion estimada es de seis

meses.



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1. Fundamentos del Control de Calidad Farmacéutico

Como fundamento principal el control de calidad farmacéutico es un conjunto de
actividades dirigidas a la verificaciéon del cumplimiento de las especificaciones de los
medicamentos que estan establecidas para garantizar su seguridad, potencia, pureza,
identidad y eficacia terapéutica cuando se administren. Con el fin de garantizar que cada
lote producido sea apto para el consumo humano, el control de calidad incluye técnicas
analiticas validadas, aseguramiento documental y cumplimiento normativo estricto
(Aulton y Taylor, 2017).

Allen y Ansel (2020) subrayan que la confiabilidad de los resultados analiticos es
fundamental para asegurar la reproducibilidad de lotes y la uniformidad terapéutica de
los medicamentos. En la industria farmacéutica, el control de calidad es un pilar critico
del sistema de gestion de calidad, responsable de identificar desviaciones en materias
primas, procesos intermedios y productos terminados, lo que permite implementar
acciones correctivas oportunas. Los métodos analiticos empleados, incluyendo pruebas
de identificacion, valoracion cuantitativa, ensayos de disolucion y determinacion de
impurezas, se basan en procedimientos validados y estandarizados de acuerdo con
farmacopeas internacionales (USP, EP, JP) y cumplen con las directrices regulatorias de
organismos como la ICH (International Council for Harmonisation) y la ISO (International

Organization for Standardization).

De la misma manera, es indispensable que los laboratorios de control de calidad
demuestren competencia técnica mediante la adopcién de sistemas de gestion como
ISO/IEC 17025, lo cual garantiza trazabilidad, estimacién de incertidumbre y control

sistematico de equipos, reactivos y condiciones de ensayo (Ellison, 2020).

2141. Importancia de la Valoracion Cuantitativa en Medicamentos



La valoracion cuantitativa del principio activo es un componente critico del control de
calidad farmacéutico, ya que garantiza que la concentracién del farmaco en el producto
terminado se encuentre dentro de los limites establecidos para asegurar su eficacia
terapéutica, seguridad y consistencia entre lotes. Durante los ultimos afnos, los avances
en tecnologias analiticas, asi como el fortalecimiento regulatorio internacional, han
reforzado la relevancia de este ensayo dentro de la industria farmacéutica. Dentro de las

importancias, algunas de las mas relevantes se detallan a continuacion:
» Garantia de Eficacia y Seguridad Terapéutica

La determinacion cuantitativa del principio activo en los medicamentos constituye una de
las evaluaciones analiticas mas relevantes dentro del control de calidad, pues garantiza
que la cantidad indicada en el etiquetado coincida con el contenido declarado del
producto. Actualmente, tanto las entidades regulatorias como las farmacopeas enfatizan
la importancia de aplicar métodos analiticos robustos, exactos y con adecuada
trazabilidad, motivadas por la creciente complejidad de las formulaciones farmacéuticas
y por el aumento de desviaciones respecto a las especificaciones oficiales en productos
disponibles en el mercado (OMS, 2011).

» Relevancia clinica y terapéutica

La Farmacopea Espafiola, indica que la determinacion cuantitativa permite verificar que
el medicamento contiene la potencia necesaria para ejercer su accion farmacoldgica.
Ademas, estudios iberoamericanos recientes sefialan que la subdosificacion puede
aumentar la resistencia antimicrobiana, mientras que la sobredosificacién incrementa la
toxicidad, especialmente en medicamentos de margen terapéutico estrecho. Por ellos,
una concentracién incorrecta del principio activo puede producir fallas terapéuticas o

efectos adversos graves (OMS, 2011)
» Aseguramiento del proceso de manufactura

La valoracion cuantitativa también es un control critico del proceso de produccién. Esta
prueba permite detectar variaciones en mezcla, compresion y recubrimiento que podrian
no ser visibles mediante inspeccion fisica. En formas sélidas, la uniformidad del
contenido depende directamente del control estadistico de la valoracion del principio
activo (OMS, 2011).



» Cumplimiento regulatorio y aceptacion internacional

Desde 2019, organismos como ANMAT (Argentina), INVIMA (Colombia), COFEPRIS
(México) y DIGEMID (Peru) han reforzado los requerimientos de métodos analiticos
sélidos, alineados con ICH Q2(R1) y las farmacopeas oficiales. La valoracién cuantitativa

es una prueba obligatoria para:

— Registro sanitario
— Liberacion de lotes
— Estudios de estabilidad

— Certificaciones GMP
» Evaluacioén de estabilidad del principio activo

Los estudios de estabilidad requieren cuantificar el farmaco a lo largo del tiempo para
detectar degradacion. En 2021, un estudio realizado por la Universidad de Antioquia
(Colombia) demostré que la cinética de degradacion de farmacos como analgésicos y
AINEs puede adelantarse mediante modelos cuantitativos basados en UPLC,

justificando la migracién de HPLC a nuevas tecnologias (Restrepo y Marin, 2021).
21.2. Rol de las Farmacopeas Oficiales en el Aseguramiento de Calidad

Las farmacopeas son documentos oficiales que establecen normas, especificaciones y
meétodos analiticos obligatorios para garantizar la calidad de medicamentos y materias
primas. Constituyen referencias regulatorias internacionalmente aceptadas y son

esenciales en los sistemas de control de calidad.
Principales funciones de las farmacopeas se describen a continuacion:
a) Proporcionar métodos analiticos validados

Los métodos descritos se consideran procedimientos oficiales estandarizados y deben

ser verificados antes de su implementacion en cada laboratorio (USP, 2025).
b) Garantizar estandarizacion internacional

Permiten que productos fabricados en diferentes regiones mantengan criterios uniformes
(WHO, 2019).
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c) Actuar como referencia regulatoria

Las autoridades sanitarias utilizan las farmacopeas durante inspecciones, auditorias y

procesos de registro sanitario.
d) Permitir ajustes cromatograficos controlados

Segun USP (2025), modificaciones como cambio de columna, flujo o fase mévil deben

estar justificadas para mantener la equivalencia del método.

En la industria farmacéutica, las farmacopeas mas utilizadas son USP, EP (Ph. Eur.), JP
y farmacopeas regionales como la FEUM. Todas ellas convergen en asegurar la calidad,

pureza y potencia de los medicamentos (Shinde, 2024).
21.3. Normativas Internacionales Aplicables (USP, ICH, ISO/IEC 17025)

La valoracién cuantitativa y los analisis cromatograficos se desarrollan dentro de un
marco normativo internacional que garantiza la confiabilidad y la comparabilidad de los

resultados analiticos.
2.1.3.1. USP (United States Pharmacopeia)

La USP (2025) establece especificaciones oficiales y métodos analiticos obligatorios
para medicamentos, asi como capitulos generales que regulan el desempefio de los

meétodos.
Normas relevantes para métodos cromatograficos y valoracion:

- USP <621>: Cromatografia. Requisitos de resolucién, tiempos de retencion,
eficiencia, aptitud del sistema.
- USP <1225>: Validacién de procedimientos farmacopeicos.
- USP <1226>: Verificacion de procedimientos farmacopeicos.
- Monografias individuales: especificaciones del principio activo y producto
terminado.
La USP es referencia obligatoria en gran parte de América y es utilizada por agencias
como FDA y OMS.

2.1.3.2. ICH (International Council for Harmonisation)
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El ICH armoniza criterios regulatorios entre EE. UU., Europa y Japén, y sus guias son

consideradas normas globales.
Guias aplicables:

- ICH Q2(R1): Validacion de métodos (linealidad, precision, exactitud,
especificidad, LOD/LOQ, robustez).

— ICH Q3: Impurezas organicas, inorganicas y solventes residuales.

— ICH QG6A: Especificaciones de productos farmacéuticos (criterios de
aceptacion).

— ICH Q8-Q11: Desarrollo farmacéutico, gestion de riesgos y sistemas de
calidad.

Estas guias establecen los requisitos cientificos y técnicos para garantizar que los

métodos analiticos sean confiables y reproducibles (ICH, 2005).
2.1.3.3. ISOI/IEC 17025:2017

Es la norma internacional que establece los requisitos generales para la competencia de

laboratorios de ensayo y calibracién.
Los aspectos claves para considerar son:

- Estimacion de incertidumbre de medicidn, obligatoria para resultados analiticos
cuantitativos.

- Trazabilidad metrolégica a patrones nacionales o internacionales.

- Validacion/verificacién de métodos utilizados.

- Control de equipos criticos (HPLC/UPLC, balanzas, micropipetas).

- Gestidon documental y aseguramiento de calidad continuo.
2.2. Ketorolaco Trometamina: Caracterizacion y Relevancia Terapéutica

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son de uso frecuente en el manejo
del dolor y de los procesos inflamatorios relacionados con afecciones
musculoesqueléticas, articulares y con intervenciones quirurgicas. Dentro de este grupo,
el ketorolaco trometamina destaca por su elevada eficacia como analgésico, antipirético

y agente antiinflamatorio (Pawar et al., 2022).
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El ketorolaco trometamina es un antiinflamatorio no esteroideo (AINE) del grupo de los
derivados heterociclicos del acido acético, utilizado principalmente por sus potentes
propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias. Se comercializa en varias
formas farmacéuticas como comprimidos, inyectables, aerosoles nasales y soluciones
oftalmicas, siendo empleado para el tratamiento a corto plazo del dolor leve a moderado,
especialmente en postoperatorios. Su relevancia terapéutica se basa en su efectividad
analgésica comparable a opiaceos como la morfina, pero con menores efectos

secundarios molestos (Orosco, 2022).

O

OH OH

NH,

O

Figura 2.1 Formula quimica del Ketorolaco Trometamina (Pawar et al., 2022).

2.21. Propiedades Fisicoquimicas del Ketorolaco Trometamina

El ketorolaco trometamina es la sal de trometamol del ketorolaco, un antiinflamatorio no
esteroideo (AINE) utilizado en el tratamiento del dolor agudo moderado a severo.
Estructuralmente, es un derivado del acido pirrolizina carboxilico y se presenta como una
mezcla racémica de los enantiomeros (R) y (S), siendo este ultimo el principal

responsable de la inhibicidn de la ciclooxigenasa (COX) (Bhongale et al., 2023).

Su férmula molecular es C15H13NO3, con un peso molecular aproximado de 255.27
g/mol. Presenta un punto de fusién entre 162—165 °C y un coeficiente de particion
octanol/agua cercana a 2.1. La forma trometamina incrementa su solubilidad en agua

(hasta 200 g/L), permitiendo su administracion parenteral (Bhongale et al., 2023).

Farmacocinéticamente, posee una biodisponibilidad oral elevada (80-100 %),

alcanzando concentraciones plasmaticas maximas entre 20 y 60 minutos. Presenta alta
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union a proteinas plasmaticas (>99 %) y bajo volumen de distribucién (0.1-0.3 L/kg),
caracteristicas relevantes para su comportamiento terapéutico (Bhongale et al., 2023).

Debido a su alta potencia analgésica, pequefas variaciones en su liberacion pueden
generar efectos clinicos significativos, por lo que requiere estricto control tecnologico

durante el desarrollo de formulaciones solidas (Andrade Acosta et al., 2025).

2.2.2. Mecanismo de Accion y Aplicaciones Clinicas

El ketorolaco actua mediante la inhibicién no selectiva de las enzimas COX-1 y COX-2,
reduciendo la sintesis de prostaglandinas responsables del dolor, inflamacién y fiebre. El
enantiomero (S) es el principal inhibidor de COX. Se emplea en el tratamiento del dolor
postoperatorio, dolor musculoesquelético, célico renal y procesos inflamatorios como
artritis y osteoartritis. Presenta potencia comparable a opioides leves, pero sin generar
dependencia. Su uso debe limitarse a un maximo de cinco dias debido al riesgo de
efectos adversos gastrointestinales, renales y cardiovasculares, especialmente en dosis

elevadas o en pacientes de edad avanzada (Bhongale et al., 2023).
2.2.3. Especificaciones Farmacopeicas para Comprimidos de 20 mg

El desarrollo de comprimidos de ketorolaco trometamina de 20 mg debe cumplir con los
estandares de la USP. Entre las especificaciones evaluadas pricipalmente se incluyen:

Uniformidad de peso, contenido de principio activo (90-110 %), friabilidad (<1 %).
Tiempo de desintegracién y perfil de disolucion. En una publicacion realizada por Mou,
et al., (2024) analizaron a unas tabletas de liberacion inmediata de ketorolaco
trometamina 10 mg variacién de peso, dureza, friabilidad, espesor, desintegracion,
disolucién y potencia mediante espectrofotometria UV-Vis. Los resultados evidenciaron
que tanto las marcas comerciales como la formulacion experimental cumplieron con las
especificaciones oficiales, presentando perfiles de disolucion superiores al 75% a los 45
minutos y potencias entre 93%—-97% en productos comerciales, confirmando su

equivalencia farmacéutica y adecuada calidad.
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2.3. Cromatografia Liquida de Ultra Alta Resolucién (UPLC)
2.31. Principio de separacion cromatografica

De manera general el principio de separacion de la cromatografia liquida se basa en la
ecuacion de Van Deemter, que describe la relacion entre la velocidad lineal (flujo) y la
altura equivalente a un plato teérico (HETP). A medida que disminuye el tamafio de
particula aumenta la eficiencia cromatografica, aumenta la velocidad y mejora la
resolucion (Patil et al., 2023).

La técnica de separacion cromatografica, segun Moldoveanu y David (2025) es uno de
los métodos mas usados para analisis ya que permite la separacion y la deteccion de
diferentes elementos moleculares que se encuentra en una muestra. Esta técnica
funciona mediante la inyeccion de una muestra en una fase movil en flujo que pasa por
una fase estacionaria. De esta manera, la fase estacionaria retiene, con menor o mayor
intensidad, a las diferentes especies moleculares que pasan y posteriormente las libera
a la fase movil. En cromatografia la fase mévil puede ser un liquido, un gas o un fluido
supercritico. En la practica se utilizan generalmente columnas en la fase estacionara y
estas difieren de los componentes de la fase movil debido a ciertas propiedades

fisicoquimicas, lo que lo vuelve mayormente detectables.

Para la cromatografia liquida, uno de los métodos mas utilizados es la cromatografia
liquida de alto rendimiento o también conocida como de alta presion o por sus siglas en
inglés (HPLC). Segun Moldoveanu y David (2025) este método cuenta con mucha
versatilidad ya que puede ser utilizado para analisis de moléculas poliméricas y no
poliméricas, organicas e inorganicas, polares y no polares, ionicas, etc. Esta técnica no
aplica para analisis de materiales que no pueden solubilizarse en solventes. Los
detectores usados en estos equipos son los encargados de producir una sefal eléctrica
la cual se muestra como una grafica, en dicha grafica los picos denotan los componentes

separados.

Sin embargo, existen limitaciones en HPLC, especialmente en la determinacién de
impurezas a niveles bajos (0.1%), analisis de muestras complejas, tiempo de analisis,
resolucién por unidad de tiempo, etc y para superar estas limitaciones se desarrollaron
particulas sub-2 ym, dando origen a la UHPLC/UPLC. La separacién en UHPLC se

realiza a presiones de hasta 100 MPa (Patil et al., 2023).
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2.3.2. Diferencias entre HPLC y UPLC: Eficiencia y Resoluciéon

La fase estacionaria puede estar compuesta por particulas porosas o por varillas
monoliticas porosas, de esta forma, dependiendo segun el tamafio de las particulas
utilizadas en la columna cromatografica se puede hacer una diferenciaciéon de que tipo
de equipo utilizar. Generalmente para particulas con un diametro de 2.5 a 1.7 pym
proporciona una mejor separacion, no obstante, también se requiere de presiones mas
altas para desplazar la fase moévil a través de la columna (presiones de 5000 psi o0 345
bar). (Moldoveanu y David, 2025)

El tipo de cromatografia que emplea particulas mas pequefias se conoce como
cromatografia liquida de ultra rendimiento o por sus siglas en ingles UHPL o UPLCA.
Ademas de utilizar mayor rango de presion, también se diferencia en la temperatura en

la que realiza la separacion.

En la practica de HPLC, los volumenes mas comunes de inyeccidon de muestra se
encuentran entre 1uL y 25 uL, mientras que en UPLC el rango mas habitual esta entre 1
pL a 10 pL. (Moldoveanu y David, 2025)

Patil et al. (2023) mencionan que la UPLC mejora la velocidad, resolucion y sensibilidad

en comparacion con la HPLC.

EI HPLC y UPLC se fundamentan en el mismo principio de separacion por particion entre
fase movil y fase estacionaria; no obstante, difieren sustancialmente en los parametros
que determinan la eficiencia y la resolucion cromatografica. De acuerdo Gupta et al.
(2022), el HPLC emplea particulas de 3—5 um y opera a presiones aproximadas de hasta
400 bar, lo que limita la velocidad lineal éptima y, en consecuencia, la eficiencia de
separacion. En contraste, la UPLC utiliza particulas menores a 2 um y trabaja a presiones
considerablemente superiores (hasta 15,000 psi), lo que, segun la ecuacién de Van
Deemter, reduce la altura equivalente a un plato tedrico (HETP) y mejora el numero de
platos tedricos. Esta disminucion en la dispersion de banda genera picos mas estrechos
y mayor capacidad de resolucion, particularmente en mezclas multicomponente.
Ademas, el UPLC permite reducir la longitud de columna y el tiempo de andlisis sin
comprometer la eficiencia, optimizando simultdneamente sensibilidad y selectividad. En
términos operativos, estas caracteristicas posicionan al UPLC como una plataforma de

mayor potencia cromatografica frente a la HPLC convencional.
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Tabla 2.1 Comparacion de las técnicas analiticas HPLC vs UPLC (Sahani & Wakode,

2018)
HPLC (High UPLC (Ultra
. Performance Performance -
Parametro o - Impacto Analitico
Liquid Liquid
Chromatography) | Chromatography)
Tamafio de particula 3-5um <2 pm_(1 .7 um Menor tamaiio, mayor eficiencia 'y
tipico) resolucion
Presion maxima 3540 MPa 103.5 MPa Permite uso de particulas pequefias
Resolucién Buena Superior Mejor separacién de compuestos cercanos
Temperatura de la 25°C 65°C
columna

Longitud de columna |  100-250 mm 30-100 mm Columnas mas cortas reducen tiempo de
Volumen de inyeccion 10—20 pL 1-5 pL Reduce ensanchamiento de picos

Tiempo de analisis 10-30 min 2—10 min Aumento significativo de productividad
Consumo de solvente Alto 60—70% menor Reduccion de c_:o_s_tos y mayor

sostenibilidad
Sensibilidad Buena 2-3 veces mayor Picos mas estrechos y altos

Costo del equipo Menor Alto Principal desventaja de UPLC

Vida util de columna Mayor Menor (alta presién) Mayor costo operativo

2.3.3.

\ ACQUITY UPLC Colsma
el

Componentes del Sistema UPLC y Parametros Criticos

Detector Options:

LS, LR POA.TUY,

SQO0 and TR0
Celumn Manager Options:
Column Heater
Column MeateoCodler
Column Manager

Figura 2.2 The ACQUITY UPLC System.
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2.3.3.1. Sistema de bombeo y condiciones de presién

El sistema de bombeo es responsable de impulsar la fase movil a través de la columna
a presiones que pueden superar los 15000 psi. En UPLC, se emplean bombas binarias
o cuaternarias de alta precision, capaces de mantener un flujo constante con minima
pulsacion. El sistema UPLC esta disefiado para operar bajo condiciones de ultra alta
presion, superiores a las empleadas en HPLC convencional. En una publicacion
realizada por Basharat et al. (2021), se indica que el UPLC puede trabajar
aproximadamente a 103.5 MPa, mientras que HPLC opera entre 35—40 MPa. La presion
constituye un parametro critico, ya que esta directamente relacionada con el tamafo de
particula de la columna (<2 um). Un incremento no controlado puede afectar la vida util
de la columna, la cual es sefialada como una de las principales limitaciones del sistema.
Asimismo, el control del flujo es fundamental para mantener la eficiencia cromatografica
conforme a la ecuacién de Van Deemter, donde la altura de plato (H) depende de la

velocidad lineal (p).
2.3.3.2. Sistema de inyecciéon de muestra

El inyector automatico (autosampler) permite introducir volumenes precisos Yy
reproducibles, generalmente en el rango de microlitros. Los parametros criticos incluyen
el volumen de inyeccién, la exactitud y precision del sistema de dosificacion, la
temperatura del compartimento de muestras y la limpieza de la aguja para evitar arrastre
(carry-over). Ademas, el control de la temperatura del autosampler es esencial para
muestras termolabiles, especialmente en analisis farmacéuticos donde la estabilidad del
analito puede comprometer la exactitud del resultado. El inyector en UPLC introduce
pequefios volumenes de muestra en la fase movil de manera precisa y reproducible; el
volumen de inyeccion tipico en UPLC es de 2-5 L, significativamente menor que en
HPLC (Basharat et al.,2021).

2.3.3.3. Detector

En UPLC, los detectores mas empleados son UV/Vis, arreglo de diodos (PDA) vy
espectrometria de masas (MS). Debido a que las separaciones UPLC generan picos mas
estrechos, la frecuencia de adquisicion de datos se convierte en un parametro critico.
Barasharat et al. (2021) menciona en su trabajo el uso de detectores Acquity PDAy TUV,

con velocidades de adquisicion de 20 y 40 puntos por segundo respectivamente, y
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volumen interno total de 500 nL. Otros parametros criticos a considerar son la longitud
de onda seleccionada, volumen de la celda de flujo y la sensibilidad y relacién
sefal/ruido. Una velocidad de muestreo insuficiente puede comprometer la correcta

integracion del pico y afectar la exactitud de la cuantificacion.

2.3.3.4. Columna cromatografica

La columna es el componente central del sistema en el sistema UPLC. Se caracteriza
por el uso de particulas de tamafio menor a 2 ym, lo que reduce la altura equivalente a
un plato tedrico (H) y mejora la eficiencia conforme a la ecuacién de Van Deem, es decir,
incrementa el numero de platos tedricos y mejora la resolucion. Los parametros criticos
asociados incluyen: tipo de fase estacionaria, tamafio de particula, longitud y diametro
interno de la columna, asi como la temperatura del horno de columna. Ademas, la
temperatura de la columna es un parametro critico que influye en la viscosidad de la fase
movil, la presidon del sistema y la cinética de transferencia de masa. Un control térmico
adecuado mejora la reproducibilidad y puede optimizar la selectividad del método.
Asimismo, la presién generada por particulas pequenas requiere que el sistema esté
disefado para soportar altas cargas mecanicas sin comprometer la integridad de la
columna (Chaudhary, 2025) (Basharat et al.,2021).

2.34. Aplicaciones del UPLC en el analisis de farmacos.

La cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UPLC, por sus siglas en inglés) ha
transformado el analisis farmacéutico al ofrecer mayor eficiencia cromatografica,
reduccion del tiempo de corrida, menor consumo de solventes y mayor sensibilidad en
comparacioén con la HPLC convencional. Por lo cual, se ha convertido en una excelente
alternativa para la cuantificacion de principios activos en farmacos, especialmente en los
laboratorios de Control de Calidad. Sin embargo, estas caracteristicas que posee la
técnica UPLC también han favorecido su aplicacién en estudios de validacion de
principios activos de farmacos, validacién bioanalitica, monitorizacion terapéutica,
estudios farmacocinéticos, evaluaciéon de interacciones medicamentosas y analisis de
matrices biolégicas complejas, entro otras aplicaciones. Una de las principales

aplicaciones del UPLC en el ambito farmacéutico es la cuantificacion simultanea de
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principios activos en matrices bioldégicas para estudios de monitorizacion terapéutica.
Alonso (2021) desarrolld e implementé un método UPLC-MS/MS para la determinacién
simultanea de carbamazepina y topiramato en plasma humano, demostrando linealidad,
precision, exactitud y estabilidad conforme a criterios regulatorios. Este estudio evidencia
cémo la técnica UPLC permite reducir tiempos analiticos sin comprometer la selectividad
ni la sensibilidad, aspectos criticos en el seguimiento farmacocinético de pacientes con

epilepsia.

Por otro lado, la técnica cromatografica UPLC ha mostrado una gran utilidad en estudios
preclinicos y de interaccion farmacolégica. En un trabajo realizado por Otto et al. (2026)
se evidencia que desarrollaron y validaron un método UPLC-MS/MS para la
cuantificacion de regorafenib y sus metabolitos activos en plasma de ratas, aplicandolo
posteriormente a estudios farmacocinéticos e interacciones con trametinib. La elevada
sensibilidad del método permitié detectar cambios significativos en parametros como la
concentracion maxima) y area bajo la curva, confirmando la relevancia del UPLC en la

evaluacion de exposicion sistémica y en la optimizacion de esquemas terapéuticos.

Otra aplicacion relevante del UPLC en el analisis de farmacos es su empleo en la
determinacion de antibiéticos en fluidos biolégicos para estudios farmacocinéticos y
farmacodinamicos en poblaciones especiales. Rigo-Bonnin et al. (2024) desarrollaron y
validaron un procedimiento basado en UHPLC-MS/MS para la medicion de ertapenem
(antibidtico betalactamico de amplio espectro) en plasma y liquido ascitico en pacientes
cirréticos con peritonitis bacteriana espontanea. La técnica mostr6 adecuados
parametros de linealidad, precision y recuperacion, demostrando su aplicabilidad clinica
en escenarios donde la alteracion fisiopatoldgica puede modificar significativamente la

farmacocinética del medicamento.

Aunque el UPLC se asocia principalmente al analisis cuantitativo de farmacos, también
tiene aplicaciones en la caracterizacion de compuestos bioactivos de interés
farmacolégico. En el estudio de Albuquerque et al. (2025), la técnica UPLC-MS/MS
permitié la identificacion de compuestos fendlicos y flavonoides en extractos vegetales
con potencial actividad terapéutica. Este tipo de aplicacion es fundamental en etapas
tempranas de investigaciéon y desarrollo de nuevos principios activos, donde la

caracterizacion estructural y la identificacion de metabolitos resultan esenciales.
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2.4. \Verificacion de Métodos Analiticos
241. Definiciéon y Alcance de la Verificacion segun USP <1226>

La USP (2025) senala textualmente que verificacion consiste en la evaluacion de las
caracteristicas de desempefio analitico seleccionadas, para generar datos relevantes y
adecuados, en vez de repetir el proceso de validacion. Los usuarios de los
procedimientos analiticos farmacopeicos no necesitan validar estos procedimientos
cuando los usan por primera vez en sus laboratorios, aunque deben establecer
evidencias documentadas de aptitud en las condiciones de uso reales. En los Estados
Unidos, se establecid este requisito en el punto 21 CFR 211.194(a)(2) de las
reglamentaciones de Buenas Practicas de Fabricacion vigentes, que declara que “se
verificara la aptitud de todos los métodos de prueba usados bajo las condiciones de uso
reales.” La verificacion de procedimientos microbiolégicos no se encuentra dentro del

alcance del capitulo <1226>.

También la USP (2025) indica que el proceso de verificacion de procedimientos de
prueba farmacopeicos es la evaluacién que sirve para determinar si el procedimiento
puede ser utilizado para su propdsito previsto, en las condiciones de uso reales para un

farmaco especifico y/o matriz de un producto farmacéutico determinado.
24.2. Diferencias entre Verificacion y Validacion

En el ambito de los métodos analiticos farmacéuticos, la validacion y la verificacidon son

procesos vinculados, aunque se diferencian en su concepto y en su ambito de aplicacion.

La validacion de un método analitico se define como la demostracién, mediante estudios
experimentales, de que el procedimiento es adecuado para su proposito previsto,
evaluando de forma sistematica parametros como exactitud, precision, especificidad,
linealidad, rango, limite de deteccion, limite de cuantificacion y robustez (USP, 2025).
Habitualmente, la validacién completa es realizada por el desarrollador del método antes

de su adopcion rutinaria o de su inclusion en una farmacopea.
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Por otro lado, la verificacion de un método se refiere a la confirmacién de que un método
ya validado, por ejemplo, un método farmacopeico descrito en USP, EP o en un
procedimiento interno corporativo es apto cuando se aplica en un laboratorio especifico,
con sus propias condiciones de trabajo, equipamiento y personal. La USP subraya que
la verificacion no implica repetir todos los estudios de validacion, sino demostrar que,
bajo las condiciones del laboratorio usuario, el método mantiene el desempefio esperado

en los parametros criticos definidos (USP, 2025).

Tabla 2. 2 Diferencias principales entre Validacion y Verificaciéon (USP, 2025)

Validacion Verificacion

Se aplica a métodos nuevos o significativamente ] .
- Se aplica a métodos ya validados
modificados.

Busca caracterizar de forma completa el desempefio | Confirma que el método funciona adecuadamente en

del procedimiento analitico. el laboratorio receptor
Es mas extensa en términos de numero de Se centra en un subconjunto de parametros
parametros y experimentos. relevantes

Normalmente es responsabilidad del desarrollador del | Es responsabilidad del laboratorio que implementa el

método método
243. Condiciones del Laboratorio y su Impacto en el Desempeiio
Analitico

Las condiciones del laboratorio son un elemento fundamental para el correcto
funcionamiento de los métodos cromatograficos, especialmente en la verificacion de
procedimientos farmacopeicos que se adaptan de HPLC a UPLC. La norma ISO e IEC
(2017) indica que los laboratorios deben controlar factores ambientales como
temperatura, humedad, vibraciones e iluminacion, para asegurar que los resultados de
los ensayos sean validos. En cromatografia liquida, cambios en la temperatura ambiental
y de la columna pueden alterar la viscosidad de la fase mévil, los tiempos de retencion y
la eficiencia de los picos, lo que afecta parametros como la precision, la exactitud y la
aptitud del sistema del método verificado (USP, 2025).
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La calidad de los reactivos, solventes y estandares de referencia es otro elemento clave.
La OMS enfatiza que los laboratorios de control de calidad farmacéutico deben emplear
patrones de referencia primarios o secundarios trazables y solventes de grado
cromatografico, con registros documentados de lote, fecha de apertura y condiciones de
almacenamiento (WHO, 2021). La degradacién de soluciones patrén de Ketorolaco
Trometamina o la contaminacion de la fase maévil pueden generar picos espurios,
cambios en la linea base y pérdida de linealidad en la curva de calibracion, afectando la

interpretacion del desempefio del método verificado.

Finalmente, el sistema de gestidn de calidad del laboratorio, incluyendo el control de
cambios, la gestidn de registros y la evaluacion de riesgos, condiciona la capacidad de
demostrar que el método UPLC verificado se mantiene apto en el tiempo. La ISO/IEC
17025 y las recomendaciones de organismos regulatorios indican que cualquier
modificacion relevante en las condiciones del laboratorio (cambio de columna, de lote de
fase movil, actualizacion de software del equipo, traslado de laboratorio, etc.) debe
evaluarse mediante pruebas de aptitud del sistema y, cuando corresponda,
reevaluaciones parciales de desempeio (ISO e IEC, 2017; WHO, 2021). De esta
manera, las condiciones del laboratorio no solo influyen en los parametros de desempefio
(precision, exactitud, linealidad, especificidad), sino que también determinan la magnitud

y la estabilidad de la incertidumbre de medicion atribuida al método verificado.
244, Criterios de Aceptacion Farmacopeicos para Métodos Verificados

Los requisitos de verificacién deben basarse en la evaluacion de la complejidad tanto del
procedimiento como del material al que se aplica el procedimiento. La verificacién de
métodos analiticos farmacopeicos se orienta a demostrar que un procedimiento ya
validado (por ejemplo, el descrito en una monografia de la USP para Ketorolaco
Trometamina) mantiene un desempefio adecuado bajo las condiciones especificas del
laboratorio usuario. El capitulo general USP <1226> establece que la verificacion debe
enfocarse en un conjunto de parametros de desempeno seleccionados evaluando la
complejidad tanto del procedimiento como del material al que se aplica el procedimiento,
los parametros tipicamente son exactitud, precision, linealidad y rango, asi como la
aptitud del sistema, utilizando criterios de aceptacion coherentes con los datos de
validacion originales y con los requerimientos de la monografia correspondiente (USP,

2025).
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En términos generales, para ensayos de valoracion de principio activo en comprimidos,

las farmacopeas y guias internacionales establecen que:

« Exactitud (recuperacioén): las recuperaciones medias suelen aceptarse dentro
de un intervalo de 98,0-102,0 % del valor tedrico en el rango cercano al 100 % de
la concentracion nominal, salvo que la monografia o la guia regulatoria definan

l[imites mas estrictos.

e Precisidn (repetibilidad): el coeficiente de variacion (%RSD) de al menos seis
determinaciones independientes debe situarse habitualmente en < 2,0 % para
ensayos de valoracidn; en matrices complejas o0 métodos muy sensibles puede

aceptarse un %RSD ligeramente superior, siempre que exista justificacion técnica.

e Linealidad: se requiere demostrar una relacion lineal entre respuesta y
concentracion en el intervalo, por ejemplo, 80—120 % de la concentracion de
trabajo, con coeficiente de correlaciéon r = 0,995, residuales aleatorios y ausencia

de curvatura significativa (USP, 2025).

« Especificidad: el método debe evidenciar ausencia de interferencias
significativas de excipientes, degradantes u otras impurezas en el tiempo de
retencion del analito de interés. La USP y la Ph. Eur. enfatizan el uso de muestras
placebo, muestras degradadas y, cuando sea posible, estandares de impurezas

para demostrar separacion adecuada (USP, 2025).

Ademas de estos parametros, los criterios de aptitud del sistema son obligatorios en
cromatografia y suelen incluir: resolucion minima entre el pico del analito y el pico mas
cercano (por lo general R = 2,0), eficiencia de la columna (numero de platos tedricos),
factor de cola (tailing, usualmente < 2,0) y %RSD del area de picos de soluciones
estandar (habitualmente < 2,0 % para cinco o mas inyecciones) (USP, 2025). Estos
criterios permiten verificar en cada corrida que el sistema UPLC opera dentro de un

desempenfo equivalente al especificado para el método oficial de HPLC.
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2.5. Evaluacién de Parametros de Desempeio Analitico

La evaluacion de los parametros de desempefo analitico constituye un componente
esencial en la verificacion de métodos farmacopeicos, especialmente cuando estos son
adaptados o transferidos entre laboratorios o entre plataformas cromatograficas (por
ejemplo, de HPLC a UPLC). Conforme a ICH Q2 (2022), la verificacion debe demostrar
que el método analitico mantiene su idoneidad bajo las condiciones reales del laboratorio
ejecutante. Para ensayos de valoracién cuantitativa, los parametros criticos incluyen
precision (repetibilidad e intermedia), exactitud, linealidad, especificidad y, de manera
complementaria, robustez y aptitud del sistema. La adecuada evaluacién de estos
parametros permite confirmar que el método es capaz de generar resultados
consistentes, veraces y trazables, asegurando la confiabilidad de los informes de

contenido del principio activo.
251. Precision: Repetibilidad e Intermedia

La precision evalua el grado de concordancia entre mediciones independientes
realizadas bajo condiciones definidas. La USP (2025) indica que la precision puede ser
una medida del grado de reproducibilidad o de repetibilidad del procedimiento analitico
en condiciones normales de operacion. En este contexto, la reproducibilidad se refiere al
uso del procedimiento analitico en diferentes laboratorios, como por ejemplo en un
estudio en colaboracion. La precision intermedia (también conocida como tolerancia o
fortaleza) expresa la variacion dentro de un laboratorio, por ejemplo, en diferentes dias,
con diferentes analistas o con equipos diferentes dentro del mismo laboratorio. La
repetibilidad se refiere a la utilizacién del procedimiento analitico en un laboratorio

durante un periodo corto por el mismo analista con el mismo equipo.
2.5.2. Exactitud: Estudios de Recuperacion

La exactitud evalua el grado de concordancia entre el resultado obtenido y el valor
verdadero o aceptado como referencia. Para métodos de valoracion, la practica estandar
consiste en realizar estudios de recuperacion mediante la adicidn conocida del analito

(spiking) en muestras placebo o matrices reales (ICH Q2(R2), 2022).
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El estudio suele realizarse a tres niveles (80 %, 100 % y 120 %) con tres réplicas por
nivel. Para métodos cuantitativos de comprimidos, las recuperaciones aceptables suelen
situarse entre 98,0 % y 102,0 %, salvo criterios especificos de la monografia (USP,
2025).

La exactitud es fundamental en métodos de valoracion porque:

o Confirma que el método mide el contenido real del principio activo sin sesgo

sistematico.

« Evalua potenciales interferencias de excipientes que podrian alterar la respuesta

cromatografica.

o Permite verificar que la adaptacion del método (por ejemplo, su transferencia a

UPLC) no introduce desviaciones significativas.

En el caso del Ketorolaco Trometamina, cuya matriz formulada puede contener
excipientes altamente solubles, la exactitud asegura que no existan efectos de

recuperacion o interferencias que afecten el valor reportado del contenido del farmaco.
2.5.3. Linealidad: Curva de Calibraciéon y Rango de Trabajo

En su definicidn, la USP (2025) menciona que la linealidad de un procedimiento analitico
es su capacidad para obtener resultados de prueba que sean proporcionales ya sea
directamente, o por medio de una transformacién matematica bien definida, a la

concentracion de analito en muestras dentro de un intervalo dado.

En verificacion de métodos farmacopeicos, ICH Q2(R2) recomienda evaluar la linealidad
al menos en cinco niveles, tipicamente entre 80 % y 120 % de la concentracion nominal,

con duplicados o triplicados por nivel para una evaluacion estadistica robusta.

El rango de trabajo corresponde al intervalo en el cual se ha demostrado
simultdneamente precisidén, exactitud y linealidad. Para la valoracién de Ketorolaco
Trometamina por UPLC, el rango esperado se situara dentro del intervalo 80-120 % del

valor tedrico, cubriendo las posibles variaciones en contenido del lote.
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La linealidad es particularmente relevante en métodos UPLC, debido a la alta eficiencia
de pico y al amplio rango dinamico de los detectores modernos, lo que permite una mayor
sensibilidad, pero también exige controlar posibles saturaciones del detector o

comportamientos no lineales en el extremo superior del rango.
254. Especificidad: Discriminacion frente a Excipientes e Impurezas

La especificidad evalua la capacidad del método para medir inequivocamente el analito
en presencia de componentes que podrian interferir, tales como excipientes, productos

de degradacion, reactivos o impurezas del proceso (USP, 2025).
En métodos cromatograficos, los criterios fundamentales incluyen:

e Separacién adecuada entre el pico del analito y los picos mas cercanos

(resolucion = 2,0 segun USP <621>).
o Ausencia de interferencias detectables en el tiempo de retencion del analito.

o Evaluacion con muestras placebo, muestras degradadas (pruebas de estrés) o,

de ser posible, estandares de impurezas.

Para Ketorolaco Trometamina, un AINE sensible a condiciones oxidativas y térmicas, es
esencial demostrar que los posibles degradantes no coeluyen con el pico del principio
activo, especialmente porque la migracion a UPLC puede alterar la selectividad debido

a cambios en la columna o en el gradiente (Pawar et al., 2022).

La especificidad confirma que el método no confunde el analito con otros componentes

y que los resultados reportados representan unicamente el contenido del principio activo.
2.5.5. Robustez y Aptitud del Sistema

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para no ser
afectado por variaciones pequefas, aunque deliberadas, en los parametros del
procedimiento indicados en la documentacion, y provee una indicacion de su aptitud
durante condiciones normales de uso. La robustez puede determinarse durante la etapa

de desarrollo del procedimiento analitico.
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Aunque en una verificacion no siempre se exige evaluar la robustez completa, incluir este
parametro aporta evidencia adicional de que el método es estable frente a variaciones

minimas controladas. La robustez examina la influencia de factores como:

« Cambios pequenos en el flujo, temperatura de columna o pH de la fase movil.

« Diferencias entre lotes de columna del mismo tipo.

« Variaciones menores en el tiempo de extraccidn o preparacion.
Un método robusto minimiza el riesgo de falla durante el uso rutinario. ICH Q2 y la USP
recomiendan documentar cualquier parametro critico identificado, especialmente en
métodos UPLC donde cambios pequefios pueden tener efectos significativos debido a

las columnas de alta eficiencia.

La aptitud del sistema (system suitability) es obligatoria en métodos cromatograficos

regulados y se debe ejecutar antes de cada corrida. Incluye criterios como:

%RSD del area del estandar segun USP (< 2.0 %).

Factor de asimetria (< 2.0).

Eficiencia (numero de platos).

Resolucién critica entre picos relevantes.

Estos criterios confirman que el sistema cromatografico esta operando adecuadamente

y que los resultados de las muestras seran confiables.
2.6. Estimacion de la Incertidumbre de Medicién

La incertidumbre de medicién constituye un componente fundamental en la evaluacién
de la calidad de los resultados analiticos, especialmente en ensayos farmacéuticos
donde la conformidad del producto depende de limites especificos y decisiones
regulatorias estrictas. Segun EURACHEM (2012), la incertidumbre representa un
parametro asociado al resultado que caracteriza la dispersion de los valores que podrian
razonablemente atribuirse al mensurando. En métodos cromatogréficos utilizados para
la valoracion de principios activos, estimar adecuadamente la incertidumbre permite
evaluar la confiabilidad del resultado, su trazabilidad metroldgica y la solidez de las

decisiones tomadas respecto a la liberacion de lotes (Ellison, 2020).
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En el contexto del analisis de Ketorolaco Trometamina por UPLC, la incertidumbre
integra componentes relacionados con preparacion de soluciones, calibracion
instrumental, repetibilidad, variabilidad entre dias, recuperacion del analito, efectos de
matriz y desempefo del sistema cromatografico. Su estimacion es un requisito creciente
en auditorias regulatorias, certificaciones ISO/IEC 17025 y programas de aseguramiento

de calidad en laboratorios farmacéuticos.
2.6.1. Fundamentos Metrolégicos y Relevancia en Ensayos Farmacéuticos

Desde la perspectiva metrologica, la incertidumbre surge de la imposibilidad de conocer
exactamente el valor verdadero del mensurando. De acuerdo con Joint Committee for
Guides in Metrology (2023), la incertidumbre debe cuantificarse combinando
estadisticamente los componentes identificados y expresandose como incertidumbre
expandida (Ellison, 2020).

En ensayos farmaceéuticos, la incertidumbre es relevante por las siguientes razones:

» Trazabilidad metroldgica

ISO e IEC (2017) exige que los laboratorios cuenten con una cadena de trazabilidad que
vincule los resultados analiticos con estandares nacionales o internacionales. La

incertidumbre permite evaluar si esa trazabilidad es suficientemente sélida.

» Evaluacion de conformidad

La ICH establece que la aceptacion o rechazo de un lote debe considerar la variabilidad
inherente al método analitico. Un resultado cercano a los limites de especificacion puede

conducir a decisiones incorrectas si no se incluye la incertidumbre.

» Transparencia y confiabilidad

EURACHEM (2012) resalta que la incertidumbre permite comparar métodos, laboratorios
y resultados en el tiempo, siendo un indicador de desempefio critico en auditorias

regulatorias.
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En métodos cromatograficos modernos (UPLC/HPLC), la incertidumbre adquiere mayor
relevancia debido a la reduccidn de volumenes analiticos, la alta sensibilidad

instrumental y la susceptibilidad a variaciones menores.
2.6.2. Fuentes de Incertidumbre en Procedimientos Cromatograficos
En UPLC, las principales fuentes de incertidumbre pueden clasificarse en:

2.6.2.1. Preparacioén de soluciones y patrones
— Error de pesadas (balanzas, resolucion, deriva).

— Exactitud de material de referencia.

- Volumen de aforo (matraces, micropipetas).

Estudios recientes confirman que la mayoria de la incertidumbre en valoracion
cromatografica proviene de la preparacion de soluciones y estandares (Pereira et al.,
2022).

2.6.2.2. Calibracién y curva analitica
- Ajuste de regresion.

— Residuos de la curva.

- Incertidumbre asociada a la concentracion del estandar primario.

En UPLC, debido al amplio rango lineal del detector, el impacto de la regresion es menor,

pero sigue siendo significativo cuando el rango es estrecho (Gonzalez y Angeles, 2020).

2.6.2.3. Repetibilidad y precisién intermedia
- Variacion del equipo (inyeccién, bomba, detector).

— Variacioén entre analistas.

- Variacion entre dias o columnas.
Este componente suele representarse mediante el %RSD de series replicadas.

2.6.2.4. Condiciones instrumentales
Temperatura de columna.

-~ Flujo de la bomba.

Presion del sistema.

Volumen inyectado.
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Las variaciones en temperatura y flujo han sido identificadas como contribuyentes
significativos especialmente en métodos UPLC por alta eficiencia de la columna (Zhang
et al., 2021).

2.6.3. Metodologia de Calculo

La estimacion de la incertidumbre en cromatografia se basa en las recomendaciones de
EURACHEM (2012). Las etapas principales son:

2.6.3.1. Definicién del mensurando
Concentracion en mg/mL de Ketorolaco trometamina en comprimidos recubiertos de

20mg (k=2, 95% de nivel de confianza).

2.6.3.2. Elaboracion del modelo matematico

PpR Potpr _ Volmatraz 1 muestra x Volmatraz 2 muestra xPP x Rep (2 1 )

. A
x(mg/unidad) = —™x )
Apr  Volmatraz PR 100 Pm Volyip 1 muestra

Dénde:

X (mg/unidad) = Concentracion de Ketorolaco Trometamina (mg) por unidad

A, = Respuesta del pico de Ketorolaco Trometamina en la solucion muestra

App = Respuesta del pico de Ketorolaco Trometamina en la solucién de patron de referencia
Ppp= Peso del patron de referencia

Vol,,atraz prR= VOlumen de la solucion de patrén de referencia

Potpp= Potencia del patrén de referencia

Vol atraz 1 muestra = Volumen (mL) del primer matraz de la soluciéon de la muestra (primera

dilucion)
P,, = Peso de la muestra (mg)

Vol atraz 2 muestra = VOlumen (mL) del segundo matraz de la solucion de la muestra (segunda

dilucion)
Vol,ip 1 muestra = Volumen (mL) de la primera pipeta de la solucién muestra (primera alicuota)
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PP = Peso promedio del producto terminado

Cada componente del modelo tiene una incertidumbre asociada.

2.6.3.3.

Identificacion de fuentes de incertidumbre

Usando diagramas causa-efecto o Ishikawa como recomienda EURACHEM:

Volumen matraz 1
muestra

Peso de la muestra
(Pm})

Volumen pipeia 1
muestra

Respuesia del pico
del estandar (A PR)

Respuesta del pico
de la muestra (Am)

Peso de patron de
referencia (P PR)

CERTIFICADO

CERTIFICADO
h

)\

BALANZA

BALANZA Determinacion de la

concentracion de Ketorolaco
» Tror ina en

comprimidos recubiertos de

20mg del activo por

CERTIFICADO Cromatografia Liquida de
Ultra Alta Resolucion
/ BALANZA
Volumen matraz 2 PP (peso promedio T R £ Sesgo s Potencia del

muesira de la muesira)

estandar (Pot FR)

Figura 2.3 Diagrama Ishikawa con los factores que influyen en el calculo de
incertidumbre
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2.6.3.4. Cuantificacion de cada componente
e Tipo A: repetibilidad, varianza entre dias, obtenida estadisticamente.

o Tipo B: incertidumbre de aforos, certificado del material de referencia, calibracién

de balanza.

2.6.3.5. Calculo de la incertidumbre combinada (uc)
Suma cuadratica de todos los componentes:

u, = /Z(u?) (2.2)

2.6.3.6. Calculo de la incertidumbre expandida (U)
Aplicando un factor de cobertura k = 2 (95 % de confianza):

U=k u, (2.3)

2.6.3.7. Declaracion final del resultado con incertidumbre
Este enfoque es ampliamente aceptado por autoridades regulatorias y por ISO/IEC

17025.
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2.6.4. Impacto de la Incertidumbre en la Toma de Decisiones Analiticas

La incertidumbre afecta directamente la liberacion de productos farmacéuticos, la
verificacion de métodos y la comparabilidad de resultados. Su impacto principal se

observa en:

2.6.4.1. Comparacion entre métodos o laboratorios
La incertidumbre permite interpretar si diferencias entre resultados son reales o

atribuibles a variacion analitica.

2.6.4.2. Control estadistico de métodos
Un método con incertidumbre excesiva puede ser inapto para liberar lotes o para estudios

de estabilidad.

2.6.4.3. Minimizacion de errores regulatorios
La OMS (2011) resalta que la incertidumbre soporta la evidencia documental requerida

durante inspecciones regulatorias, reforzando la confiabilidad de los resultados.
2.7. Ajustes Cromatograficos Permitidos segun USP

La USP (2025) establece en su capitulo <621> un marco regulatorio claro para
determinar qué modificaciones pueden realizarse a un método cromatografico oficial sin
requerir una revalidacion completa. Estos ajustes son indispensables cuando un
laboratorio adapta un método HPLC descrito en USP hacia tecnologias UPLC, busca

mejorar la eficiencia analitica o sustituye columnas debido a disponibilidad comercial.
Segun USP, 2025, los ajustes deben garantizar que:

1. No se altere la selectividad,

2. Se mantenga la aptitud del sistema, y

3. No se modifique de manera fundamental el procedimiento analitico.

La USP advierte explicitamente que "mdltiples ajustes pueden tener un efecto
acumulativo en el desemperio del sistema y deben evaluarse adecuadamente” (USP,
2025).
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2.71. Cambios en Fase Estacionaria y Tamano de Particula

La USP permite algunos ajustes en la columna cromatografica siempre que el laboratorio

demuestre equivalencia en términos de selectividad, eficiencia y resolucion.
a) ldentidad de la fase estacionaria (restriccion mayor)

La USP (2025) establece claramente: “Ningun cambio de la identidad del sustituyente (p.
ej., ningun reemplazo de C18 por C8)’

(USP <621>, Seccion: Cromatografia liquida — Elucion isocratica).

Lo cual significa que no se puede cambiar el tipo de fase ligada (C18 — C8) sin

revalidacion, porque afecta directamente la selectividad.
b) Ajuste de tamano de particula
Este es el cambio mas relevante para migrar de HPLC a UPLC.La USP autoriza:

“Se puede modificar el tamario de particula y/o la longitud de la columna siempre que la
relacion L/dp permanezca dentro del intervalo de -25% a +50%.”

(USP <621>, Ajustes en elusion isocratica).
2.7.2. Justificacion de Ajustes en Flujo y Geometria de Columna

Cuando se cambian las dimensiones de la columna, la USP exige ajustar
proporcionalmente el flujo, el volumen inyectado, e incluso el tiempo del gradiente (si

aplica).
Ajuste de flujo para cambios en tamafio de particula y diametro
La USP proporciona una ecuacion oficial:

2
déa

FZ = Fl(d§1~

) (2.4)

Donde:

F;: flujo original
F,: flujo ajustado
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d.: diametro interno
d,: tamaiio de particula

Esto permite mantener la velocidad lineal del método original, que es clave para

conservar la selectividad.
a) Ajuste de volumen de inyeccion

La USP establece:

Vinyz = Viny1 (Lz.dgz) (2.5)
Li-d%
Esto evita sobrecargar columnas mas pequefias tipicas de UPLC (2.1 mm).
a) Ajuste de gradiente (cuando aplica)
La USP indica:

“El tiempo del gradiente para cada segmento debe ajustarse para mantener una relacion

constante entre el volumen del gradiente y el volumen de la columna.”

Esto impide que la migracién a UPLC modifique la selectividad del método.
b) Temperatura de columna

La USP permite:

> 10 °C para isocratico

> 15 °C para gradiente
La temperatura impacta la viscosidad, cinética de transferencia de masa y selectividad.
a) Cambio del diametro de columna
Permitido:

“Se puede ajustar el diametro interno de la columna incluso sin cambio de tamario de

particula o longitud.”
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Pero requiere evaluacion de:

¢« Volumen extra-columna.
e Presiéon maxima.

« Ensanchamiento de banda no columnar.
2.7.3. Evaluacién de Equivalencia Analitica y Selectividad

La USP establece que todo ajuste debe evaluarse mediante aptitud del sistema vy

comparacion de selectividad.
a) Mantenimiento de la selectividad
La USP define:

“Los cambios son aceptables siempre que se demuestre que la selectividad y el orden

de elucién de las impurezas especificadas a controlar son equivalentes.”
Por tanto, deben compararse:

e Tiempo de retencién del analito.
e Orden de elucion.
« Resolucion entre picos criticos (R 2 2.0).

o Aptitud del sistema como evidencia de equivalencia

El método ajustado debe cumplir todos los criterios USP:

e %RSD del estandar < 2,0 %.
« Factor de cola: 0.8-1.8.
« Numero de platos dentro de la variacion permitida.

e Resolucion critica = 2,0.
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

3.1. Enfoque de la investigacion

3.1.1. Tipo de investigacion

De acuerdo con la naturaleza del proyecto, el estudio se clasifica como aplicada y
experimental de laboratorio. Es aplicada porque tiene como objetivo resolver un
problema real dentro del laboratorio de control de calidad que es verificar si el método
UPLC adaptado cumple los requisitos analiticos exigidos por la USP para cuantificar
Ketorolaco Trometamina en productos terminados. Es experimental de laboratorio ya que
el estudio consiste en ejecutar pruebas cromatograficas en un entorno controlado de
laboratorio, evaluando parametros de desempefio mediante experimentacion directa con
el método UPLC.

El nivel es descriptivo y explicativo. Se considera una investigacién de nivel descriptivo
porque caracteriza el comportamiento del método UPLC bajo condiciones reales del
laboratorio, describiendo sus parametros de desempefio (precision, linealidad, exactitud,
especificidad, aptitud del sistema, etc.); y explicativo, porque busca determinar si el
meétodo adaptado explica y mantiene la equivalencia analitica frente al método original
USP, e identifica causas de variabilidad evaluadas mediante la estimacion de

incertidumbre.

3.2. Metodologia
3.21. Variables
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Tabla 3.1 Descripcion de las Variables

Tipo de L .
. Descripcién Indicadores
variable
Concentracion del . ] ]
] Esta se manipula en niveles comprendidos
analito en las )
. ) entre el 80 % y el 120 % del valor nominal,
Variable soluciones preparadas o
) ) . con el propésito de evaluar la respuesta
independiente para la valoracion ]
o del método UPLC y demostrar su
cromatografica. . ) ) .
linealidad en el rango analitico definido.
Desempefio analitico Este desempefo se expresa mediante
del método UPLC en la indicadores criticos como precision
valoracion de (%RSD), exactitud (% de recuperacion),
Variable Ketorolaco linealidad (coeficiente de correlacion y
dependiente Trometamina bajo las parametros de regresion), especificidad
condiciones (resolucion y ausencia de interferencias),
experimentales aptitud del sistema e incertidumbre de
establecidas. medicion.
3.2.2. Diseino experimental

El disefio experimental del presente trabajo se basd en un estudio de verificacién de un
método farmacopeico adaptado a una tecnologia de cromatografia liquida de ultra alta
resolucién cuyos ajustes estan alineados a los que permite por la USP, evaluando los
parametros de desempeno analitico establecidos en USP <1226>. Para cada parametro
se realizaron réplicas independientes bajo condiciones controladas, considerando

variaciones de analista y dia para la evaluacion de la precision intermedia.
3.2.3. Recoleccion de datos

3.2.3.1. Métodos y técnicas

3.2.3.1.1. Método de valoracion de Ketorolaco Trometamina
- Declarado: Ketorolaco Trometamina 20 mg comprimidos recubiertos

- Método: Cromatografia de ultra alta resolucion (UPLC)

- Especificacion: 20 mg/Comprimido recubierto (18,0 - 22,0
mg/Comprimido recubierto / 90,0 — 110%)
-  Formula:
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Ketorolaco Trometamina ..................... 20mg

Excipientes.........ooiiii csp

Condiciones cromatograficas

Modo: Isocratico

Velocidad de flujo: 0,250 mL/min

Temperatura de columna: 30°C £ 5°C

Temperatura del automuestreador: 20°C + 5°C

Detector: Longitud de onda a 254 nm con ancho de banda de 1,2 nm
Volumen de inyeccién: 3,0 uL

Tiempo de corrida: 10 minutos

Columna cromatografica:

Marca: Acquity UPLC Beh Shield (RP18)
Clasificacion USP: L1

Tamano de particula: 1,7 ym

Longitud: 100 mm

Diametro interno: 2,1 mm

Requisitos de Aptitud del sistema:

Factor de asimetria: No mas de 1,5 en la solucion estandar

Desviacion estandar relativa: No mas de 1,5% entre inyecciones
repetidas de la solucion estandar

Platos teéricos: No menor a 1700.

Resolucion: No menos de 1,5 entre Ketorolaco y Compuesto Relacionado
B de Ketorolaco y no menos de 1,5 entre Ketorolaco y Compuesto

Relacionado C de Ketorolaco
Reactivos:

Solucién diluyente: Agua tipo 1: Metanol (1:1)
Fase mévil: Metanol: Acido Acético al 0,5% solucién en agua (55:45)

Procedimiento:
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Se trabajo segun el siguiente procedimiento:

Preparacion de soluciéon estandar de Ketorolaco trometamina:
Concentracion: 0,024 mg/mL de Ketorolaco Trometamina en diluyente. Se
pesaron aproximadamente 12,0 mg de Ketorolaco Trometamina estandar
y se transfirieron a un matraz volumétrico de 25 mL. Se afadieron 15 mL
de solucion diluyente y la mezcla se sometioé a ultrasonido hasta lograr la
completa disolucion. Posteriormente, se diluyé a volumen con la misma
solucion diluyente y se homogenizé. A partir de esta solucion, se tomé una
alicuota de 1 mL y se transfiri6 a un matraz volumétrico de 20 mL, el cual
se diluyé a volumen con la misma solucién diluyente. La solucion resultante
se homogenizé, se filtré6 a través de una membrana RC de 0,22 ym de

porosidad y finalmente se inyectd en el sistema cromatografico.

Preparacion de solucion muestra de Ketorolaco trometamina:
Concentracion: 0,024 mg/mL de Ketorolaco Trometamina en diluyente. Se
obtuvo el polvo proveniente de 10 comprimidos y se pes6 una cantidad
equivalente a 20,0 mg de Ketorolaco Trometamina (aproximadamente 180
mg de polvo). Esta masa se transfirio a un matraz volumétrico actinico de
100 mL, se afiadieron 50 mL de solucion diluyente y la mezcla se sometid
a ultrasonido hasta lograr la completa disolucidn. Posteriormente, se
enrazdé con la misma solucion diluyente y se homogenizé. A partir de esta
preparacion, se transfirieron 3 mL a un matraz volumétrico actinico de 25
mL, el cual se diluyé a volumen con solucion diluyente y se homogenizé.
La solucién obtenida se filtr6 a través de una membrana RC de 0,22 uym de

porosidad y finalmente se inyectd en el sistema cromatografico.
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Preparar diluyente (Agua:Metanol 1:1)

Fase movil (Melanol:ﬁcido acetico 0,5% 55:45)

Configurar UPLC:

Columna RP18, 0,25 mL/min, 30C"°, 254 nm, 3 uL

v

Preparar solucion estandar:
12 mg - 25 mL - Diluir 1 mL a 20 mL

Filtrar RC 0,22 um

v

Inyectar

Aptitud del sistema:
Asimetria: No mas
de 1,5, %RSD: No

i Cumple

NO

mas de 1,5%,
Platos tedricos: No
menos a 1700

aptitud?

sl

v

Preparar muestra: Polvo 10 comp - Eq. 20mg -
> p P q d

100mL y sonicar - Diluir 3 mL a 25 mL

v

Filtrar RC 0,22 um

v

Inyectar: Estandar y muestra

v

Corrida analitica 10 minutos por inyeccién. Modo
isocratico

v

Calculos

v

iCumple
especificaciones?

Especificacion:
90,0 - 110,0 %
(18,0 - 22,0 mg)

Sl

Ketorolaco Trometamina
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3.2.3.1.2. Procedimiento de los parametros de verificacion

A. Especificidad
Determinacion de interferencia de excipientes
Procedimiento:

Preparacion de soluciones de estandar de Compuesto relacionado A, B, C y D de

Ketorolaco:

Concentracion: 0,250 pg/mL de Compuesto relacionado A, B, C, D de Ketorolaco en

solucioén estandar.

Se pesaron aproximadamente 5,000 mg de cada uno de los Compuestos relacionados
A, B, C y D de Ketorolaco en matraces volumétricos actinicos de 100 mL, preparandose
cada solucién por separado. A cada matraz se afiadio diluyente, se sometid la mezcla a
ultrasonido hasta lograr la completa disolucion, se diluyé a volumen con el mismo
diluyente y se homogenizd, obteniéndose las soluciones madre individuales.
Posteriormente, se transfirié una alicuota de 0,5 mL de cada solucion madre de los
compuestos relacionados y 5 mL de la solucion madre de Ketorolaco Trometamina a un
matraz volumétrico actinico de 100 mL. La mezcla se llevé a volumen con diluyente, se
homogenizé y se filtré6 a través de una membrana RC de 0,22 um de porosidad.

Finalmente, la solucion obtenida se inyecto6 en el sistema cromatografico.
Preparacion de la solucién muestra placebo (por triplicado)
Nota: Se prepard un placebo de polvo con los excipientes sin el principio activo.

Se pesaron 160,0 mg de placebo y se transfirieron a un matraz volumétrico actinico de
100 mL. Se afiadieron 50 mL de solucién diluyente y la mezcla se sometié a ultrasonido
hasta la completa disolucién. Posteriormente, se enrasé con la misma solucién diluyente

y se homogenizo.

De esta preparacion, se tomé una alicuota de 3 mL, la cual se transfiri6 a un matraz
volumétrico actinico de 25 mL y se diluyé a volumen con solucion diluyente. La solucion
se homogenizo, se filtré a través de una membrana RC de 0,22 uym de porosidad y
finalmente se inyectd en el sistema cromatografico.
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Preparacion de la solucién muestra
Concentracion: 0,024 mg/mL de Ketorolaco Trometamina en diluyente.

Se pesaron 160,0 mg de placebo y 20,0 mg de Ketorolaco Trometamina, los cuales se
transfirieron a un matraz volumétrico actinico de 100 mL. Se afadieron 50 mL de la
solucion diluyente y la mezcla se sometid a ultrasonido hasta lograr la completa
disolucion. Posteriormente, se enrasé a volumen con la misma solucion diluyente y se

homogenizo.

De esta preparacion, se tomdé una alicuota de 3 mL, la cual se transfiri6 a un matraz
volumétrico actinico de 25 mL, se diluyé a volumen con solucidn diluyente y se
homogenizd. Finalmente, la solucion se filtr6 a través de una membrana RC de 0,22 um

de porosidad y se procedio a inyectar en el sistema cromatografico.
Determinacion de interferencia por reacciones inducidas

Con el propdsito de evaluar la capacidad del método UPLC para discriminar el analito
frente a posibles productos de degradacion, se realizd el estudio de interferencia por
reacciones inducidas, sometiendo las soluciones a condiciones controladas de estrés
quimico y térmico.

Se analizaron las soluciones de estandar, placebo y muestra fortificada, preparadas de
acuerdo con el procedimiento descrito en el método analitico.

Posteriormente, las soluciones fueron sometidas a las siguientes condiciones forzadas:

a) Degradacion por termdlisis

Las soluciones de estandar, placebo y muestra se sometieron a estufa a una temperatura
de 80 °C durante 24 horas. Finalizado el tiempo de exposicion, las soluciones se dejaron
enfriar a temperatura ambiente, se homogenizaron y filtraron a través de una membrana
de celulosa regenerada (RC) de 0,22 um de porosidad. Finalmente, se inyectaron en el

sistema cromatografico bajo las mismas condiciones establecidas para el método.

b) Degradacion por hidrélisis acida
A cada una de las soluciones de estandar, placebo y muestra se le anadieron 1 mL de
acido clorhidrico 0,2 N. Las soluciones se colocaron en estufa a 80 °C durante 2 horas

para inducir la degradacion acida. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente.
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Posteriormente, se homogenizaron y filtraron a través de una membrana RC de 0,22 ym

de porosidad y se inyectaron en el sistema UPLC.

c) Identificacion por barrido espectral: Se sometieron la solucion de estandar de
Ketorolaco Trometamina, muestras de placebo y muestras de placebo mas activo a un

barrido espectral de arreglo de Diodos, UV 200 — 400 nm.
B. Linealidad
Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se evaluo en el intervalo comprendido entre el 60 % y el 140 %
de la concentracién nominal de trabajo (0,024 mg/mL), utilizando soluciones preparadas
exclusivamente a partir del estandar de referencia de Ketorolaco Trometamina.

Tabla 3.2 Niveles de concentracion para la linealidad del sistema

Niveles de Concentracion
Concentracién % (mg/mL)
60 0,0144
80 0,0192
100 0,0240
120 0,0288
140 0,0336

Preparacion de la solucién stock estandar
Concentracion: 0,48 mg/mL de Ketorolaco Trometamina en diluyente.

Se pesaron aproximadamente 12,0 mg de Ketorolaco Trometamina estandar de
referencia y se transfirieron a un matraz volumétrico de 25 mL. Se afadieron
aproximadamente 15 mL de solucion diluyente y la mezcla se sometié a ultrasonido hasta
lograr la completa disolucién. Posteriormente, se diluy6 a volumen con la misma solucién
diluyente y se homogenizo, obteniéndose una solucion stock con una concentracion

aproximada de 0,48 mg/mL de Ketorolaco Trometamina.
Preparacion de las concentraciones

A partir de la solucion stock estandar, se prepararon las diferentes concentraciones

correspondientes al 60 %, 80 %, 100 %, 120 % y 140 % de la concentracién nominal
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(0,024 mg/mL). Cada nivel se preparo por triplicado, siguiendo el procedimiento que se

detalla a continuacion:

— Concentracién 60% (0,0144 mg/mL): Se midieron 3,0 mL de la solucién stock
estandar utilizando una pipeta volumétrica y se transfirieron a un matraz
volumétrico de 100 mL. Se diluyé a volumen con solucién diluyente y se
homogenizo. La solucion se filtr6 a través de una membrana de celulosa
regenerada (RC) de 0,22 pm de porosidad y se inyectd en el sistema

cromatografico.

— Concentracion 80% (0,0192 mg/mL): Se midié 1,0 mL de la solucién stock
estandar y se transfirié a un matraz volumétrico de 25 mL. Se diluy6é a volumen
con solucion diluyente y se homogenizé. Posteriormente, la solucion se filtré a

través de una membrana RC de 0,22 ym y se inyectd en el sistema UPLC.

— Concentracion 100% (0,0240 mg/mL): Se midi6 1,0 mL de la solucién stock
estandar y se transfirié a un matraz volumétrico de 20 mL. Se diluy6é a volumen
con solucion diluyente y se homogenizé. La solucion se filtr6 mediante membrana

RC de 0,22 um y se inyectd en el sistema cromatografico.

— Concentracion 120% (0,0288 mg/mL): Se midieron 3,0 mL de la solucién stock
estandar y se transfirieron a un matraz volumétrico de 50 mL. Se diluy6 a volumen
con solucién diluyente y se homogenizé. Posteriormente, se filtré a través de una

membrana RC de 0,22 um y se inyecto en el sistema cromatografico.

— Concentracion 140% (0,0336 mg/mL): Se midieron 7,0 mL de la solucién stock
estandar y se transfirieron a un matraz volumétrico de 100 mL. Se diluy6 a
volumen con solucién diluyente y se homogenizd. Finalmente, la solucién se filtrd

mediante membrana RC de 0,22 um y se inyecto en el sistema UPLC.
Linealidad del método

La linealidad del método se evalud en el intervalo comprendido entre el 80 % y el 120 %
de la concentracion nominal (0,024 mg/mL), mediante la preparacion de muestras

fortificadas con adicion conocida de Ketorolaco Trometamina a la matriz placebo.
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Tabla 3.3 Niveles de concentracién para a linealidad del método

Niveles de Concentracion
Concentracion % (mg/mL)
80 0,0192
90 0,0216
100 0,0240
110 0,0264
120 0,0288

Preparacion de las concentraciones

Cada nivel de concentraciéon se preparo por triplicado, siguiendo el procedimiento

descrito a continuacion:

Concentraciéon 80% (0,0192 mg/mL): Se pesaron aproximadamente 164,0 mg
de placebo y 16,0 mg de Ketorolaco Trometamina, los cuales se transfirieron a un
matraz volumétrico actinico de 100 mL. Se afiadieron 50 mL de solucién diluyente
y la mezcla se sometid a ultrasonido hasta lograr la completa disolucion.
Posteriormente, se diluyé a volumen con solucién diluyente y se homogenizo. De
esta preparacion, se midié una alicuota de 3,0 mL y se transfiri6 a un matraz
volumétrico actinico de 25 mL. Se diluyé a volumen con solucién diluyente y se
homogenizd. La solucion obtenida se filtré a través de una membrana RC de 0,22

pMm y se inyectd en el sistema cromatografico.

Concentraciéon 90% (0,0216 mg/mL): Se pesaron aproximadamente 162,0 mg
de placebo y 18,0 mg de Ketorolaco Trometamina, los cuales se transfirieron a un
matraz volumétrico actinico de 100 mL. Se afiadieron 50 mL de solucién diluyente
y la mezcla se sometié a ultrasonido hasta lograr la completa disolucion.
Posteriormente, se diluyé a volumen con solucién diluyente y se homogenizo. De
esta preparacion, se midié una alicuota de 3,0 mL y se transfiri6 a un matraz
volumétrico actinico de 25 mL. Se diluyé a volumen con solucién diluyente y se
homogenizo. La solucion obtenida se filtré a través de una membrana RC de 0,22

Mm y se inyectd en el sistema cromatografico.
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— Concentracion 100% (0,0240 mg/mL): Se pesaron aproximadamente 160,0 mg
de placebo y 20,0 mg de Ketorolaco Trometamina, los cuales se transfirieron a un
matraz volumétrico actinico de 100 mL. Se afiadieron 50 mL de solucién diluyente
y la mezcla se sometid a ultrasonido hasta lograr la completa disolucion.
Posteriormente, se diluy6 a volumen con solucion diluyente y se homogenizo. De
esta preparacion, se midid una alicuota de 3,0 mL y se transfiri6 a un matraz
volumétrico actinico de 25 mL. Se diluyé a volumen con solucion diluyente y se
homogenizo. La solucion obtenida se filtré a través de una membrana RC de 0,22

Mm y se inyectd en el sistema cromatografico.

— Concentracién 110% (0,0264 mg/mL): Se preparé por triplicado. Se pesaron
aproximadamente 158,0 mg de placebo y 22,0 mg de Ketorolaco Trometamina,
los cuales se transfirieron a un matraz volumétrico actinico de 100 mL. Se
afiadieron 50 mL de solucion diluyente y la mezcla se sometio a ultrasonido hasta
lograr la completa disolucion. Posteriormente, se diluydé a volumen con solucion
diluyente y se homogenizo. De esta preparacion, se midié una alicuota de 3,0 mL
y se transfirid a un matraz volumétrico actinico de 25 mL. Se diluy6 a volumen con
solucién diluyente y se homogenizé. La solucion obtenida se filtro a través de una

membrana RC de 0,22 ym y se inyecto en el sistema cromatografico.

— Concentracion 120% (0,0288 mg/mL): Se pesaron aproximadamente 156,0 mg
de placebo y 24,0 mg de Ketorolaco Trometamina, los cuales se transfirieron a un
matraz volumétrico actinico de 100 mL. Se afiadieron 50 mL de solucién diluyente
y la mezcla se sometié a ultrasonido hasta lograr la completa disolucion.
Posteriormente, se diluyé a volumen con solucién diluyente y se homogenizé. De
esta preparacion, se midié una alicuota de 3,0 mL y se transfiri6 a un matraz
volumétrico actinico de 25 mL. Se diluyé a volumen con solucion diluyente y se
homogenizd. La solucion obtenida se filtré a través de una membrana RC de 0,22

Mm y se inyectd en el sistema cromatografico.
C. Precisién

La precision del método UPLC para la valoracion de Ketorolaco Trometamina se evalu6
mediante estudios de repetibilidad y precisién intermedia, conforme a los lineamientos
establecidos en la USP <1226> e ICH Q2(R1).
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Repetibilidad del sistema (Aptitud del sistema)

La repetibilidad instrumental se evalué mediante inyecciones consecutivas de la solucion

estandar a la concentracion nominal de trabajo (0,024 mg/mL), con el fin de verificar la

estabilidad del sistema cromatografico antes del analisis de muestras.

Preparacion de solucion estandar de Ketorolaco trometamina:
Concentracion: 0,024 mg/mL de Ketorolaco Trometamina en diluyente. Se
pesaron aproximadamente 12,0 mg de Ketorolaco Trometamina estandar
de referencia y se transfirieron a un matraz volumétrico de 25 mL. Se
afadieron aproximadamente 15 mL de soluciéon diluyente y la mezcla se
sometio a ultrasonido hasta lograr la completa disolucién. Posteriormente,
se diluyé a volumen con la misma solucion diluyente y se homogenizo

cuidadosamente.

A partir de esta solucidon madre, se tomo6 una alicuota de 1,0 mL y se
transfiri6 a un matraz volumétrico de 20 mL. Se diluyé a volumen con
solucion diluyente y se homogenizo, obteniéndose una solucion final con

concentracion aproximada de 0,024 mg/mL.

La solucion se filtro a través de una membrana de celulosa regenerada (RC)
de 0,22 ym de porosidad y se realizaron seis inyecciones consecutivas en
el sistema UPLC.

Repetibilidad del método

Preparacion de la soluciéon estandar: La solucion estandar se prepard
conforme al procedimiento descrito anteriormente para la repetibilidad del

sistema, asegurando la misma concentracién nominal (0,024 mg/mL).

Preparacion de la solucién muestra (n=10): Concentracion: 0,024
mg/mL de Ketorolaco Trometamina en diluyente. Para cada determinacién
se pesO una cantidad de polvo equivalente a 20,0 mg de Ketorolaco
Trometamina (aproximadamente 180 mg de polvo). Cada pesada se realizé
de manera independiente. Cada porcion pesada se transfirid a un matraz

volumétrico actinico de 100 mL. Se afiadieron aproximadamente 50 mL de

49



solucion diluyente y la mezcla se sometié a ultrasonido hasta lograr la
completa disolucidén. Posteriormente, se diluyé a volumen con solucion
diluyente y se homogenizé cuidadosamente. A partir de cada preparacion,
se tomd una alicuota de 3,0 mL y se transfiri6 a un matraz volumétrico
actinico de 25 mL. Se diluyé a volumen con solucion diluyente y se
homogenizé. Cada solucién se filtr6 a través de una membrana RC de 0,22

pMm de porosidad y se inyectd individualmente en el sistema cromatografico.

Precision intermedia

La precision intermedia se evalué considerando la variabilidad introducida por diferentes

analistas y diferentes dias de analisis, manteniendo constantes el método, el equipo y

las condiciones cromatograficas.

Preparacion de la soluciéon estandar: Cada analista preparé de manera
independiente la solucion estandar. Se pesaron aproximadamente 12,0 mg
de Ketorolaco Trometamina estandar de referencia y se transfirieron a un
matraz volumétrico de 25 mL. Se afadieron 15 mL de solucién diluyente,
se sometid a ultrasonido hasta su completa disolucién y se diluyé a
volumen con el mismo diluyente. Posteriormente, se transfirié 1,0 mL de
esta solucion a un matraz volumétrico de 20 mL, se diluyé a volumen con
solucion diluyente, se homogenizé y se filtr6 mediante membrana RC de

0,22 um antes de la inyeccion.

Preparacion de las soluciones muestra: Cada analista prepard diez
muestras independientes. Se pesaron una cantidad de polvo equivalente a
20,0 mg de Ketorolaco Trometamina y se transfirieron a un matraz
volumétrico actinico de 100 mL. Se anadieron 50 mL de solucion diluyente,
se sometieron a ultrasonido hasta disolucion completa, se diluyeron a
volumen y se homogenizaron. Posteriormente, se transfirieron 3,0 mL a un
matraz volumétrico actinico de 25 mL, se diluyd a volumen con solucion
diluyente, se homogenizaron y se filtraron a través de una membrana RC

de 0,22 ym antes de la inyeccion.
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D. Exactitud

La exactitud del método UPLC para la valoracion de Ketorolaco Trometamina se evalué
mediante estudios de recuperacion por adicion conocida del principio activo a la matriz
placebo, conforme a los lineamientos establecidos en la USP <1226> e ICH Q2(R1). El
estudio se realiz6 en tres niveles de concentracion: 80 %, 100 % y 120 % de la

concentracion nominal (0,024 mg/mL), preparandose cada nivel por triplicado.

Preparacion de solucién estandar de Ketorolaco trometamina: Concentracién: 0,024
mg/mL de Ketorolaco Trometamina en diluyente. Se pesaron aproximadamente 12,0 mg
de Ketorolaco Trometamina estandar de referencia y se transfirieron a un matraz
volumétrico de 25 mL. Se afiadieron aproximadamente 15 mL de solucion diluyente y la
mezcla se sometio a ultrasonido hasta lograr la completa disolucion. Posteriormente, se
diluyé a volumen con la misma solucion diluyente y se homogenizé cuidadosamente,

obteniéndose una solucidon madre.

A partir de esta solucion, se tomdé una alicuota de 1,0 mL y se transfiri6 a un matraz
volumétrico de 20 mL. Se diluyé a volumen con solucién diluyente y se homogenizo,
obteniéndose una solucién estandar con concentracion aproximada de 0,024 mg/mL. La
solucion se filtré a través de una membrana de celulosa regenerada (RC) de 0,22 uym de

porosidad y se utilizé para el analisis cromatografico.
Preparacion de las concentraciones

Para cada nivel de concentracién (80 %, 100 % y 120 %), se prepararon tres muestras
independientes mediante la adicion conocida de Ketorolaco Trometamina a la matriz

placebo, siguiendo el procedimiento que se detalla a continuacion:

— Nivel 80% (0,0192 mg/mL): Se pesaron aproximadamente 164,0 mg de placebo
y 16,0 mg de Ketorolaco Trometamina, los cuales se transfirieron conjuntamente
a un matraz volumétrico actinico de 100 mL. Se afadieron aproximadamente 50
mL de solucién diluyente y la mezcla se sometié a ultrasonido hasta lograr la
completa disolucion del principio activo. Posteriormente, se diluy6é a volumen con

la misma solucién diluyente y se homogenizé. A partir de esta preparacion, se
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tomd una alicuota de 3,0 mL y se transfirié a un matraz volumétrico actinico de 25
mL. Se diluyé a volumen con solucién diluyente y se homogenizé. La solucion
obtenida se filtr6 a través de una membrana RC de 0,22 ym de porosidad y se

inyecto en el sistema cromatografico.

Nivel 100% (0,0240 mg/mL): Se pesaron aproximadamente 160,0 mg de placebo
y 20,0 mg de Ketorolaco Trometamina y se transfirieron a un matraz volumétrico
actinico de 100 mL. Se afadieron 50 mL de solucion diluyente y la mezcla se
sometio a ultrasonido hasta su completa disolucion. Posteriormente, se diluyo a
volumen con solucion diluyente y se homogenizé. Se transfirieron 3,0 mL de esta
solucién a un matraz volumétrico actinico de 25 mL, se diluyé a volumen con
solucion diluyente y se homogenizo. La solucién final se filtré mediante membrana

RC de 0,22 um y se inyecto en el sistema UPLC.

Nivel 120 % (0,0288 mg/mL): Se pesaron aproximadamente 156,0 mg de placebo
y 24,0 mg de Ketorolaco Trometamina y se transfirieron a un matraz volumétrico
actinico de 100 mL. Se anadieron 50 mL de solucion diluyente y la mezcla se
sometié a ultrasonido hasta lograr la completa disolucidon. Posteriormente, se
diluyd a volumen con la misma solucion diluyente y se homogenizo
cuidadosamente. Se tomo6 una alicuota de 3,0 mL y se transfiri6 a un matraz
volumétrico actinico de 25 mL, se diluyé a volumen con solucion diluyente y se
homogenizé nuevamente. La solucion se filtré a través de una membrana RC de

0,22 ym de porosidad y se inyecto en el sistema cromatografico.

E. Calculo de la incertidumbre de medida

La estimacion de la incertidumbre de medicidon del método cromatografico UPLC para la

valoracion de Ketorolaco Trometamina se realizé conforme a las directrices establecidas

en la guia EURACHEM en cumplimiento de los requisitos de la norma ISO/IEC

17025:2017, que establece la obligatoriedad de identificar, cuantificar y reportar la

incertidumbre asociada a los resultados analiticos cuantitativos.

El mensurando se definié como el contenido de Ketorolaco Trometamina expresado en

mg por comprimido recubierto, determinado a partir de la respuesta cromatografica

obtenida por UPLC y referida a un patrén de referencia certificado. EIl modelo matematico

empleado considera las variables criticas del procedimiento analitico, incluyendo la
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respuesta instrumental del analito y del estandar, el peso del patron, su potencia
certificada, los volumenes de aforo y alicuotas, asi como el peso promedio de la muestra
analizada.

Las fuentes de incertidumbre fueron identificadas mediante un analisis causa-efecto
(diagrama de Ishikawa), agrupandose en componentes de tipo A y tipo B. Las
contribuciones de tipo A incluyeron la repetibilidad del método y la precision intermedia,
evaluadas estadisticamente a partir de los resultados experimentales. Las contribuciones
de tipo B consideraron la incertidumbre asociada a la calibracion de la balanza analitica,
la exactitud del material volumétrico, la pureza y potencia del estandar de referencia y la
estabilidad del sistema cromatografico.

Cada componente fue cuantificado y convertido a incertidumbre estandar relativa. La
incertidumbre combinada (uc) se obtuvo mediante la suma cuadratica de todas las
contribuciones individuales, de acuerdo con el modelo matematico definido. Finalmente,
la incertidumbre expandida (U) se calculdé aplicando un factor de cobertura k = 2,
correspondiente a un nivel de confianza aproximado del 95 %, permitiendo expresar el

resultado analitico de forma completa, trazable y técnicamente sustentada.

3.2.3.1.3. Recursos
Equipos:

- Cromatografo liquido de ultra alta resolucion (UPLC) con arreglo de diodos

> Marca: Waters
> Modelo: UPLC H-CLASS
> Serie: PUR-UPLCHACX-05

- Bano ultrasénico

> Marca: COLE-PALMER
> Modelo: 08895-76
» Serie: ETO11335F0006

- Campana de extraccién (Sorbona)

> Marca: STE DIAMANLAB
> Serie: 3751-00000100
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Balanza analitica

> Marca: Sartorius
» Modelo: MSA524S-100-DlI
> Serie: 32507876

Microbalanza analitica

> Marca: Sartorius
> Modelo: MCA125S-2S00-I
> Serie: 0043802675

Insumos y materiales:

Pipetas:

> 1mL
> 3mL
> 7mL

Matraces volumeétricos:

> 20mL
> 25mL
> 100mL

Filtros RC

> Marca: FINETECH
> Diametro: 25mm
> Porosidad: 0,2um

- Columna cromatografica:

Marca: ACQUITY UPLC BEH SHIELD (RP18)
Serie: 1953117518305

Lote: 195311751

Clasificacion USP: L1

Tamaio de particula: 1,7 ym

vV V V V V
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» Longitud: 100 mm
> Diametro interno: 2,1 mm

Reactivos:
- Acetonitrilo grado HPLC

> Marca: J.T. BAKER
> Lote: J33W61
> Pureza: 99,990%

- Metanol grado HPLC

> Marca: J.T. BAKER
> Lote: J19W31
> Pureza: 99,974%

- Acido Acético Glacial

> Marca: J.T. BAKER
> Lote: JO3W68
» Pureza: 99,980%

- Agua tipo 1
- Estandar de referencia de Ketorolaco Trometamina

» Marca: Sigma Aldrich
> Lote: LRAD1038
» Pureza: 99,7

Elementos de seguridad:

» Bata de laboratorio.
» Guantes de Nitrilo.
» Gafas de seguridad.

3.2.3.1.4. Analisis estadistico
El analisis estadistico de los datos obtenidos durante la verificacion del método

cromatografico UPLC para la valoracion de Ketorolaco Trometamina se realizé con el
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objetivo de evaluar objetivamente el desempeno analitico del procedimiento bajo las
condiciones reales del laboratorio. Los analisis se efectuaron de acuerdo con los
lineamientos establecidos en la USP <1226>, considerando un nivel de significancia de
a = 0,05.

Para el analisis descriptivo se calcularan la media, la desviacidén estandar y el coeficiente
de variacion (%CV) para evaluar la precisién del método en los distintos niveles de
concentracion (bajo, medio y alto); adicionalmente, el porcentaje de recuperacion (%R)
y el porcentaje de error (%E) se emplearan para determinar la exactitud del método,

valorando su cercania al valor tedrico esperado en cada condicion evaluada.

Los parametros evaluados mediante herramientas estadisticas incluyeron la linealidad,
precision (repetibilidad e intermedia) y exactitud, mientras que la especificidad se evalué

mediante criterios cualitativos y cromatograficos.

En la siguiente tabla se muestran los criterios de decision que realizan en cada parametro

de verificacion:

Tabla 3.4 Criterios de decisidon a cada parametro de verificacién

Prueba Criterio de decision Conclusioén
Linealidad
r 2 0.995
Coeficiente de Las variables si estan correlacionadas

. Aceptamos Ho
correlacion Pearson

(1) r <0.995 ) .
Las variables no presentan correlacion
Rechazamos Ho

El método es lineal en el rango de

R22=0.990
Coeficiente de trabajo
determinacion (R2) El método no es lineal en el rango de
R2 < 0.990
trabajo
Analisis de La distribucién de los residuales El método es lineal en el rango de
residuales es aleatoria trabajo
Se rechaza la hipétesis nula y se
Prueba de Sip <a(a=0,05) concluye que los datos no son
Normalidad normales
de Shapiro-Wilk Se acepta la hipétesis nula y se

Sip2a (a=0,05)
concluye que los datos son normales

Sip <a(a=0,05)
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Anadlisis de varianza

Rechazamos Ho

de regresion
(ANOVA de

significancia)

Sip 2 a (a=0,05)
Aceptamos Ho

Ho: No existe relacion lineal entre Xy Y
(la pendiente de la recta de regresion
€es cero)

H1: Si existe relacion lineal entre Xy Y
(la pendiente es diferente de cero)

Especificidad

Respuesta

Senfal del analito no afectada

por interferencias

El método es selectivo

Exactitud

El método es exacto dentro de los

98-102% de recuperacion

limites aceptables

Recuperacioén

Coeficiente de variacion CV o
desviacion estandar relativa
RSD <£2.00 %

Es aceptable

Coeficiente de variacion CV o
desviacion estandar relativa

No es aceptable

RSD > 2.00 %

Precision

Analisis de

desviacion estandar

relativa para la
repetibilidad

Coeficiente de variacion CV o
desviacion estandar relativa
RSD <2.00 %

Precision aceptable.

Coeficiente de variacion CV o
desviacion estandar relativa
RSD > 2.00 %

Precision inadecuada.

ANOVA para
precision intermedia

SiP <a(a=0,05)

Se rechaza la hipétesis nula (Ho); al
menos una media es diferente. La
variabilidad es significativa, precision

inadecuada.

SiP 2 a (o= 0,05)

No hay evidencia suficiente para decir
que las medias son distintas. La

variabilidad esta dentro de los limites

aceptables, precisién adecuada.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS

En el presente capitulo se presentan y analizan los resultados obtenidos durante la
verificacion del método analitico por cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UPLC)

para la valoracion de Ketorolaco Trometamina en comprimidos recubiertos de 20 mg.

Los resultados se evaluan en funcion de los criterios de aceptacion establecidos en la
farmacopea USP, especificamente en los capitulos generales <1226>y <621>, asi como
en la guia ICH Q2(R1) y los requisitos metrolégicos de la norma ISO/IEC 17025:2017.

El analisis se estructura considerando la comparacién de las condiciones analiticas del
meétodo UPLC respecto al método farmacopeico original, seguida de la evaluacién de los
parametros de desempeno analitico: precision (repetibilidad y precisién intermedia),
linealidad, exactitud y especificidad, complementados con su interpretacion estadisticay

técnica.

4.1. Equivalencia analitica del método UPLC frente a la USP: condiciones,

preparacion y criterios de aceptacion

La adaptacién del método farmacopeico de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) a tecnologia UPLC se realizé considerando estrictamente los ajustes permitidos

por el capitulo general USP <621>.

La USP establece que el cambio de equipo tecnolégico es aceptable siempre que se
mantenga la equivalencia analitica, la selectividad y la aptitud del sistema. En este
estudio, la fase estacionaria utilizada corresponde a la clasificacion USP L1, equivalente
a la especificada en la monografia oficial, variando unicamente el tamafno de particula,

la longitud y el didmetro interno de la columna, dentro de los limites permitidos.
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El método UPLC empled una columna ACQUITY BEH Shield RP18 (100 mm x 2,1 mm;
1,7 um), flujo de 0,250 mL/min y volumen de inyeccion de 3,0 yL, mientras que el método
USP especifica columna 250 mm x 4,6 mm; 5 ym, flujo 1,2 mL/min y volumen de

inyeccion de 100 pL.

El célculo de la relacion longitud/tamano de particula (L/dp) mostré que el valor obtenido
(58,8) se encuentra dentro del rango de -25 % a +50 % permitido por la USP,
garantizando que la eficiencia cromatografica se mantiene equivalente al método
original. Asimismo, el ajuste del flujo se realiz6 de acuerdo con la ecuacion oficial de la
USP para mantener la velocidad lineal constante, evitando alteraciones en la

selectividad.

La reduccién del volumen de inyeccion a 3,0 uL se consideré adecuada para columnas
de diametro reducido, evitando la sobrecarga de la columna y la distorsion de los picos
cromatograficos. La longitud de onda de deteccion, el diluyente y los criterios de

aceptacion se mantuvieron sin modificaciones respecto al método farmacopeico.

La USP establece que la migracién de HPLC a UPLC es aceptable siempre que se
demuestre equivalencia cromatografica mediante aptitud del sistema y mantenimiento de

selectividad.

Ademas, Gupta et al. (2022) demostraron que la reduccion del tamafio de particula en
UPLC incrementa la eficiencia sin alterar la selectividad cuando se conservan los

parametros geomeétricos equivalentes.

De forma similar, Pawar et al. (2022) reportaron que métodos RP-HPLC y UPLC para
ketorolaco pueden considerarse equivalentes cuando la resolucion y asimetria cumplen

criterios regulatorios.

En conjunto, la comparacién de condiciones analiticas demuestra que el método UPLC
implementado cumple con los requisitos establecidos por la USP para considerarse un
método equivalente al procedimiento oficial. Los resultados y calculos detallados se

especifican en el Apéndice A.

Tabla 4.1 Tabla de los cambios entre el método farmacopeico y el método verificado
ajustado a los lineamientos farmacopeicos
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ITEM Método USP Método para verificar
Dictamen
Equipo HPLC UPLC
Metanol, agua y acido Metanol: Acido Acético
Fase movil ) . Aceptable
acético glacial (55:44:1) 0,5% (55:45)
Diluyente Metanol y agua (1:1) Metanol y agua (1:1) Aceptable
Longitud de onda 254 nm 254 nm Aceptable
4,6 mm x25 cm; relleno | 2,1 mm x10 cm; relleno L1
Columna Aceptable
L1 de5um de 1,7 ym
Velocidad de flujo 1,2 mL/min 0,250 mL/min. Aceptable
Volumen de inyeccién 100 pL 3,0 uL Aceptable
Solucién estandar
24 ug/mL 24 ug/mL Aceptable
(Ketorolaco Trometamina)
Criterios de aceptacion 90,0%-110,0% 90,0%-110,0% Aceptable
4.2. Desempeiio metrolégico del método UPLC: precision, exactitud,
linealidad y especificidad
4.2.1. Especificidad

La especificidad es un parametro critico en la validacion y verificacion de métodos
analiticos, ya que permite demostrar la capacidad del procedimiento para medir
inequivocamente el analito de interés en presencia de otros componentes de la matriz,

tales como excipientes, medios de disolucidén o posibles productos de degradacion.

La especificidad del método se evalu6 mediante el analisis de soluciones placebo,
soluciones de estandar, muestras adicionadas y muestras sometidas a condiciones de
estrés, con el objetivo de identificar posibles interferencias de excipientes o productos de

degradacion.

Los cromatogramas obtenidos mostraron ausencia de sefales interferentes en el tiempo
de retencion del Ketorolaco Trometamina. Asimismo, se observéO una adecuada
separacion entre el pico del analito y los posibles picos asociados a compuestos
relacionados o productos de degradaciéon, cumpliendo con los criterios de resolucion
establecidos por la USP <621>.

Resultados similares fueron reportados en la tesis de Hoyos Sanchez (2025), donde se
validé un método espectrofotométrico UV/VIS para la cuantificaciéon de captopril en

perfiles de disolucién. En dicho estudio, los espectros obtenidos para el estandar y la
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matriz con principio activo mostraron maximos de absorcion bien definidos (220 nm vy
217 nm, segun el pH), sin superposicion significativa con las sefales del placebo ni del
medio de disolucion. Ademas, los porcentajes de interferencia reportados fueron
inferiores al 2 % en todos los medios evaluados (pH 1,2; 4,5 y 6,8), lo que respalda la
capacidad del método para discriminar adecuadamente el analito en diferentes
condiciones de pH. La concordancia entre ambos estudios sugiere que, tanto en métodos
espectrofotométricos como cromatograficos, la evaluacion de la especificidad frente a la
matriz es un requisito indispensable para asegurar la confiabilidad de los resultados

analiticos.

En consecuencia, el método UPLC es especifico para la determinacion de Ketorolaco

Trometamina en comprimidos recubiertos de 20 mg.

Tabla 4.2 Resultados del parametro de selectividad del método UPLC

L Interferencia
.. Descripcion Resultado Cumple .
Evaluacion o en tR del Observacion
de la muestra cromatografico . /' No
analito
cumple
No se observan . B
) ) ) ) No existe sefial
Blanco Diluyente sin picos en el tiempo )
. ) . No Cumple | interferente del
(diluyente) analito de retencion del .
] sistema
analito
No se detectan
» | _ No hay
Excipientes sin | picos en el tiempo . i
Placebo o ] . No Cumple | interferencia de
principio activo de retencion del o
excipientes
Ketorolaco
Ketorolaco Pico definido, Senal
Estandar Trometamina simétrico y bien No aplica Cumple caracteristica
0,024 mg/mL resuelto del analito
Muestra ] Pico del analito Cuantificacion
Matriz con .
(placebo + ) claramente No Cumple sin
analito ) - ) .
activo) identificado interferencias
Estandar + Picos separados
Estandar ] Adecuada
compuestos del analito. .
con . ) No Cumple | separacion de
. relacionados A, Resolucién no )
impurezas impurezas
B,CyD menos de 1,5
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Posibles productos
Método
Degradacion Muestras a de degradacion .
o No Cumple estabilidad-
térmica 80°C /24 h separados del o
indicativo
analito
Picos de No hay
Degradacion HCI0,2 N/ degradacion no interferencia
o No Cumple
acida 80°C/2h coeluyen con el por
analito degradacion
Ketorolaco
Trometamina Espectro puro del
Barrido 0,024 mg/mL analito sin Confirmacion
espectral sometido a superposicion No Cumple de pureza
(DAD) barrido Purity angle < espectral
espectral 200— Purity threshold
400 nm
422, Linealidad
4.2.21. Linealidad del Sistema

La linealidad del sistema se evalud en un rango amplio de concentraciones, comprendido

entre el 60 % y el 140 % de la concentracion nominal.

El andlisis de regresion lineal mostré un coeficiente de determinaciéon (R?) de 0,9987,
indicando una excelente correlacion entre la respuesta cromatografica y la concentracion
del analito. El analisis de varianza de la regresion evidencié un valor p < 0,05, entonces

la relacién entre concentracion y respuesta es estadisticamente significativa.

Adicionalmente, el analisis de residuos no mostré tendencias sistematicas ni curvatura,
lo que confirma la adecuacion del modelo lineal en el rango evaluado. Por lo tanto, el

sistema cromatografico presenta una respuesta lineal adecuada.

Tabla 4.3 Resultados obtenidos de las areas vs concentraciones obtenidas en el
analisis para linealidad del sistema.

LINEALIDAD DEL SISTEMA
Nivel Concentracién (mg/mL) Areas
1| 60% 0,014556 238309
2| 80% 0,019408 268522
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100% 0,024260 301862
4| 120% 0,029112 329765
140% 0,033964 357418

LINEALIDAD DEL SISTEMA

400000
357418

350000 329765
301862

300000 268599

250000 238309

AREAS

200000

150000 y=6E+06x + 149445
R*=0,9987

100000
50000
0

0,000000 0,005000 0,010000 0,015000 0,020000 0,025000 0,030000 0,035000 0,040000
CONCENTRACION

Figura 4.1 Resultados obtenidos de las areas vs concentraciones obtenidas en el
analisis para linealidad del sistema.

Tabla 4.4 Resultados obtenidos en el analisis de varianza de la linealidad del
sistema

Fuente | GL SC MC F P
Regresion | 1 | 8967649124 | 8967649124 | 2279,57 | 0,000
Error 3 11801739 3933913
Total 4 | 8979450863

4.2.2.2. Linealidad del método

La linealidad del método se evalud en el rango comprendido entre el 80 % y el 120 % de
la concentracion de trabajo, utilizando muestras preparadas con adicién del principio

activo a la matriz placebo.

Tabla 4.5 Resultados obtenidos de las areas vs concentraciones obtenidas en el
analisis para linealidad del método.

N° NIVEL% | AREAS | CONC REAL (mg/mL)
1 80 178546 0,01932
1 80 178166 0,01944
1 80 180927 0,01944
2 90 240794 0,02220
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2 90 242101 0,02208
2 90 238397 0,02208
3 100 304006 0,02460
3 100 306307 0,02484
3 100 303975 0,02496
4 110 362308 0,02664
4 110 364261 0,02748
4 110 361512 0,02724
5 120 410875 0,02904
5 120 412442 0,02928
5 120 412045 0,02952

La ecuacion de regresion obtenida presentd un coeficiente de determinacion (R?) de

0,9969, cumpliendo ampliamente con los criterios establecidos. Ademas, El analisis de

varianza de la regresion evidencié un valor p < 0,05, entonces la relacién entre

concentracion y respuesta es estadisticamente significativa.

450000

400000

350000

300000

250000

AREAS

200000

150000

100000

50000

0

0,01700 0,01900

LINEALIDAD DEL METODO

0,02100

y=2E+07x - 280683

R?=0,9969

0,02300

0,02500
CONCENTRACION

0,02700

0,02900

Figura 4.2 Resultados obtenidos de las areas vs concentraciones obtenidas en el

analisis para linealidad del método.

Tabla 4.6 Resultados obtenidos en el analisis de varianza de la linealidad del método.

Fuente GL SC MC F P
Regresiéon | 1 1,03461E+11 1,03461E+11 | 4179,77 | 0,000
Error 13 | 3,21785E+08 | 2,47527E+07
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Total 14 | 1,03782E+11

4.2.2.3. Linealidad del sistema y la linealidad del método: analisis y

contraste con estudios publicados

Los resultados obtenidos en la linealidad del sistema y la linealidad del método confirman
que el método analitico por cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UPLC)
verificado para la valoracion de Ketorolaco Trometamina en comprimidos recubiertos de
20 mg presenta un comportamiento lineal adecuado dentro del rango de trabajo
establecido. Los coeficientes de determinacién obtenidos, superiores a 0,99 tanto para
la linealidad del sistema como para la linealidad del método, evidencian una relacion
proporcional y estadisticamente significativa entre la concentracién del analito y la
respuesta cromatografica, cumpliendo con los criterios exigidos por la USP y la guia ICH
Q2.

Huerta Ledn et al. (2024), obtuvieron curvas de calibracion lineales dentro del rango de
concentracion evaluado, con coeficientes de determinacion superiores a 0,99, lo que
confirmé la idoneidad del método cromatografico para la cuantificacion precisa de
nistatina en unguento por cromatografia liquida. La similitud con los resultados obtenidos
en el presente trabajo indica que la seleccidon adecuada del rango de trabajo y la
estabilidad del sistema analitico son factores clave para garantizar un comportamiento

lineal reproducible.

Ademas, los resultados obtenidos en la linealidad para la determinacion de Ketorolaco
Trometamina son consistentes con lo reportado por Olivo et al. (2025), quienes validaron
un método interno preciso mediante UHPLC/UV para la cuantificaciéon de busulfan en
plasma humano con fines de monitoreo terapéutico. En dicho estudio, las curvas de
calibracion construidas en un rango de concentracion de 0,5 a 10 ug/mL mostraron
coeficientes de determinacion superiores a 0,99, demostrando una respuesta lineal del
sistema cromatografico incluso en una matriz biolégica compleja como el plasma. Esta
concordancia respalda que los sistemas UHPLC/UPLC, cuando se encuentran
correctamente ajustados y verificados proporcionan respuestas lineales robustas y

reproducibles en distintos rangos de concentracion y tipos de matriz.
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Asi mismo, los resultados obtenidos en esta tesis se alinean con el estudio desarrollado
por Grecco et al. (2019), quienes determinaron parabenos en muestras de leche materna
mediante microextraccidn dispersiva liquido-liquido (DLLME) acoplada a cromatografia
liquida de ultra alto rendimiento. Los autores reportaron coeficientes de determinacién
superiores a 0,99, confirmando la linealidad del método propuesto. Cabe resaltar que, a
pesar de tratarse de una matriz altamente compleja y de un procedimiento de
preparacion de muestra mas exigente, la técnica UHPLC mantuvo un desempeiio lineal
adecuado, lo que evidencia la alta capacidad de estas tecnologias para conservar la

proporcionalidad entre sefial y concentracion del analito.

Es decir, la adecuada linealidad obtenida en el método verificado respalda la validez del
método UPLC para su aplicacion rutinaria en el control de calidad farmacéutico,
asegurando que pequefias variaciones en la concentracion del principio activo se reflejen
de manera proporcional en la respuesta analitica. Esto es particularmente relevante para
la valoracion de Ketorolaco Trometamina, donde la exactitud del contenido declarado es
critica para garantizar la eficacia terapéutica y el cumplimiento de las especificaciones

farmacopeicas.
4.2.3. Precision
4.2.3.1. Repetibilidad del sistema

Se realizaron 6 inyecciones consecutivas de solucién estandar de concentracion 0,024

mg/mL y se evaluaron los requisitos de aptitud del sistema.

Tabla 4.6 Resultados obtenidos en las 6 inyecciones de estandar 0,024mg/mL y

resultados de aptitud del sistema.

Inyeccion Areas Altura Platos tedricos Tailing |
1 298190 48186 12969 1,1
2 299104 48117 13002 1,1
3 298174 48388 12962 1,1
4 299438 47993 12934 1,1
5 300307 48318 12852 1,1
6 300160 47928 12935 1,1
Promedio 299228,8333 48155 12942 1,1
DS 925,27799 179,46365
%RSD 0,30922 0,37268
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4.2.3.2. Repetibilidad del método

La repetibilidad se evalu6 mediante la realizacion de multiples determinaciones
independientes bajo condiciones idénticas de analisis. El valor promedio obtenido fue de
99,59% vy los valores individuales se encuentran dentro del intervalo establecido de
90,0% - 110,0% de contenido de Ketorolaco Trometamina, con una desviacion estandar
relativa (%RSD) de 1,86 %, valor que se encuentra por debajo del limite maximo del 2,0

% establecido por la USP para ensayos de valoracion.

Estos resultados evidencian una adecuada consistencia del método cuando se ejecuta

en condiciones controladas, confirmando que la variabilidad es minima y aceptable.

Tabla 4.7 Resultados de las recuperaciones obtenidas en el analisis de repetibilidad.

Repeticiones Resultados
1 98,9%
2 98,6%
3 100,4%
4 99,6%
5 103,3%
6 99,6%
7 101,5%
8 99,6%
9 97,4%
10 97,0%
promedio 99,59%
DS 1,85679
% RSD 1,86443

4.2.3.3. Precision intermedia

La precisién intermedia se evalué considerando la variabilidad introducida por diferentes
analistas y diferentes dias de analisis, manteniendo constantes el método, el equipo y

las condiciones cromatograficas.
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Los resultados obtenidos mostraron valores promedio comprendidos entre 98,8 % y
100,0 %, con desviacion estandar relativa (%RSD) inferiores al 2,0 % en todos los casos,

cumpliendo con los criterios establecidos para ensayos de valoracién segun la USP.

El analisis de varianza (ANOVA) aplicado a los resultados arrojé un valor de p igual a
0,272, superior al nivel de significancia establecido (a = 0,05). Este resultado indica que
no existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias obtenidas por los
diferentes analistas y dias de analisis, por lo que la variabilidad observada puede

atribuirse al error experimental normal del método.

Con lo antes expuesto, el método UPLC presenta una precisién intermedia adecuada y

reproducible bajo las condiciones reales del laboratorio.
A continuacién se detallan los resultados obtenidos en el analisis:

Tabla 4.8 Resultados de las recuperaciones obtenidas en el analisis de precision
intermedia entre analistas y en diferentes dias.

DIA 1 DIA 2 DIA 3
ANALISTA
DATOS A B C
1 96,9 98,5 99,5
2 99,1 101,8 98,6
3 99,5 98,7 98,9
4 98,0 99,5 99,5
5 100,3 98,7 102,7
6 101,1 98,2 100,2
7 100,4 99,5 102,7
8 97,5 101,1 100,4
9 98,0 102,1 99,0
10 97,4 97,3 98,1
Promedio 98,8 99,5 100,0
DS 1,46120 1,61259 1,60014
% RSD 1,47865 1,62004 1,60078

Tabla 4.9 Resultados obtenidos en el andlisis de varianza de la precision intermedia.

Fuente GL

SC

MC

F

P

Analista 2

6,648

3,324

1,37

0,272
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Error 27 65,664 2,432
Total 29 72,312

Se obtuvo un valor de p = 0,272 lo que significa que:

— No existen diferencias significativas entre analistas/dias

— Precisién intermedia aceptable

Tabla 4.10 Resultados obtenidos en la prueba de normalidad de los analistas A, By C.

items Analista A Analista B Analista C
Resultados p 0,421 0,234 0,085

4.2.3.4. Precisidn: analisis y contraste con estudios publicados

La precision del método UPLC verificado en la presente tesis fue evaluada mediante
estudios de repetibilidad y precision intermedia, de acuerdo con los lineamientos
establecidos en la USP <1226> e ICH Q2(R1). Los resultados obtenidos mostraron
valores de %RSD de 1,86 % para la repetibilidad y valores inferiores al 2,0 % para la
precision intermedia, sin diferencias estadisticamente significativas entre analistas y dias
de analisis (ANOVA, p = 0,272), lo que evidencia una variabilidad controlada y atribuible

unicamente al error experimental normal del método.

Estos resultados son comparables con los reportados por Pawar et al. (2022), quienes
desarrollaron y validaron un método RP-HPLC para la cuantificacién de ketorolaco
trometamina en materia prima y diversas formulaciones farmacéuticas. En dicho estudio,
los autores informaron valores de %RSD intra-dia entre 1,25 % y 1,58 % y %RSD inter-
dia entre 1,02 % y 1,52 %, todos dentro del criterio de aceptacion de ICH Q2 (%RSD <
2). Asimismo, la evaluacion de la repetibilidad mediante cinco inyecciones consecutivas
a 8 uyg/mL arrojé un %RSD de 0,22 %, reflejando una minima variabilidad instrumental y
una elevada estabilidad del sistema cromatografico. Aunque este valor es inferior al
observado en la presente tesis, la diferencia puede atribuirse a que Pawar et al.
evaluaron unicamente la repetibilidad instrumental del estandar, mientras que en este
estudio se evalué la repetibilidad instrumental con 6 inyecciones de estandar y, ademas,

se consideraron muestras de placebo mas materia prima, incorporando variabilidad
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asociada a la preparacion de muestra y a la matriz farmacéutica, lo cual representa una

evaluacion mas exigente y cercana a las condiciones reales de control de calidad.

Por otro lado, Chauhan, Bansal y Agrawar (2024 ) realizaron una validacién de un método
RP-HPLC estabilidad-indicativo para ketorolaco trometamina, en el cual los valores de
%RSD para precision intra-dia e intermedia se mantuvieron por debajo del 2 % en todo
el rango evaluado (5-30 ug/mL). Este estudio incorpord variaciones deliberadas de
analista, equipo y condiciones cromatograficas (como por ejemplo el uso de una columna
Inertsil ODS 3, 100mm X 2.1mm, 5um), lo que refuerza la robustez de los resultados de
precision. En comparacion, la presente tesis obtuvo resultados de precision intermedia
estadisticamente equivalentes, demostrando que el método UPLC verificado mantiene
un desempeno reproducible incluso al migrar desde un método farmacopeico HPLC
hacia una tecnologia de mayor eficiencia analitica, sin comprometer la confiabilidad de

los resultados (Chauhan, Bansal y Agrawal, 2024).

En un contexto metodologico distinto, Delgado et al. (2022) validaron tres métodos
analiticos por espectrofotometria UV para la cuantificacion de acetaminofén, evaluando
la precision a partir del Factor de Respuesta (Fr = Abs/Conc) y el Coeficiente de Variacion
porcentual (CV%) del sistema. Los autores establecieron como criterio de aceptacion un
CV% = 2 %, obteniendo valores de 0,41 %, 1,00 % y 0,86 % para los tres métodos
evaluados, respectivamente, concluyendo que todos presentan adecuada precision tanto
en términos de repetibilidad como de reproducibilidad. Aunque estos valores son
numéricamente inferiores a los observados en métodos cromatograficos, es importante
considerar que la espectrofotometria UV implica una menor complejidad instrumental y
menor numero de etapas criticas, o que tiende a reducir la variabilidad global del

sistema.

El contraste entre los estudios espectrofotométricos y cromatograficos pone de
manifiesto que, si bien los valores absolutos de CV% o %RSD pueden variar en funcion
de la técnica analitica empleada, del tipo de muestra y del disefio experimental, todos
los métodos cumplen de manera consistente con los criterios regulatorios de precisiéon
establecidos por ICH, USP y normativas oficiales. En este sentido, los resultados
obtenidos en la verificacion del método para la determinacion de Ketorolaco

Trometamina se encuentran plenamente alineados con la literatura cientifica y
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demuestran que el método UPLC verificado presenta una precisién adecuada y confiable
para su aplicacién en el control de calidad farmacéutico, incluso bajo condiciones

analiticas mas exigentes y representativas del uso rutinario.
4.2.4. Exactitud

La exactitud del método se evalu6 mediante estudios de recuperacion por adicion
conocida del analito a la matriz placebo, en tres niveles de concentracion: 80 %, 100 %

y 120 % del valor nominal.

Las recuperaciones promedio obtenidas en los tres niveles se encontraron dentro del
intervalo de 98,0 % a 102,0 %, con valores de %RSD inferiores al 2,0 %, cumpliendo con
los criterios establecidos para ensayos de valoracion de principios activos en formas

farmacéuticas solidas.

Estos resultados demuestran que el método no presenta sesgo sistematico y es capaz
de cuantificar de manera veraz el contenido de Ketorolaco Trometamina en presencia de

los excipientes de la formulacion.

Tabla 4.11 Resultados obtenidos en el analisis de exactitud.

items 80% 100% 120%

1 98,1% 98,4% 98,7%

2 100,3% | 101,1% 98,0%

3 100,1% 99,7% 99,6%

PROMEDIO 99,5% 99,7% 98,8%
DS 1,20011 | 1,36650 | 0,79708
%RSD 1,20601 | 1,37008 | 0,80690

Las recuperaciones promedio obtenidas oscilaron entre 98,8 % y 99,7 %, con valores de
%RSD inferiores al 2,0 %, cumpliendo con los criterios establecidos por la USP y la ICH
Q2(R1) para ensayos de valoracion.

Estos resultados son altamente concordantes con los reportados por Al Mamun et al.
(2026), quienes informaron recuperaciones promedio de 99,96 % para esomeprazol y
99,934 % para ketorolaco trometamina en su método RP-HPLC validado. La similitud
entre ambos estudios evidencia que, independientemente de la plataforma
cromatografica empleada (HPLC o UPLC), el procedimiento analitico permite cuantificar

el principio activo sin sesgo sistematico significativo. la coincidencia en los valores de
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recuperacion indica que la adaptacién del método farmacopeico a tecnologia UPLC no
introduce errores sistematicos, manteniendo la trazabilidad del resultado analitico
respecto al valor verdadero del mensurando. Esto es particularmente relevante en
ensayos de valoracion, donde la exactitud impacta directamente en la decision de
conformidad del lote.

Igualmente, Zavaleta Juarez et al. (2024) reportaron porcentajes de recuperacion
cercanos al 100 % en la validacion de un método espectrofotométrico UV-visible para la
cuantificacion de alcaloides totales, con valores comprendidos dentro del rango
aceptable de 98 % a 102 % y coeficientes de variacion menores al 2 %. Aunque la técnica
instrumental empleada difiere de la utilizada en el presente estudio, la coincidencia en
los resultados de exactitud pone de manifiesto que la adecuada preparacion de muestras
y estandares, asi como el control del procedimiento analitico, son determinantes para
minimizar el error sistematico.

La exactitud demostrada por el método UPLC verificado confirma que el procedimiento
es capaz de medir de manera veraz el contenido de Ketorolaco Trometamina en
comprimidos recubiertos de 20 mg, con un desempefio comparable al de métodos
cromatograficos validados y reportados en la literatura cientifica, lo que respalda su

aplicacion en el control de calidad farmacéutico rutinario.

4.3. Incertidumbre de mediciéon del procedimiento UPLC: fuentes de

variabilidad y cuantificacién
4.3.1. Calculo de la incertidumbre de medicion
4.3.1.1. Definicion del mensurando

Contenido de Ketorolaco Trometamina en comprimidos recubiertos de 20 mg (% del valor
declarado).

Resultado promedio del método 99,59%.

4.3.1.2. Identificacion de componentes de incertidumbre

Tabla 4.12 Tabla de Componentes y fuentes de incertidumbre

Componente Fuente
Uy Repetibilidad del método
u; Precision intermedia
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Uz Balanza analitica

Uy Material volumétrico

Ug Potencia del estandar

4.3.1.3. Calculo de cada componente

4.3.1.3.1. Incertidumbre por repetibilidad (Tipo A)
%RSD repetibilidad = 1,864 %
n=10

1,864
Upep = 2 = 0,589% 4.1)

4.3.1.3.2. Incertidumbre por precision intermedia (Tipo A)

Desviacion estandar agrupada del ANOVA:

s =1,559 %
n =30
Uing = % = 0,285% (4.2)

4.3.1.3.3. Incertidumbre de la balanza (Tipo B)

Incertidumbre: £0,1 mg

Distribucién rectangular

Upy = % = 0,058% (4.3)
4.3.1.3.4. Incertidumbre del material volumétrico (Tipo B)

Matraces clase A:
¢ Incertidumbre combinada: 0,12 %
Upo, = 0,12% (4.4)

4.3.1.3.5. Incertidumbre del material volumétrico (Tipo B)
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Certificado del estandar:
Potencia: 99,7 %

Incertidumbre: +0,3 %

Ugpg = % = 0,173% (4.5)

4.3.1.3.6. Tabla de componentes de incertidumbre

Fuente de incertidumbre | Tipo | Valor (%) ui?
Repetibilidad A 0,589 0,347
Precision intermedia A 0,285 0,081
Balanza analitica B 0,058 0,003
Material volumétrico B 0,120 0,014
Estandar de referencia B 0,173 0,030
Suma cuadratica I 0,475 |

4.3.1.3.7. Incertidumbre combinada
u, =+/0,475 = 0,689% (4.6)

4.3.1.3.8. Incertidumbre expandida (k = 2)

U=2x0,689 = 1,38% (4.7)

4.3.1.3.9. Expresion final del resultado

Contenido de Ketorolaco Trometamina = 99,59 % + 1,38 % (k = 2; 95 % IC)

4.3.2. Analisis de la incertidumbre de medicion frente a investigaciones

publicadas.

La incertidumbre de medicidén obtenida para el método UPLC verificado refleja de manera
integral la variabilidad inherente al procedimiento analitico aplicado a la valoracién de
Ketorolaco Trometamina en comprimidos recubiertos de 20 mg. El analisis evidencié que
las principales contribuciones a la incertidumbre total corresponden a la preparacién de
soluciones (pesadas y aforos), la precisién intermedia del método y la variabilidad

instrumental asociada a la respuesta cromatogréfica.

La incertidumbre combinada calculada permitié determinar una incertidumbre expandida

gue se mantiene dentro de valores aceptables para ensayos de valoracion farmacéutica,
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considerando los limites de especificacion establecidos por la USP (90,0 % — 110,0 %).
Este resultado indica que la variabilidad analitica no compromete la capacidad del
meétodo para discriminar adecuadamente entre resultados conformes y no conformes,
incluso cuando los valores obtenidos se aproximan a los limites de aceptacion.
Resultados similares han sido reportados por Toro (2024), quien estim¢ la incertidumbre
en métodos cromatograficos HPLC aplicados a productos farmacéuticos, concluyendo
que la mayor contribucién proviene de la preparacion de soluciones y de la precision
intermedia, mientras que la contribucion del sistema cromatografico resulta
comparativamente menor cuando se cumplen los criterios de aptitud del sistema. De
manera concordante, Ellison (2020) sefialan que, en métodos cromatograficos
cuantitativos, la incertidumbre global suele estar dominada por factores metrolégicos
previos a la inyeccion, mas que por la respuesta instrumental propiamente dicha.
Asimismo, EURACHEM (2012) destaca que la inclusion de la incertidumbre de medicién
en métodos de control de calidad farmacéutico fortalece la toma de decisiones
regulatorias, ya que permite evaluar la conformidad del producto considerando la
variabilidad analitica real. En este sentido, la incertidumbre estimada en el presente
estudio respalda la confiabilidad del método UPLC verificado y su idoneidad para su
aplicacion rutinaria en la liberacion de lotes y estudios de estabilidad.

En consecuencia, la estimacion de la incertidumbre de medicién confirma que el método
UPLC no solo cumple con los parametros clasicos de verificacion (precision, exactitud,
linealidad y especificidad), sino que también satisface los requisitos metrologicos
exigidos por la norma ISO/IEC 17025, aportando solidez técnica y regulatoria a los

resultados reportados.
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CAPITULO 5
51. CONCLUSIONES

La comparacion sistematica entre el método UPLC implementado y el procedimiento
farmacopeico descrito en la USP demostrd equivalencia analitica conforme a los ajustes
permitidos por el capitulo general <621>. El calculo de la relacién longitud/tamafio de
particula (L/dp) evidencid que el valor obtenido para la columna UPLC (=59) se mantiene
dentro del intervalo de —25 % a +50 % respecto al método original (50), cumpliendo los
criterios regulatorios establecidos. Asimismo, los ajustes en flujo y volumen de inyeccion
se realizaron conforme a las ecuaciones oficiales de la USP para mantener la velocidad
lineal y evitar sobrecarga de columna, preservando la selectividad y la eficiencia
cromatografica. Los criterios de aptitud del sistema (%RSD del estandar < 2,0 %,
asimetria < 2,0 y numero de platos = 1700) fueron satisfechos, confirmando que la
migracion tecnolégica de HPLC a UPLC mejoré la eficiencia analitica sin comprometer
la confiabilidad del procedimiento. En consecuencia, el método UPLC es congruente con
la monografia farmacopeica y apto para su aplicacion rutinaria en el control de calidad

de Ketorolaco Trometamina 20 mg.

El método UPLC verificado demostré un desempefio analitico robusto bajo las
condiciones reales del laboratorio. La especificidad fue confirmada mediante la ausencia
de interferencias del placebo y de productos de degradacion en el tiempo de retencion
del analito, evidenciando adecuada resolucién cromatografica conforme a USP <621>.
La linealidad del sistema (R? = 0,9987) y del método (R? = 0,9969) mostré una relacién
proporcional y estadisticamente significativa entre concentracion y respuesta (p < 0,05),
cumpliendo con ICH Q2. La precision presentdé %RSD de 1,86 % en repetibilidad y
valores inferiores al 2,0 % en precision intermedia, sin diferencias significativas entre
analistas o dias (ANOVA, p = 0,272), lo que confirma variabilidad controlada. La exactitud
evidencié recuperaciones promedio entre 98,8 % y 99,7 %, con %RSD < 2,0 %,
demostrando ausencia de sesgo sistematico. En conjunto, los resultados verifican que el
método cumple los criterios de desempeno establecidos por USP <1226> e ICH Q2,
garantizando respuesta proporcional, reproducibilidad y veracidad para la valoracion

rutinaria del producto terminado.
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La estimacién de la incertidumbre de medicion, desarrollada conforme a las directrices
de EURACHEM y en cumplimiento de la norma ISO/IEC 17025:2017, permitioé cuantificar
de manera integral la variabilidad total del procedimiento del método UPLC. La
incertidumbre combinada se obtuvo mediante la suma cuadratica de los componentes
tipo A y tipo B, identificandose como principales contribuyentes la repetibilidad, la
precision intermedia y la preparacion de soluciones (pesadas y aforos), mientras que la
contribucion instrumental resulté comparativamente menor. La incertidumbre expandida
obtenida (99,59 % * 1,38 %, k = 2; 95 % de confianza) se mantiene dentro de limites
aceptables para ensayos de valoracién farmacéutica, sin comprometer la decisién de
conformidad frente al intervalo farmacopeico de 90,0 % — 110,0 %. Este resultado
refuerza refuerza la trazabilidad metrologica del resultado, la confiabilidad de la
conformidad frente a los limites especificados y la idoneidad del método UPLC para
sustentar decisiones técnicas relacionadas con liberacién de lotes y estudios de

estabilidad bajo condiciones reales de laboratorio.

52. RECOMENDACIONES

Incorporar de manera sistematica la estimacion y revision periddica de la incertidumbre
de medicidén, especialmente ante cambios en equipos, columnas cromatograficas,
analistas o condiciones operativas, para asegurar el cumplimiento continuo de la norma
ISO/IEC 17025.

Realizar estudios complementarios de robustez, evaluando variaciones deliberadas en
parametros criticos (flujo, temperatura de columna, composicién de la fase mavil), con el
fin de fortalecer aun mas la evidencia de estabilidad. Se recomienda incorporar la
evaluacion del efecto matriz como un estudio complementario dentro de la verificacion
del método analitico, con el fin de fortalecer la evidencia de que los excipientes no
afectan la cuantificacion del analito. Extender la aplicacion del enfoque de verificacion
utilizado en este estudio a otros métodos farmacopeicos que sean migrados de HPLC a

UPLC dentro del laboratorio, utilizando este trabajo como modelo técnico y documental.

Promover la capacitacion continua del personal analitico en temas de verificacion de
meétodos, analisis estadistico e incertidumbre de medicién, fortaleciendo la competencia
técnica del laboratorio y la confiabilidad de los resultados reportados.
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7. Apéndices y anexos

7.1. Apéndice A: Equivalencia del método UPLC con los lineamientos de la
USP

Equipo
La USP establece que el sistema instrumental puede cambiar siempre que:
« La fase estacionaria siga siendo equivalente.
« Se mantenga la aptitud del sistema.
« Se mantenga la selectividad.
La USP no restringe el cambio de equipo tecnologico (HPLC — UPLC).

Es uno de los cambios mas comunes y totalmente permitidos.

Fase movil

USP permite: “Ajustes de la composicidn de la fase maovil: £30 % relativo en componentes
minoritarios y 10 % absoluto en cualquier componente.”

El acido acético en el método USP es un componente minoritario (< 1 %).

Sustituir 1 % por 0,5 % NO cambia la naturaleza acida

Tamaio de particula y longitud

USP permite cambiar tamafo de particula y longitud si:
“La relacion L/dp permanece dentro del intervalo de =25 % a +50 %.”
Se calcula:

Método USP

L/dp =250 mm /5 uym =50

Método UPLC

L/dp =100 mm /1.7 ym = 59

Comparacion:

59 esta dentro del rango permitido (-25 % a +50 %):
50 -25% =375

50 +50 % =75
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Diametro interno
USP <621> permite explicitamente: “Se puede ajustar el diametro interno incluso sin

cambio de L o dp.” Por lo tanto, 4,6 mm — 2,1 mm es totalmente aceptable.

Volumen de inyeccién
3 uL esta por debajo del volumen equivalente USP, por lo tanto:
» No genera sobrecarga de columna

» No distorsiona picos

Flujo

Método USP:
1.2 mL/min
Método UPLC
0.250 mL/min

Es aceptable porque esta ajustado segun la ecuacién oficial USP para mantener la

velocidad lineal:

_ dc? dp,
F,=F —dcf o, (7.1)

Cuando se aplica esta férmula a la tabla, el flujo de 0,25 mL/min es razonable y dentro
de USP.

Ademas, USP permite £50 % de ajuste en flujo luego del ajuste geométrico.
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7.2. Apéndice B: Cromatogramas pertenecientes a solucién estandar y

solucién placebo (sin activo)

Especificidad

0.050+ J

0.040

0.030+

AL
T

[ACTT

0.020

0.010

0.000

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 2.00 9.00 10.00
Winutes

Figura B.1 Cromatograma del estandar de Ketolaco Trometamina 0,024mg/mL

0.0001
”'””””'WMM
-0.0001-
-0.0002-
-0.0003

-0.0004+

T T T T T T L — T —T—T— —T—T— —T—T —T—T—T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes

Figura B.2 Cromatograma de placeblo sin activo
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7.3. Apéndice C: Resultados y graficas de los anadlisis estadisticos de la

linealidad del sistema

Linealidad del sistema

Analisis de regresion lineal
La ecuacion de regresion es
Areas = 149445 + 149730 Nivel

Tabla 7.1 Resumen del modelo

S R-cuad. R-cuad. (ajustado)
1983,41 99,87% 99,82%

Tabla 7.2 Analisis de Varianza

Fuente GL |SC MC F P
Regresion |1 |8967649124 |8967649124 |2279,57 (0,000
Error 3 [11801739 3933913

Total 4 18979450863

Grafica de linea ajustada
Areas = 149445 + 149730 Nivel

380000

Regresian
— — T de95%

360000 ===~ IP de95%

5 195341
R-cuad. 99,9%
R-cuad. (ajustadao) 99.8%

240000

320000

300000

Areas

280000

250000

240000

220000
05 06 o7 08 09 10 11 12 13 14

Nivel

Figura C.1 Grafica de regresion lineal de la linealidad del sistema.
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Graficas de residuos para Areas

Griafica de probabilidad normal vs. ajustes
= L]
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5" . :
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2000 *
~5000 3500 o 500 5000 B0 00 0000 33000 350000
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w
-
£
1000 0t
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Figura C.2 Grafica de residuos para las areas obtenidas en la linealidad del sistema.
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(la respuesta es Areas)
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Figura C.3 Residuos vs areas
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Normalidad de los residuos

Grafica de probabilidad de RESID1

Normal
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Figura C.4 Grafica de probabilidad de residuos
Grafica de corridas de RESID1
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Valor p apraoximado para crear conglomeradao: 0,331 | | Valor p aproximado para las tendencias: 0,092
Valor p aproximadao para las mezclas: 0,569 | Valor p aproximado para la oscilacion: 0,908

Figura C.5 Grafica de corrida de residuos
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7.4. Apéndice D: Resultados y graficas de los analisis estadisticos de

linealidad del método

Tabla 7.3 Tabla de resultados Linealidad del método

Nivel 80% 90% 100% 110% 120%

1 178546 240794 304006 362338 410875

2 178166 242101 306307 364261 412442
LINEALIDAD |3 180927 238397 303975 361512 412045

PROMEDIO | 179213 240430,667 |304762,667 |362703,667 |411787,333

DS 1496,4782 |1878,53995 |1337,52171 |1410,50854 |814,657188

% RSD 0,8350277 |0,78132294 |0,43887321 |0,38888731 |0,19783445

La ecuacioén de regresion es
AREAS = - 280683 + 23649774 CONC REAL (mg/mL)

Tabla 7.4 Tabla de Resumen del modelo

S R-cuad. R-cuad. (ajustado)
4975,21 99,69% 99,67%

Tabla 7.5 Tabla de Resultados Analisis de Varianza

Fuente GL [SC MC F P
Regresion |1 1,03461E+11 |1,03461E+11  |4179,77 |0,000
Error 13 |3,21785E+08 [2,47527E+07

Total 14 |1,03782E+11
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Figura D.1 Grafica de regresion lineal de la linealidad del método

Graficas de residuos para AREAS
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Figura D.2 Grafica de residuos para las areas obtenidas en la linealidad del método
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Grafica de corridas de RESID1
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Figura D.5 Grafica de corridas de residuos
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7.5. Apéndice E: Resultados y graficas de los analisis estadisticos de la

precision intermedia

Precision Intermedia

Tabla 7.6 Tabla de Resultados de Andlisis de Varianza

Fuente GL |SC Ajust. |MC Ajust. |Valor F |Valor p
ANALISTA|2 16,648 3,324 1,37 0,272
Error 27 (65,664 2,432

Total 29 (72,312

Tabla 7.7 Tabla de Medias obtenidas de la precisiéon intermedia

ANALISTA N Media Desv.Est. IC de 95%
A 10 (98,820 1,461 (97,808; 99,832)
B 10 199,540 1,613 (98,528; 100,552)
C 10 199,960 1,600 (98,948; 100,972)
Tabla 7.8 Resumen del modelo
S R-cuad. R-cuad. (ajustado) |[R-cuad. (pred)
1,55949 9,19% 2,47% 0,00%
Grafica de intervalos de MUESTRA vs. ANALISTA
95% IC para la media
100,0 ]

MUESTRA
] ]
[=] wn
\'\
|
|

A ] [«
ANALISTA

La desviacidn estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura E. 1 Grafica de intervalos de muestra vs analista.
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ANOVA de un solo factor para A; B; C
Informe de diagnéstico

Orden de los datos en la hoja de trabajo

Distribucion de los datos Investigar cual quier valor atipico (marcado en rojo).

Compare la ubicacion y la dispersidn.
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Figura E.2 Grafica de ANOVA de un solo factor para analista A, By C.
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Figura E.3 Grafica de probabilidad de analista A
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Figura E.4 Grafica de probabilidad de analista B
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Figura E.5 Grafica de probabilidad de analista C
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7.6. Apéndice F: Incertidumbre de la medicion

Repetibilidad

APTITUD DEL SISTEMA

REPETIBILIDAD DE
INYECCION ESTANDAR

. CONDICIONES
CROMATOGRAFICAS
» REPETIBILIDAD DE
INYECCION DE MUESTRA

Volumen de la

muestra Peso de la muestra

" [_TEMPERATURA CALIBRACION

PRECISION DE AFORO BALANZA

CERTIFICADO

CONCENTRACION DEL PRINCIPIO
ACTIVO KETOROLACO
TROMETAMINA EN COMPRIMIDOS

RECUBIERTOS DE 20 MG DE

METANOL

CONCENTRACION DE
METANOL PIPETA

FASE
MOVIL

CONCENTRACION DE
ACIDO ACETICO

CONCENTRACION DE LA
SOLUCION STOCK B

CALIBRACION <+——

MATRAZ 1

VOLUMEN

TEMPERATURA
CERTIFICADOD +—

MATRAZ 2 KETORDLACO MEDIANTE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
VOLUMEN *— ULTRA ALTA RESOLUCION [UPLC)
TEMPERATU
CERTIFICAD
MATERIAL DE|
l REFERENCIA

—*TEMPERATURA

VOLUMEN *+——

CERTIFICADO*— CERTIFICADO

BALANZA PIPETA

Solucion stock

Figura F.1 Diagrama Ishikawa de las fuentes que afectan a la incertidumbre de medicién
en el analisis de determinacion de Ketorolaco trometamina

Certificate of Analysis — Certified Reference Material

Product no.:

Lot no.:

Description of CRM:
Expiry date:
Storage:
Certificate version:

Chemical formula:
Molecular mass:
CAS No.:

Ketorolac Trometamol

(KETOROLAC TROMETHAMINE)

e HO,
PHR1140-500MG |"‘"“j"ﬂ“1—">_..1\co°; How_:L:f_'f%:H
LRAD1038 T
White Solid
30 April 2026

Room Temperature/Protect from Light

LRAD1038.02 (Note: Certificates may be updated due
to Pharmacopeial Lot Changes or the availability of new
data. Check our website at: www.sigma-aldrich.com for
the most current version. )

Ci5H13NO3 CaH11NO3
376.4
74103-07-4

Certified Purity + associated uncertainty U, U=k - u (k=) (Mass Balance/

basis)

Ketorolac Trometamol

99.7 % Ucrm = £ 0.3 %, k = 2.0 (as is basis)

Figura F.2 Certificado de analisis del estandar de Ketorolaco trometamina
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