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DESARROUO Y VALIDAC/ON DE UN MF:TODO ANALJTJCO POR 
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUC/ON, PARA LA 
DETERMINACJON DE LEVODOPA Y BENSERAZJDA EN CAPSULAS 

l. JNTRODUCC/ON 

la Levodopa y Benserll:l.Ída son fármacos ampliamLnte uriliwdos, en el trotamientodel 

mal de Purldnson,y se expenden de man<ra comhinoda, ambo.r presentan una e:rnucmra qulmica 

similar, contienen varios groposfundona/es que le confieren derzas (IJT(JCftrfsticas de polmidod 

y bdsicidod que penniten wilil.Jll'ÚJJ para el diseno de algunos métodos ana//ticos. ( 18)(23)(24!. 

la literatura repona métodos de cuantificación basados en el anáfüis Porenciomérrico 

(26), Especrrofotomérrico (FEUM)(7)(8)(13)(28) y por CromaJograjfa de Uquidos de Aira 

Rtsolución (12)(16)(17) en la última edición de la FEUM la va/oradón de la combinación de 

de amho.t/ármacos se realiza por un método Especrroforomérrico (8), por lo que se propone 

desarrollar un método por CUR preciso, aacto y especifico. 

En la actualidad la Validadón para mltodos AnaUricos es un requisito indispensable 

para el uso de ellos. La Validación de un método anaUrico se realiw para determinar la 

exactitud y establecer la variabilidad de el método desarrolúido. (.i) 

Al realiwr la validación de un método anal/rico, se requiere desarro/úir procedimientos 
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experlmen1aks que pennltan evaluar: la linealidad y precisión del sistema de 

med/c/ón,l/nealidad, precisión, WJctitÚd y tspecijicidad del método, además de realiwr el 

tJlll1/lsis estadístico necesario a los rtsultados de cada procedimlenJo.(2)(3) 

Este trabajo presenta ti desarrollo analft/co y la validación de un método de 

cromaiograj/a de llquidos de alta rtso/Mc/6n,tn fase normal para cuantificar simultdneamenre 

a uvodopa y Btnseraiida en cdpsulas. 



2. FUNDAMENTACION DEL TEMA 

LA cromarograjla es una técnica que pennite separar aislar e identificar los componentes 

de. una mezcla de compuestos qulmicos, comprende una famiüa de métodos de separación 11llJ)' 

rtlacionados enrre si basados en los experimentos descritos por Day nwm en 1897-1906. 

La caracterirlstica qut distingue a la cromaJograjla de la mayor parte de otros métodos 

jlsicos y qu!micos de separación consiste en que entran en contacto dns fases muruamerue 

inmisclbles siendo una de ellas estacionaria y la otra m61.;{, la mezcla de la muestra que se pone 

en coruacto con la fase móvil, produce una serie de irueracciones repetitfras erure la fase 

estacionaria y la fase m61'il a me<Üdll que se desplozn por el sistema arrastrado por dicho fase 

móvil, las lrutracciones se basan en las diferencias de propiedades jlslcas y qulmicas de los 

componentes Individuales. bajo la influencia de una fase mól'il que se duplozn a rravls de una 

columna que contiene la fase estacionaria. Estas diferencias determinan la velocidad de 

migración de los componentes individuales (14)(16). 

En la cromatografla de colwnna la/ase móvil puede ser un llquidD o un gas, y según el 

caso se denomina respectiwunerue "Cromoiografla Uquida" y "CromaJograjla de Gases·. ver 

fig. # 1. de acuerdo con la rnuuraleza de las fases inl'olucradas y de los mecanismos de 

separación es posible distinguir diferentes tipos de cromaJograjia: Uquido-Uquido, Uquido

Só/ido, de fase ligada. de intercambio fónico y de exclusión molecular. 
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2. J Fundamentos de Separación 

El primer principio que se mahlecla en la cromatograj[a /fquidafaeron /asfaerws de 

adsorción que una/a.re.fija o estacionaria, que ocupa el interior de una coiwnna cromatográjica 

constituido por lo común a base de partfcuiar de sfiica ge/, ejerce sobre los distintos 

componentes o wlwos de una/ase lfqulda. 

En definitiva, st considera genlricame111e al proceso cromatogrdjico como un conjunto 

de jüerws que compiten entre la fase móvil y la fase estacionaria de manera selectiva por un 

compue.Jlo, ya sea tendiendo afijar/o al rei/eno de la columna o/ase estacionaria, o a recogerlo 

en las //quid os que fluyen en fase móvil para que junto a e/los aJraviese la colwnna. 

Estas faenas competitil'as son de todos los tipos que resu/Jen pennitidos elllre las 

moléculas de la sustancia que se pretende anaiitar cromatogrtljicamente y las fases estacionaria 

y móvil 

2.2 Cromatograjia Úquida Cl11rica y CromaJograjia Uquida de Alta Resolución. 

la Cromn1011rafia lfquida en una forma que llamaremos "Cldsica •• consiste bdsicamente 

en lo .siguiente: en una columna Je ·ridrio, cuyo didmetro varia enire 2 y JO cm rellena de algtín 

mmerial como sf/ice • ah1mina, azúcar, etc. cuyas partfculas son por lo geMrai de un lama/lo 

cercano a los 200 µ.re introduce la mues1ra disuelta en/ase móvil o disolvente por medio de una 



pipeta, Juego se agrega el disolvente, con el cual e/uye la muesrra a rravt!s de la columna, Jos 

rama/los de la muesrra varlan entre O. 1 y J g o m4s. 

El disolvente o fau m6vil jhryt a rravls de la columna por efecto de la gravedad, 

producilndose apenas wia dlbl/ pres/6n ejercida por el volumen de fase móvil que se agrega a 

In columna. 

EJ dlsolvenre se recolecta en la brue de In co/unr1111 en fracciones de derennlnado 

volumen, wio de los Inconvenientes de esra rtcn/ca es el /nrgo tiempo de anAlisis requerido que 

muchas veces puttk ser de /Joras e incluso dlas, otra de.svenraja es que el nuueria/ de relleno 

a usar por lo general una sola vez se urt/lw debido a que pone de In muestra se absorbe en 

forma i"~r.ribk. 

El problema principal de este tipo de cromtllograjfa liquida • c/lltica •es la itkntificadón 

y CUOJrt/jicación de los componenlt! que eluyen de la columna disue/ros en/ase móvil, en general 

se usa alguna /!en/ca auxiliar como por ejemp/lJ especrroforomerria, andUsi.s qulmico o 

slmplemenre wi registro gravimitrica para evaluare/ contenido de cada wio de los componentes 

de In mezcla en las fracciones recoleaodas. 

La cromaJografla de aira resolución usiliw instrumental muy distinto con ventajas 

slgnijicarivas, en tlte método se usiüwn columnas de diámetro muy reducido, porejemp/o 2 mm 

rellenas dt materiales especlalts (polvos) cuyas pan/cu/as rienen un romano no mayor de 30-40 

µ. 
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Este tipo de columna es muy eficaz, pero ofrece una gran resistencia al flujo de la fase 

llWvll, o sea una gran calda de presión, por estd ra:Wn es necesario emplear sistema de bombeo 

de allapresión (hasta 4<XJa1m J que haga fluir la fase m!Jvil a wra velocidad razonable a través 

de la columna. 

La cantidad de fase estacionaria dentro de la columna "peque/la, entre 1 y 10 mg. 

Si la prtlión de entrada a la columna no es muy elt!vada 

(100 ann o menos J la 11UJestra se introduce en la cámara de inyección mediante una jeringa de 

a/Ja presión a presionLs mds elevadas se utiliwn fas 1'tllvulas de inyección. 

Un detector, colocado a la salida de la columna, proporciona un registro continuo de /ll 

composición de Uquido que salt lo que permite obtenLr un cromalograma similar a los obtenidos 

tn cromaJograjfa dt gases que st utiliza para identificar y cuantificar los componentes de /ll 

muestra, otra ventqja de estt mitodo es el tlcaso deterioro de la columna a pesar de su repetido 

wo, si bien tn algunos casos es necesario regtnerarla, las maJliples ventajas de la croma1ografta 

liquida de alta presión hacen de tsllJ técnica analltica una de las más populares hoy en dla. 

Con esta licnica es usual obtener separaciones en el t~nnino de minuios e inclusive. en 

algunos casos en ugundos, para ella se requieren columnas de alta eficiencia y sistema de 

hombro de alta presión tstables y rtproducihks. ya que stparaciones rdpidas requieren flujos 

rápidos di• Jau móvil y esto a su vn requiere presiones elel'adas. 
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los mltodos de rromatogrojfa /fquida de alta presión proporr:iona11 1amblln muy buena 

lnformacitJn de tipa cuantitativo sitndo posible efeduar con facilidad antJliJis cuya precisión 

suele ser mejor del J %. 

los detectores habitualmente usados proporcionan buena sensibilidad y segrln el tipo de 

muesira es posible medir co~ cima facilidad IUJ.Sta la' g (nanogramos) algunos dispositivos muy 

especializados pueden detectar cantidades 1an peque/las como JO" (p/cogramos). 

Entre lu.s v.ntajas de ma técnim, quizá la más importante es la divenidad tú sus 

ap//cacionts tanro a compuwos orgánicos como los Inorgánicos, a muestras de peso molecular 

tan bojo como 18 o tan alto como varios millones, o sustancias llquidas o sólidas, iónlcas o 

covaúntts. 

Dtsde el pUnlo vista práctico las únicas rrwmras no susceptibles de poder anali'tDI' con 

facilidad son las gaseosas (/2)(16)(27) 

2.3 Ventajas y limitaciones de la Cromatografla liquida de Aira «esolución. 

Al igual que toda l/cnlca ano/frica la cromarogrq/la /Jquida moderna tiene algunas 

límirodones. la.1 cuale.t jumo con la.1 ventajas se pueden apreciar en la tabla / 
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VENTAJAS 

Alta velocidad <U Qlldllsis 

Alta resolución 

Buena sensibilidad 

Amplio espectro de aplicaciones 

DESVENTAJAS 

Intrumen1adón costosa 

No existe detector universal 

Elevado costo de operación y 

manttnimienro 

Experiencia indispensable 

TA.BU I VellUJjas y desventajas de la cromatografla moderna" 

2.4 MeCQllismos de separación de diferentes formas <U realizar la cro1T1111ograj/a liquida 

Hay 5 mirados o formas de realizar la cromatograj/a liquida de alta resolución cada uno 

basado en diferenus mtCQllismos <U separación de los componentes de la =stra, median1e un 

cambio de columna es posible UJillzar cada una de e/Jos Cro/Tll11ograj/a Llquido-&J/ido, 

Cro/Tll11ogroj/a Liquida por Exclusión, Cro/Tll11ograjla Liquido-Liquido. Cro1T1111ograj/a de fase 

qufmic:amente unida y Croma1ograjla de intercambio ionico (/2)(/6)(27). 
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2.4. J Cromatograjla de fase químicamente unida 

Esta t<!cnica cromaJogr(Ijica surgió como constaiencia de problemas asociados con la 

cromatografta /lquido-llquido dado que su fase estacionaria tstd quim/camentt unida a la 

rnpetjlc/e de un sopone. dijlcilmente produce deterioro alguno en la columna. 

Si se l'llrla la naturalew de los grupos funciona/es de la fase estacionaria es posible 

obtener d!fennlts tipos de selectividad dichos gTUpOs pueden ser de 11<UUralaa polar. como el 

de cromaJogrofla defase normal o biln no polar como ti grupo octilo (C, H,, ) octadecl/o (C,, 

H,,) ere. en caso de cromatografía de fa.ie inversa. 

Por desgracia la cantidad de fase estacionaria que es posible unir a la supeljicie del 

sopone (¡¡eneralmentt panículas de si/ice) es Umitada y como consecuencia los tamallos de 

muestra separados en tslas colultllltlS son necesariamente nducidaJ por Jo común menor de I 

mg. recientemente lran sido desa"olladas columnas para cromatogrojladefase reversa las cuales 

tienen wntbras de po/iesriren-divinilbenceno.esto vence llmltacioneJ de pH de las columnas de 

fose reversa basadas en si/ica. 

/JJ croma1ogro}Ta de fas normal es llamada de fase "NORMAL· porque los empaques 

polares tales como la sl/ica,jueron usados exclusivamente luma la invención de empaques unidos 

no polares (hidrafóbicos). o fase revma. Fases unidas normalmente son grupo.• funcionales 

polares tales como etano o amina y algunas veces dio/. 
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2.5 Factorts de .,/eccltm de tipo de cromatograjla 

la selección del modo y las condiciones de separación pueden ser rea//wdas usando 

algunas gulas básicas 

(vtr tabla 2), 

Clasificar la muestra de acuerdo a sus propiedades jlsicas los cuales putden incluir, peso 

molecular, solubilidad y cardcter Jónico. 

Peso Molecular: si la muestra es mayor de 2(}()() se e//g/rla la tlcnica de exclusión de partlcu/a, 

si es menor se Je/ecrionara la técnica de reparta. 

Solubi//tkuf: dtpendiendo de la solubilldlld de la murstra se se/eclonaro la/ase móvil adecuada 

y tn fanción de w peso molecular la técnica de separací<ln idonea. 

Curácter tónico: si la tnllestra es menor de 2(}()() de PM y salubfR en agua, es considtrada como 

un e/ectrilllto y la técnica má> adecuada para ser separada es cmmato~mjla de intercambio 

iónlco a cromatograjla de par iónico. 

2.5. f Selección del tipo de empaqut de la columna 

ln selección del tipo de empaque de la columna se realiw en fanción de la resolución 

eficírncia y capacidad requerida para un tipo de murstras especificas. txisten diferenteJ tipos 

de rmpaques usados en cromatogrcifTa de /lquídos: 
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- Macroporos 

- Empaques pe/lculares 

- Empaques con micropanlcu/as 

Macroporos: generalmenu en el orden de 60 micras de dltlmetro, debido a que tiene capacidad 

alta, son banuo.1 y fácil de empacar ptro tienen muy poca eficiencia. 

Empaques Pe/Jcu/ares: estos consisten en esferas de vidrio cubienas con una capa fina de fase 

estacionaria, son muy eficientes y fácilmente empacadas (son usadas en los guarda columnas 

uni~rsales), pero tienen baja capacidad de muestra y son muy caros. 

Empaques con M/cropanlcu/as: es el tipo de empaques más usado en cronuuograjla moderna y 

viene en rama/los de panlcu/a de 3,5 y JO. El ditlmerro más pequeño ofrece mayor eficiencia, 

el lama/lo de 10 tiene resolución adecuada para muchas separaciones anallticas mientras que 

el de 5 es recomendado para una mayor Jemanda de separaciones. El de 5 tiene de 2-3 veces 

el número de p/luos teóricos comparado con el de 10 pero la conrropresión alranwdu es de 2 

a 3 veces. 

2.6 Análisis Cualitativo, Cuantitatil'o 

El lenguaje empleado ell cromatograjla útiliw al¡¡unos rlrminos y simbo/os caracterútiro.1 

de esta técnica instrumental a continuación se mencionan los más utilizados: 
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- 1Tempo de retención (tr): Es ti tiempo que la muestra permanect dentro de la columna y se 

mide desde el momento en que la muestra introduce dentro de la columna (sistema), hasta que 

se obtltne el punto máximo de la seflal o pico, el tiempo de mención es caracterfstico de la 

muestra, la columna, la fase móvil y la tempera/ura. por lo general se emplea como medida de 

tipo cualitaJivo y se e;cpresa en segundos. 

- 1Tempo Mueno (to): Es el tiempo requerido para eluir una muestra no retenida en la columna 

y se determina midiendo el tiempo de retención de la fase móvil misma o bién dt una muestra 

sin.llar. 

- 1Tempo de Rttenclón ajustado (t 'r): Es la diferencia entre el tr y to es decir la medida del 

tiempo que la muestra permanece retenida en el material de relleno de columna. 

1'r = tr- IO 

-Anchura de la base de las sefllJ!es (Wb): Es la porción de //nea base inlerceptada por tangentes 

truuulas a ambos lados de una seflal cronuuogrdjica asumiendo que la fom1a de la señal es 

gauslana, esta anchura es aproximadametlle Igual a cuaJro veces al valor de a, o sea la 

dlsperción de una distribución gausiana de l'Cllores. 

Este \'Olor de anchura se emplea en el cálculo de la resolución y e ji ciencia de los sis remas 

crorrwtogr4ficos. 
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-Número tk plaJos teóricos (N): Un plato teórico es ti tquilibrio de distribución de la nwestra 

tnlrt la fase móvil y la fase tstacionaria (N) se mide de acuerdo a la siguienie fónnula: 

N = 16 (tr!Wbf 

donde tr y Wb se e:cpresan en las mismas unidades de tltmpo volumen, distancia etc. El número 

dt plalos teóricos ts una mtdida dt /a tficiencia de la columna y sisttmas asociados par la 

ailumna. 

- Alnua Equivalente a un Pla10 Teórico (AEPT): Se represen/a en la siguienie e:cpresión: 

AEPT=UN 

datuk L es la longitud de la ailwnna, exprtsada JwbitualmenJe tn miUmetro.s AEPT es la 

longitud de la columna requerida para obtener un equiUhrio de la nwestra entre la jase móvil 

y la fast estacionaria, si el valor dt AETP es peque/lo tsto se traduce 1!11 un mayor númtro de 

platos por unidad de longitud y por ramo la columna sera más ejicientt. 

- Velocidad Uneal Promedio tk /ajase Móvil (M): Se e:cpresa por la siguiente expresión: 

M=Uto 
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este parámrtro de operació11 se utlliw cuando se rtpresenta a AEPT tn función de M. 

- Coqicierue de Distribución de Reparto (K): se representa por; 

K = Cantidad de muestrulml de fnre rvqcionaria 

Cantidad de muwra/ml de fase móvil 

El c~clenre de distribución es una propiedadjts/cafandamemal dt cada sustancia, es 

caracuristlco de cada muestro y del sistema de fase móvil y fase estacionarla en consideración 

y tamblln es fanclán de la umperarura. 

- Reloción de Capacidad (IC); 

K' = J.:.l - tírmpo ra la fme rvacionnriq 

to tiempo enla f<1.1e mó1•í/ 

-Resolución (R}: Es una medida cuantlra1lw1 del grodD de separación obtenido entre dos 

compuestos: 

R = ti l/2(Wa+ Wb) = 2 ( tr, - tr1 )/Wa + W/.> 

t, Wa y 111/.> deben ser exprmulos tn las mismas unidades. un 1ulor de R de 1.5 slgnijim 
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/, Wa y Wb deben ser expresados en las mismas unidades, un valor de R de 1.5 significa 

mejores separaciones. 

2.6.1 Anailsls Cuaütatl\'O 

La separación e idemificaclón de fármacos en una mezcla compleja requiere en muchos 

casos, el uso de diferentes técnicas. La cromaJograjTa llquulda es en escencla una técnica de 

separación y no de identificación, y aún cumulo es posible obtener alguna irifomiaclón de tipo 

cuaUtarll'o, en general se requiere de una técnica no cromarográjica para determinar la 

Identificación cerrera de un compuesto determinado. 

2.6.2 Anailsis Cuantitativo 

El anallsis cuantitatll'o de mezclas de susranclas de siempre Ira sido fácil dt efectuar 

mediame cualquier récnica croma10gr41ica con resulrados l'á/idos. En general, todo anailsfs 

cuantitativo puede dfridirse en \'arias e/opas: 

l.- M~SITto 

2. - Separación 

3.- Jnregración de las sella/es 

4.- Cálculos de la composición 

5. - Inrerpreración estadlsrica 
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La etapa / y 2 dependen en general de la muestra que se este analilJlJldo, la segunda 

trapa puede ser la fuente de nwltiples errores debido a los mu/ripies factores, por ejemplo puede 

haber descomposición o adsorción irreversible de los componentes de la muestra en la col/Jmna 

ya sea por efecto de la fase mó1'ÍI o del mamía/ de relleno de la columna, la sensibilidad, 

linealidad, y especificidad del detector son tamblln muy Importantes, el ramallo de la numtra 

debe estar dentro del intervalo lineal del detector, los cambios de flujo, de temperatura y fallas 

electron/cas puede afectar las caracrerlsr/cas de la respuesta del detector, por otra parte el 

detector puede ser completamente "ciego", a 1111 determinado tipo de muestras o biln variar su 

sensibilidad para compuestos de diferente es/TUctura, por esta razón se recomienda tener cuidado 

tn la Interpretación de los resultados. 

La tercera etapa se lleva acabo por diferentes rlcnicas que varían en cuanto a 

complejidad y e:cacrirud, el proposiro dt esta etapa es transformar de alguna forma la /ntencidad 

de la sella/ emitida por el detector en medidas que pueden relacionarse con la cantidad de 

mttesrra, las scflales obrenic/as en la mayoría de los derecrores, aparecen en el registrador como 

picos de forma aproximadamente gauslana, cuya a/Jura o area se ariliza como una medida de 

tipo cuantitativo. 

Existen varias ticnicas manualts e intrumentales para Integrar dreas de los picos: 

J.- Altura de Pico 

2. - A/Jura por el ancho a la mitad de la altura 

3.- Triangttlación 
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4. - Plan/metro 

S.- Integradores de Disco 

6.- lnlegradores electrónicos 

Siendo los métodos de Integración eltctrtmica los que proporcionan datos de una 

precisión en muchas ocasiones superior o/ del mismo cromatógr~fo. lo seflal que recibe el 

llgistrador es "onsfonnoda directamenre en unidades relacionadas con ti área y lo 

conceMoción. 

Tambitn se empkon slsteltl!JS de computación muchos de estos inrrumentos proporcionan 

o son capaces de prtsenrar directamente resultados o datos completos de el analfsis, tales como 

tiempo de retención. dreas, factores de correlación, porcentajes de composición etc. 

La siguiente etapa en el ana/lsis cunntitlllÍVO es ti calcultJ de la composición de la 

muesmi que se efeaua por los siguientes mérodos: 

1. - NomwliuJdón de los áreas 

2. - Calibración externa 

3. - Uso del parrón interna 

Nonnali;.ación:Cuando se sabe que el crorruuograma representa la totalidad de la 

muestra. que todos los componentes hon sido separados. y que los picos han sido completamente 

resueltos. la evaluación puede hacerse por normolixación de dreas. Para usar esre método. se 

mide el área de cada pico individua/, que se dil'ide entre su factor de respue.ta para obtener el 
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drea calculada del pico. La adición de \'ti/ores produce el área total calculada. El porcentaje 

en volumen de cada componente individual se obtiene multiplicando el área indivilhull calculada 

por 100 y dil'idiendo cnrre el área total calculada. 

Calibración Exrema: Se realiw comparando el área correspondiente a cantidades 

conocidas de susrancia problema con el área obtenida para la misma susrancia en la mezcla y 

cuya concentración se desea determinar, se procede irryecrando en el cronUJ!ógrafo cantidades 

exactas ( e, y C, J del compuesto problema y st obtienen las áreas de los picos 

( P, y P, J correspondienre a cada una de las cantidades inyectadas. a panir de estos daros 

se hace un gráfico de calibración, en el que se representa la concentración en.filnción del área 

del pico; a continuación se irryecta un cieno \'olumen de la muestra de composición 

desconocido.. relacionado el área (X) obtenida para el compuesto objeto del ana/fsis con el 

gráfico de calibración, el mlrodo es muy sensible a errores en la inyección tk los parrónes y de 

la muestra problema. 

Parrón Interno: Este mltodo es el menos suceptible a errores tlcnicos y compensa en 

algunos casos, fluctuaciones del instrumento. consiste en comparar la relación entre áreas 

obtenidas del compuesto problema y del parrón interno con dil'ersas concentraciones del 

compuesto problema. a la muestra problema se le adiciona una cantidad conocida de una 

sustancia que sin·e de parrón interno y se determina la relación de las áreas (muestra/patrón). 

Se efectua asf l<1 lecrum de la composición de la muestra en el gráfico de calibración dado que 

se conoce la cantidad de muesrru parrón. 
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El mltodo de el patrón interno no requiere de inyectar 1•0/umenes de muestra con mucha 

presición, ya q"" como se menciona evita fluctuaciones instrumenta/es ademds de muchos orros 

errores, como variación de la muestro, se ven compensados porque tOJlto la mumra COnto el 

par ron interno se analizan en las mismas condiciones. 

lA sustancia a utilizar como parrón interno debe reunir las 

siguientes (:(11Qcteristi=: 

- Ser slnúlar al compuesto ana/iwdn. 

- Tener una respuesta sinúlar y tr cercano al del compuesto problema. 

- Tener la a/Jura de pico similar al del compuesto problema. 

- Ser inerte y no formar pane de la muestra. 

- Ser compalib/t con la fase móvil. (12) 

2.7 &¡uipo 

En los cramat~gramas de fase liquida, hay ciertas características tú Indo/e general que 

tkben evaluarse al consideru- un instfW?U!nto dlldo, ya sea confines de adquisición o sobre la 

utilidad que debe prestar dichas caracterlsri= son: 

a) Venatilidad; E:/ irutrumento debe ser apto para rtsolvt!r y trabajar con muestra.< de diferente 
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tipo, debe prestarse a las distintas tlcnicas cromatográjicas y realiwr el máximo de operaciones 

tales como programación de fase mól'il, recolección de fracciones de salida de la columna etc. 

para ella el instrumento debe estar equipado con los siguientes aditamentos: 

- sistema de operación de alta presión 

- diversos detectores 

- sistema para recolectar fracciones a la salida de la columna 

- programadores de fase móvil (generadores de gradiente J 

- controles para la temperatura de la co/wnna y el dnector 

- controles de flujo 

b) Rápida: Para obtener rápida en el anallsis es necesario contar con materiales de relleno de 

colwnna de alta eficiencia y que el Instrumento posea sistema tk bombeo de alta presión para 

la fase m6vil. 

c) Reproducibilidad y Estabilidad: Son caracterlslicas escenciahs si se requiere obtener del 

instrumento wi .funcionamiento efectil'o a largo p/a:w. 

El instrumento debe prol'eerwi control adecuado sobre los parámetros de operación, tales 

como el flujo de la fase mól'il, etc. y para ello debe estar provisto de controles de temperatura 

Y.flujo, sistema de bombto de alta presión, programadores de fase mól'i/, detectores. etc. 
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d) &nslbilidod: Un buen insuumenro a más de trabajar peque/las cantidades de muesrra, debe 

generar sena/es de imencidad apreciables, la sensibilidad de rodo cramatógrqfo de /fquidos 

depende sobre todo del s/srema de detección que utiliza. 

2. 7.1 ReseTWJrios 

Los reservorlos son rtelpientes de almacennmielllo de la fase móvil se pueden utllkar 

rtclp/entts de vidrio, acero lno:ddlJblt o pldstico inene, de una capacidad de 1 y 3 lirros que 

en la mayor/a que en la mayor/a es suficltlllt valumen para un dla de operación, la toma del 

di.Jo/vente se hace generalmente a travls de un filtra, tsto tiene por objeto mover las panículas 

que puLden obstruir y dallar ti sistema de bombeo y la columna. 

2. 7. 2 Bombas 

IAfanción de ti si.suma de bombeo es proveer una me.e/a de solventes en la cabna de 

lll colwrura con un flujo rtgulado, Ubre de pulsos, ws requerimientos del sisttma de bombeo son 

los siguientes; 

- Qulmicamtnte inene 

- Desarrolle presiones hasta 6000 psi. 

- libre de pulsos 
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- Reproducibilidad de la l'e/ocidad de flujo 

(aproximadamente el J % J. 

- Jnten·alo de l'o/umenes óptimo (entre 0.5 y JO mllmin). 

- Resistencia a los líquidos corrosil'os. 

- Facilidad para efectuar el cambio de fases mól'iles y la limpieza del sistema. 

De acuerdo con las caracrerlsticas dejimcionamiento y de dlseilo, se pueden considerar 

dos tipos de bombas: bombas mecdnicas y bombas neumdricas; en lo correspondiente a las 

bombas mecánicas, hay de dos ripos ; las bombas reciprocas 

(pistón o diafragmo). bombas de desp/ozamiemo continuo. 

Bombas reciprocas: Son bombas que desplazan flujos de l'Olumen constante enfonrra continua, 

sino má! bUn pulsanre. la máximo presión que pueden obrener •'Orla según el dlseilo pero en 

general es de aproximadamente 600 otm. 

Este tipo de slsremo de bombeo es el más comunmente usado en CUR una bomba 

redprocaflle consisre de un pisrón que mut\'f, el cual rfene el contacto directo con los sofrentes 

y es controlado medianre una especie de moror. las bombas reclprocantes simples tienen 

velocidades constanres en los pistones: por lo que el rfempo requerido para un golpe en el 

lltnmlo es igual al tiempo requerido para un golpe de b'Ombto, por lo que rafes bombas 

requieren amoniguadores exttnsi•'OS de pulsos. debido a esto una bomba reciprocanre simple es 

frecuentemente diseifada con dos pistones. donde cada uno trab'Oja en.forma opuesta al otro. 
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Bombas de Diafragma: Esta es similar en operación a la bomba manejada por pistón 

donde el volumen de una cámara inaementa manejando el fluido por la acción de dos l'álm/as 

check, sin embargo la cámara esta sellada, y el volumen cambia lo cual ocurre como un 

diafragma en un lado de la cámara está presionada y el orro está saliendo, se requieren dos 

bombas de diafragma para generar gradieme. 

Bombas de Desplazamiento Continuo: Llamadas también bombas de émbalo o bombas 

de rtpo jeringa, son aquellas en que un émbolo o pistón es desplawdo en forma continua y 

unlfonne por un motor de preslción, comprimiendo el liquido contenido en una cámara de un 

cierto volumen: el liquido fluye a rravés de una misma abtrrura en la misma cámara y se obtiene 

as/ unjlufo de volumen constante que puede wiriar según se desplau ti émbolo a mayor o menor 

velocidad. 

Bombas Neumáticas; En este sistema de bombeo el liquido es desplawdo mediante la 

presión ejercida por un gas intrte a alla presión. ya sea en forma directa sobre el /lquido o bién 

sobre el recipierue comprimido que lo contiene. 

2. 7.3 Inyector 

Esta parre del instrumeruo exige cuidadoso diseno puesto que son \•álm/as Inyectoras que 

deben resistir alias presiones. tener un vo/JJmen pequeño y sus ca1·ides dehen ser bién barridas 

por la fase móvil, el instrwnerual moderno utiliz.a 1•álm/as inyevroras, en tas cuales la muestra 
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es introducida en la válvula por medio de una jeringa, despla<D el lfq11ido y llena uno porción 

del tubo capilar de acero la muestra se inyecta a la columna de /omu1 tal que se invierte la 

disposición de la entrada y salida, de esta /amia se logra inyectar a cualquier presión 1111 

interl'alo amplio de romano de muestra con 11n alto grtulo de reproducibilidad. 

2. 7.4 Columnas 

La colwnna es la parte del cromotográfo donde se realmt'nte se efecrua la cromarografla 

puesto que en ella se realiza la separación de la mezcla en estudio. 

Bclsicamenre la columna consiste en un segmento de tubo de algún maltrlal Inerte, de 

dldmetro uniforme y capaz de soportar altas presiones, ti rubo debe ser de diámetro muy preciso 

y de paredes internas finamente pulidas. 

ws columnas se dividen en dos tipos anal/ricas y preparariw1.1 las anal/ricas se 

caracterizan por tener diámetros muy pequenos de I a 6 mm y las preparativa hasta de 1 cm. 

Si se desea realizar trabajos de tipo prepararfro o sea separar y recuptrar los 

componentes dt' Ulla muestra en cantidad suficiente pora poder posteriormente utilizarlos, se debe 

rernrrir a columnas con materiales de mayor capacidad (columnas preparaifwis), dichas 

L"Dlumnas efrcruaran la separad6n en .forma mds lema y con una ejicitncia menor que una 

columna de didmetro pequeflo (columnas ano/fricas). 
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En la actualidad las columnas de cromarograjfa de liquidas han alcanwdo un desarrollo 

sorprtndenre, siendo común alcanwr eficiencias del orden de 1000 platos tioricos por metro de 

co/JJmna. 

Los aVt11Jces en la tecnologla de las columnas pueden resumirse en: 

- Elaboración de panlculas de tamaflo muy reducido (5 µm) 

- Uniformidad de romano de panlculas 

- &finamiento de los procesos de relleno en las columnas 

- Procesos químicos muy eficientes en la preparación de materiales de la fase tstac/onaria 

qulmicomtnle unido. 

2. 7.5 Dtttctor 

Indican la prestnc/a y cantidad de los componentes que emergen de la columna, se 

dividen tn destructims y no destructivos: 

Los no destructivos pennittn emplear la muestra en Investigaciones posteriores entre ellos 

estdn los de luz UV, y los de indice de refacción. 

Cuando se trabaja con la fase móvil programada es necesario emplear detectores 

Insensibles al cambio de composición del dlsolm11e (detectores de luz UV y de j111orescrncia), 

los detectores deben reunir las siguientes caracterlsticas: 
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e Tener una respuesta selectim 

- Poseer una alta sensibilidad 

- Tener de ruido bajo 

- Guardar relación lineal con la nuestra 

- Ser Insensibles al cambio de te 1erat11ra 

- &r compatihle con programacioles de fase móvil 

1 

2. 8 Fase Móvil y Estacionaria 

2. 8. / Fase mtJvil 

IA fase mfll'll es una de l variames que lnjluytn lntimamente en la separación. la 

ntituraltW de la fase mtJvil empilada putde str orgdnlca o acuosa, la cromatograjfa de 

i111ercambio iónico empka comunmjnte soluciones acuosas con un pH determinado y const011te. 

IA fase móvil de!N rew1ir las siguijntes caracurúricas; 

- Disolver la muestra 

- No degradar o di.roil'er la.fase est donarla 

e Tener haja \'i'icnsidad 

- Ser compatihle con rl tipo de deteror usado 

- Tc·ner la po/aaridad adecuada pa'1 pennitir una retención cnn\'enlente en la columna, 
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un valor de K' enrre 2 y /O es deseable en general. 

Es esencial que la muestra se disuelva en la fase móvil para que pueda ser 1ra11sportada 

a través de la columna, cUíll1do se introducen muestras en disolución, puede ocurrir precipitación 

de la muestra dentro de la cámara de inyección o en la columna si el disolvente de la muestra 

y la fase mtlvil JOn muy diferentes en polaridad. 

En cromalografla de liquido-liquido, /ajase estacionaria puede ser disue/Japor la fase 

mtlvil, para evitarlo oe sarura /ajase mtlvl/ con /ajase estacionarla, ya sea con a/l/erioridad a 

su introduccitln al instrumento o medit1111e el uso de una precolumna, a rravés de esta 

precolumna se hace pasar /ajase mtlvil antes de que entre a la columna y asf u evita la perdida 

de la fae .stacionaria. 

Úl baja 1•iscosidad de /ajase mtlvil es muy importan/e en la eficiencia de la separacitln, 

ya que la viscosidad influye en el efecto de trasferencia de masa entre la fase mtlvil y la fase 

estacionaria. 

Úl fase mó1•1/ debe ser comparib/e con el detector empleado lo cual es partlculannenre 

importante en caso de programación de la fase mó1'i/, p11esto que el cambio de composición 

puede afectar el funcionamiento de el detector. 

wfase móvil o disofrente debe ser de alta purew, us11almente grado cromarográjico /os 
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disolventes más comlinmente usados en cromatograjfa de /lquidos de alta resolución son: 

• Acetonitrilo 

·Hl!XIJllo 

· Clorofonno 

• lsopropanol 

·Metano/ 

• Agua desioniwda 

Progranwdores de fase móvil; estd tlcnlca que equimle a la programación de 

temperatura en cromatograjfa dt gases consiste en camhiar la composición de la fast móvil 

co11forme trascurre el a11allsis, por lo general se uriliwn dos disofrentes de diferente polaridad 

y se varia la cantidad de ti disofrente más polar en la mezcla binaria. 

- 2. 8. 2 Fase Estacionaria 

La fase estacionaria Ideal es aquella que proporciona la mejor resolución de los 

compontmes de la mues1ra e11 el menor tiempo. 

La cantidad 1le muestra estú directamente relacionada con la capacidad de la fase 

e.<racionaria en la cromatografía liquido-sólido, es proporciona/ a la superficie del adsorbenu 

e11 cromatografía de llquido-ll1111ido, al mlumen que puede retener la fase wac/onaria. el 

tamailn de p11nlr11/a depende de la longitud de la columna }' el didmetro. (12)(27) 
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2. 9 Propiedades de LewxJopa y Benserazida 

2.9.1 Levodopa 

La úvodopa presenJa la siguiente estructura qulmica 

OH 

Se presenta como polvo blanco cristaüno,funde con descomposición a 27(1'C, es soluble 

en agua. dcido c/orh/drlco diluido y dcido fomúco, insoluble etanol, c/orofonno, benceno y 

acttato de etilo. 

FAl/MACOLOGIA: Los slntomas motores de la enfennedad de Parlánson se producen 

a consecuencia del agotamiento de la dopamina en el certbro. A diferencia de la dopamina, la 

levodopa atrmiew la barrera hematoencefdlica y mediente una conversión enzimdtica se 

transforma en dopamina. 

E!rTUDIOS CLINICOS: Dado que la dopamina no atral'iesa la barrera hematoencefdlica 

cuando se administra en forma sistémica, no tiene efectos terapéuticos en el parldnsonismo. Sin 

embargo, la Levodapa (L-3,4-dihidroxifeni/alllnina), el precursor inmediato de la dopamina es 

transportada al encéfalo por el sistema transportador de grandes aminodcldos neutros y pasa 

al tejido estrial donde es descarlJoxi/ada produciendo dopamina. 
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2. 9. 2 Benserozida 

lA Benseratlda presenta la siguiente estructura qufmica 

P.M257.25 

Es un sólido cristalino de color blanco, con pUlllo de fasión de 95'C altamente soluble 

en agua es lne.stable en medio neutro, alcalino o fiienemenJe dddo. 

FARMACOLOGIA: Su actividadfarmacoldgica es como lnhibidor de descarooxtlaza de 

'aminoácidos aronulticos, es incapaz de penetrar en el SNC. disminuye en gran medida la 

descarboxtlacidn de la Levodopa en los tejidos perijtricos, lo cual pennite que una mayor 

proporción de este agente alcance los receptare.< del neostriatum. 

La Benseratlda inhibe la descarooxilación perifirica de la Levodopa, disminuyendo los 

efectos secundarios y haciendo que haya nuls Levodopa disponible para su transpone hacia el 

cerebro. Las concentraciones plasmdticas de levodopa son nuls elevadas y su •ida media es mcís 

prolongada después de la administración concu"ente con un inhibidor de la descarboxl/asa que 

cuando se administra sola. 
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ES'IVDJOS CLINJCOS: Varios estudios c/fnicos han demostrado claramente las l'entajas 

de la terapéutica combinada de wi inhibidor de la descar/Joxi/asa y levodopa. 

Estos resultados pueden resumirse como sigue: la dosis óptima efectim de levodopa puede ser 

reducida en un 75%, se eliminan en gran medida las náuseas y los vómitos debidos a la 

estimulación de receptores dopaminérg/cos e11 el centro emético bulbar. También se disminuyen 

o se previenen los efectos secundarios cardiacos , la dosificación efectiva de levodopa puede 

alcanzarse más rápidamente durante la terapéutica inicial ya que se reduce la necesidad de 

desarrollar tolerancia a los efectos periféricos de la dopamlna. (10) 

31 



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El Slndrome de Parki11son es 1111a enfemzedad que en la actualidad tiene u11 alto indice 

de inclde11cia, 1mo de los tratamientos consiste e11 la ad111i11istraclán de la combinación de 

Lel'odopa y Benserazida, la cual es usada porque la Lewxlopa como tal es prácticamente inactim 

desde el punto de vistafannacológico, aproximadamente el 95% de La Lel'odopa administrada 

por 1•fa oral e.xperimenta descarboxilación en la circulació11 periférica conviniendose en 

Dopami11a que no atraviesa la ba"era hematoencefállca para evitar esia biotransfonnación se 

administra junto con la BenserazJda que acrua como inhihidor periflrico de la enzima 

dopadescorhoxi/asa responsable de la com·ersión de Lnodopa en Dopanúna además que 

incrementa su absorción Intestina/, realza la concentración plasmática de Le1•odopa.facilita el 

paso de esta al cerebro y como consecuencia altera .1u distribución intracerebral por lo que se 

requiere de una menor cantidad de Levodopa para alcanzar el efwo terapéUlico deseado. 

La combinación de Levodopa y Benserazida se usa en la proporción de 4 a 1 en la 

presentación de cápsula, en la que es más baja la concemración de uno de ellos y ademds como 

presentan características jfsico-qulnúcas muy parecidas, se plantea el prob/Lma analltico de 

como cuantificarlos. 

La literaJura repona métodos de cuantijicacián basados en el anallsls Potenclomttrico 

(USP), Espectrofotométrlco (FEUM). y por cromatograjfa de llquidos (/3)(15) no oficia/e.<. 

l.as caracterlsricas más imponantes que se utilizan para efectuar su separación a panir 

de /afomiafannacéutica son estructura qulmica, grupos funciona/es, solubilidad, coeficiente de 
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parricifJn, pH, fue= /lmico, que son muy parecidas en ambos fdmuJcos, la soluci611 a tsle 

problema es introducir otros elementos que permitan identificar y cuantificar estosfánnacos. una 

de las tit:nicas que cuenta con estos rtquisi1os es la cromarograjla de liquidas de alta resolución 

por lo cual se plantea desaffollar un mé1odo croma1ográfico uliliztmdo una columna de fase 

normal de polaridad media como lo es la columna CN-/0 que estd provista de fase estacionaria 

de polaridad media. 

Y una/ase móvil polar que proporcione el medio adecuado para lograr a/CtltlZ/ll' una 

e:.r:t/enJe stlectlvidad hacia compuestos que contengan dobles enlaces provenlenles de anillos 

arom61icos (clc/icos o aUcfc/lcos). tle~s n del grupo amino por lo lnteracci6n con el triple 

tnlou del grupo nltrilo de la fase estacionaria. Que nas permita lwar la determinaci6n 

cuantitaliva de los dos principios activos simul1dneame111e. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Stleccionar lar condiciones instrumentales 

Como son columna, fase móvil, vrlocidad de flujo, lamda de detección, 1'0lumen de 

icyección, para la separación e idenliflcación y cuantificación de los dos principios actil'OS 

Lewxlopa y &nserazida demro ik una misma formulación (cdpsu/as). 

4.2 Realizar la Validación del mltodo desarrollado 

Detenninar los parámnros de 1'0lidadón establecidos para rnitodos analltit:os 

cromarográjicos como son linealidad del sistema, presición del sistema , liMalidad,presici6n, 

aaaitud y especificidad del mitodo, estabilidad de la muestra. 
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S. HIPOTESIS DE TRABAJO 

Dadas las caracterlsticas estructurales de la Levodopa. que es un compuesto (que posee 

en su estrucrura varios grupos jiJncionales imponanJes como amino • grupo ácido carbaxiúco. 

varios grupos -OH, y un anillo aromáJico), y las carocterfsticas estructurales de la Benstraziáo. 

(que posee gTUpOsjiazdona/es como -OH, amida y un anillo aromálico), que les confieren un 

audcter moderadamente polar a Qltl/Jos. 

St espera que se puedan separar por la técnica de cromatograjia rk liquidas de alta 

resoludón, utiliwndo una columna de polaridad media como lo es la columna CN-10 que está 

provista tk de una fase estacionaria de polaridad media. 

Se obtendra una excelente separación dt ambos comput.rtos al uti/iuJr una fase m6vil 

polar, que dará el mtdio adtcuado para lograr alcanzar una excelentt selectividad hacia 

compuestos que conttngan doblts en/aceJ provenientes de anillos aromáticos, grupos amino y 

amida, dada la interacdón con el rriple enlace tkl grupo nitrito tk /a fase tstaciorw.ria. Siendo 

itkntijicados por un detector UV. 
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6. DESARROUO DEL TRABAJO 

El presenu trabajo se desarrolló con la siguiente secuencia: 

a) Busqueda de la bibliografla relacionada a los fdrmacos 

b) Selección de de la ttcnica de analfsls m6s adecuada para la idenlijicación, separación 

y cuantifica<:ión simultánea de los dos fdrmacos. 

c) Verificación del jimcionomiento óptimo del equipo por medio de una rusina de 

diagnóstico. 

d) Selección de la columna que observe mejor separación de los fdrmacos. 

e) Selección de la fase móvil nu1t óptima para la separación de losfdrmacos. 

f) Selección de la longinld de onda máxima de detección con la/ase móvil a utilizar. 

g) Detenninación de los pardmetros de validación de métodos ana/lticos cromatogrdjicos 

(linealidad del sistema, precisión del sistema, linealidad, precisión, aactirud del 

mirado). 
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h) Determinar la estabilidad de la nwestra. 
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6. l!ATRRIAL Y l!E'l'ODO 

7.J Equipo 

- Cromatógrafo de lfquidos de Alta nsolución Varian 5()()() con detector UV-VIS 

- Columna con Micropaclc CN-JO empacada con sil/ca gel de 10 I'• wngitud 30 cm. y 4 mm de 

diámetro interno. 

- Columna con Micropaclc CH-JO empacada con sf/ica gel de /O I'• longitud de 30 cm y 4 mm 

de diámetro interno. 

- Microbalama tlectrónica sanorius 4303 MP 6 

- Ulrrasonido Branson ~. B-52 

- Equipo de filtración millipore 

-7.2 MaJerial 

- Matraces volumttricos de 25 y 50 mi 

- Pipetas volumetricas de 5 mi 

- Embudos de filtración talle cono 

- Buretas de JO mi 

- Vasos de precipitado de 50,100 y 250 mi 

- Fi/Jros Millipore FH y HA 

- Filtros Millo: /IV 
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- Papel filrro Wha1ma11 lf 42 

7.3 Reacril'OS 

- Aceronirrilo (grado cromarogrdfico) 

- Acido Acerico Glacial (grado analfrico) 

- Agua Deionhada 

- ClorlüdraJo de Benseraiida (tsrdndar secundario) 

- úvodopa (esuJndar secundario) 

- Cápsulas (Madopar) 

7.4 Preparación de Soluciones 

7.4.1 Fase Mó>'il 

Preparar una solución de ácido acerico glacial 10 :1000 (solución A) de la solución 

anrerior tomar 920 mi y mezclarlos con 80 mi de aceronitrilo (solución B). 

Fase mó1•il (FM.) a utiliwr, finalmente mezclar (J()() mi de la solución A y 400 mi de la 

solución B, filtrar la mezcla final y la solución B por filtro HF, la solucMn A por filtro HA, 

degasijicar las soluciones por 15 min cnn agitación por horra magnftica. 
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7. 4. 2 Solucidn patrón de Lel'Odopa 

Pesar 21.87 mg de es1<Jndar secundario de Levodopa, pasar a un marraz volumerrico de 

50 mi, disolver enfase móvil. agitar por 15 min y llevar al aforo con fase móvil. 

7.4.3 Solución patrón de Clorhidraro de Benserazida 

Pesar 6.23 mg de estándar de clorllidrarode Benseraz.ida en la mlcrobalanza, pasar a un 

marraz. volumetrico de 50 mi, disolver en/ase móvil, agirar por 15 min y llt1'ilr al aforo con fase 

mov/I. 

7. 4.4 Solución Estandnr 

Tomar 5 mi de la solución parrón de Levodopa y 5 mi de la solución parrón de 

clorhidrmo de Bensera:dda rrwuferirlos a un nuuraz volumétrico de 25 mi y aforar al 1•olumen 

con fase móvil. 

7. 5 Metodologfa 

a) Selección de la longirud de onda mdxima 

Utilizando la (s)fase mó1•i/ seleccionada como disolvente realizar un barrido del espectro 

de absorción UV- VTS de ambos jánnacos. a una concentracion de 50 y 100 µglml. 

h) Seltcción de la columna que observe mejor separoción de los fármacos. 
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Preparar las siguientes soluciones: /evodopa 100 mglml, be11serazida 100 mglml, mezcla 

de los dos fármacos 1:1, disolver en la/ase móvil se/eccionada,ji/rrar por filtros mil/e.< /IV las 

soluciones ames mrnrlnnadas. 

Determi11ación de el tiempo de retención: Uriliuindo la columna a evaluar realizar un 

duplirndo de inyecciones de las soluciones antes mencionadas (manteniendo consranres los 

siguientes parametros 1•e/ocidad de flujo, fase mó1•1/, volumen de inyección y /amda de 

detección). 

Realizar las diluciones correspondienres a alcanzar una respuesra de pico sarisfacroria 

para los dos fármacos, considerando la proporción en que se encuentran en lafomw/aclón. 

r) Selecrió11 de la fase mó1•il óprima para la separación de los fármacos. 

Manteniendo los siguirmes paramétros consrantes l'o/umen de inyección, 1·elocidad de 

flujo, columna, /amda de detección. 

Realizar el siguiente procedimiemo: 

Cmrrhiar la pmporción de la fase mó1·i1 de acuerdo a la resolución de los picos obtenida. 

Cada 1·ez que se realize un camhio d1• proporción en la/ase móvil, se dora a la columna 

41 



un tiempo mfnlmo de IJ 111i11 de acondicionamiento. 

la proporción adecuada para ir modificando /a fase mói•il es de 5% en 5% con pruebas 

pre.,ias entre las proporciones de fase pura e1'Í/ar que haya cristalización de algunos de los 

componentes de la fase mó1'i/ dentro de fa columna. 

Una vez encontradas las condiciones intrumenta/es óptimas para la naluacitJn de los 

jdrmacos se realizara la validación del mhodo desarrollado realizando el siguiente 

procedimiento: 

a) Especificidad del Método 

Identificar fas respuestas de los activos, e.rcipientes (en caso de tenerlas) y otras 

sustancias auxiliares. Analizar placebos del producto con el método propuesto. En caso de contar 

con los posibles productos de degradación, se preparan muestras con placebo •anadido •de estos 

y la sustancia tle interls y se analizan con el método propuesto. 

b) Ertabiüdad de la muestra 

Se procedera a analiwr una misma muestro de acuerdo al método desarrollado a los 5, 

10, 15. 20, 25. 30 min y a las 2. 4, 6, 24 hrs. después de haber preparado la muestra. 
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/) Linea/ldad del sistema de medición 

Se detem1ina, construyendo una curva de ca/lbración de una múma solución patrón 

utilú.ando cuando menos rres diluciones y haciendo el ana/lsls por triplicado. 

b) Precisión del sistema de medición 

Se detem1ina por el análisis sextuplicado de una misma solución estdndar correspondiente 

al 100% estahlecido en la linealidad del sistema. 

c) Linealidad del mitodo 

Se determina con placebos adicionados del principio actiro (placebos ad/clonados), cada 

uno de manera Independiente cuando menos a tres diftrenus concentraciones Incluyendo el 100% 

rtaliwndo los análisis por triplicado de cada concentración. 

c) Exacrlrud al 100% 

Sr dehe C1111ndo menos analiwr 6 placebos cargados con el 100% dtl principio activo, 

de manera independiente, por el mismo analista y en las misma.r condiciones de operación. 
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d) Precisidn (REPRODUCIBIUDADJ 

Se debe llel'<lr a cabo cuando menos por dos analistas, en dos dios y por triplicado cada 

muestra. Trabajar de manera independiente parriendo de una muestra homogénea del producto 

cercana al 100% de la concentración teórica. 
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8. RESULTADOS 

8. J Se/ecció11 de la longitud de onda máxima. 

Al Iniciarse el desarrol//o del mltodo u proced/o a seleccionar la longitud de onda 

máxima de ambos fármacos encontrandose los siguientes resultados: 

FASEMOVIL LAMDA DE LAMDADE 

DETECCION DETECCION 

PARA LEVODOPA PARA 

BENSERAZIDA 

Mezcla dt dcido acetico 1%, con 230nm 228 nm 

acetonitrilo (92 - 8) 

Mezcla de dcido acetico 1%, con 230nm 228nm 

acetonltrilo (84 - 16) 

CUADRO 1 Determinaci6n dt longitud de onda mdxima para Uvodopa y Btnurazida en 

diferentes fases m6viles 
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8.2 Seleccidn de la Columna 

Dt• acuerdo a la bibliograjfa consultada las columnas recomendadas para la separación 

de compuestos moderadamente polares como lo son u1·odopa y Benserazida. faeron la MCH-

10 y CN-10. ambas columnasfucron evaluadas usando 1ariasfases mo1•i/es (incorporando ácido 

ácetico al 1% y acetonitrilo) la composición de la/ase móvil óptima y la velocidad de ffujo 

fueron establecidas para cada columna. siendo la columna CN-10 la que mejor separación de 

los fármacos logra. 

Las condiciones cromarograficas definidas en este método júeron las siguientes : 



COLUMNA CN-10 Micropacak, /ongiwd 30 cm 4 mm 

empacada con sllica gel JO µ 

FASEMOVIL Mezcla de ácido acético al l % en la 

proporción de 60:40 con acetonitrilo. 

VELOCIDAD DE FLUJO J.8 mllmin 

ATENUACION 256 

LAMBDA DE DETECCION 230nm 

VELOCIDAD DE LA C.RTA 0.5 mmlmin 

VOLUMEN DE INYECCJON levodopa 35, Be11sertJ2.ida JO µg/50 µ/ 

CUADRO 2 Condiciones instrumenta/es encontradas para la columna CN-JO 
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8.3 El'a/uación del tratamiento de la mutstra 

Al establecer el tratamiento de la muestra los parametros mds imponantes fueron, 

tiempo de agitación de la muestra y tipo de pape/filtro. Los resultados son los siguientes: 

Se evaluaron diferenlfs tipos de papelfiúro wha1man, encontrandose que el papel whatman del 

# 42 y los filtros mil/ex /W ofrecen mayor rápida. y eficiencia en el filtrado, en lo 

correspondiente al tiempo de agitación el cuadro n • 3 muestra los remirados obtenidos. 

TIEMPO DE AGrFACION % DISUELTO 

(min) LEVODOPA BENSERAZIDA 

5 85 80 

JO 90 90 

15 100 100 

CUADRO n • 3 Evaluación del tiempo de agitaci6n de la muestra. 

El procedimiento establecido para /o. muestra fue el siguiente 

Determinar el peso promedio de no menos de 20 cápsulas, pesar la cantidad de polvo 

equil'Dlente a 21.87 mg de Lemdopa y 6.23 mg de clorhidrlllo de benserazida. tranferir a un 

matraz 1•olumétrico de 25 mi, diso/l'er ron 20 mi de fase móvil agitando por 15 min //el'Qr al 

aforo co11fase mó1'i/,filtrar a tra1·é.r de papel ll'hatman # 42, tomar una al/cuota de 5 mi del 

filtrado, transferir a un maJraz volumétrico de 25 mi diluir con fase mó1'i/jiltrar a tra1·és de filtro 

mil/ex H. V. inyectar por duplicado. 
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8. 4 Validación del Mttodo 

Utilizando las condiciones instrumenta/es antes mencionadas se rea/hola validación del 

mttodo dtsa"o/lado. los resultados son los siguientes: 

8.4. l Prtcis/6n del sistema 

El cuadro 4 presenta los dalos obtenidos al evaluar la precisión del sistema, la 

variabilidad establecida en las areas de una muestra estándar de Levodopa-Clorhidrato de 

Benseraiida. 

CRITERIO 

cv s 1.5% 

. Como el cotjiciente de variación es menor de 1.5 % en amhos casos, para Levodopa 

0.02793 % y para Benserazida 0.06260 % se considera que el sistema de medición es preciso. 
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DETERMINACION AREA PARA LEVODOPA AREA PARA 

BENSERAZIDA 

1 0.9720 0.3848 

2 0.9717 0.3849 

3 0.9719 0.3839 

4 0.9'713 0.3845 

5 0.9'715 0.3843 

6 0.9719 0.3847 

X= 0.97170 X= 0.38460 

D.E. = 0.00027 D.E. = 0.000'24 

c. v. = o. 02793 c. v. = 0.06260 

CUADRO n • 4 Valores •ncomrados •n la presici6n dt!l sisuma 

8.4.2 Unealidad del sistema 

Los resultados que se obru1;eron al evaluar la linealidad del sistema se presentan en los 

cuadros n "5 y 6 , las figuras 1 y 2 sus gráficas correspondientes y la rabia 1 y 11 el andlisis de 

mrianw. 
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CRITERIO 

A) IA nlad6n tnlrt la conctn1rod6n y la propitdad mtdida dtbe ser altamentt •lgnljicaJil'a. 

( F,.., :. F,~ exl.Jtt una rtladón altamente •ignljicaJiva, F ,..., s F,. •• no t.dstt falta dt 

ajustt). 

B) IA ordtnada al origtn de la rtlaci6n /iMa/ •Imple, concentración - propiedad medida, debe 

ser enadlstlaunentt igual a cero. 

C) El coejidtlllt de detmnlnadón de la n/ación liMal •imple, debe oer mayor a 0.98 y/o la 

ja]Ja de ajuste o la rtlad6n lineal simple, no debe oer eotadlotlcamtnte slgnijiCOliva. 
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Cantidad adicionada Propiedad medida 
' 

]( ( l'tl200 ,.1) Y (arta) 

17.5 0.4858 

17.5 0.4952 

17.5 0.4830 

35.0 0.9716 

35.0 0.9686 

35.0 0.9257 

52.5 1.4574 

52.5 1.4342 

52.5 1.4532 

CUADRO n • 5 Valores encontrados en la linealidad del sistema para ltvodopa 
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Canlidad adiciollllda Propiedad mtdida 

X (/lg/200 ¡J) Y (art:a) 

5 0.2050 

5 0.2fXXJ 

5 0.2070 

10 0.3848 

JO 0.3749 

10 0.3838 

15 0.5767 

15 0.5947 

15 0.5932 

CUADRO n" 6 valores tncotrados tn la linealidad dtl sisttma para Btnserazida 
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FUE!YTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE 

VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

REGRESION 

ERROR DE 7 

REGRES/ON 

FALTADE 

AJUSTE 

ERROR PURO 6 

1.4194 1.4194 

4.29X10' 6.14/0XIO' 

2.59XIO' 2.59Xl0' 

l. 70Xl0' 2.84Xl0' 

F .. 

231091 12.54 . 

4.11 5.99 

TABLA 1 Tabla de Andllsi.s de Ja Varianza para evaluar la linealidad del sistema de 

medición eir úvodopa. 
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FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F.,, F .. 

VARJACION UBERTAD CUADRADOS CUADRADOS 

REGRESION 0.2265 0.2265 16443.4 12.54 

ERROR DE 7 9.MXIO' J.37X10' 

REGRESION 

FALTA DE 8. 71X10' 8. 71Xl(l' 5.85 5.99 

AJUSTE 

ERROR PURO 6 9.35Xf(l' 1.55XIO' 

TABLA 11 Tabla de Análisis dt la Varianta para l!Vtlluar la Unealldad del sistema de 

medid6n •n Btnstraz:ida. 

En ambos fdrmacos se titne que ti valor dt la F , ,., ts mayor que F , ... para ltwJdopa 

2310.91 <!: 12.54 y para benseT1I2.ida 

16443.46 <!: 12.54, lo que es1ablece que exislf linealidad del sislema de medición, que St 

observa en la relación a/1ameme significmiva emre la concemración y el area obienida, que 

mueslra una linea recia en la figura 1 para /e1•odope1 y en lajigura 2 para bensera:l.ida. 
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Como el valor dt F,..., ts menor que F,. .. para /evodopa es 
4.11 s 5.99 y para btnurazida 5.85 s 5.99 no existe falta dt ajuste en la relación lineal 

simple concentración- propiedad medida lo cual st comprueba con el valor de R' que es de 

0.9992 para l.ei'Odopa y de 0.9995 para Btmtrazida. 

Para comprobar que la ordenada al origen ( B ) es estadisticamen1e Igual a cero se 

calculo ti intermlo dt confianza : 

re (BJ = - 0.0144 a 0.0077 para lmxfopa 

IC (B) = - 0.0124 a 0.00/1 para benserazlda 

ambos interva/M Incluyen al cero. 

8.4.3 Unealidad dtl MilOt/o 

Los cuadros 7 y 8 prestnllln los resu/Jados obtenidos en la evaluación de la linealidad 

dtl mi1odo, la figura 3 y 4 sus gmficos correspondientes y las tablas Uf y IV las tablas de 

andllsis de variama. 

CR/1F:RIO 

AJ La relación lineal simple canlidad adicionada-cantidad recuperada, debe ser ultamente 

si~nifica/iva ( F,.., ;;,, F.~. 

F,.,. S F,. ... ). 
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B) la ordenada al origen de Ja relación lineal simple de Ja cantidad adicionada-cantidad 

recuptrada, debe ser e.rtadistlcamente Igual a cero. 

C) la pendiente de la relación lineal simple CWl//dad adicionada-cantidad recuperada, debe ser 

e.rtadistlcamente igual a uno. 

D) El coeficiente de detenninación tk la relación lineal simple de la cantidad adicionada

cantidad recuperada, debe ser mayor a 0.98 y/o la falla de ajaste a la relación lineal simple. 

no debe ser ntadisticamentt significativa_ 

57 



Cantidad adicionada Cantidad recuperada 

("') (") 

50 49.99 

50 49.97 

50 50.00 

100 99.99 

100 100.00 

100 100.00 

150 150.00 

150 149.97 

150 149.95 

CUADRO n • 1 Valora enconlrados en la llnealldad del mltodo paro üvodopa 
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Cantidad Adidonada Callt/dad Recuperada 

(~) (~) 

so 49.98 

so S0.00 

so 49.69 

]()() 99.99 

]()() 99.87 

]()() /()(],()() 

ISO 149.99 

ISO 149.98 

ISO 149.9'1 

CUADRO n • 8 Valores t:tU:onlrados t:n la lint:alidml del lllitodo para Ben:urazida 
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FV Gl se MC Fm F .. · 

REGRESION 14952.9 14952.9 2485.5 12.5 

ERROR DE 7 43.I 6.0 

REGRESION 

FALTA DE 43.0 43.0 5.4 5.99 

AJUS1F. 

ERROR PURO 6 0.047 7.95XIO' 

TABLA IR Tabla de M4lisis de VariOllUI para evaluar la Linealidad del Mitodo en 

LeWJdilpa. 
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FV GL se MC F.., F,.. 

REGRESION 1497.J 1497.J 583054.2 12.54 

ERROR 7 0.1797 0.02568 

REGRESION 

FALTA DE 0.03309 0.03309 1.97 X 10' 5.99 

AJUSTE 

ERROR 6 0.14667 0.02#1 

TABLA IV Tabla dt andllsis dt Varianza para •valuar la linealidad dtl Mltodo tll 

Betutra:dda. 

En /01 resultado• obtenido• en lo liltrolidad del mltodo u obsmri que ti mlor dt la F, 

,.. tS mayor que F,~ en los dosfánnac01. para /ti·odopa eJ 2485.5 :.: l2.54y para Mn!era;Jrla 

583054.21 ;;, 12.54. por lo cual JP considera que exiJle una relación af/ameme 1ignijica1fra 

tnrrt ti pora'tnto adicionado y el porcicmo recuperado. que ohsen·a un compnnamienro lineal 

l<'r In figura J para /ei"Odopa y figura 4 btnstraúúu 
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En lo que rtspecla al l'<J/or de F,..,, es menor que F,. .. para los dos fánnacos. para kvodopa es 

4.11 s 5. 99 y para benserazida 

5.85 s 5.99, ambos son menores a 5.99 por lo que st considera que no aisle falla de ajuste 

en la N!/adón lineal cmuidad adicionada -cantidad recuperada, lo que se comprueba con ti 

1'<1/or de R' que es de 0.9992 para Lt1·odopa y de 0.9996 para Benserazida. 

Para de1erminar si la ordenada al origen es es1adislicamen1e igual a cero. se ca/cu/a el 

inlen'<l/o de conjio:w : 

/C (B) = - 0.9911aO.7552 para /ew>dopa 

IC (B) = - 0.5051 a 0.8367 para benserazida 

en ambos casos el in1en'<Jlo incluye b = O. 

Para emluar si la pendienie es madisricamenie igual a UllO se calculo el inien'Q/o de 

confianza : 

IC {M) = 0.9992 a 1.0112 para /mxlopa 

IC (M) = 0.99'70 a 0.9467 para benserazida 

en las dm CJJJOS los lnlen'<llos inclllyen a m = 1. 

62 



8.4.4 Exac1/r11d dtl Método 

El cuadro n • 9 prestnta los resultados obtenidos en la exacrlrud dtl mlrodo anallrico 

para ltvodopa y btnserazida. 

CRITERIO 

LiJ media aritmttlca del porcltmo rtcuperodo debe Str esrod/sticamente igual a 100% 
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DETERMINA.CION % RECUPERA.CION DE % RECUPERA.CION DE 

LEVODOPA. BENSERA.ZIDA. 

J 100 100 

2 100.0 100 

J 100.0 99.98 

4 99.99 99.99 

5 ' 99.97 99.99 

6 99.98 99.~ 

X = 9'J.99 % X= 99.98 % 

D.E. = 0.01265 D.E. = 0.01549 

c. v. = 0.01260 c. v. = 0.01545 

CUADRO 11 • 9 Valores encontrados en d % de rtt:11ptraci6t1 

1A media aritmitira de ambos fánnacos es relariw1mente al 100% para le1·odopa es 

99.99% y para berutratidu es 99.983 por lo que ti mitodo .<e comidera e.racw. 

El lnterWJ/n de canfianw pura el pordtnta de recobro fat ti SiK1tiente : 

lC (Mi ~ 99.65 % a 100. 90 % pam lt1"0dopu 
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/C (M) = 99.57 % a 100.54 \lf para benserw.Ida 

tn ti /ruer;alo se tncutfllra contenido el 100 % por lo que es otra mantra de comprobar qut• 

el método tS exacto. 

8.4.5 Pmición del mitodo 

En los cuadros 10 y 11 se preseruan los ·resultados de la evaluación dt la 

reproducibilidad del mltodo, efectuado en dos días diferentes y por dos analistas y las tablas V 

y VI el an41isis dt vari1111Z1J. 

CRJTERJO 

AJ El coeficiente de mriació11 toral debe. cumplir con losjints para los cuales el método serd 

utilizado (métodos croma1ogr41icos C. V. s 2 % J. 

BJ la reproducibilidad intrranalisra y la rrproducibi/idad lntmiialanalista debe de satisfacer 

los requisitos establecidos para ti principio de mtdición y/o para la utilillJción del mltodo de 

mtdición: 

Si F....,,., s F.....,~ el mitodo es reproducible por/os analistas y si F.,,., s F .. ~el 

método t'S reprodudhlr en distintos dlas por un mismo analisra. 
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ANALISTA 

I 2 

101.3 99.64 

I 100.3 99.00 

99.04 100./ o 

DIA 
100.00 100.19 

2 99.87 100.00 

101.IJ 101.19 

F calculada para los analistas 0.0321 

F critica para Jos analistas 18.51 

F t:alculada para los dlas 0.9540 

F crllica para los dlas 4.46 

CUADRO n "10 Valores tnconlrodos tn la rtproducibilidad dtl método para Ltvodopa 
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"' 

ANALISTAS 

1 2 

100.15 100.23 

1 100.0 99.92 

99.78 98.99 

DlA 
100.12 100.13 

2 99.78 100.00 

99.99 100.'22 

F Calculada para los analistas 0.00260 

F critica para los analistas 18.51 

F cale11/ada para los días 1.0269 

F ca/ctdada para los días 4.46 

CUADRO n • 12 Valorr!s enconJrados en Ja precisi6n del mitodo para Btnserazida 
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FV 

ANALISTA 

DIA 

ERROR 

GL 

2 

8 

se 

0.10 

1.1833 

4.96 

Me 

0.1900 

0.5916 

0.6200 

0.3210 

0.9540 

F"' 

18.51 

4.46 

TABLA V Tabla de IJlld/isls de varianza para la precisión del mitodo en Lew>dopa 

FV 

ANALISTA 

DTA 

ERROR 

GL 

2 

8 

se 

0.019 

1.1833 

4.96 

Me 

3.3X10" 

0.25333 

0.9866 

F.., 

2.6X10' 

J.(1269 

F., 

18.51 

4.46 

TABLA VI Tabla de /J/ldl/sis de Varianza para evablar la precisión del mitodo en 

Btns<raúda. 

8.4.6 Especificidad d<I Mltodo 

Esta prueba se r<a/izo andlizando una muestra de fase móvil utilizada. una muestro 

degradada en medio áddo y una en medio alcalino, se encontro que el método es espedjico 

dado que no se tiene int<rfer<ncia de los posibles productos de degradación ni de los excipientes 

comunes tn esra forma fannaceutica. 
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9. DISCUS/ON 

De acuerdo a los resultados obtenidos durante el desarrollo del método se proccdio a 

validar el método óptimo establecido para la separación y cuantificación de la de Levodopa y 

benserazida en capsulas enconrrandose los siguientes resultados : 

Unealidad del sistema de medición 

CRITERIO 

AJ la relación entre la concentración y la propiedad medida debe ser a//amente significatim. 

( F,.,,;;,, F,~ aisre una relación altamente significativa, F ~"" s F~ .. no existe falta de 

aj11ste). 

8) la ordenada ul origen de la relación lineal simple, concentración - propiedud medida, debe 

ser estadisticamente igual a cero. 

C) El coeficiente de determinación de la relación lineal simple, debe ser mayor a 0.98 y/o la 

falta de ajuste a la relación Uneal simple, no debe ser estadisticamente signific01i1•a. 

Considerando a los resultados obtenidos en las tablas 1 y 11 de análisis de varianw se 

tiene que los sistemas de medición de lerodopa y Benserazida son lineales (ver figuras 1 y 2 

69 



respectframente) para ambos sistemas se obsen'a una relación al/amente signijicaJh'a entre la 

concentración y •I area correspondiente, que se verifica con el coeficiente de detenninación 

obtenido ( R, ), el cual para levodopafae de 0.9992 y para benserazida de 0.9996 en ambos 

casos es mayor a 0.98 como se establece en los criterios para em/uar este parámetro. 

En ambos sistemas la ordenada al origen se considera como cero porque al calcular el 

/nurvalo de confianza para la ordenada este l'alor ( b = O) estd incluido en los intervalos de 

confianza, por lo anterior el sistema de medición resulta lineal según los criterios establecidos 

para su aceptación 

Precisión del sistema de medición 

CRTTERIO 

c.v. s 1.5 3 

Se tiene que el coeficiente d• variación para kl'odopa es. de O. 0279 3 y para 

benserazida es de 0.0626 % ambos son menores a 1.5 3 como se establece en el criterio de 

el'Oluación de este pardmetro, por lo cual el sil/enza de medición es preciso. 
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Exactitud del Método andlitico 

CRITERIO 

lA media aritmetica del porciento recuperado debe ser estadisticamente igual a 100% 

El método andlitico es exacto para los dos fdnnacos porque en los dos se considera a la 

media aritmética como el 100 % ya que los resultados obtenidos son aproximados a este valor 

para lt!l'Odopa es de 99.99 % y para benserazida de 99.98 % • ademds que en los intervalos de 

conjianw para la media aritmética queda incluido el 100 % por lo que el método se considera 

txacto. 

Unta/idad del Método 

CRf/'ERIO 

AJ lA relación lineal simple cantidad adicionada-cantidad recuperada, debe ser a/Jamente 

significativa ( F,.., ;:,, F, ... 

F¡.., S F¡. .. ). 

B) lA ordenada al origen de la relación lineal simple de la cantidad adicionada-cantidad 

recuperada, debe ser estadísticamente igual a cero. 

C) LA pendiente de la relación lineal simple cantidad adicionada-cantidad recuperada, debe ser 
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estadistlcamente igual a uno. 

D) El coeficiente de detenn/nac/ón de la relación lineal simple de la cantidad adicionada· 

cantidad recuperada, debe ser mayor a 0.98 y/o la falta de ajuste a la relación lineal simple, 

no debe ser estadisticamente signijicarh·a. 

Al rea/i;;ar la e1•aluación de las tablas de análisis de varian;;a /JI y !V y las grc1ficas de 

las figuras 3 y 4 se deduce que el método análitico es lineal, no existe falta de ajuste a la 

relación lineal cantidad adicionada-cantidad recuperada y su coeficiente de detenninación para 

levodopa es de 0.9992 y para henserazida de O. 9998 ambos mayores a 0.98 que es el establecido 

para definir este paramhro, lo que comprueba una relación altamente significativa. 

En los inten•alos de confianza para la ordenada al origen se encuentra b = O y en los 

lnren'lllos de conjialll.a para la pendiente se encuentra m = I esto corrobora que el mitodo es 

lineal. 

· Precisión del Método 

CRJTER/O 

A) El coeficiente de variación total debe, cumplir con los fines para los cuales el método será 

uti/iuulo (métodos cromatográficos C. V. S 2 % ). 

8) /,a rrpraducihilidad intrrana/ista y la reproducibilidad interdfalanalista debe de satiw1cer 
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los requisitos establecidos para el principio de medición y/o para la utilización del mirado de 

medición: 

S/ F..._.,, s F-..~e/ método es reproducibleporlosanalisrasysi F .. .., s F,,. .. el método 

es reproducible en disti111os dlas por un mismo analista. 

&ta prueba se realizo con dos aná/istas en dos dlas diferentes y confonne a los resultados 

obten/dos en las tablas V y VI de análisis de varia= se injiere que el mttodo es reproducible 

por los analistas y reproducible en distintos días por un mismo aná/ista. 

Al emluar la precisión del método se encontro que el coeficiente de variación total para 

ambos fármacos es menor al 2 % establecido para métodos cromarograjicos para úvodopa es 

C. V. = 0.8300y para Benserai.ida C. V. = 0.6505, adonJJs en los va/orestk F-..,,., es menor 

a F- .. en ambosfdrmacos, para levodopa F....,., es de 0.3210 y para benserozlda es de 

2.60 X JO' ambos valores menores a F_,__ que es 18.51, por lo que se establece que el 

método analítico es reproducible por los analistas y los \'a/ores de F...,., son menores en ambos 

fármacos, para /evodopa es de O. 9540 y para benserazida l. 0626 ambos menores al l'alor de F.., 

.. que es de 4.46, por lo que se establece que el método ana/ltlco es reproducible por los 

análistas y reproducible en distintos dlas por un mismo analista, por lo que se asegura que el 

método es preciso. 

El método resulto especifico para la levodopa y benserozlda dado que no se encontro 

/ntelfemc/a de los excipientes comunes en estaformafarmaceUJ/ca y de los posibles productos 

de degradación. 
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10. CONCLUSION 

Se c11111p/iero11 los objetivos plamrados originalmente, se desarrollo 11n método análitico 

por cromatograjla de lfq11idos de alta resolución, que sirve para deten11inar simultaneamente a 

/evodopa y benseraV.da en la presentación de capsalas. 

El método aná/itico se efigio despaes de realiwr la e1'aluación de dos columnas 

crollJOlogrdflcas y l'arias proporciones de fase móvil hasta que se obtuvo un método que 

saJiifaclua todos los requisistos del análisis, separación y cuantificación de la levodopa y 

benstrazida compuestos estructuralmente similares. 

Con lo que respecta a la l'a/idación, los paramé1ros desa"ollados cenijlcan la eficacia 

del ml1odo establecido, por lo cual se establece que es un método andli1ico preciso, exacto y 

lineal y es especifico paJ'Q levodopa y benserazida. 
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