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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacién se propuso a Laboratorios Biol6gicos de
El Salvador, LABIS S.A de C.V el desarrollo de una formulacién en solucion
inyectable con los principios activos: Triptofano, Metionina, Histidina, Citrato de
Hierro Amoniacal, Cianocobalamina y Buclizina Clorhidrato que tuviera la
capacidad de desarrollar en el animal efectos como: estimulantes del apetito,
activadores del metabolismo facilitando la asimilacion y la efectividad de los
alimentos y por lo tanto la ganancia en peso, de esta manera las empresas
pecuarias podran tener ganancias significativas y asi mismo, generar ingresos

economicos; por medio del registro y venta del producto desarrollado.

Se establecieron los parametros deseados en la solucion inyectable con la
elaboracion del “Perfil del producto”, y se realizaron tres ensayos de fabricacion.
Se selecciond la formula idonea que cumplia con lo especificado en el Perfil del
producto la cual fue sometida a un escalamiento de lote piloto siguiendo un
protocolo de fabricacién interno con el fin de verificar la reproducibilidad del
método de fabricacién; el producto obtenido se acondicioné en su respectivo
empaque primario y se realizo el analisis de cuantificacion de activos, esterilidad

y endotoxinas bacterianas a través de un laboratorio externo.

Con base a los resultados obtenidos se concluyd que se disefi6 una nueva
formulacién en solucién inyectable que cumple con especificaciones establecidas
en el Perfil del producto. Dicho proceso de investigacion se llevé a cabo en un
periodo de tiempo comprendido de mayo del 2022 a junio del 2023 en
Laboratorios Biologicos de El Salvador, LABIS S.A de C.V.
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1.0INTRODUCCION

El desarrollo de productos farmacéuticos surge como una necesidad de
innovacion que puede ser espontanea y como respuesta a necesidades
nacionales de crecimiento econdmico o de otra indole. Laboratorios Biologicos
de ElI Salvador, LABIS S.A de C.V es un productor de especialidades
farmacéuticas para uso veterinario certificado desde el afio 2008 con la norma
internacional de las Buenas Practicas de Manufactura, el cual se encuentra bajo
la necesidad de desarrollar nuevos productos que beneficien el progreso de la
industria pecuaria que se dedican a la ceba o engorde de animales productores

de carne.

Por lo anterior, deseando proponer una solucion a esta problematica, en la
presente investigacion se llevd a cabo el desarrollo de una formulacion en
solucion inyectable que tiene como principios activos: Triptofano, Metionina,
Histidina, Citrato de Hierro Amoniacal, Cianocobalamina y Buclizina Clorhidrato,
que tendra la capacidad de desarrollar en el animal efectos como: estimulantes
del apetito, activadores del metabolismo facilitando la asimilacion y la efectividad
de los alimentos y por lo tanto la ganancia en peso, de esta manera las empresas
pecuarias podran tener ganancias significativas y asi mismo, generar ingresos

econdmicos; por medio del registro y venta del producto desarrollado.

En el desarrollo del estudio se presentan propuestas de formulaciones de la
solucion inyectable y las técnicas de fabricacion ensayadas. Se seleccioné la
férmula idénea que cumplia con lo especificado en el Perfil del producto, la cual
fue sometida a un escalamiento de lote piloto siguiendo un protocolo de

fabricacion interno con el fin de verificar la reproducibilidad del método de



XVi

fabricacion; el producto obtenido se acondicion6 en su respectivo empaque
primario y se realiz6 el analisis de cuantificacion de activos, esterilidad y

endotoxinas bacterianas atravéz de un laboratorio externo.

Se elaboré un informe de la férmula y la técnica de fabricacién definitiva y se
entregd a Laboratorios Biolégicos de El Salvador, LABIS S.A de C.V. Se
recomienda seleccionar otra fuente de hierro ya que la apariencia fisica de la
solucion inyectable cambidé completamente al adicionar el Citrato de Hierro
Amoniacal. Dicho proceso de investigacion se llevd a cabo en un periodo de
tiempo comprendido de mayo del 2022 a junio del 2023 en Laboratorios
Bioldgicos de El Salvador, LABIS S.A de C.V.
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2.00BJETIVOS

2.1 Objetivo General

Proponer el desarrollo de una formulacién inyectable para la ceba o engorde

de animales productores de carne.

2.2 Objetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

2.2.4

2.2.5

Desarrollar una formulacién, realizando ensayos de fabricacion
dentro de las instalaciones de Laboratorios Bioldégicos de El
Salvador, LABIS S.A de C.V.

Implementar los controles en proceso (apariencia, pH, densidad,
particulas extrafias) al producto obtenido durante los ensayos de

fabricacion.

Escalar la formula con la técnica de fabricacién seleccionada a un
lote piloto dentro de las instalaciones de Laboratorios Biologicos de
El Salvador, LABIS S.A de C.V siguiendo un protocolo de fabricacion

interno.

Realizar el analisis de cuantificacion de activos, esterilidad y
endotoxinas bacterianas al producto obtenido en la fabricacion del

lote piloto

Elaborar y entregar un informe con la férmula seleccionada a
Laboratorios Bioldgicos de El Salvador, LABIS S.A de C.V.
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3.0MARCO TEORICO

3.1 Medicamentos veterinarios

Se entiende por producto veterinario a toda sustancia quimica, biologica,
biotecnoldgica o preparaciéon manufacturada cuya administracion sea individual o
colectiva directamente suministrado o mezclado con los alimentos con destino a la
prevencion, diagnéstico, curacion o tratamiento de las enfermedades de los
animales incluyendo en ellos a aditivos, suplementos, promotores, mejoradores de
la produccién animal, antisépticos desinfectantes de uso ambiental o en
equipamiento, y pesticidas y todo otro producto que, utilizado en los animales y su
habitat, proteja restaure o modifique sus funciones organicas y fisiologicas.

Comprende ademas los productos destinados al embellecimiento de los animales.

(15)

Dada la importancia de los productos veterinarios en el diagndstico, la prevencion,
tratamiento y erradicacion de las enfermedades de los animales en la produccion
de alimentos y su impacto sobre la salud, todo producto debera cumplir con las
mas exigentes normas de calidad, materias primas, procesos de produccion y de
productos terminados, para lo cual se tendran por referencia las de los organismos
reconocidos internacionalmente tales como, la Farmacopea de los Estados
Unidos, Las Directivas de la Comunidad Econdmica Europea, La Farmacopea

Britanica, La Farmacopea Europea, Las Normas de la O.M.S. ¢

3.2 Generalidades sobre las Buenas Practicas de Manufactura

3.2.1 Surgimiento de las Buenas Practicas de Manufactura: Las Buenas Préacticas
de Manufactura surgen como una necesidad ante los problemas que se van
encontrando en la fabricacion de los medicamentos. En 1938, a raiz de problemas

de intoxicaciones mortales por ingestion de un elixir de Sulfamida con dietilenglicol,
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la FDA exige una serie de condiciones que garanticen la seguridad de los

medicamentos.

Debido a problemas muy serios como intoxicaciones producidas por
contaminaciones cruzadas o microbioldgicas y procesos de esterilizacion
inadecuada es que, en 1962, el FDA promueve las BPM que se seleccionaron del
Manual de Control de la Fabricacion de la Asociacion Americana de Fabricantes

Farmacéuticos y se hicieron vigentes en 1963.

En 1967, la Asamblea de la OMS solicita establecer las normas de BPM para
garantizar la idoneidad del medicamento y en 1969 se recomienda la aplicacion de

estas normas en los estados miembros de la OMS.

En El Salvador, la Junta de Vigilancia de la profesion Quimico Farmaceutico
(JVPQF) publica en el diario oficial de diciembre de 2000, el documento “Buenas
Practicas de Manufactura en la Industria Farmacéutica” y en junio de 2001, la guia

de inspeccion de BPM para la Industria Farmacéutica.

3.2.2 Definicion e importancia de las Buenas Practicas de Manufactura

Las Buenas Practicas de Manufactura son un conjunto de lineamientos y
actividades relacionados entre si, destinados a garantizar que los productos
farmacéuticos elaborados tengan y mantengan su identidad, pureza,
concentracién, potencia e inocuidad, requeridas para su uso. Estas son
importantes porque nos brindan las herramientas para garantizar la calidad del
medicamento y porque son un signo de identidad de una empresa desarrollada,
expresion de una tecnologia de punta y poderio cientifico e industrial de un pais.

(€3]
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3.2.3 Areas de aplicacion de las Buenas Practicas de Manufactura

Las BPM son un conjunto de normas muy amplias que involucran al personal,
locales, maquinaria, instalaciones, materias primas, fabricacion, control de calidad,

documentacion y expedicion de especialidades. )

3.3 Generalidades de los Protocolos

La aplicacién correcta de las Buenas Practicas de Manufactura inicia escribiendo
todos los procedimientos, métodos, normas o técnicas que deben ser cumplidos,
por lo que es necesario disponer de un soporte donde exponer la normativa
correspondiente de una forma normalizada, para que todos los procedimientos y
en general, descripciones, sean redactados de una manera equivalente y

siguiendo un mismo criterio. o)

En general un protocolo es la documentacion que recoge la historia de cada lote
de producto, incluyendo su distribucion, y también todas las demas circunstancias
importantes que puedan afectar la calidad del producto final.

Este debe ser realizado en un lenguaje facilmente comprensible por todos los
empleados del laboratorio que deban conocerlo y/o ejecutarlo. Asimismo, se
expondran todos los detalles de la operacion para que no quede ninguna duda en

su interpretacion. o

Aprobacion: Una vez verificado el procedimiento, éste debera ser autorizado por
otro responsable de mayor categoria que los técnicos que ha intervenido en su

redaccion y revision, el cual procedera a su firma y distribucion.
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3.4 Generalidades de Inyectables

El termino parenteral proviene del griego para, que significa cerca o fuera de, y
enteron que quiere decir intestino. De tal forma que se refiere a algo que se realiza
fuera del tracto alimentario. Un medicamento se administra por via parenteral
cuando es forzado a pasar a través del hueco de una aguja fina, introducida en

alguno o varios sitios del cuerpo y a distintas profundidades. «

Los productos para uso parenteral son preparaciones destinadas para usarse en
inyecciones atreves de la piel u otro tejido externo, en lugar de la via oral, de esta
manera las sustancias activas que contienen, se administran directamente por

gravedad o por fuerza en el torrente sanguineo, érganos, tejidos o lesiones. )

Dichos productos para uso parenteral se preparan cuidadosamente con métodos
disefiados para garantizar el cumplimiento de los requisitos establecidos por la
farmacopea para esterilidad y pirdbgenos, particulas en suspension y otros

contaminantes. a2

Las preparaciones parenterales pueden requerir el empleo de excipientes, por
ejemplo, para asegurar la isotonia con la sangre, ajustar el pH, aumentar la
solubilidad, evitar la degradacion de los principios activos o proveer a la
preparacion de propiedades antimicrobianas. Estos excipientes no afectan a la
accion medicinal deseada ni provocan fenémenos de toxicidad o excesiva irritacion

local a las concentraciones utilizadas. s

Las preparaciones parenterales se suministran en envases de vidrio 0 en otros
envases, como envases de plastico y jeringas precargadas. La hermeticidad del
envase estid asegurada mediante medios apropiados. Los cierres aseguran la
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hermeticidad, impiden la penetracion de microorganismos y de otros agentes
contaminantes y permiten habitualmente, sin necesidad de ser retirados, la

extraccion de todo el contenido o una parte del mismo. us

3.5 Envase y sistema de cierre ¢

El envasado puede definirse como un sistema econOmico para conseguir la
presentacion, proteccion, identificacion y/o informacion, contencién, comodidad y
cumplimiento de un producto durante su almacenamiento, transporte, exhibiciéon y
uso hasta el momento de su uso o administracion. Este intervalo temporal total
debe ajustarse a la vida til del producto y para ello se selecciona la combinacion

idonea de producto y envase.

La funcion del envase y la operacion de envasado son muy importantes, ya que la
vida util de cualquier medicamento ya sea de prescripcion o de venta libre,
depende en gran medida de determinadas caracteristicas del envasado. Este debe
ser econdmico y por tanto contribuir a que el farmaco en su conjunto sea asequible,
ha de proporcionar proteccion frente a los peligros climaticos, biolégicos, fisicos y
guimicos y debe ofrecer una presentacion aceptable a mejorar la confianza del

producto.

3.5.1 Vidrio

El vidrio es el material que desde la antigiiedad ha sido utilizado en la fabricacion
de recipientes de todo tipo que sirvieron como envases para usos farmacéuticos o
alimenticios. Estos responden a las necesidades de conservacién en las
caracteristicas de uso medicinal, ya sea en estado sélido o liquido; el vidrio no es
una especie quimica definida ni una formula constante, su composiciéon puede
variar enormemente y las propiedades que presenten dependera de su

composiciéon quimica.
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3.5.2 Ventajas generales de los envases de vidrio

3.5.3

Ofrece transparencia y brillo.

Facilidad de limpieza e higiénico.

No presenta el fendmeno de migraciéon de los residuos de polimerizacion
y aditivos hacia el producto.

No se deteriora durante el tiempo de estanteria, conservando todas las
caracteristicas del producto medicinal.

Inerte al contacto con los farmacos en general (No se oxida, es
impermeable a los gases).

Resiste altas temperaturas de hasta 150 °C, lo que facilita su lavado y

esterilizacion.

Desventajas generales de los envases de vidrio ¢

Fragilidad (durante el llenado del producto se pueden producir roturas
provocando que una o varias astillas queden en el interior del envase junto
al producto que se esta envasando).

Alto peso (dificulta su transporte y manipulacion).

Costo elevado por su proceso de produccion, distribucién y recuperacion.
Su manipulacion conlleva cierta peligrosidad por el riesgo de rotura que
puede generar cortes y lastimaduras en las personas a lo largo del ciclo
de vida del envase.

No evita corrosion de las tapas metalicas.

3.5.4 Clasificacion de los vidrios

Vidrio tipo | (vidrio de borosilicatos): Representa el tipo ideal de vidrio para

el envase de las soluciones y polvos inyectables, se puede esterilizar ya
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sea antes o después de su llenado con el medicamento y utilizar para todo
tipo de soluciones acidas, neutras o alcalinas. Posee notable resistencia
a los saltos térmicos, baja cesion alcalina, minima cesion total y
despreciable cesion acida. Se utiliza para recipientes que contendran

soluciones acuosas, tamponadas o no y cualquier otro tipo de preparado.

- Vidrio tipo Il (vidrio sddico célcico): Presenta baja cesion alcalina pero su
resistencia a la cesion de silice es superior o igual a la de los vidrios
neutros, tiene buena resistencia hidrolitica, su precio es moderado, se
fabrican de este material aquellos envases destinados a contener polvos,

liofilizados, soluciones oleosas, soluciones acuosas de pH menor de 7.

- Vidrio tipo Il (vidrio calizo): Tiene menor resistencia quimica que el vidrio
de borosilicato, pero mayor que el vidrio sédico calcico comunes, posee
también buena resistencia mecéanica. Este tipo de vidrio se utiliza para
fabricar los envases que contienen antibidticos en polvo, polvos
liofilizados, soluciones oleosas, en medicamentos de uso oral es preferible
este tipo de vidrio y no los de sédico célcico pues estos, ademas de no
poseer una composicion constante, son mas atacados por las soluciones

llegando a modificarles sensiblemente el pH.

- Vidrio tipo IV: Este vidrio es también llamado vidrio no parenteral, es decir
no puede ser usado para soluciones inyectables). Puede destinarse a

preparados por via bucal, suspensiones, pomadas, comprimidos, etc.

3.6 Esterilizacion

El proceso de esterilizacion consiste en destruir o eliminar microorganismos
presentes en un objeto 0 en una preparacion, asegurarse de que este objetivo ha
sido cumplido con un muy alto nivel de probabilidad y de que el objeto o la

preparacion se encuentran libres de riesgos de infeccion. s
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En la actualidad, el objetivo aceptado para un proceso de esterilizacién consiste
en que la probabilidad de hallar una unidad no estéril sea de menos de una en un
millon. Es decir, que este proceso (incluyendo produccion, conservacion,
despacho, etc.) proporcionara un nivel de garantia de esterilidad igual o mayor de
10-6. La variedad y cantidad de productos estériles y envases relacionados con la
salud publica aumentaron en forma continua y sufrieron modificaciones en los
altimos afios. En consecuencia, las técnicas de esterilizacion debieron adaptarse
a esta realidad cambiante. Algunas de estas modificaciones también fueron
consecuencia de la reformulacion de los requerimiento y pautas generales

establecidos por organismos reguladores o asesores. as

La esterilizacidon es un proceso especial en la medida en que su eficacia no puede
verificarse mediante la simple inspeccion y evaluacion del producto final; por este
motivo, los procesos de esterilizacion deben convalidarse antes de ser utilizados,
la eficacia debe ser controlada sistematicamente y el equipo debe mantenerse en

forma regular. s

Todos los procesos de esterilizacién deben ser validados especialmente cuando
el procedimiento no aparece en la Farmacopea de la Union Europea, para eliminar
la contaminacién microbiana de productos sanitarios, formas farmacéuticas
estériles, equipos de produccion de formas farmacéuticas estériles, el proceso de
esterilizacion debe estar de acuerdo con las autorizaciones de la comercializacion
y fabricacion; antes de cualquier proceso de esterilizacion se debe aprobar su
idoneidad para el producto y su eficacia en lograr las condiciones deseadas. La
validez del proceso debe ser verificado a intervalos programados en un tiempo de

por lo menos un afno. us
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3.6.1 Métodos de esterilizacion s

Esterilizacion por Calor: Las condiciones en las que este método debe
funcionar y bajo las condiciones por las que este debe trabajar, son
estipuladas en la normativa. La utilizacién de este método y su eficacia
depende de dos factores: el tiempo de exposicion y la temperatura. Todos
los microorganismos son susceptibles, en distinto grado, a la accion del
calor. El calor provoca desnaturalizacion de proteinas, fusion y
desorganizacion de las membranas y/o procesos oxidantes irreversibles

en los microorganismos.

Calor humedo: produce desnaturalizacion y coagulacion de proteinas.

Estos efectos se deben principalmente a dos razones:

1) El agua es una especie quimica muy reactiva y muchas estructuras

biolégicas son producidas por reacciones que eliminan agua.

2) El vapor de agua posee un coeficiente de transferencia de calor mucho

mas elevado que el aire.

En este proceso la temperatura como la presion deben ser usados para
monitorear el proceso, los articulos a ser esterilizados por este método
(excepto los productos en envases sellados), deben ser envueltos en
material que permita la extraccion del aire y facilite la penetracion del

vapor, pero evita la recontaminacion después de la esterilizacion. s

Calor seco: es un método térmico de esterilizacion y su efecto en los
microorganismos es equivalente al horneado. El calor cambia la proteina

microbiana por las reacciones de oxidacion y crea un medio interno arido,
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asi quema a los microorganismos lentamente. En este proceso se debe
incluir la circulacion de aire dentro de la camara y el mantenimiento de una
presion positiva para impedir la entrada de aire no estéril. Este proceso

tiene la intencion de eliminar los pirégenos. us

Filtracion de medicamentos que no pueden ser esterilizados en su envase

final:

La filtracion por si sola no se considera suficiente cuando la esterilizacion
en el envase final es posible. Con respecto a los métodos actualmente
disponibles, la esterilizacion por vapor es preferible. Este tipo de filtracién
es utilizada para productos que no pueden ser esterilizados en su envase
final, las soluciones o liquidos se pueden filtrar a través de un filtro estéril
de tamafo nominal de poro de 0,22 micras (0 menos), o por lo menos
equivalente a la propiedad de retencién de microorganismos; Estos filtros
pueden eliminar la mayoria de las bacterias y el moho. La integridad del
filtro esterilizado debe ser verificada antes de su uso y ser confirmado
inmediatamente antes del llenado; este filtro no debe utilizarse durante
mas de un dia habil y tampoco debe afectar el producto de la eliminacién

de los ingredientes de la misma o por la liberacién de sustancias en ella.

(15)

Productos estériles terminados. Los recipientes deben estar cerrados
mediante métodos validados, el tapado de los viales puede llevarse a cabo
como un proceso aseéptico donde estos deben ser protegidos por las
condiciones de un area de grado A, hasta que las tapas hayan sido
rizadas, asi los contenedores llenos de productos parenterales deben ser
inspeccionados de forma individual por contaminacion de cuerpos

extrafios u otros defectos. Los operadores deben hacer las inspecciones
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periddicamente por medio de un chequeo individual en condiciones

adecuadas y controladas. s

3.7 Control de procesos en puntos criticos de la manufactura

El proceso de manufactura tiene puntos criticos en los que el producto debe ser
muestreado, analizado y aprobado para continuar con la fabricacion; a esto se
llama Control en Proceso. Los controles en proceso se deben realizar durante el
proceso de manufactura, con el fin de inspeccionar y realizar las pruebas en
lugares y momentos definidos. Los resultados deben ajustarse a los parametros

establecidos para el proceso, con un margen de tolerancia aceptable.

Control de calidad

Los controles de calidad como pruebas de esterilidad aplicadas al producto final,
deben ser considerados solo como el dltimo de una serie de medidas de control
por lo que la esterilidad esta garantizada. Estas pruebas deben ser validadas por
el producto en cuestion, las muestras tomadas para el ensayo de esterilidad deben
ser representativas de la totalidad del lote; estas muestras tomadas deben ser

parte del lote que se considera mas en riesgo de contaminacion. s,

3.7.1 Controles Fisicoquimicos s

- pH: Este valor se determina en formas farmacéuticas liquidas y se
compara frente a la especificacion que consiste en un rango de pH,
establecido para el producto segin monografia. El valor se determina a

través del potenciémetro.



31

- Material particulado: Este ensayo debe realizarse en todas las
preparaciones inyectables de uso intravenoso y debe cumplir con los

parametros establecidos en la farmacopea vigente.

- Densidad: La densidad es una propiedad basica de cualquier liquido, y se

define como la masa por unidad de volumen.

- Doaosificacion del principio activo: Es una técnica que describe el contenido

del principio activo por cada unidad/lote fabricado.

3.7.2 Control Microbiol4gico o

El analisis microbioldgico consiste en la identificacion y cuantificacion de aerobios
totales, hongos y levaduras, endotoxinas bacterianas (pirdgenos), asi como
presencia 0 ausencia de patdgenos (Staphylococcus aureus, Sallmonela,
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa), mediante pruebas microbiologicas a

través de siembra del producto en medios de cultivo selectivo.

La Prueba de Endotoxinas Bacterianas es una prueba para detectar o cuantificar
endotoxinas de bacterias gramnegativas usando un lisado de amebocitos del

cangrejo herradura (Limulus polyphemus o Tachypleus tridentatus). .y

Hay tres técnicas para esta prueba: la técnica de coagulacion (gel-clot), la cual
esta basada en la formacion de gel; la técnica turbidimétrica, basada en la
produccion de turbidez después de la ruptura de uniones de un sustrato endégeno;
y la técnica cromogénica que se basa en el desarrollo de color después de la

ruptura de un complejo sintético péptido-cromogeno. ¢y
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Efectuar la prueba con cualquiera de las tres técnicas. En caso de duda o
controversia, la decision final se toma basandose en la prueba de limite de
coagulacion, a menos que se indique algo diferente en la monografia del producto
en analisis. La prueba se efectlia de forma tal que se evite la contaminacién por

endotoxinas. ¢

Técnica de coagulacién

La técnica de coagulacibn se usa para detectar o cuantificar endotoxinas
basandose en la coagulacion del lisado empleado como reactivo en presencia de
endotoxina. La concentracion minima de endotoxina requerida para hacer que el
lisado se coagule en las condiciones estandar es la sensibilidad declarada del

lisado empleado como reactivo. @

3.8 Generalidades de las Vitaminas, Aminoécidos y Minerales

3.8.1 Vitaminas

Las vitaminas son compuestos organicos, necesarios en pequefas cantidades,
para el normal crecimiento y mantenimiento de la vida animal, indispensables para
el normal desempefio de los procesos metabdlicos de los minerales, son
esenciales para mantener la salud y la productividad. Existen dos grupos de
vitaminas: las solubles en grasa o liposolubles (A, D, E, K, y betacaroteno); las
hidrosolubles, actian como coenzimas en el metabolismo de carbohidratos,

energia aminoacidos, proteinas, grasas etc. qy

La mayoria de las vitaminas se destruye por oxidacion proceso que se ve

favorecido por el calor, la luz y la presencia de ciertos metales, como el hierro. uy
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Tabla N° 1. Vitaminas importantes en la nutricion animal. v

Vitamina Nombre quimico
Vitaminas solubles en
grasa
A Retinol
D2 Ergocalciferol
D3 Colecalciferol
E Tocoferol
K Filoquinona
Vitaminas solubles en
agua
B1 Tiamina
B2 Riboflavina
B6 Piridoxina
B12 Cianocobalamina
C Acido Ascorhico

Vitamina B12

La vitamina B12 fue la dltima vitamina en ser descubierta (1948) y la mas potente
de las vitaminas, con las concentraciones mas bajas requeridas para cumplir con

los requerimientos diarios.

La vitamina B12 es Unica porque es sintetizada en la naturaleza solo por
microorganismos; por lo tanto, generalmente no se encuentra en los alimentos
para plantas. Como consecuencia, humanos y otras especies monogastricas que
subsisten enteramente con alimentos vegetales suele ser susceptible a la
deficiencia de vitamina B12. También es Unico en el sentido de que el

oligoelemento el cobalto es una parte integral de la molécula.
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El descubrimiento de esta vitamina fue espectacular y fue posible gracias a la
combinacion esfuerzos de microbidlogos, bioquimicos, cientificos en nutricion y
médicos que trabajan en varios laboratorios. Tres condiciones aparentemente no

relacionadas atribuidas a falta de la vitamina o su precursor fueron identificadas:

(1) Una anemia fatal en humanos, (2) un potente factor de crecimiento para las
especies monogastricas, y (3) una relacion con cobalto, cuya falta provocaba

enfermedades debilitantes en los rumiantes.

La vitamina B12, o cianocobalamina, contiene el oligoelemento cobalto en su
molécula, que es una caracteristica Unica entre las vitaminas. Los cerdos requieren
vitamina B12, pero las respuestas a la suplementacion dietética han sido variables.
La sintesis de vitamina B12 por parte de microorganismos en el medio ambiente y
dentro del tracto intestinal, asi como la inclinacion del cerdo hacia la coprofagia,
puede suministrar suficiente vitamina B12 para satisfacer los requerimientos del

cerdo. o

La vitamina B12 o cobalamina es parte esencial de varios sistemas enzimaticos
gue llevan a cabo una serie de funciones metabdlicas muy basicas. Es crucial para
el metabolismo energético y para los procesos de replicacion celular, ya que se
comporta como una coenzima, catalizando mutaciones intermoleculares y
reacciones de transferencias de grupos monocarbonados. La mayoria de las
cobalaminas sirven como cofactor para enzimas importantes; por lo tanto, el
metabolismo de carbohidratos, lipidos, aminoacidos y ADN implica reacciones en

las que la vitamina B12 es un cofactor esencial. us
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Sintomas de deficiencia de la vitamina B12 .7

Los cerdos con deficiencia de vitamina B12 tienen un aumento de peso reducido,
pérdida de apetito, piel y pelaje aspero, irritabilidad, hipersensibilidad y falta de
coordinacién en las patas traseras. Las muestras de sangre de cerdos deficientes

indican anemia normocitica y recuentos altos de neutroéfilos y bajos de linfocitos.

El rumiante a pesar de la mala absorcién de la vitamina del intestino, normalmente
obtiene una cantidad adecuada de la vitamina de esta fuente. Sin embargo, si los
niveles de cobalto en la dieta son bajos, una deficiencia de la vitamina puede surgir

y causar reduccion del apetito, emaciacion y anemia.

3.8.2 Minerales

La mayoria de elementos minerales se encuentran en los tejidos animales, se
considera que muchos de ellos se hallan, sencillamente porque se encuentran en
las raciones de los animales, sin realizar funciones esenciales en el metabolismo
animal. La expresion elementos minerales esenciales reserva para aquellos que

han demostrado realizar funciones metabdlicas en el organismo. ay

La clasificacibn de los minerales esenciales en elementos mayoritarios o
macroelementos y microelementos o0 elementos traza, dependen de su
concentracion en los animales o las cantidades necesarias en las raciones asi

tenemos: ay

Macrominerales: calcio, fosforo, potasio, sodio, cloro, azufre y magnesio:

Microelementos: hierro, zinc, cobre, molibdeno, selenio, yodo, manganeso y

cobalto.
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Dentro de las funciones generales que realizan los minerales se encuentran
constituyendo los huesos y dientes. Les dan rigidez a diversas estructuras del

esqueleto; también forman parte de los compuestos organicos. q

Son importantes en la activacion de muchas enzimas; ademas, intervienen en una

serie de funciones como sales solubles en la sangre y otros fluidos corporales. a1

La clasificacion de los minerales esenciales en elementos mayoritarios y
oligoelementos depende de su concentracién en el animal o de las cantidades
requeridas en la dieta. Normalmente, los oligoelementos estan presentes en el
cuerpo del animal en una concentracion no mas de 50 mg/kg y se requieren con

menos de 100 mg/kg en la dieta. 7

Tabla N° 2. Elementos minerales esenciales en el animal. a7

Elemento principal g/kg Elementos Traza mg/kg
Hierro 20-80
Calcio 15
Fosforo 10 Zinc 10-50
Potasio 2 Cobre 1-5
Sodio 1.6 Molibdeno 1-4
Cloro 1.1 Selenio 1-2
Sulfuro 1.5 lodo 03-0.6
Magnesio 0.4 Manganeso 0.2-0.5
- . Cobalto 0.02-0.1




37

Hierro a7

Es un elemento muy abundante y muy versatil lo cual se traduce en ventajas y
desventajas en cuanto a su uso. Es un nutriente esencial para casi todos los
organismos porque es un cofactor de las proteinas que realizan procesos vitales,

como la produccién de ATP.

El hierro tiene un papel importante en una serie de reacciones bioguimicas,
particularmente en relacion con enzimas del transporte de electrones cadena

(citocromos). Los electrones son transportados por oxidacion y reduccion.

Toxicidad por hierro: La toxicidad por hierro no es un problema comun en los
animales de granja, pero puede una toxicidad cronica provocar trastornos

alimenticios, reduccion del crecimiento y deficiencia de fosforo. v

Sintomas por deficiencia de hierro ¢

La anemia debida a la deficiencia de hierro ocurre mas comunmente en lactantes
en crecimiento, ya que el contenido de hierro de la leche suele ser muy bajo. Esto
puede ocurrir en lechones alojados en corrales sin acceso al suelo. El lech6on nace
con hierro muy limitado reservas y la leche de la cerda proporciona sélo alrededor
de 1 mg por dia. La anemia en los lechones se caracteriza por falta de apetito y

crecimiento.

Cobalto (17)

El cobalto es requerido por los microorganismos en el rumen para la sintesis de
vitamina B12; si el elemento es deficiente en la dieta, entonces la vitamina no

puede ser producida en el rumen en cantidades suficientes.
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El cobalto no tiene una funcién nutricional conocida, excepto como componente
de la vitamina B12, participando como coenzimas en dos importantes sistemas
enzimaticos: la metilmalonil CoA mutasa, que requiere adenosilcobalamina, y la
metionina sintetasa, que requiere metilcobalamina, y que son esenciales para la

obtencion de energia a través del metabolismo ruminal. s

Cuando los rumiantes se limitan a pastos deficientes en cobalto, pueden ser varios
meses antes de que ocurra cualquier manifestacion de pino debido a las reservas
corporales de vitamina B12 en el higado y los rifiones. Cuando estos se agotan,
hay una disminucién gradual de apetito, con la consiguiente pérdida de peso

seguida de atrofia muscular, anemia y finalmente la muerte. g

Los rumiantes tienen un mayor requerimiento del elemento que los no rumiantes
porque parte del elemento se desperdician en la sintesis microbiana de
compuestos organicos sin actividad fisiologica en los tejidos del huésped. Ademas,
la vitamina B12 es pobremente absorbido del tracto digestivo de los rumiantes, la

disponibilidad en algunos casos siendo tan bajo como 0.03. s

La deficiencia de cobalto en rumiantes se puede prevenir dosificando a los
animales con una solucion de sales de cobalto, aunque esta forma de tratamiento
tiene que repetirse a intervalos cortos y se deben tomar precauciones al manipular

la solucion. us

Toxicidad por cobalto

Aunqgue un exceso de cobalto puede ser toxico para los animales, existe un amplio
margen de seguridad entre el requerimiento nutricional y el nivel toxico. La

toxicosis por cobalto es extremadamente improbable que ocurra bajo condiciones
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practicas de cultivo. A diferencia del cobre, el cobalto es retenido pobremente por
los tejidos corporales y pronto se excreta un exceso del elemento. El nivel toxico

de cobalto para el ganado es de 1 mg de cobalto/kg de peso corporal al dia.

3.8.3 Aminoacidos ur

Los aminoacidos se producen cuando las proteinas son hidrolizadas por enzimas,
acidos o alcalis. Aungue se han aislado mas de 200 aminoacidos de materiales
biolégicos, solo 20 de estos se encuentran cominmente como componentes de

proteinas.

Los aminoacidos se caracterizan por tener un grupo nitrogenado basico,
generalmente un grupo amino (—-NH2) y una unidad carboxilo acida (-COOH). La
mayoria de los aminoacidos que ocurren naturalmente en las proteinas son del
tipo, que tienen el grupo amino unido al atomo de carbono adyacente al grupo

carboxilo.

Aminoacidos esenciales ur

Las plantas y muchos microorganismos son capaces de sintetizar proteinas a partir
de compuestos nitrogenados simples. Compuestos como los nitratos. Los
animales no pueden sintetizar el grupo amino, y para construir proteinas
corporales, deben tener una fuente dietética de aminoéacidos. Cierto los
aminoacidos se pueden producir a partir de otros mediante un proceso conocido
como transaminacion. Pero los esqueletos de carbono de varios aminoacidos no
se pueden sintetizar en el cuerpo animal; estos se denominan aminoacidos

esenciales o indispensables.
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La lista de aminoéacidos esenciales requeridos por el cerdo es similar a la de la
rata, con excepcion de la arginina, que puede ser sintetizada por el cerdo.

Los siguientes diez aminoacidos esenciales se requieren para el crecimiento en la
rata: Arginina, Metionina, Histidina, Fenilalanina, Isoleucina, Treonina, Leucina,

Triptéfano, Lisina, Valina. a7

En el caso del rumiante, todos los aminoacidos esenciales pueden ser sintetizados
por los microorganismos del rumen, lo que teéricamente hace que esta clase de
animal sea independiente de una fuente dietética una vez que los microorganismos
del rumen se han establecido. Sin embargo, el suministro de aminoéacidos de la
proteina microbiana es limitante en cantidad y calidad para tasas maximas de
crecimiento en animales jovenes y para maxima produccion de leche. El valor
biolégico de la proteina microbiana es limitado por su contenido de ciertos
aminoacidos esenciales, particularmente lisina y metionina. Para obtener la
maxima productividad, la proteina microbiana debe complementarse con un
suministro de aminoacidos dietéticos, de alimentos o aminoacidos sintéticos, en

una forma adecuada que no es degradada por los microorganismos en el rumen.

an

3.9 Generalidades de la Buclizina Clorhidrato

La Buclizina es un antihistaminico que segun la clasificacion tradicional pertenece
al grupo de las piperacinas junto con la ciclicina, meclicina, clorciclicina e
hidroxicina; y segun la clasificacion moderna es un antihistaminico no especifico
de primera generacion el cual por atravesar la membrana hematoencefalica no
solo bloquea los receptores H1 periféricos, sino también a los centrales; por esto,
su accion es de diverso grado sobre el sistema nervioso central con efecto

sedante, y sobre el sistema neurovegetativo con efecto anticolinérgico,
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antiemeético, y accion orexigena no hormonal, la cual provoca aumento del apetito
y acentuado incremento del peso corporal, el cual estd dado por un efecto

estimulador del apetito y el consiguiente aumento de la ingesta de alimentos. ¢

Farmacocinética: Se absorbe rapidamente luego de la administracién por via oral
con concentraciones sanguineas maximas (pico) en 1 a 2 horas. Su eliminacion
es por via renal y, en proporcién limitada, por las heces. Su biotransformacién en
el higado es primariamente microsomal (por accion del sistema citocromo P-450).
La biotransformacién es mas rapida en individuos jévenes que en adultos. Su
administracion repetida produce induccion enzimatica de su propio metabolismo y

de otros farmacos. a3

Usos: Los farmacos del grupo de las piperazinas de primera generacién son

utilizados en:

- Procesos alérgicos cutaneos: Por actividad depresiva del SNC que
contribuye a la accion antipruriginosa.

- Cinetosis (Mareos): Incluyen vomitos, nauseas, y falta de equilibrio.

- Orexigeno: La Buclizina tiene la propiedad de provocar aumento del peso
corporal, el cual esta dado por un efecto estimulador del apetito y el
consiguiente aumento de la ingesta de alimentos. Se postula que la accién
orexigena de la Buclizina se debe a un efecto hipoglucémico local sobre

el centro del apetito del sistema nervioso central. «

3.10 Preformulacion Farmacéutica

Los estudios de preformulacion tienen la finalidad de caracterizar las propiedades
fisicas y quimicas del principio activo, asi como el grupo de excipientes que acorde

a su funcion podrian ser parte de la formulacién, las precauciones que deberan
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considerarse durante su proceso y el tipo de material de empaque primario a elegir

evitando resultados inesperados en el producto final. s

Principio Activo

Antes de proceder a desarrollar una forma farmacéutica, es imperativo investigar
determinadas propiedades fisicas y quimicas fundamentales del o los principios
activos y otras propiedades derivadas de los farmacos que pueden ser de mucha
ayuda para la formulacion de una forma farmacéutica, de esta informacion
dependen muchos de los pasos y métodos utilizados posteriormente en el
desarrollo del producto, esta fase inicial de la investigacibn se conoce como

preformulacion. e

Excipientes

Se define a los excipientes como aquellas sustancias auxiliares, sin actividad
farmacoldgica, que ayudan y protegen al principio activo, garantizando su
estabilidad y la preservaciéon de sus propiedades fisicoquimicas. Asi mismo,

brindan una mejor consistencia en la fabricacion del producto farmacéutico. qs

Los excipientes tienen como funcién facilitar la administracion del farmaco,
proteger el farmaco de la degradacién y promover la liberacion y biodisponibilidad
del principio activo. Por lo que los excipientes elegidos, su concentracion,
caracteristicas y el método de fabricacion deben ser estudiados en relacién con la

funcion respectiva de cada uno en la férmula. .

El objetivo del estudio de la preformulacion de los excipientes es detectar en corto
tiempo, posibles interacciones fisicas o0 quimicas entre el principio activo y

excipientes y otros elementos que intervienen en la elaboracion de la forma



43

farmacéutica. La informaciébn que se genera sobre las caracteristicas del
excipiente puede ser utilizada para justificar la eleccién del mismo para disefar

una forma farmacéutica. s

3.11 Escalamiento Farmacéutico

El escalamiento farmacéutico es definido como un incremento del tamafio de un
lote de un producto farmacéutico, esta técnica permite trasladar los datos del
disefio y funcionamiento obtenidos en equipos de laboratorio a equipos de tamafio

industrial. us

Se realiza sobre la formula idonea seleccionada para evaluar los pardmetros
operativos de los ensayos a pequefia escala para poder realizar una produccion
del tamafio de lotes piloto para verificar la reproducibilidad del método de

fabricacion evaluando y comparando los siguientes pardmetros: qs

- Cantidad y tipo de tanques de fabricacion.
- Cantidad y tipo de agitadores.

- Orden de adicion de los componentes.

- Revoluciones por minuto.

- Tiempos de agitacion, entre otros.

3.12 Perfil del producto

Es un resumen prospectivo de las caracteristicas de calidad de un farmaco que
idealmente serian alcanzadas para asegurar la calidad deseada, teniendo en

cuenta la seguridad y eficacia del farmaco. ¢
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Las consideraciones para disefiar el perfil del producto deben incluir:

- Indicaciones y via de administracion.

- Forma de dosificacion y concentracion de la dosis.

- Sistema contenedor-cierre.

- Criterios de calidad por ejemplo (Apariencia, pH, densidad, ausencia de

particulas extrafias, entre otros.) apropiados para el producto.

Atributos criticos de calidad s

Son propiedades quimicas, fisicas, bioldgicas o microbioldgicas que deben estar
dentro de los limites, rangos o distribuciones apropiadas, para garantizar la calidad
del producto.

Los siguientes son elementos que generalmente se identifican:

- Prueba de valoracion del principio activo en el producto farmacéutico
terminado.

- Esterilidad

- Endotoxinas bacterianas

- Estabilidad

3.13 Estabilidad de las soluciones s

Estabilidad, es la capacidad que tiene un producto o un principio activo de
mantener por determinado tiempo sus propiedades originales dentro de las

especificaciones de calidad establecidas, para la zona climéatica IV.

La estabilidad de las formas farmacéuticas fabricadas debe ser demostrada por el

fabricante, utilizando métodos apropiados para ese fin. Las pruebas de la
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monografia podrian utilizarse para las pruebas de estabilidad si estas fueran
indicadoras de estabilidad (es decir, si diferencian con exactitud entre las
moléculas intactas del farmaco y sus productos de degradacion). Las
consideraciones de estabilidad deben incluir no solo los requisitos farmacopéicos

especificos, sino también los cambios en la apariencia fisica del producto. e

Tanto la estabilidad fisica como la estabilidad quimica de las soluciones en su
envase primario son importantes. Una solucién debe conservar su transparencia,
color, olor, sabor y viscosidad iniciales durante el periodo de validez asignado. La
transparencia y el color se pueden evaluar facilmente por un examen visual,
mientras que la estabilidad de los sabores y olores se evalia mediante la

percepcion de los sentidos. e

Los estudios de estabilidad se emplean para determinar el periodo de validez del
medicamento en su envase primario original y en condiciones de almacenamiento

especificadas y se pueden realizar de dos formas. us

- Estudios de estabilidad acelerada: Estudios disefiados con el fin de
aumentar la tasa de degradaciéon quimica o fisica de un medicamento,

empleando condiciones extremas de almacenamiento. us
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Tabla N°3. Condiciones para realizar estudios de estabilidad a corto plazo. ue

Tiempo 6 meses (180 dias)

Condiciones de ) .
) Frecuencia de analisis
almacenamiento
40°C+2°Ccon75% 5% Inicial
de humedad relativa para
. 90 dias
formas farmaceuticas
solidas 180 dias
Inicial
407 C £ 2° C para formas
farmacéuticas 90 dias
liquidas y semisolidas
180 dias

- Estudios de estabilidad a largo plazo: aquellos en que se evallan las
caracteristicas fisicas, quimicas, biol6gicas o microbiolégicas del
medicamento durante el periodo de vencimiento, bajo condiciones

controladas de almacenamiento. s

Tabla N°4. Condiciones para realizar estudios de estabilidad a largo plazo. as

Periodo Frecuencia de analisis

Tiempo Inicial, tiempo

Primer afio _ _
intermedio y 12 meses.
Segundo afio 24 meses
. Cada 12 meses hasta un
Tercer afio

maximo de b afios.




47

3.14 Propiedades de los Principios Activos
3.14.1 Acetato de cobalto s

- Descripcion: Polvo cristalino color purpura

- Solubilidad: Soluble en agua y alcohol

- Férmula Molecular: (CH3CO2)2Co

- Sinébnimos: Acetato de cobalto Il, Diacetato de Cobalto, Acetato de
Cobalto 2+Sal de Cobalto 2+

- CAS: 71-48-7

- Peso molecular: 177.02 g/mol

- Estructura molecular:

O

)]\ C02+

HzC O

— -2

Figura N° 1. Estructura quimica de acetato de cobalto

3.14.2 Metionina ¢

- Descripcion: Polvo cristalino casi blanco o cristales incoloros.

- Solubilidad: Soluble en agua, muy poco soluble en alcohol 96%. Se
disuelve en acidos diluidos y en soluciones diluidas de los hidroxidos

alcalinos.

- Formula Molecular: CHsSCH2CH2CH (NH2) COOH
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- Sinénimos: acido (2S)-2-Amino-4-(metilsulfanil) butanoico acido DL-2-
Amino-4-(metiltio) butanoico.

- CAS: 59-51-8
- Peso molecular: 149.2 g/mol
- Punto de fusion: Se funde a unos 270 °C (método instantaneo).

- Estructura molecular:

@)

H3C/S OH

NHo5

Figura N° 2. Estructura quimica de Metionina s

3.14.3 Histidina: @

- Descripcion: Polvo cristalino blanco o casi blanco o cristales incoloros.

- Solubilidad: Soluble en agua, muy poco soluble en etanol (96 por ciento)
- Formula Molecular: CsHoN3O2

- Sinénimos: His; L-2-Amino-3-(4-imidazolyl) propionic acid

- CAS: 71-00-1

- Peso molecular: 155.2 g/mol

- Estructura molecular:
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Figura N° 3. Estructura quimica de Histidina ¢

3.14.4 Triptofano

- Descripcion: Polvo blanco o casi blanco, cristalino o amorfo.

- Solubilidad: Moderadamente soluble en agua, ligeramente soluble en
etanol (96 por ciento). Se disuelve en soluciones diluidas de acidos
minerales e hidroxidos alcalinos.

- Férmula Molecular: C11H12N202

- Sinoénimos: L-2-Amino-3-indolepropionic acid

- CAS: 73-22-3

- Peso molecular: 204.2 g/mol

- Estructura molecular:

OH

Figura N° 4. Estructura quimica de Triptofano
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3.14.5 Citrato de Hierro Amoniacal

- Descripcion: Polvo rojo parduzco, inodoro, delicuescente y es afectado por
la luz.

- Solubilidad: Insoluble en agua, soluble en alcohol

- Formula Molecular: CeH11FeNO7

- Sinénimos: Citrato de amonio y hierro 11l

- CAS: 1185-57-5

- Peso molecular: 265 g/mol

- Estructura molecular:

Figura N° 5. Estructura quimica de Citrato de hierro amoniacal

3.14.6 Cianocobalamina ¢

- Descripcion: Polvo cristalino de color rojo oscuro o cristales de color rojo
0Scuro.

- Solubilidad: Escasamente soluble en agua y en etanol (96 por ciento),
practicamente insoluble en acetona. La sustancia anhidra es muy
higroscopica.

- Foérmula Molecular: Cs3HssCON140O14P

- Sinénimos: 1H-Benzimidazole, 5,6-dimethyl-1-(3-O-phosphono-alpha-d-
ribofura; Anacobin; VitaminB12, cianocobalamina.

- CAS: 68-19-9

- Peso molecular: 1355.38 g/mol
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- Estructura molecular:

HoN

H -,
H CHs / CHs H ﬂ/ NH2
N i
HEC"'):O o N CHgy
H i &
o=pP_ ~
g © HO cH

HO
Figura N° 6. Estructura quimica de Cianocobalamina

3.14.7 Buclizina Clorhidrato

- Descripcion: Polvo cristalino blanco o ligeramente amarillento.

- Solubilidad: Practicamente insoluble en agua; escasamente soluble en
propano-1,2-diol; muy poco soluble en etanol (96%).

- Férmula Molecular: C2gHz3CIN2, 2HCI

- Sin6énimos: 1H-Benzimidazole, 5,6-dimethyl-1-(3-O-phosphono-alpha-d-
ribofura; Anacobin.

- CAS: 129-74-8

- Peso molecular: 506.0 g/mol

- Estructura molecular:

u:‘

‘ 2ZHCI

Figura N° 7. Estructura quimica de Buclizina clorhidrato
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3.15 Propiedades de los Excipientes
3.15.1 Propilenglicol (.

- Descripcion: Liquido claro, limpido, incoloro, viscoso a temperatura
ambiente; practicamente inodoro que tiene un sabor ligeramente acre.
Higroscopico.

- Solubilidad: Miscible en agua, glicerina, alcohol, acetona y cloroformo;
soluble en éter; disuelve a muchos aceites volatiles; no miscible con
aceites fijos.

- Formula Quimica: C3HsgO2

- Sinénimos:  Metilglicol,  Metiletilenglicol, = Propano-1,2-diol, 1,2-
propilenglicol,

Propilenglicolum, 1,2-dihidroxipropano, glicol de metiletil, E-1520,
propiloglicol, Glicol metilico.

- N°CAS:57-55-6

- Masa molar: 76.094 g/mol

- Densidad: 1.035-1.037 g/mL.a 25°C

- Estructura molecular:

OH
H,C

OH

Figura N° 8. Estructura quimica de Propilenglicol us

Funcion en la férmula: Utilizado como preservante (4
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3.15.2 Sodio Metabisulfito (10)

- Descripcion: Polvo cristalino incoloro o blanco o casi blanco.

- Solubilidad: Facilmente soluble en agua, ligeramente soluble en etanol
96%

- Formula quimica: Na2S20s

- Sinénimos: Pirosulfito de sodio, pirosulfito disédico, &cido Pyrosulfurous,
disédico sal, bisulfito de sodio.

- N°CAS: 7681-57-4

- Masa molar: 190,1 g/mol

- Estructura molecular:

i O - 2_
i/ .20
2Na* /s_s/f”
o~ N
. O O

Figura N° 9. Estructura quimica de Sodio Metabisulfito o

Funcion en la férmula: Utilizado como antioxidante o

3.15.3 Agua para Inyectables o,

- Descripcion: Liquido transparente, incoloro, inodoro e insipido.
- Solubilidad: Miscible con la mayoria de los solventes polares

- Punto de ebullicion: 100 °C

- Formula quimica: H20

- NC°CAS: 7732-18-5

- Masa molar: 18.0 g/mol
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- Estructura molecular:

0—H

Figura N° 10. Estructura quimica de agua para inyectables o

Funcion en la formula: Es utilizado como solubilizante y excipiente

mayoritario o



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio

Para dar cumplimiento con los objetivos planteados para la presente investigacion

el tipo de estudio se clasificé como: Experimental

- Experimental: Se desarrollaron actividades en Laboratorios Biolégicos de El
Salvador, LABIS S.A de C.V durante la etapa de desarrollo de la formulacion
inyectable. Y se enviaron muestras de producto a laboratorio SERQUIM
para el analisis de cuantificacion de activos, esterilidad y endotoxinas

bacterianas.

4.2 Investigacion Bibliografica
La investigacion bibliogréfica se realiz6 en las siguientes bibliotecas:

- Facultad de Quimica y Farmacia “Dr. Benjamin Orozco” Universidad de El
Salvador (UES).
- Biblioteca Central de Universidad de El Salvador.

- Biblioteca Facultad de Agronomia.

- Biblioteca de la Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM)
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4.3 Parte experimental

4.3.1 Perfil del producto (Ver Anexo N° 2)

En el desarrollo del producto farmacéutico lo primero que se hizo fue disefiar el
Perfil del producto, es decir, se realizO un resumen prospectivo de las
caracteristicas de calidad deseadas en un farmaco; que consistié en asignar los
atributos medibles al producto que idealmente deben ser alcanzados para
asegurar la calidad, seguridad y eficacia del medicamento, considerando para su
disefio la forma farmacéutica, la via de administracion, forma de dosificacion y
concentracién de la dosis, atributos fisicoquimicos y de desemperfio, y el uso al
cual esta destinado el medicamento. Posteriormente se asignaron los atributos
medibles mediante los O6rganos sensoriales como las caracteristicas
organolépticas (color, transparencia, particulas extrafias) y por ultimo se asignaron
los atributos medibles mediante la utilizacion de equipos y aparatos (pH,
densidad).

Se realizé una revisidn de farmacologias, farmacopeas veterinarias, asi como
también tesis de grado. Como resultado de esta investigacion se propuso una
formulacién con los diferentes principios activos los cuales presentan actividades
farmacolégicas de interés en cuanto al tema de investigacion. Los certificados de

andlisis de los principios activos como excipientes se presentan en el Anexo N° 4

4.3.2 Ensayos de laboratorio

Se realizaron tres ensayos de fabricacion dentro de las instalaciones de
Laboratorios Biolégicos de El Salvador, LABIS S.A de C.V con el objetivo de
verificar el comportamiento de los diferentes principios activos con el vehiculo y la
necesidad de adicion de un tensioactivo no ionico el cual le dio estabilidad a la

formulacion.
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FORMULA PATRON PARA 100 mL

FORMULA PATRON PARA 100 mL

ENSAYO F-01'Y F-02 ENSAYO F-03
MATERIAS MATERIAS
PRIMAS CANTIDAD |UNIDADES [CATEGORIA PRIMAS CANTIDAD |UNIDADES [CATEGORIA
Acetato de Cobalto Principio Principio
50 mg . P Acetato de Cobalto 50 mg i P
activo activo
DL - Metionina 1 g Pr|ng|p|o DL - Metionina 1 g Pr|ng|p|o
activo activo
L - Histidina 05 g PINCpio\, _ Histidina 05 g Principio
activo activo
L — Triptéfano 250 mg PI’II’]C.IpIO L — Triptéfano 250 mg PI’II’IC.IpIO
activo activo
Citrato de Hierro Principio [Citrato de Hierro Principio
. 2 g . . 2 g .
Amoniacal activo  |Amoniacal activo
Vitamina B . o I
|. i . 12 1 mg Prlnglplo Vlt.amlna . B, 1 mg Prlnglplo
(Cianocobalamina) activo  [(Cianocobalamina) activo
Buch;ma 50 mg Prlnglplo Buch;ma 50 mg Prlnglplo
clorhidrato activo clorhidrato activo
Propilenglicol 10 mL Excipiente [Propilenglicol 10 mL Excipiente
Sodio Metabisulfit - ' . -
odio Metabisuito 0.5 g Excipiente [Sodio Metabisulfito 0.5 g Excipiente
Agua
desmineralizada 100 mL Vehiculo  |[Tween 80 1 mL Tensioactivo
C.S.p
Agua
— - - - desmineralizada 100 mL Vehiculo
c.s.p

Fuente: Elaboracion propia

El desarrollo del ensayo (F-01) fue un punto de

partida para conocer el

comportamiento de los diferentes activos propuestos en la formulacion, asi como

también verificar los atributos medibles a evaluar especificados en el Perfil del

producto en el cual se observé problemas de solubilidad de la buclizina por lo cual

se realizé un segundo ensayo manteniendo la formula y modificando la técnica de

fabricacion.
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Ensayo (F-02) nos ayudé a solucionar el problema de solubilidad de buclizina; al
disolver en propilenglicol en lugar del agua, pero al momento de unir ambas

mezclas se observo problemas de precipitacion.

Debido a la precipitaciéon de la buclizina clorhidrato en el ensayo (F-02) se realiz6
una reformulacién realizando un tercer ensayo denominado ensayo (F-03) en esta
férmula se adiciond un tensioactivo no ionico (Tween 80) el cual le dio estabilidad
a la formulacién; de esta manera se evito la separacion de la buclizina clorhidrato.

Dicho ensayo se detalla a continuacion.

4.3.2.1 Técnica de fabricacion ensayo (F-03)

- En un Beaker de vidrio transparente numero (1) de capacidad nominal,
colocar las siguientes materias primas:
Propilenglicol (Calentar a 70 + 5°C)
Buclizina clorhidrato
Tween 80

Agitar y verificar su disolucién completa.

- En un Beaker de vidrio transparente niamero (2) de capacidad nominal,
disolver la siguiente materia prima:
Agua (Calentar a 50 £ 5°C)
Histidina
Metionina
Triptofano
Acetato de cobalto
Sodio Metabisulfito
Vitamina B12
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- Antes de agregar cada materia prima, asegurarse de que esté

completamente disuelta la anterior.

- Adicionar la mezcla del paso 1 en la mezcla de paso 2 a temperatura

ambiente.

- Adicionar a la mezcla del paso 3 la siguiente materia prima
Citrato de hierro amoniacal

Agitar y verificar su disolucién completa.

4.4 Controles en proceso
4.4.1 Caracteristicas fisicas g

Las siguientes son las caracteristicas organolépticas de disefio deseadas en la

forma farmacéutica.

- Color: Es la impresion que los rayos de luz reflejados por un cuerpo
producen al incidir en la retina del ojo, se deseaba que el color de la
solucién inyectable fuera café debido a la apariencia fisica del citrato

de hierro amoniacal.

- Transparencia: La solucion inyectable debia ser transparente, como
una evidencia de la correcta incorporacion de los excipientes en una

misma fase.

- Particulas extrafias: La solucién inyectable debia estar libre de

particulas extrafas.
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4.4.2 Caracteristicas fisicoquimicas qs

- pH: Se esperaba que el pH de la solucion inyectable estuviera dentro
del rango de 5.5-6.5 segun las monografias consultadas, este rango
de pH asegura propiedades del producto como la estabilidad a corto,

mediano y largo plazo no se afecten por el pH del medio.

- Densidad: Debia estar dentro del rango de 1.01-1.03 g/mL

4.5 Fabricacion de lote piloto

El escalamiento farmacéutico es definido como un incremento del tamafio de un
lote de un producto farmacéutico, esta técnica permitio trasladar los datos del
disefio y funcionamiento obtenidos en equipos de laboratorio a equipos de tamafio
industrial. La cristaleria y equipos de laboratorio equivalentes a nivel industrial se

presentan en el Anexo N° 1

Se realizé sobre la férmula idonea seleccionada ensayo (F-03) ya que los controles
en proceso estan dentro de las especificaciones del perfil del producto la cual fue
sometida a un escalamiento de lote piloto (10 Litros) donde se verificd la
reproducibilidad del método de fabricacién evaluando y comparando los siguientes

parametros:

- Cantidad y tipo de tanques de fabricacion
- Cantidad y tipo de agitadores

- Orden de adicion de los componentes

- Tiempos de agitacion
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4.6 Cuantificacién de activos, esterilidad y endotoxinas bacterianas ¢

El producto obtenido se acondicion6 en su respectivo empaque primario y se envio
una muestra representativa a laboratorio SERQUIM el cual realizé dichas
determinaciones ya que Laboratorios Biol6gicos de El Salvador, LABIS S.A de C.V
no cuenta con los equipos necesarios para realizar estas pruebas. Los métodos
de cuantificacién aplicados por SERQUIM son: Absorcion atémica, y cromatografia
liquida de alta precision. Dichas metodologias son de caracter confidencial de
laboratorio SERQUIM y no pueden ser agregadas en la presente investigacion.

Los cromatogramas de cuantificacion de activos se presentan en el Anexo N° 3

4.7 Informe de formulacion
Se elabor6 un informe de la férmula y la técnica de fabricacion definitiva y se
entrego a Laboratorios Biolégicos de El Salvador, LABIS S.A de C.V. El informe se

presenta en la Tabla N° 12.
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5.0RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Propuesta de formulacion inyectable

64

Los excipientes fueron seleccionados con base a las propiedades fisicoquimicas

gue estos poseen y al hecho de que no presentan incompatibilidades quimicas

entre si y con los principios activos, con el fin de conservar la estabilidad del

producto y cumplir con las especificaciones de calidad requeridos en el perfil del

producto.

Tabla N°6. Formulacion de solucién inyectable

FORMULA PATRON PARA 100 mL

MATERIAS PRIMAS CANTIDAD | UNIDADES | CATEGORIA

Acetato de Cobalto 50 mg Principio
activo

DL - Metionina 1 g Principio
activo

L — Histidina 0.5 g Principio
activo

L — Triptéfano 250 mg Principio
activo

Citrato de Hierro Amoniacal 2 g Principio
activo

Vitamina B2 (Cianocobalamina) 1 mg Principio
activo

Buclizina clorhidrato 50 mg Principio
activo

Propilenglicol 10 mL Excipiente

Sodio Metabisulfito 0.5 g Excipiente

Agua desmineralizada c.s.p 100 mL Vehiculo

Fuente: Elaboracion propia
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Propilenglicol: Es utilizado como preservante y para solubilizar la buclizina

clorhidrato.

Sodio Metabisulfito: Es utilizado como un agente antioxidante que ayudara a evitar

la oxidacion de los aminoacidos.

Esta formula es un complejo hematinico, reconstituyente y ténico general en
solucién inyectable que combina diversos elementos hematopoyéticos,
estimulantes del apetito, oligoelementos, anti anémicos, aminoacidos, vitaminas,
hepatoprotectores y ademas incluye Buclizina clorhidrato la cual agrega una

accion tonificante y estimulante del metabolismo mucho méas pronunciada.

Dicha formula desarrollara en el animal efectos como: estimulantes del apetito,
activadores del metabolismo facilitando la asimilacion y la efectividad de los

alimentos y como resultado la ganancia en peso.

5.2 Ensayos de laboratorio
5.2.1 Ensayo (F-01)

——

Figura N°11. Solucion inyectable ensayo (F-01)

Fuente: Elaboracion propia
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El desarrollo de este ensayo fue un punto de partida para conocer el
comportamiento de los diferentes activos propuestos en la formulacion, asi como
también verificar los atributos medibles a evaluar especificados en el perfil del

producto.

Dentro de las dificultades presentadas en este ensayo se mencionan las

siguientes:

- La solubilidad de los aminoacidos en agua es lenta la cual se puede

mejorar al calentar el agua a una temperatura no mayor a 50 °C.
- Con la adicion de citrato de hierro amoniacal podemos afirmar que el

atributo asignado en el perfil del producto en cuanto a la apariencia

es conforme obteniendo una solucion de color café transparente.

- Al adicionar la buclizina hidrocloruro a la mezcla esta no se logré

disolver generando un precipitado blanco.

5.2.2 Ensayo (F-02)

Figura N°12 Y N°13. Solubilidad de buclizina en Propilenglicol y Solucion
inyectable ensayo (F-02) respectivamente.
Fuente: Elaboracién propia
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En este ensayo se solubiliz6 la buclizina en Propilenglicol permitiendo un
calentamiento a una temperatura de 70 £+ 5 °C. ya que segun estudios de
preformulacién la buclizina es insoluble en agua y soluble en Propilenglicol
logrando disolver completamente. En un segundo recipiente se calentd agua a una
temperatura no mayor a 50 °C se solubilizaron los aminoéacidos y los minerales
facilmente. Se procedié a unir el contenido de las dos mezclas observandose

nuevamente una separacion de la buclizina clorhidrato.

Debido a la separacion de la buclizina clorhidrato en el ensayo (F-02) se realizd
una reformulacion para evitar la separacion de la buclizina clorhidrato. Adicionando

un tensioactivo no ionico (Tween 80) el cual le dio estabilidad a la formulacion.

Tabla N°7. Reformulacién de solucién inyectable

FORMULA PATRON PARA 100 mL

MATERIAS PRIMAS CANTIDAD | UNIDADES | CATEGORIA

Acetato de Cobalto 50 mg Principio
activo

DL - Metionina 1 g Principio
activo

L — Histidina 0.5 g Principio
activo

L — Triptéfano 250 mg Principio
activo

Citrato de Hierro Amoniacal 2 g Principio
activo

Vitamina B12 (Cianocobalamina) 1 mg Prmc_:|p|o
activo

Buclizina clorhidrato 50 mg Principio
activo

Propilenglicol 10 mL Excipiente

Sodio Metabisulfito 0.5 g Excipiente

Tween 80 1 mL Tensioactivo

Agua desmineralizada c.s.p 100 mL Vehiculo

Fuente: Elaboracion propia
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5.2.3 Ensayo (F-03)

Figura N°14 Y N°15. Solubilidad de buclizina en Propilenglicol y Solucion
inyectable ensayo (F-03) respectivamente.

Fuente: Elaboracion propia

El ensayo se trabajé de la siguiente manera:

Se solubilizé la buclizina en Propilenglicol permitiendo un calentamiento a una
temperatura de 70 + 5 °C. Se adiciono Tween 80 para dar estabilidad a la

formulacioén y evitar la separacion de buclizina.

En un segundo recipiente se calent6é agua a una temperatura no mayor a 50 °C se
solubilizaron los aminoacidos y los minerales facilmente. Se procedié a unir el
contenido de las dos mezclas observandose una solucion levemente amarilla
transparente. Posteriormente se adiciond el citrato de hierro amoniacal obteniendo

una solucion de color café transparente.
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Segun resultados de controles en proceso la férmula con la técnica de fabricacion
seleccionada es el ensayo (F-03) ya que los resultados en este ensayo estan

dentro de especificaciones definidas en el perfil del producto.

5.2.4 Implementacién de los controles en proceso (apariencia, pH, densidad,

particulas extrafias) al producto obtenido durante los ensayos de laboratorio

Tabla N°8. Resultados controles en proceso ensayo (F-01)

PARAMETRO A .
EVALUAR ESPECIFICACION RESULTADO
Descrincion Solucién transparente de color Solucién transparente de
P café oscuro color café oscuro
pH 5.5-6.5. 6.15
Densidad 1,01 - 1,03 g/ml determinada a 1.024 g/mL
25 °C.
Particulas extrafias Libre de particulas extrafias Se observan particulas

Fuente: Elaboracién propia

Se verificaron y se evaluaron los controles en proceso (apariencia, pH, densidad,

particulas extrafias) al producto obtenido durante los ensayos de laboratorio.

Al evaluar los diferentes controles en proceso al producto obtenido en cada ensayo
se observo que en el ensayo (F-01) el dato de pH y densidad estan dentro de
especificacion, pero la solubilidad de buclizina en agua no es conforme afectando
la apariencia de la solucion y generando presencia de particulas extrafas

claramente visibles.
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Tabla N°9. Resultados controles en proceso ensayo (F-02)

PARAMETRO A .
EVALUAR ESPECIFICACION RESULTADO
L, Solucién transparente de color | Solucién transparente de color
Descripcion . .
café oscuro café oscuro
pH 55-6.5. 6.08
Densidad 1,01 - 1,03 g/ml determinada a 1.024 g/mlL

25°C.

Particulas extrafias

Libre de particulas extrafas

Se observan particulas

Fuente: Elaboracion propia

En el ensayo (F-02) el dato de pH y densidad estan dentro de especificacion, pero

al igual que el ensayo (F-01) la apariencia de la solucion no es conforme ya que

se genero un precipitado blanco el cual corresponde a la buclizina clorhidrato. Por

lo cual se realiz6 un tercer ensayo.

Ensayo (F-03) en este ensayo fue necesario adicionar un tensioactivo no iénico

(Tween 80) obteniendo una solucion transparente de color café, libre de particulas

extrafias con un dato de densidad y pH dentro de especificacién definidos en el

perfil del producto.

Tabla N°10. Resultados controles en proceso ensayo (F-03)

PARAMETRO A .
EVALUAR ESPECIFICACION RESULTADO
L Solucién transparente de color Solucion transparente de
Descripcion . .
café oscuro color café oscuro
pH 5.5-6.5. 6.33
Densidad 1,01 - 1,03 g/ml determinada a 1.025 g/mL
25°C.
Particulas extrafias Libre de particulas extrafas Libre de particulas extrafias

Fuente: Elaboracion propia
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5.3 Fabricacion de lote piloto
5.3.1 Pesado de materias primas

Se realiz6 una pesada para la fabricacion de 10 litros de producto. Dicha pesada
se llevé a cabo en un area especifica denominada AREA DE PESADO DE
MATERIAS PRIMAS. Para este proceso se siguio un procedimiento interno en el
cual es obligatorio la presencia de un testigo de pesada el cual verifico que las
balanzas estuvieran calibradas y niveladas antes de pesar cada materia prima y

asi obtener datos reales evitando errores de pesada.

Figura N°16. Pesado de materias primas

Fuente: Elaboracion propia
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5.3.2 Proceso de fabricaciéon

- e »\"
N vl
Figura N°17 Y N°18. Tanque de fabricacion de 50 L y producto
granel respectivamente.

Fuente: Elaboracion propia

Las materias primas pesadas fueron trasladadas al area de fabricacion
denominada AREA DE FABRICACION DE SOLUCIONES INYECTABLES.
Se procedio6 a fabricar el lote piloto siguiendo un protocolo de fabricacion interno.

En el cual se utilizé un tanque de fabricacién de 50 litros de capacidad.
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5.3.3 Proceso de filtracion

Figura N°19 Y N°20. Filtros esterilizantes y carcasas respectivamente.

Fuente: Elaboracién propia

Una vez fabricada la solucién se llevo por medio de tuberias de acero inoxidables
al area de filtracion y se paso la solucion por filtros absolutos y esterilizantes de

0.22 um los cuales fueron esterilizados previamente.

5.3.4 Proceso de dosificado y sellado

Para el proceso de dosificado y sellado el laboratorio cuenta con un &rea especial
para productos estériles la cual cuenta con camara de flujo laminar permitiendo un
llenado en condiciones controladas y evitando la contaminacién microbiolégica. Se

llend y sello el producto mediante un proceso semiautomatico.

Se llend el tanque receptor con solucion estéril, y se procedio a calibrar la llenadora

semiautomatica con el volumen a dosificar en cada frasco estéril.
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Figura N°21. Tanque receptor de solucion estéril.

Fuente: Elaboracion propia

Figura N°22 Y N°23. Proceso de Dosificado y sellado respectivamente.

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla N°11. Resultados controles en proceso lote piloto

PARAMETRO A
EVALUAR ESPECIFICACION RESULTADO
- Solucion transparente de color Solucion transparente de
Descripcion . .
café oscuro color café oscuro
pH 5.5-6.5. 6.14
Densidad 1,01 - 1,03 g/ml determinada a 1.026 g/mlL
25 °C.
Particulas extrafias Libre de particulas extrafas Libre de particulas extrafas

Fuente: Fuente: Elaboracion propia

El resultado obtenido para la fabricacion del lote piloto es conforme cumpliendo los
controles en proceso evaluados. Podemos concluir que la férmula propuesta es
reproducible al evaluar y comparar la cantidad de tanques ocupados en los
ensayos de laboratorios fueron la misma cantidad para la fabricacion del lote piloto
utilizando para este caso un tanque de acero inoxidable de 50 litros incorporado a
él un agitador de propela. Se mantuvo el orden de adicion de los componentes y

los tiempos de agitacién fueron similares.

5.4 Analisis de cuantificacion de activos, esterilidad y endotoxinas bacterianas al

producto obtenido en la fabricacion del lote piloto

El producto obtenido en el ensayo piloto se acondiciono en su respectivo empaque
primario y se envié una muestra representativa a laboratorio SERQUIM el cual
realiz6 la cuantificacion de activos, esterilidad y endotoxinas bacterianas. Ya que
Laboratorios Biologicos de El Salvador, LABIS S.A de C.V no cuenta con los

equipos necesarios para realizar dichas determinaciones.
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Figura N°24. Producto envasado

Fuente: Elaboracion propia

: Solucion 50 mL
COMPOSICION . .- Mantener en lugar seco y fresco, a una
Inyectable Uso Veternerio  vomaratura entre 15-30°C, protegido de la

Buclizina 50 mg, Acetato de Cobalto 50 mg, i
Vitamina 812 (cianocobalaming) 1 mg, Citrato de CE B AM | N N ¥ Tuoh ol seance o ls s
Hierro Amoniacal 2 g, L - Triptotano 250 myg, DI - '

Metioning 1, L-Histidina 0.5 g, Excipientes c.5.p. REGISTROS VETERINARIOS
100rmL. B]z
El Salvador:

INDICACIONES Lot

. : : CON EETIVLLANTE DF ADETT ot
Estimulante de opetito meomr de gonancia de CON ESTIMULANTE DE APETITO .
peso diarie. Aumenta la conversin” alimenticia, F.Fab.
vitamings v minerales dietarios, logrando un F Venc:

belance nutricional altamente positivo. Para mas

informacién ver nserto adurta Producto Centroomericano elaborado en £l Salvador por.

LEAELINSERTO ANTES DE USAR EL PRODUCTO. '. LABORATORIOS BIOLOGICOS DEEL SALVADOR, SA DEC.V.
A ¢ (LABIS, 5. DE C.V.) Pagina web: wwnw labiscom
31Av. Sur N° 232 San Salvador, B Salvador.

FORMULACION ENGORDE Y CEBA FORMULACION ENGORDE Y CEBA
Figura N°25. Etiqueta de producto terminado

Fuente: Elaboracion propia
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SERQUIM |||

)

LABORATORIO DE ANALISIS INDUSTRIAL
SERVICIOS QUIMICOS ¥ MICROBIOLOGICOS

INFORME DE ANALISIS
No. Informe 2023-01-208
Nombre o Marca: CEBAMIN , Solucién inyectabe
Lote o Identificacién: 1P1122 F.Manufactura: 28/1 172022
Recipiente/empaque: Frasca vidrio ambar F.Vencimiento: 122024
F.Recibida: 250172023 Cantidad: 24 frascos x S0mL
Fabr & Remi Laboraterios Bioldgicas de El Salvador S.A, de C.V
ANALISIS ESPECIFICACIONES RESULTADO
QUIMICO
Cuantificacibn Acetate Cobalto 50mq/100mL {50.0 - 110.0%) 49.813mg/100mL (99.63%)
Cuantificacién L-Histiding 500mg/100mL (90,0 - 110.0%) 456.97mq/100mL (91.40%)
Cuantificacién DL-Metionina 1g/100mL {90.0 - 110.0%) 0.974q/100mL (97.40%)
Cuantificacién L-Triptéfano 250mg/100mL (90.0 - 110.0%) 226.98 mp/100mL (50.8%)
Cuantificacién Citrato Hierro 2.09/100mL (90.0 - 125.0%) 1.69540/100mL (94.77%)
Amomacal
Cuantificacién Vitamina 812 1ma/100mL (95.0 - 115.0%) 2.65mg/100mL (265.20%)
{Cianocobalammea)
Cuantificacidn Budizina HCI S0mg/100mL (90,0 - 110.0%) 51,38mg/100mL (102.80%)
MICROBIOLOGICO
Ensayo de esterilidad Ausencia ge crecimiento bacteriano CUMPLE
Endctoxinas bacterianas Menor a 4 UE/mL Menor & 3 UE/mL
No Mayor a 0.6 UE/meg de B12
REFERENCIAS y METODOS

Farmacopea de los Estados Unidos de America USP, Enseyo para endotoxina bacteriana <85>, Prueba de esteriidad
<71> Directa, Cuantificacion Hierro <ME-Q-H-13> Absorcién Atomica. USP <ME-Q-A096 Aminoacidos, ME-Q-C132
Clanccobalamina> Cromatografie Liquida de Alta PrecisiGn HPLC

Fecha de Impresién:  13/03/2023 RT: M-L01 pp 261,262 - 2023 OG
Analista{s):  DGenis L13 Pag 52-53 JL
JdeLeon L2 Pag 252-253 KG
IMartinez
KGarca
OBSERVACIONES:

Los resultados se refieren a la muestra tal come fue ertregeda.

Pruebas de métodos, Materias prima proporcionadas por cliente, STD-C-22-82D, STD-M-15-9A4, STD-H-14-301, Se
adjuntan cromategramas, Focha de andlisis: 01-Mar-23, Blanco de mezcla de excipientes interfiere en L-Triptdfanc,
Dictamen: Cumple

Firma y Sello:
Y .?lu{rly Uk Leow _th_. Coneamon con Licsacks del MEIAS

UAWICO FARMACEUTICE y et §A

COLEGIADO Mo, 509 ?9 L b N
)’
Yy o

Av.Cementerio Las Flores 1165, Zona 7 de Mixco, Los Pinos, Tels: (302) 2434-5930 - (502) 2434-6030 - [SD2) 24362541 o Mos
Guatemala, CA. - www.serquim.com - infogsenquinm.com - httpsy/ www facebook.comiserquim > > ol

Figura N°26. Informe de andlisis producto terminado
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5.4.1 Andlisis microbiolégico

Los resultados recibidos por parte de laboratorios SERQUIM indican que cumple
el ensayo de esterilidad y un resultado de endotoxinas bacterianas menor a 3
UE/mL. Dichos resultados se encuentran dentro de especificaciones especificadas
en el perfil del producto.

Podemos concluir que Laboratorios Biolégicos de El Salvador, LABIS S.A de C.V
cuenta con areas adecuadas para fabricar soluciones inyectables cumpliendo
requisitos de esterilidad. También se demuestra la efectividad del método de

esterilizacion utilizando filtros con un tamafio de poro de 0.22 pm.

5.4.2 Cuantificacion de activos

Los métodos de cuantificacion aplicados por SERQUIM son: Absorcién atomica, y
cromatografia liquida de alta precision. Dichas metodologias son de caracter
confidencial de laboratorio SERQUIM y no pueden ser agregadas en la presente

investigacion.

Los resultados obtenidos son: Acetato de cobalto 49.813 mg/100 mL (99.63 %),
DL — Metionina 0.974 g/100 mL (97.40%), L — Histidina 456.97 mg/100 mL (91.40
%), L — Triptéfano 226.98 mg/100 mL (90.8 %), Citrato de Hierro Amoniacal
1.8954 g/100 mL (94.77 %), Buclizina clorhidrato 51.38 mg/100 mL (102.80 %).
Dichos resultados se encuentran dentro de especificaciones farmacopeicas
especificadas en el perfil del producto. A excepcion de cianocobalamina indicando
un resultado fuera de especificacion. RESULTADO DE VITAMINA B12 2.65
mg/100 mL (265.20 %).
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En el proceso de fabricacion el contenido de dicho ingrediente activo, no ha sido
sobre dosificado, por lo tanto, se recomienda a Laboratorios Biologicos de El
Salvador, LABIS S.A de C.V solicitar que el método analitico de vitamina B12 sea
un método validado ya que el método aplicado por laboratorio SERQUIM no es un
método validado y posiblemente en la cuantificacion de vitamina B12 se esté

generando interferencias entre activos.

5.5 Elaboracion del informe con la formula seleccionada a Laboratorios Biolégicos
de El Salvador, LABIS S.A de C.V.

Se elaboré un informe de la férmula y la técnica de fabricacion definitiva y se

entrego a Laboratorios Biolégicos de El Salvador, LABIS S.A de C.V.

Tabla N°12. Informe de formulacion.

ye
73 INFORME FINAL
(SEIWNCTS
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO
PRODUCTO NUEVO X
FORMA FARMACEUTICA SOLUCION INYECTABLE
NOMBRE DEL PRODUCTO CEBAMIN

FORMULA CUALI-CUANTITATIVA PARA 100 mL

MATERIA PRIMA CODIGO CATEGORIA CANTIDAD UNIDADES
Acetato de Cobalto N/A Principio activo 50 mg
DL - Metionina N/A Principio activo 1 g
L — Histidina N/A Principio activo 0.5 g
L — Triptéfano N/A Principio activo 250 mg
Citrato dg Hierro N/A o _ > g
Amoniacal Principio activo
Vitamina B12
. . N/A L . 1
(Cianocobalamina) Principio activo mg
Buclizina clorhidrato N/A Principio activo 50 mg
Propilenglicol N/A Excipiente 10 mL
Sodio Metabisulfito N/A Excipiente 0.5 g
Tween 80 N/A Excipiente 1 mL
?i”;‘ desmineralizada N/A  |Vehiculo 100 mL

OBSERVACIONES DE LA FORMULA: Se recomienda utilizar otra fuente de hierro para
obtener una solucién de color mas claro.




Tabla N°12. Continuacion.

TECNICA DE FABRICACION ENSAYO PILOTO (10 L)

PROCEDIMIENTO CANTIDAD UNIDADES
PASO 1 N/A N/A
cplopar en tanqug de a'lcero inoxidable numero (1) las N/A N/A
siguientes materias primas
PROPILENGLICOL 1000 mL
BUCLIZINA HCL 5000 mg
TWEEN 80 100 mL
PASO 2 N/A N/A
colocar en tanque de acero inoxidable nimero (2) las N/A N/A
siguientes materias primas
AGUA DESMINERALIZADA C.S.P 8.9 L
AMINOACIDOS 175 g
CIANOCOBALAMINA 100 mg
ACETATO DE COBALTO 5000 mg
SODIO METABISULFITO 50 9
PASO 3 N/A N/A
Adicionar el contenido de la mezcla del paso 2 a la N/A N/A
mezcla del paso 1
Finalmente adicionar en el tanque de fabricacion N/A N/A
CITRATO DE HIERRO AMONIACAL 200 g

transparente.

OBSERVACIONES DEL PROCESO: La mezcla del paso 1 se welve levemente turbia tras
la adicion de tween 80 la cual al momento de unir la mezcla del paso 2 welve a ser

PRECAUCIONES Y RECOMENDACIONES

PRECAUCIONES

RECOMENDACIONES

1. Verificar la integridad de los filtros antes y después
de su uso.

1. utilizar filtros preferiblemente

nuewvos.

gue se generara espuma.

2. No agitar fuerte durante el proceso de fabricacion ya

2. Mantener una agitacién suave

y constante.

Fuente: Elaboracion propia
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6.0 CONCLUSIONES

. Con el disefio del perfil del producto, se establecieron los parametros que

se deseaban alcanzar en la formula seleccionada.

Para la formula definitiva, se realizaron tres ensayos de fabricacion y la
férmula seleccionada es la formula del ensayo F-03 en la que se adicion6
Tween 80, el cual por su propiedad solubilizante aumento6 la solubilidad de

la buclizina en agua y le dio estabilidad a la solucion.

Mediante el escalamiento de lote piloto logramos comprobar la
reproducibilidad del método de fabricacion del producto en estudio,
verificando y comparando la cantidad y tipo de tanques de fabricacion,
cantidad y tipo de agitadores, orden de adicion de los componentes y

tiempos de agitacion.

. Se disefi6 una nueva formulacién en solucion inyectable para la ceba o
engorde de animales productores de carne la cual cumple con
especificaciones establecidas en el perfil del producto a excepcién del

contenido de cianocobalamina.

El trabajo desarrollado en Laboratorios Bioldgicos de El Salvador, LABIS
S.A de C.V. demuestra como se desarrollan los productos en el area de
investigacion y desarrollo, asi como la utilizacion de equipos en la industria

farmacéutica a pequefia y gran escala.
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7.0 RECOMENDACIONES

Es necesario que Laboratorios Biologicos de El Salvador, LABIS S.A de
C.V valide el método de fabricacion, asi como también la metodologia
analitica especialmente en la cuantificacion de la cianocobalamina para
asegurar que el proceso es reproducible y que la metodologia es estable

obteniendo resultados esperados.

. Que en futuras investigaciones Laboratorios Biolégicos de El Salvador,
LABIS S.A de C.V realicen el estudio de estabilidad conveniente a los lotes
pilotos, para asegurar que el producto conserva sus caracteristicas

iniciales en el periodo que ha sido asignado hasta su caducidad.

Que el Departamento de Investigacién y Desarrollo de Laboratorios
Biologicos de El Salvador, LABIS S.A de C.V seleccione otra fuente de
hierro en futuros ensayos, ya que la apariencia fisica de la solucion
inyectable cambié completamente al adicionar el citrato de hierro

amoniacal.

Es importante que Laboratorios Bioldgicos de El Salvador, LABIS S.A de
C.V realicen estudios de campo aplicando el producto a los animales y
controlando la ganancia diaria de peso para demostrar que el producto es

seguro y efectivo para lo cual fue disefiado.

Es necesario que Laboratorios Biol6gicos de El Salvador, LABIS S.A de
C.V invierta en un area de andlisis microbiologico y fisicoquimico para

realizar los analisis dentro de sus instalaciones.
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ANEXOS



ANEXO N° 1
CRISTALERIA'Y EQUIPOS DE LABORATORIO EQUIVALENTES A
NIVEL INDUSTRIAL



Beaker de vidrio

Envudo y papel filtro

Fuente: Elaboracion propia

Tanque de acero inoxidable

Y e T

Filtros y carcasas



Agitadores de vidrio Agitador de propela

= —

Balanza analitica

Fuente: Elaboracion propia



ANEXO N° 2

Tabla N°13. Perfil del producto terminado

PARAMETRO A EVALUAR ESPECIFICACION RESULTADO
.y Solucién transparente de color café Solucién transparente de color café
Descripcion
0scuro 0scuro
pH 55-6.5. 6.14
Densidad 1,01 - 1,03 g/ml determinada a 25 °C. 1.026 g/mL

Particulas extrafias

Libre de particulas extrafias

Libre de particulas extrafias

Acetato de cobalto 50 mg/100 mL

Acetato de cobalto 49.813 mg/100 mL

(90-110 %) (99.63 %)
DL - Metionina 1 g/100 mL DL - Metionina 0.974 g/100 mL
(90-110 %) (97.40%)
L - Histidina 500 mg/100 mL L - Histidina 456.97 mg/100 mL
(90-110 %) (91.40 %)
L - Triptofano 250 mg/100 mL L - Triptofano 226.98 mg/100 mL
Contenido de los principios activos (90-110 %) (90.8 %)
Citrato de Hierro Amoniacal Citrato de Hierro Amoniacal
2 /100 mL (90-125 %) 1.8954 g/100 mL (94.77 %)
Cianocobalamina 1 mg/100 mL Cianocobalamina 2.65 mg/100 mL
(90-115 %) (265.20 %)
Buclizina clorhidrato 50 mg/100 mL | Buclizina clorhidrato 51.38 mg/100 mL
(90-110 %) (102.80 %)
Esterilidad Ausencia de crecimiento bacteriano CUMPLE
Endotoxinas Bacterianas Menor a 4 UE/mL Menor a 3 UE/mL

Fuente: Elaboracion propia




ANEXO N° 3

CROMATOGRAMAS DE CUANTIFICACION DE ACTIVOS



D-7000 HSM: Samples Seres: 1122 Report: modified System: Svs 3

D-7000 HPLC System Manager Report

analyzed: 24/02/23 10:01 Reported: 24/02/23 14:43
Processed: 24/02/23 14:4Z
Data Path: Cr\wWin3ZApp\HSM\samplesh\DATANI1122Y%
Processing Method: Buclizina HCL, Cuanti
system(acguisition): sSys 3 Series:1122
Application: Samples Volume: 50,0 ul
Sample Name: Estandar Buclizina (1)
Chrom Type: HPLC Channel : 1

1000

800
600

400

Intensity (oW)

200

L] 1 2 3 4 5 ] T ] a 10 11 12

Retention Time (min)

Acquisition Method: Buclizina HCL, Cuanti

Column Type: Developed by: Serquim
Pump A Type: L-7100
Solwent A: Fase Movil solvent EB: Agua
Solvent C: Metanol Solvent D:

Method Description: Buclicina HCL

Chrom Type: HPFLC Channel : 1

Peak Quantitation: ARER
Calculation Methed: EXT-STD
Scale Factor 1: 1,000

Ho. RT Name Area Height
1 3,26 Buclicina HCL 9034852 784519
9034852 784919

Peak rejection level: O

Figura N°27. Cromatograma estandar Buclizina HCL



D-7000 HSM: Samples

Series: 1122 Report: modified

Svsiem: Sys 3

D-7000 HPLC System Manager Report

Analyzed: 24,/02/23 11:17 Reported: 24/02/23 14:43
Processed: 24702723
Data Path: C:\Win3i2App\HSM\samples\DATR,1122%
Processing Method: Buclizina HCL, Cuanti
System{acguisition): S5ys 3 Series: 1122
Application: Samples Volume: 50,0 ul
Sample MName: 2023-01-208 (1)
Chrom Type: HPLC Channel : 1

1000

a00

&no

Intansity ok}

200

Acguisition Method: Bucl
Column Type:
Fump A Type:

Solwvent A:

L-7100
Fase Movil

3 4 5 E 7 -] 9 10 11

Ratention Time (min)
izina HCL, Cuanti

Developed by: Serguim

14:42

Solvent B: Agua
Sclvent C: Metancl Solvent D:
Method Description: Buclicina HCL
Chrom Type: HPLC Channel : 1
Peak Quantitation: AREA
Calculation Method: EXT-S5TD
Scale Factor 1: 1,000
Ho. BT Hame Area Height
1 3,29 Buclicina HCL 3010073 741671
2 6 Tez4086 GO4TS
37924749 802150

Peak rejection lewel: 0

Figura N°28

. Cromatograma muestra Buclizina HCL



D-7000 HSM: Samples Seres: 1122 Report: modified Sysiem: Sys 3

D-7000 HPLC System Manager Report

Analyzed: 24/02/23 11:47 Feported: 24/02/23 14:43
Processed: 24/02/23 14:42
Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATA\1122\
Processing Method: Buclizina HCL, Cuanti
System{acguisition): Sys 3 Series: 1122
Application: Samples Volume: 50,0 ul
Sample Name: 2023-01-208 blanco (1)
Chrom Type: HPLC Channel : 1

1000

aon
&0

400

Intansity (ok)

200

o 1 z 3 4 5 E 7 B 8 in 11 12

Ratantion Tima (mim)

Acguisition Method: Buclizina HCL, Cuanti

Column Type: Developed by: Serguim

Pump A Type: L-T7100
Solvent A: Fase Movil Solvent B: Agqua
Solwent C: Metanol Solwvent D:

Method Description: Buclicina HCL

Chrom Type: HPLC Channel : 1
Peak Quantitation: AREA
Calculation Method: EXT-5TD
Scale Factor 1: 1,000

Ho. BT Name hrea Height
1 3,11 54249 6875

2 3,37 Buclicina HCL 265901 24539

3 3,68 170288 14307
450438 45721

Peak rejection lewvel: 0O

Figura N°29. Cromatograma blanco Buclizina HCL



D-7000 HSM: Samiples Seres: 1105 Report: modified System: Sys 3

D-7000 HPLC System Manager Report

Reported: 23/02/23 14:34
Processed: 23702723 14:33
Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATAY1105%
Processing Method: Aspartato + Lisina ME-Q-R093
System{acguisition): Sys 3 Series: 1105
Application: Samples Volume: 20,0 ul
Sample Name: Estandar Amincacideos 1

Chrom Type: HPLC Channel : 1

1400
1200

1000

200 F

00

Intansity (nk)

400

L

UL L I BB B L L B L B L B L B L R I R L B L B L R L I L
o 5 0 15 20 25 i

EBetantion Tima (mim)

Acguisition Method: Aspartato + Lisina ME-Q-AD93
Column Type: Developed by: Serguim
Pump A Type: L-7100
Solvent A: Metanol Solvent B: Solucidn B
Solwvent C: Solucion A Solvent D:
Method Description: Aspartatoc + Lisina ME-{-A0%3

Chrom Type: HPLC Channel : 1
Peak Quantitation: AREAR

Calculation Method: EXT-S5TD
S5cale Factor 1: 1,000

Ho. ET Name Area Height
1 17, 84 L-Histidina 2458574 185989

2 25,69 DL-Metionina 5473858 305314
Ta32832 431302

Peak rejection lewel: 0

Figura N°30. Cromatograma estandar Histidina y Metionina



D-7000 HSM: Samplkes Sedes: 1105 Report: modified

Sysiem: Sys 3

D-7000 HPLC System Manager Report

Reported: 23/02/23 14:34
Processed: 23/02/23 14:33
Data Path: C:\Win32App\H5M\=samples'DATAY1105%
Processing Method: Aspartato + Lisina ME-Q-RAD93
System{acguisition): Sys 3 Series: 1105
Application: Samples Volume: 20,0 ul
Sample Name: 2023-01-208 (1)

Chrom Type: HPLC Channel : 1

1400
1200
1000

aon

&00

Intansity (nk)

400

200

o 5 10 i5 20 25

Fatantion Tima (mim)

Acguisition Method: Aspartato + Lisina ME-Q-AQ93

Column Type: Developed by: Serguim

Pump A Type: L-T7100
Soclvent A: Metanol Solvent B: Sclucisn
Solvent C: Solucion A Solvent D:

Method Description: Aspartate + Lisina ME-Q-A0913

Chrom Type: HPLC Channel : 1
Peak Quantitation: AREA

Calculation Method: EXT-S5TD
Scale Facteor 1: 1,000

Ho. RT Name Area Height
1 17, 85 L-Histidina 1882573 144254

2 18, 39 30 10

3 25,71 DL-Metionina 5121724 281317
004327 425581

Peak rejection lewvel: 0

Figura N°31. Cromatograma muestra Histidina y Metionina



D-7000 HSM: Samples Seres: 1105 Report: modified Svstem: Svs 3

D-7000 HPLC System Manager Report

Beported: 23/02/23 14:34

Frocessed: 23702723 14:33

Data Path: C:\Win32App\HSM\samples\DATAM1105"
Processing Method: Aspartato + Lisina ME-Q-RA0D93

System{acguisition): Sys 3 Series: 1105
Application: Samples Volume: 20,0 ul
Sample Hame: 2023-01-208 Matriz (1)
Chrom Type: HPLC Channel : 1
1400
1200
= 1000
2
E] 200
b
2
E &00
400
200
o
Il||||||||Il||||||||I|||||||||||||||||||I||||||||||||||||||||||||
o 5 10 15 20 25 30

Fatantion Tima (min)

Acquisition Method: Aspartato + Lisina ME-Q-AD93

Column Type: Developed by: Serguim

Pump A Type: L-7100
Solwvent A: Metanol Solvent B: Sclucién B
Solwvent C: Solucion A Solwvent D:

Method Description: Aspartato # Lisina ME-Q-AD0%3

Ho. BT Name Area Height

Peak rejection lewvel: 0

Figura N°32. Cromatograma blanco Histidina y Metionina



D-7000 HSM: Samples Seres: 1126 Report: modified Svsiem: Svs 3

D-7000 HPLC System Manager Report

Beported: 10/03/23 09:34
Frocessed: 10/03/23 0%:33
Data Path: C:\Win32App\HSM\samples“DATA\112&%
Processing Method: Amincacidos ME-{-RA0%6
System{acguisition): S5ys 3 Series: 1126
Application: Samples Volume: 50,0 ul
Sample MWame: Estandar L-triptofanc 1

Chrom Type: HPLC Channel : 1

400 3
350

300

250

200

150

Intansity (nk')

bl

50 5
-|||||||||||||||||||I|||||||||||||||||||||||'|||||||||||||||||||||
] 5 10 15 20 25 EN]

Batention Tima (min)

Acquisition Method: Aminocacidos ME-Q-RAD9&

Column Type: Developed by: Serguim
Pump A Type: L-7100
Solvent A: Metanol Solvent B: Sclucidn B
Solwvent C: Solucion A Solwvent D:

Method Descripticon: Aspartato # Lisina ME-Q-A0%3
Chrom Type: HPLC Channel : 1

Peak Quantitation: ARER
Calculation Methed: EXT-STD
Scale Facteor 1: 1,000

Ho. BT Hame Area Height
1 22,17 L-Triptofano 650141 36799
650141 36799

Peak rejection lewvel: 0O

Figura N°33. Cromatograma estandar L-Triptéfano



D-7000 HSM: Samples

Seres: 1126

Report: modified Sysiem: Sys 3

D-7000 HPLC System Manager Report

Beported:

Processed:
Data Path:
Processing

10403723 09:36
1003723 09:36

System{acguisition):
Application: Samples
Sample MName: 2023-01-208

Sys 3

400
350

oo
250
200

150

Intansity (nk7)

e

{1}
Chrom Type:

C:\Win32App\HEM\ samples \DATA\1126%
Method: Amincacidos ME-Q-R0S6

Series:1l12e
Volume: 50,0 ul

HPLC Channel : 1

10 20 25 30

Fatention Tims (min)

Acquisition Method: Amincacidos ME-Q-RA096

Column Type:

Pump A Type: L-7100
Solwent A: Metanol
Solwent C: Solucion A

Method Description:

Chrom Type:

Peak Quantitation: AREA

Developed by: Serguim

Solwvent B:
Solvent D:

Solucicn B

Aspartato + Lisina ME-Q-AD0%3

HPLL Channel : 1

Calculation Method: EXT-STD
Scale Facteor 1: 1,000
Ho. HT Hame Area Height
1 22,01 5265448 32491
2 22, 26 L-Triptofano 22112 2616
548660 35107

Peak rejection lewvel: 0

Figura N°34.

Cromatograma muestra L-Triptoéfano



[-7000 HSM: Samples Series: 1126 Report: modified

Svsiem: Sys 3

D-7000 HPLC System Manager Report

BReported: 10/03/23 09:37

Processed: 10/03/23 09:37

Data Path: C:\Win3ZApp\H5M\samples \DATAYWI112E"
Processing Method: Amincacidos ME-{Q-RA0%9&

System{acguisiticon): Sys 3 Series: 1126
Application: Samples Volume:

Sample Name: 2023-01-208 blanco (1)
Chrom Type: HPLC Channel : 1

400
350

300
250
200

150

Intansity (k)

e

50

A

50,0 ul

o 5 10 15 20

Ratantion Tima {(min)

Acquisition Metheod: Amincacidos ME-(-R096

Column Type: Developed by:

Pump A Type: L-7100
Solwvent A: Metanol

Solwvent B:

Sclwvent C: Solucion A Solwvent D:

Method Description: Aspartate + Lisina ME-Q-A09%3

Chrom Type: HPLC Channel : 1
Peak Quantitation: AREA
Calculation Method: EXT-STD
Scale Facteor 1: 1,000

Ho. BT Hame

25

Serguim

Solucidn B

hrea Height

1 21,95 547481 32238
2 22,28 L-Triptofano 25569 2992
573050 35230

Peak rejection lewvel: 0O

Figura N°35. Cromatograma blanco L-Tript6fano



LaChrom Elite HPLC
Reporte de Laboratorio SERQUIM

Reportado: 27/02/2023 02:52:06 p.m.
Metodo: D:\EZchrom\Enterprise\Projects)SERQUIM\MethodyClanocobalamina
ME-Q-C132 Cuantificacion.met

Secuencia:
D:\EZchrom\Enterprisei\Projects\5ERQUIM\Sequence’Cianccobalamina
cuanti, ME-Q-C132, Z4FEBZ3.seq

Sistema: HPLC UV (Qffline) HNo. 2
IJdentificacion: Estandar Cianccobalamina 1

Volumen de inyeccidn: 90

Cromatograma:

1000 1000
Mame

TEI- - 750
£ 500+ - 500

o

=

E

o

B L
250 g L 250
(= L
o
[
u_4.—._.—._/—l"|‘h o
T T T T 1 T T T T T T T T T
a 2 4 ] ] i0 12 14
Mirutas
v Results
Fk 4 Hame Betention Time Area Height
1 ¢Cilanocobalamin 5.157 2168339 305811
a
Totals

2168339 3058811

Metodo creado: 04/10/201% 10:23:29 a.m.

Figura N°36. Cromatograma estandar Cianocobalamina



LaChrom Elite HPLC
Reporte de Laboratorio SERQUIM

Reportado: 27/02/2023 02:52:09 p.m.

Metodo: D: \EZchrom\Enterprise\Project s\ SERQUIM\Method\Clanoccbal amina
ME-Q-C132 cuantificacion.met
Secuencia:

D:\EZchromiEnterprise\Projects\SERQUIM\Sequence’Cianoccobalamina

cuanti, ME-Q-C132, 24FEB23.seg

Sistema: HPLC UV (0ffline) HNo. 2
Jdentificacion: 2023-01-208 (1)

Volumen de inyeccidn: 20

Cromatograma:

1000 | 1000
_ [
Mame | !
7E04 ‘ I 750
. o l
B 500+ T | [ 500
E-.
B }
-]
E [
o
2804 [a] ‘ 280
]
_________J !&_, J 5\
a4 o
LRI BN RN B B T L B B | T L T T T
a 2 4 B ] 10 12 14
Mirutes
v Results
Pk & Hame Retention Time Area Height
1 cCianocchalamin 5.180 44928551 655984
a
Totals
4928551 655984

Metodo creado: 0£/10/201% 10:23:29 a.m.

Figura N°37. Cromatograma muestra Cianocobalamina

mi Ll



LaChrom Elite HPLC
Reporte de Laboratorio SERQUIM

Reportado: 27/02/2023 02:52:10 p.m.

Metodo: D:\EZchrom\Enterprise‘\Projectsh SERQUIMA\MathodClanoccbalaming
ME-Q-C132 Cuantificacion.met

Secuencia:
D:ZvEZchrom\Enterprise’\Projects\SERQUIM\Sequencel\Cianocobalamina
cuanti, ME-Q-C132, Z24FEB23.seq

Sistema: HPLC UV (Cffline) HNo. 2
Identificacion: 2023-01-208 (1) blanco

Volumen de inyeccion: 390

Cromatocgrama:
1000 1000
Mame
TEOH 760
= 500 - 500
E ] I
260 260
a i s o
T T L | T T TTT T T T T T T T
a 2 4 B ] 0 12 14
Mirutos
v Results
Pk & MHame Fetention Time ATEa Height
Clanocobalamin
a

Totals

Metodo creado: 04/10/201% 10:23:29 a.m.

Figura N°38. Cromatograma blanco Cianocobalamina

maL



ANEXO N° 4

CERTIFICADOS DE ANALISIS DE MATERIAS PRIMAS



HEBEI HUAYANG BIOLOGICAL TECHNOLOGY CO.LTD
NO.645 FUYANG EAST ROAD JIZHOU DISTRICT HENGSHUI CITY,HEBEI PROVINCE CHINA

Phone: +86-318-8638826

Fax. +86-318-B638826
CERTIFICATE OF ANALYSIS

rf:?;f;lme' Gusntity: 7Kg Fatch Na: LC22031301
Packing carton Praducing date: 2022.03.13 Fxocry date: 20724 03.12
Reterence standard:USP36

tem Specfications Results
Aspearance E s m:‘:::' e Conforms
Specific rotation i +12.6°-414,0° +12.8°
AsSaY, 2 r 98.5-101.% l 99.8
Chloride (As Cl} % ‘ <0.05% <0.05%
Gulfate (As 500 % ' €0.02 <0.03
Jron (As Fe),% %0.003 ‘ <0.003
Heavy metals (As Pb).% £ 00015 /,sn.op&
Loss on drying % €0.2 / e q.qLi ' \
Residue on ignition ,% 504 [ 7:: 0.06 7 "- i?’\
Conclusion: \ . i " /
This product conforms to requirements of USP36 standard, 8 At/

Y4 er )c_'.
Chockcrrouanlan\-/

Inspectors: Jia Jingtan

Figura N°39. L-Histidina. Fabricante: Hebei Huayang biological
technology CO., LTD. Origen: china.



B ORIGINAL

Crama Qaecmtona Qowet - D614T1 00wy

Proguct

Matenal

Quansty
Batch

Nanufocuring cate
Expration date
Sign of Car / Wagon

Property

DL-Methonne
Loss on grying
Asn

&

EVONIK

Laad g Dot Chacieii s

Page 1 0f !
Certificate of Analysis |
Dote 30.07 2021 g
Animal Nurbon 1
Contac: Person Canele Wilamsen
Telephone 31 (205) 658 172
Mo daniohe wilomzcn@evoni com
MeAMING ®
DU-Methioning Feed Graoe 39%
25 KG Paper By
99026513
200 KG =
210729A4
29.07.2021
2007.202¢
2E0KkSOrS N
Teol metnod Unit Vale Targel Mo, Max
¥ Trator % 00,50 o oo-
Dryng % 004 03
Incirzention “ 0,04 0%

Figura N°40. DL-Metionina. Fabricante: Shandong Nhu Aminoacid

technology CO., LTD. Origen: china.
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WEST BENGAL CHEMICAL INDUSTRIES LIMITED

WbCil 145/1, Jossaore Road, Lake Town, Kolkata - 700 089, India
Phione | +91-33.4025 1700 { 1713 & Fax : +971-33-2674-7410
Corporate kdemification Numbaer : U2Z4121WB1988PLC044200
A cGMP, cGLP, 1ISO 2001 - 2008, ISO 22000 - 2005 & HACCP Certified Campany.
Reforence Date
QC/WBACIL/FACIH20012/21 10/03/21
CERTIFICATE OF ANALYSIS
| Name of Material: FERRIC AMPAONIUM CITRATE 7 v e
' o Batch No. : FATIH2021024
| BP'73 (BROWN) sl ’
‘ Batch Size: 5.2 MT Spec. No. : WBCIL/QL/SP/FM/FACBPZ0 |
l Month of Manufacturning: RMarch 2021 5TP No. : WRCIL/OQC/STP/AM/TACBP20 |
= Expiry Date: Febr 2024 o | Material Release Date: 10/03/21
5 Batch Release Quantity: 5.0 pAT | coalssuance Date/COA-Re-tssuance-Date: 10/03/21 B
| 1. No. l TEST PARAMETERS SPECIFICATION | RESULTS 2
DS 200 — — = et R — =
| | Description Thin, transparent, dark ved scales or Browaish red powder, odourless,
Y granules or brownish red powder, deliquescent in moist air and affected
odourless, deliquescent in maist air and | by light.
. I affected by light, -
2 Solubility Soluble at 20°C, In 0.5% part of water, Sofuble at 20°C, in 0.5% part of water,
] | al soluble in sloohal (95%) | almast insolublie in alcohol {95%)
3. | tdentification Posdive for fron, Ammenia & Otrates Positive for Iror, Ammaonia & Citrates
a. [ Arsenic NPT 4.0 ppm - <a0ppm
5. Lead o | MPAT 30,0 ppey < 30.0 porm
6. Zinc Sample should be fess turbid thar l Samp 2 is less turbid than standard
standard | = -
7. Sulphate NAMT 0.3% wiw | < 0.3% wiw '
| " . — —_— WS — —_—
g. | Assay 20.5% wiw — 22 5% wiw 21 .42% vifur

lest Authority: BP'73

The above sample meets specitication / doe

Preparad by

K o ‘
s " n
[ol 0

Reviewed by @™ | Approved by

(5]

Page 1of 1

Figura N°41. Citrato de Hierro Amoniacal. Fabricante: West Bengal

Chemical Industries Limited. Origen: India.



Ligdf M T
B A TARA ]
Shanghai Xinbao Fine Chemical Factory

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product Name Cobaltous acctate anhydyous
Batch No. 202100107 CAS No. T1-48-7
Mfyg. Dale 2031.00.08 Reiest Date 20230107
Delivery 1250 Delivery quantity SO0
Items Specification Ruesulis
Assay[Co(CHyCOO):] =Y. 1% | o0 T,
Water [wi%) <0005 ' 11,004
1 [wi %) =002 { =002
SO (w/%) =0, 005 | 0,005
N (wita) | =102 =20,02
Mn (wi%) <0005 <005
Fe (wi) =L 00S =20.0005
Ni (/%) =1,05 < AL05
| Zn (wiva) <0.05 . 20,05
| Heavy metals (Ca) (w/9) =0.003 =200
Alkaline-earth metals{w/™4) =02 <052
Conclusion The pro<duct tested Conforr with In-House standard
Reviewer: T4 ¥: Checker: Zhange i

Figura N°42. Acetato de Cobalto. Fabricante: Shanshai Xinbao Fine Chemical

Factory Origen: China
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ANALYSIS CERTIFICATE

Product : MONCO PROPYLENE GLYCOL (PG USP) Batch Number : FOOS344UP
Drate Sampled : 04/03/2022

Manufacturing Dates : 04/03/2022 Walidity Dates : 03/03/2024
INSPECTIOMN SPECIFICATION TEST RESULT
Identification , - Min. Pass Pass
Appearance | - Min. Clear Clear
MPG | et % Min. 90.8 99.97
Sp. Gr, 2W20T 1.037-1.039 1.038
Sp. Gr{UsSP), 25/25T 1.035-1.037 1.036
Chlaride, ppm Mz, 1 LT o1
Sulfate, ppm Maoc., 10 0.0
Acidity, ml Max. 0.05 .02
Fe, ppm Max. 0.1 0.02
Heawy Metals as Pb, ppm Pax. 1 LT 1.0
Residue on ignition, ppm Max. 20 5.0
Water, ppm Mace. 700 &0
Caolor, APHA Maoc. 10 2.0
1BF. DegC Min. 185 186.2
DP, DegC Max. 189 1874
As, ppam Max_ 1 LT 0.1
EG. ppm Max. 50 o
DEG. ppm Macc. 50 o
Total plate count - 0 CFU
Escherichia. Coli - Meagative
Yeast and mold cownt - o CFU
Salmonella spp. - Megative

Thermal Conductivity, - D.2061 Wim© kK
25 CiFT F) {0. 1191 Btuthe f1° F)

Electrical Conductivity, - 10 micro Sfm
28 CITT F)

I certify the abowve staterments are frue and correct

5 1:";-;141‘/
Date Recorded : 2022 .03.04 Cruality Control Manager : J, H. CHA™
80 DRUMS
THE & Lab o castomers - Tell V82 - $2-278-5700 7 5721 Faxi = &2 - 52-278-5720

Figura N°43. Propilenglicol. Fabricante: Youngjam-ro, Nam-GU, Ulsan.

Origen: Corea.
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Chengdu Baishixing Science and Technology Industry Co..Ltd

RHnREE
Certificate of Analysis CAS: 87-3241
% Product SO HeWairt ] Test Date 2021.05,25 j
o N-Acetyl-CL-Tryptophan
:% Batch No, CO3520210525 T L% Manufaciure Date  2021.05.25
T 5 Molecular Formula | CyaH N, Oy #5 B %] Report Daw T 2021.06.31
51 B Malecular Weight 246.27 Wi Retest Date 2023.05.24
47 % % Storaga Candition | 0--30C. sealing storage | #i# Quantity 221 ki
F5UTH Test ltem Fdk W0 Specification 5% Test Result
_"lfw Appearance White 1c off-white Powder Canfarms
AR Ientiicaton by IR g;:f:m:';o e Conforms
AR HE) Assay $9.0% - 101.0% 99.9%
WA Solubifty (1% in 4% NaOH) g;‘j';fn‘"”"e“ DMt YOO | oo
AL Ammonium  (NH» = 200 ppm <= 200ppm
| SM7C7) Sulfated ash <0.1% 0.07%
B Heavy metaiPh) <*0ppm <10ppm
"Wk Loss on drying =0.5% 0. D4%
%4t Iron{Fe) = 10ppm ~=10ppm N
00k Purity(HPLS) ' =g9.0% a0 6%
=E+H30i8 Nan-Animal origin To Pass | ToPass
% Conglusion L H4 EPB.O R, The results conform with EPB.0 standard.
= C e
LR Aelyet :‘hcuk:f. " S;Ecr(\n(:;:o): :.mna;;ev)
WFAL Y WY, Final Batch Disposition:
:i*; " | ] iﬁcw 3 BY(QA 55, BN HEs

Figura N°44. DL-Triptofano. Fabricante: Cehngdu Baishixing Science and
Technology Industry CO., LTD Origen: China.



Name of the Product

BUCLIZINE HCL BP (Bromine Free)

CIN Mo. - U24230TG1969PTCO10584

U5

mavya

orvoE

atch No. : HBHCPPOO4
Date of manufacture H JANUARY 2022
Cats af Expiry > DECEMBER 2026
CSEBR-YT- T BT € AT B OFANALYS]E
"S.No | TEST RESULT SPECIFICATION
I~ Characteristics T
1. | Description = A vhite crystalline " A white or sligatly
powder. yellowish, crystallire
. powdar. o
v Salubility Practiczlly insoluble In Practically insciubla in
water; sparingly soluble warter; sparingly soluble ir:
in propane-1,2-diol; very propane-1,2-dicl; very
slightly soluble in slightiy saluble in
| ethanol({56%) ethanol($6%6)
3. [dentification
~['ATTR absorplion spectrum E The positiens and relative | The positiors and re/ative
sizes of the bands in the Sizes of the bands 11 tre
| spectrum af the sample spectrum of the sampie
and reference spectrum and reference specirurm
are concordant shall be concardant
B. Test for chlorides Complias Shall camply the test.
" 4. | Related substances by HPLC
1.4-bis{4-chlcrobenzhydryl)-piperazine  0.06% Not rmore than 0.20%;
__| Any ather secondary aseak 0.11%¢ Not more than 0.20%:
5 Loss on drying 0.19% Not mare than 1,.0%
8. | Sulpbated ash 0.03% ) Mot more than 0.1%
ssay (dried substance) 99,9% NLT $9.0% anc NMT
| 100.5%
e. Residual solvents by GC
Tecluene 11Eppm Not mare thar 890 opm
Isopropyl aizohol 1854 ppm Not mare thar 5000 ppm

RESULT: The sample complies with prescribec standards as per BP

Axﬁ’ysl

Date: 20-07-2022

HARIKA DRUGS PRIVATE LIMITED

DHice ; 5-5-25/145NR, oL No. ' 10, Prasanth Magar, Xukatpely, Hyserabad - SC0 042, Tdangana, D14

€ =91-30.2381 1853, +91 £D-Z3703915, Fax: 4 91-40-23760711, 2 harsadrugsidyahos.co.n,
Factory : Sy. e, 155/A '8 165E, Gummadida'a Vilage, Sangareddy Distriet. Telangana State, o, Tel |

g

QC n charge
Date: 20-07-2022

. infa@harikadeugs com

~31-08458-275369,. 55 . M'lknme:é:y:hon com

Figura N°45. Buclizina HCL. Fabricante: Harika Drugs. Origen: India.



E W hif Tel: 486-319-5808191  Fax: 486-319-5308191,486-319-5801619
Certificate of analysis

R AR 4 20
(USP)
Document number i4%: BG-C008-04-01
Product name nocobalam amin B12 Mig.Date May 25,2021
LB %00 cy'l(fﬁl!i (mwmz) . EE'?“BM 2021405 A 25 6
Batch No. - Cert.Date Jun.04,2021
; 8 : miion 2 B Eam 2021 %£.06 04 B
; Packing Tkg/tin Exp.Date May 24,2026
Qe E L 1kg/ili S EM 2026 4£ 05 1 24 B
| Batch Quantity 30.0k; According as USP 43 and in house standard
et s RBiGE | MR 43 A0 BRI
Test items Spedﬁcsﬁons Results Test methods
BNHA LA HMER BdMsE
Characters Dark red crystals or amorphous or crystalline red Complies | Visual method
R powder anennnnun&ﬁmatuea* mawER | BRE

UV: The absorption spectrum exhibits maxima at Complies
27841nm,36121nm,and550+2nm.7E 278+ 1nm.

Identification A | 361 & 4nen 45 550:£2nm (IR RAABABY. | TEIR | USF marogreen
EAA Aot mfAariom 1 1.70~1.90 T8 | RRRATR
Aset a/Assoom 1+ 3.15~340 3.26
\dentification8 | Cobalt: Meets USP requirements Compli USP mc ph
%518 ET: FARRIGIER REHAER

HPLC:The retention time of the major peak of the

\dentificationC | sample solution corresponds to that of the Compli usp graph
% C standard solution. b & ) E WA RIS (1) SEFAENE | 458 IER REMBHALR
Loss on d : USP monograph/USP<731>
FHL st 20% | AEAACO/MRETI>
4 97.0%~102.0% 99.2% ‘f’; :’é‘ﬁ‘%’i’e"’"
Total impurities BRAA<I0O% 1.4%
kg 78 ,8 B-Lactocyanocobalamin < 1.0 % 0.7%
ela Mathul, e
substaiicss 34 Y lamin <2.0 % 0.2% ;S mxph
1% } B-Epk:yanooobalamln <10% 0.2%
Any other unidentified impurity JCE{E— R 32524
Bif and 50—Carboxycyanocobelamh 32- 0.2%
Carboxycyanocobalamin_<0.5%
Acetone In house/(GC)
il s ol 48pPM | i1 SOP-QC-001-04-08
The fotal aerobic ChP 2020 <1105>
m':%'&”n'iﬁ‘"' <10cfulg | hmEn<1105>
[The total combined ChP 2020 <1105>
ﬂm'mg“;‘ <10chly | mmuEA<1105>
Conclusion : _ The product complies with the @ubm and in house standard.
¥ i e PRirE 48
Product Usage : OFor Drug Use [ANot for Drug Use
= & A i D §hAli& A imig
esponsible Reviewed by Reporter <
rson
Rt L1 %S awn | OLE TN HRR

RELES R

Figura N°46. Cianocobalamina. Fabricante: Hebei Yuxing Biotechnology
CO., LTD. Origen: China



We create chemistry

BASF AG Car-Bosch-Str 48 67056 Ludwigshales Germany

Certificate of Analysis
BASF AG

Ploana noln 13K e Comioaies of Bnafyss are also COTVIVIGNTY SVid Bl Ond oe g around tha CIock 38 www woraRoccunt hast som

2021-11-16
E-ENVIQ
Qusity-Control
Cenificote No 3651
Srest 1
Certificate of anatysés sccording to DIN 558380.18.4.22
Soctiem Metabisulfse EPUSP/BPLIP Maberial 50077236
Order 0349577801 DOOO10
25KG Polysthylens Bag Defivery 3092679581 000010
Your Orces Lat GO8I2845W0
PO-348 Loty 400.000 KG
DO0CO00000SD0 77236 Totad 400.000 KG
Specified charac, Specification Test mathod Test results
waoss Win.: 97.2% ) ANST PH 4276 8.5 %
s02 Min.: 65.5 % Calculated §7.6 %
oH value (5 %, 28°C) 4.8 - 4.8 150 3827-2881 4.3
Chloride Max.: 56 ppm RCA/Q-IC-81 33 ppm
Heavy mstils as Pb Max.: 10 ppm AES-BASF M91/4:1 < 8.3 ppm
Iron Max.: S5 ppm BASF R98/5 < 3 ppm
Arsenic Max.: 1 ppm BASF N98/T < 8.84 ppe
Zinc Max.: 1 ppm BASF N98/5 < B.82 ppa
Mercury Max.: 6.1 ppm BASF (cold vapour) < 8,81 ppn
Seleniuvm Mak.: 1 pgm BASF Ha8/8 < 8.83 ppu
Na2S03 + Ma2S04 Calculated remainder
Productien date 11.2621
Releass date 11.2021
Best before / Retest date 11.2624

Gty of e product of e BNe of pessrg of de R A COTEO G 6 FRgUIR inbervale e dent of
spacimane of caetan, o Snaan e

whal ivedy oy begally birciey

This cartifeste of Analysis hae boen produced eleciionicsily and is valid without sgnahae,

Figura N°47. Sodio Metabisulfito. Fabricante: BASF AG. Origen: Alemania.
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JIANGYIN HUAYUAN CHEMICAL CO.,LTD.

No.3 of yundong road yunting town jlangyin jangsu,China
Tel86-510-86151555  Fax:86-510-86016555

Certificate of Analysis

& ¥, Product Name Teeen 80 it ¥ Bakch No. 210801
% 7 L) WV Date 1iAug2021 HAMEry Date 1Aug202)
W Quartey 1000k - | o
1] ITEMS #5 STANDARDS |45 A'RESULTS
» MApcexwrce Yolow 0 avter oy kyad LM yelow bt
ML Ack Vahun(XOM mgig) w22 oR
S 4 Saponication Vakue(KOH mghy) “-8 a4
1 0 pyaromy! Vakue(KOM mgig) ®-0 na
A Waer(%) “10 048
22 M0 Remoun on igeiion(%) <0 @
1B @ M eavy Metak(%) <0001 <0001
: {745 COMPLY WITH THE USP29.

ANALYST e il

Figura N°48. Tween 80. Fabricante: Jiangyin Huayuan Chemical CO., LTD.
Origen: China



