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DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODQO ANALITICO POR
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION, PARA LA
DETERMINACION DE LEVODOPA Y BENSERAZIDA EN CAPSULAS

1. INTRODUCCION

La Levodopa y Benserazida son férmacos ampliamense utilizados, en el tratamiento del
mal de Purkinson,y se expenden de mansra combinada, ambos presentan una estrugtura quimica
similar, contienen varios gripos funcionales que le confieren ciertas caracteristicas de polaridud

ybdsicidad que permiten wilizarlas para el disefio de algunos métodos analliicos. (18)(23)(24).

La literatura reporta métodos de cuantificacion basados en el andlisis Potenciométrico
(26), Especsrofolométrico (FEUM)(7)(8)(13)(28) y por Cromarografla de Liguidos de Alta
Resolucién (12)(16)(17) en la iiltima edicion de la FEUM la valoraclén de la combinacion de
de umbos fdrmacos se realizu por un método Espectrofotométrico (8), por lo que se propone

desarrollar un método por CLAR preciso, exacto y especifico.
En la actualidad la Validacién para méiodos Analfticos es un requisito indispensable
para el uso de ellos. La Validacién de un método analltico se realiza para determinar la

exaciinud y establecer la variubilidad de el mérodo desarrolludo. (3)

Al realizar la validacion de un método analltico, se requiere desarrollur procedimientos



experimentales que permitan evaluar: la linealidad y precision del sistema de
medicién, linealidad, precision, exactind y especificidad del método, ademds de realizar el

anallsis estadistico necesario a los resultados de cada procedimiento. (2)(3)

Este trabajo presenia el desarrollo analftico y la validacion de un método de
cromatografla de lfquidos de alta resoluclén,en fase normal para cuantificar simultdneamente

a Levodopa y Benserazida en cdpsulas.



2. FUNDAMENTACION DEL TEMA

La cromatografia es una 1écnica que permite separar aislar e identificar los componentes
de una mezela de compuesios quimicos, comprende una familia de métodos de separacion muy

relacionados entre st basados en los experimentos descritos por Day Tswes en 1897-1906,

La caracteriristica que distingue a la cromatografia de la mayor parie de oiros métodos
flsicos y qufmicos de separacién consiste en que entran én contacto dos fases mutuamente
inmiscibles siendo una de ellas estacionaria y la otra movil, la mezcla de la muestra que se pone
en contacto con la fase movil, produce una serie de interacciones repesitivas entre la fase
estacionaria y la fase mévil a medida que se desplaza por el sistema arrastrade por dicha fase
movil, las interacciones se basan en las diferencias de propiedades fisicas y quimicas de los
componentes individuales. bajo la influencia de urta fase mévil que se desplaza u través de una
columna que comdlene la fase estacionaria. Estas diferencias determinan la velocided de
migracién de los componentes individuales (14)(16).

En la cromatografla de columna la fase movil puede ser un lquido o un gas, y segin el
caso se denomina respectivamente "Cromarografia Liquida”y "Cromasografia de Gases”, ver
fig. ¥ 1, de acuerdo con la nawuraleza de lus fases involucradas y de los mecanisnios de
separacidn es posible distinguir diferentes tipos de cromaografia: Liquido-Liquido, Liquido-

Solido, de fase ligada, de intercambio idnico y de exclusion molecular.
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2.1 Fundamentos de Separacion

El primer principio que se establecla en la cromatografla lfquida fueron las fuerzos de
adsorcidn que una fase fija o estacionaria, que ocupa el interior de una columna cromatogrdfica
constituido por lo comin a base de panfculas de stlica gel, ejerce sobre los distintos

componentes o solutos de una fase llquida.

En definitiva, se considera genéricamente al proceso cromatogrdfico como un conjunto

de fuerzas que compiten entre la fase mévil y la fase estacionaria de manera selectiva por un

1P , ya seq tendiendo a fijarlo al relleno de la columna o fase estacionaria, o a recogerio

en los lquidos que fliyen en fase movil para que junto a ellos atraviese la colurnna.

Estas fuerzas competitivas son de todos los tipos que resulten permitidos entre las
moléculas de la sustancia que se pretende analizar cromatogrdficamente y las fases estacionaria

y movil

2.2 Cromatografia Liquida Cldsica y Cromatografia Liquida de Alta Resolucion,

La Cromarografia lfquida en una forma que Hamaremas "Cldsica®, consiste bdsicamente
en lo signiente: en una columna de vidrio, cuyo didmerro varia entre 2 y 10 cm rellena de algiin
marerial como sflice , alimina, auicar, etc. cuyas particulas son por lo general de un tamafio

cercano a los 200 p se introduce la muestra disuelta en fase movil o disolvente por medio de una



pipeta, luego se agrega el disolvense, con el cual eluye la muestra a través de la columna, Jos

tamafios de la muestra varfan entre 0.1 y 1 g o mds.

El disolvente o fase mévil fluye a iravés de la columna por efecto de la gravedad,
produciéndose apenas una débil presién ejercida por el volumen de fase movil que se agrega a

{a columna.

El disolvente se recolecra en la base de la columna en fracciones de determinado
volurnen, uno de los Inconvenientes de esta técnica es el largo tiempo de andlisis requerido que
muchas veces puede ser de horas e incluso dlas, otra desventaja es que el material de refleno
a usar por lo general una sola vez se wiliza debido a que pane de [a muestra se absorbe en

forma irreversible.

El problema principal de este tipo de cromatograffa Nquida "cldtica® es la identificacion
y cuantificacion de los componentes que eluyen de (a columna disuelios en fose movii, en general
se wsa alguna técnica auxiliar como por ejemplo espectrofotometria, andlisis quimico o
simplemente un registro gravimétrico para evaluar el contenido de cada uno de los componentes
de la mezcla en las fracciones recolecradas.

La cromatografia de alta resolucion wiliza instrumental muy distinso con vemajm'l
significarivas, en este método se wiilizan columnas de didmetro muy reducido, por ejemplo 2 mm
rellenas de materiales especiales (polvos) cuyas particulas tienen un tamaflo no mayor de 30-40

K.



Este tipo de columna es muy éficaz, pero ofrece una gran resistencia al flujo de la fase
movil, o sea una gran calda de presion, por esid razon es necesario emplear sistema de bombeo
de alta presién ( hasta 400 atm ) que haga fluir la fase mévil a una velocidad razonable a través

de la columna.

La cantidad de fase esiacionaria dentro de la columna es pequefia, entre 1'y 10 mg.

Si la presién de entrada a la columna no es muy elevada
(100 atm o menos ) la muestra se introduce en la cdmara de inyeccion mediante una jeringa de

alta presion a presiones mds elevadas se usilizan las vdlvalas de inyeccién.

Un deecior, colocado a la salida de la columna, proporciona un registro continuo de la
composicion de liquido que sale lo que permite obtener un cromatograma similar a los obtenidos
en cromatografla de gases que se wiiliza para identificar y cuaniificar los componentes de la
muestra, oira ventaja de este método es el escaso deserioro de la columna a pesar de su repetido
uso, si bien en algunos casos es necesario regenerarla, las maliiples ventajas de la cromatografia

liquida de alta presion hacen de esta técnica analftica una de las mds populares hoy en dia.

Can esta técnica es usual obtener separaciones en el término de minutos e inclusive, en
algunos casos en segundos, para ello se requieren columnus de alta eficiencia y sistema de
hombeo de alta presion estables y reproducibles. ya que separaciones rdpidas requieren flujos

rdpidos de fuse movil y esto a su vez requiere presiones elevadus,



Los mérodos de cromatografia lfquida de alta presién proporcionan también muy buena
informacién de tipo cuantitativo siendo posible efectuar con fucilidad andlisis cuya precisién

suele ser mejor del 1%,

Los detectores habitualmense usados proporcionan buena sensibilidad y segin el tipo de
muestra es posible medir con ciena facilidad hasta 10” g (nanogramos) algunos dispositivos muy

especializados pueden detectar cantidades 1an pequefias como 10" (picagramos).

Entre lus ventajas de esta téenica, quizd la mds imporrante es la diversidad de sus
aplicaciones tanto a compuestos orgdnicos como los inorgdnicos, a muesiras de peso malecular
tan bajo como 18 o tan alto como varios millones, o sustanciat Hquidas o sélidas, idnicas o

covaientes.

Desde el punto  vista practico las fnicas muesiras no susceplibles de poder analizar con

Jacilidad son Ins gaseosas (12)(16)(27)

2.3 Vemajas y limitaciones de ln Cromarografia lguida de Alta Resolucién.

Al igual que todn técnica analltica la cromarografia Nquids  moderna tiene algunas

limitaciones, las cuales junlo con las ventajos se pueden apreciar en la tabla |



VENTAIAS DESVENTAJAS

Aita velocidad de andlisis Intrumentacitén costosa
Alta resolucion No existe detector universal
Buena sensibilidad Elevado costo de operacidn y

mantenimiento

Amplio espectro de aplicaciones Experiencia indispensable

TABLA 1 Ventajas y desventajes de la cromatografia moderna'

2.4 Mecanismos de separacion de diferentes formas de realizar la cromarografia liquida

Hay 5 méiodos o formas de realizar la cromatografia lquida de alta resolucién cada uno
basado en diferentes mecanismos de separacién de los componentes de la muestra, mediante un
cambio de columna es posible wilizar cada uno de ellos Cromatografia Liquido-Sélido,
Cromatografia Liquida por Exclusién, Cromatografla Liquido-Liquido, Cromatografia de fase

quimic unida'y Cr grafla de intercambio ionico (12)(16)(27).
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2.4.1 Cromatografla de fose quimicamente unida

Esia técnica cromatogrdfica surglé como consecuencia de problemas asoclados con la
cromatografia lquido-liquido dado que su fase estaciongria estd quimicamente unida a la

superficle de un soponte, dificilmente prodice deterioro alguno en la columna.

Si se varfa la noturaiezn de los grupes funcionales de la fuse estacionaria es posible
obtener diferentes tipos de selectividad dichos grupos pueden ser de naturaleza polar, como el
de cromarograffa de fase normal o bién no polar como el grupo octilo (Cy Hyy ) octadecilo (C,

Hy ) etc. en caso de cromarografia de fase inversa,

Por desgracia la cantidad de fase estacionaria que es posible unir a la superficie del
soporte (generalmente particulas de silice) es limitada y como consecuencia los tamafios de
muestra separados en estas columnas son necesariamente reducidas por lo comin menor de !
mg, recientemente han sido desurrolladas columnas para cromatografla de fase reversa las cuales
tienen vertebras de pollestiren-divinilbenceno,esto vence limitaciones de pH de las columnas de

fase reversa basadas en silica.

La cromatografia de fas normal es lamada de fase "NORMAL" porque los empagues
polares tales como la silica, fueron usados exclusivamenie kasta la invencién de empaques unidos
no polares thidrofébicos), v fuse reversa. Fases unidas normalmente son grupos funcionales

polares tales como ciano o amina y aigunas veces diol.



2.5 Factares de seleccién de tipo de cramatografla

)

La seleccidn del modo y las condiciones de separacion pueden ser ¢ das

algunas gutas bdsicas
ver vabla 2,
Clasificar la muestra de acuerdo a sus propiedades fisicas las cuales pueden incluir, peso

molecudar, solubilidad y cardcter ionico.

Peso Molecular: st la muestra es mayor de 2000 se eligiria la técnica de exclusion de pantfcula,

si es menor se seleccionara 1a técnica de repurto.

Solubilidad: dependiendo de la solubilidad de la muesira se selecionara la fase movil adecuada
Y en funcion de su peso molecular la técnica de separacién idanea.

Curdeier Idnico: si la muestry es menor de 2000 de PM y soluble en agua, es considerada como
un electrilita y la récnica nids adecuada para ser separada es cromatogrofia de intercambio

idnico o cromatografia de par ionico.
2.5.1 Seleccidn del tipo de empaque de la columnu

La seleccion del tipo de empuque de Tu columna se realiza en funcion de la resolucion

eficiencia y capacidad requerida para un tipo de muestras especificas, existen diferentes ripos

de enpagues usados en ci orafla de liquidos:

10



SOLUBLE EN AGUA . CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION FASE ACUXSA

)
INSOLUBLE DY AGIA ___, CROGATOGRAFIA DT EXCLUSION PASE MO AC0G3
HONOLOGIS ____, CHATRATIA IF PARTICION
_ INSOLURLE B 6 E ISOREROS ____, CROMIOGEATIA LIQUID0 SOLIDO
DIFERDMCIAS ) CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION
I 1IN0
—— CROMATOCRAT 16 DR PARTICION FASE REVERSA
. SOUNLE DX pip
%0 iohlco ) ___ CROWTOGRAFIA DE DYCLUSION FASE OUIL ACIOSH
m(zoee
MSICO  CHANTOCRATIA DR INTERCHDIO IONICO CATIOHICO
- SOLLUBLE TN AGUA
{ 1ONICD )
K10 CRONTOGAFIR DE INTERCAEID 1ORICD AMIONECS
SOLRLE DV #60 —, CRONATOCHATI DE PARTICION ION-PaR FASE AEVESSH

( IONICO ¥ MO IONTCOY

TABLA » 2 GUIn DE SELECCION OF 0DO DE {ROMATOGRATIA L LIQUIDS DE ALTA RESOLUCIEN



- Macroporos

- Empagques peliculares
- Empaques con microparniculas

Macroporos: generalmenie en el orden de 60 micras de didmetro, debido a que tiene capacidad

alta, son baratos y fdcil de empacar pero tienen muy poca eficiencia.

Empagques Pellculares: estos consisten en esferas de vidrio cubiertas con una capa fina de fase .
estacionaria, son muy eficientes y fdcilmente empacadas (son usadas en los guarda columnas
universales), pero tienen baja capacidad de muestra y son muy caros.

Empaques con Micropanticulas: es el tipo de empaques mds usado en cromarografla moderna y
viene en wamafios de partfcula de 3,5 y 10. El didmetro mds pequeito ofrece mayor cficiencia,
el tamafio de 10 riene resolucién adecuada para muchas separaciones analfticas mientras que
el de 5 es recomendado para una mayor Jemanda de separaciones. El de 5 tiene de 2-3 veces

el niimero de plaios tedricos comparado con el de 10 pero la contrapresion alcanzada es de 2

a 3 veces.

2.6 Andlisis Cualitativo, Cuantisativo

Ellenguafe empleado en cromatografla iitiliza algunos términos y stmholos caracieristicos

de esta téenica instrumental a continuacién se mencionan los mds utilizados:
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- Tiempo de retencién (ir): Es el dempo que la muestra permanece dentro de la columna y se
mide desde el momento en que la muestra introduce dentro de la columna (sistema), hasia que
se abtiene el punto mdximo de la seflal o pico, el tiempo de retencién es caracterfstico de la
muesira, la columna, I fase mévil y la temperatura, por lo general se emplea como medida de

tipo cualitativo y se expresa en segundos.

- Tiempo Muento (10): Es el tiempo requerido para eluir una muestra no retenida en la columna
y se determina midiendo el tiempo de retencion de la fase movil misma o bién de una muesira

simdlar.

- Tiempo de Retencién ajustado (1'r): Es la diferencia entre el tr y (o es decir la medida del

tiempo que la muestra permanece retenida en el material de relleno de columna.
'r=1r-10

- Anchura de la base de las senales (Wb): Es la porcidn de linea base intercepiada por tangentes
truzadas a ambos lados de una sefial cromatogrdfica asumiendo que la forma de la sefal es
- gausiana, esta anchura es aproximadamente igual a cuarro veces al valor de o, o sea la
dispercién de una distribucién gausiana de valores.

Este valor de unchura se emplea en el cdlculo de la resolucidn y eficiencia de los sistemas

cromutogrdficos,

12



-Nimero de platos tedricos (N): Un plato teérico es el equilibrio de distribucion de la muestra

entre la fase mévil y la fase estacionaria (N) se mide de acuerdo a la siguiente formula:
N = I6 (irlWoy
donde tr y Wb se expresan en las mismas unidades de tiempe volumen, distancia etc. El ndmero
de platos tebricos es una medida de la eficiencia de la columna y sistemas asoctados par la
columna,
- Altura Equivalente @ un Plato Tedrico (AEPT): Se representa en la siguiente expresion;
AEPT = LIN
donde L es la longitud de la columna, expresada habltualmente en milimetros AEPT es la
longitud de la columna requerida para obiener un equilibrio de la muestra entre la fase mévil
y la fase estacionaria, si el valor de AETP es pequefio esto se traduce en un mayor némero de
platos por unidad de longitud y por tanie la columna sera mds ¢ficiente.

- Velocidad Lineal Promedio de la fase Movil (M): Se expresa por la siguiente expresidn,

M = Lito

13



este pardmetro de operacién se uifliza cuando se representa a AEPT en funcién de M.,

- Coeficiente de Distribucitn de Reparto (K): se representa por;

K =_Cantidad e muestra/ml de fase esracionaria
Cantidad de muestralmt de fase movil

EI coeficiente de distribucion es una propiedad fisica fundamental de cada sustancia, es
caracteristico de cada muestra y del sistema de fase mévil y fase estacionaria en consideracion

y también es funcidn de la remperatura.

- Relacidn de Capacidod (K');

K= 17 =i laf; S
1o tiempa enla fuse movil
-Resolucion (R): Es una medida cuantitativa del grado de separacién obtenido enire dos

compuesios;

R= o 112(Wa+Wb) = 2(try-1tr; )iWa + Wb

t, Way Wh dehen ser expresados en las mismas unidodes, un valor de R de 1.5 significa

14



t, Wa y Wb deben ser expresados en las mismas unidades, un valor de R de 1.5 significa -

mejores separaciones.

2.6.1 Analfsis Cualitativo

La separacién ¢ identificacidn de fdrmacos en una mezcla compleja requlere en muchos

casos, el uso de diferentes técnicas. La cromaiografia lquuida es en escencia una técnica de

separacién y no de identificacion, y atin cuando es posible ob alguna inft ién de ripo

cualitarivo, en general se requiere de una técnica no crommogrdfica para determinar la

identificacién certera de un compuesto determinado.

2.6.2 Analisis Cuantirativo

El anallsis cuantitativo de mezclas de sustancias de siempre ha sido fdcil de efectuar

! cualquier técnica cr grdfica con resuliados vdlidos. En general, todo anallsis
cuanritativo puede dividirse en varigs etapas:

1.- Muestreo

2.- Separactén

3.- Integracién de las sehales

4.- Cdleulos de la composicion

5.~ Imterpretacion estadistica

15



La etapa | y 2 dependen en general de la muestra que se este analizando, la segunda
etapa puede ser la fuente de multiples errores debido a los multiples factores, por ejemplo puede
haber descomposicitn o adsorcién irreversible de los componentes de la muestra en la columna
ya sea por efecio de la fase mbvil o del material de relleno de la columna, la sensibilidad,
linealidad, y especificidad del detector son también muy importantes, el amano de la muestra
debe estar dentro del intervalo lineal del detector, los cambios de flujo, de temperatura y fallas
electronicas puede afecrar las caracterfsticas de la respuesta del detector, por otra parte el
detector puede ser completamente "ciego®, a un determinado tipo de muestras o bién variar su
sensibilidad para compuesios de diferente estructura, por esta razon se recomienda tener culdado

en la interpretacién de los resultados.

La tercera etapa se lleva acabo por diferentes iécnicas que varian en cuanto a
complejidad y exactitud, el proposito de esta etapa es transformar de alguna forma la intencidad
de la sefal emitida por el detector en medidas que pueden relacionarse con la cantidad de
muestra, las scfiales obienidas en la muyoria de los detectores, aparecen en el registrador como
picos de forma aproximadamente gaustane, cuya aliura ¢ area se ttiliza come una medida de

tipo cuantitativo.

Existen varias técnicas manuales e inirumentales para integrar dreas de los picos:
1.- Altura de Pico
2.- Altura por el ancho a la mitad de la altura

3.- Triangulacion
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4.~ Plantmetro
3.- Integradores de Disco

&.- lntegradores electrénicos

Siendo los métodos de integracidn electrénica lps que proporcionan datos de una
precisién en muchas ocasiones superior al del mismo cromatdgrafo, la sefal que recibe el
registrador es transformada directamente en wnidades relacionadas con el drea y la

concenrracion.

También se emplean sistemas de camputacion muchos de estos intrumentos proporcionan

o son capaces de presentar direc resultados o datos compleios de el analfsis, tales como

riempo de retencion, dreas, factores de correlacidn, porcentajes de composicidn efc.

La siguiente etapa en el analisis cuantitativa es el calculo de la composicién de la
muestra que 5¢ efecrua por los siguientes mécodos;
1.- Normalizacién de las dreas
2.- Calibracion exierna
3.- Uso del pacrén interno

Normalizacién: Cuando se sabe que el cromatagrama representa la totalidad de la
muestra, que todos los componentes han sido separados, y que los picos han sido compleiamenie
resueltos, la evaluacion puede hacerse por normalizacién de dreas. Para usar este método, se

mide el drea de cada pico individual, que se divide entre su factor de respuesia para obtener et
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drea calculada del pico. La adicidn de valores produce el drea total calculada. El porcentaje
en vol de cada comp individual se obiiene multiplicando el drea individual calculada

por 100 y dividiendo entre ¢l drea total calculada,

Calibracion Externa: Se realiza comparando el drea correspondiente a cantidades
conocidas de sustancia problema con ¢l drea obtenida para la misma sustancia en la mezcla y
cuya concertracion se desea determinar, se procede inyectando en el cromatdgrafo cantidades
exactas ( C, y G ) del compuesto problema y se obtienen las dreas de los picos

(P, y P:) correspondiente a cada una de las cantidades inyectadas, a partir de estos datos
se¢ hace un grdfico de calibracidn, en el que se represema la concentracién en funcion del drea
del picoy a continuacion se inyecta un cierto volumen de la muestra de composicidn
desconocida, relacionado el drea (X) obtenida para el compuesto objeto del anallsis con el
grdfico de calibracion, el método es muy sensible a errores en la inyeccibn de los parrénes y de
la muestra problema.

Patrén Interno: Este método es el menos suceprible a errores técnicos y compensa en

) algunos casos, fluctuaciones del instrumento, consiste en comparar la relacion enire dreas
obtenidas del compuesto problema y del patrdn intermo con diversas concentraciones del
compuesto problema, a la muestra problema se le adiciona una cantidad conocida de una
sustancia que sirve de patron interno 'y se determing la relacion de ias dreas (muestralpatron).
Se efectua asf la lectura de la composicion de la muesira en el grdfico de calibracion dado que

se conoce la cantidad de muestru patrdn,
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E! método de el patrén interno no requiere de inyectar volumenes de muestra con mucha
presiclén, ya que como Se menciona evita fluctunciones instrumentales ademds de muchos oiros

)

errores, como variacion de la , §e ven comp porque tanto la muestra como ¢!

patron interno se analizan en las mismas condiciones.

La sustancia a wiilizar coma patrén intermo debe reunir las

Ssigulentes caracteristicas:

- Ser similar al compuesto analizado.

- Tener una respuesta similar y tr cercono al del compuesto problema.
- Tener la altura de pico similar al de! compuesto problema.

- Ser inente y no formar parte de la muestra.

- Ser compatible con la fase mévil. (12)

2.7 Equips

En las cmmamérmnm de fase Uguida, hay ciersas caracteristicas de indole general que
deben evaluarse al considerar un instrumento dado, ya sea con fines de adquisicién o sobre la

utilidad que debe prestar dichas caracreristicas son:

a) Versatilidad; El instrumento debe ser apio para resolver y trabajar con muestras de diferente
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tipo, debe prestarse a las distintas técnicas cromatogrdficas y realizar el mdximo de operaciones
tales como programacion de fase movil, recoleccion de fracciones de salida de la columna etc.

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

- sistema de operacion de alia presion

- diversos detectores

- sistema para recolectar fracciones a la salida de la columna
- programadores de fase mévil ( generadores de gradiente )

- controles para la temperatura de la columna y el detector

- controles de flujo

b) Rdpidez: Para obtener répidez en el anallsis es necesario contar con materiales de relleno de
columna de alia eficiencia y que el Instrumento posea sistema de bombeg de alta presién para
la fose mowil. .

¢) Reproducibilidad y Estabilidad: Son caracteristicas escenciales st se requiere obrener del

instrumento un funcionamiento efectivo a largo plazo.
Elinstrumento debe proveer un control adecuado sobre los pardmetros de operacién, tales

como el flujo de la fuse mévil, etc. y para cllo debe estar provisto de conrroles de temperamura

y flujo, sistema de bombeo de alta presién, programadores de fase mévil, detectores, etc.
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d) Sensibilidad: Un huen instrumento a mds de trabajar pequefias cantidades de muestra, debe
generar sefiales de intencidad apreciables, la sensibilidad de todo cromatdgrafo de lquidos

depende sobre todo del sisterna de deteccion que utiliza,
2.7.1 Reservorios

Los reservorios son recipientes de almacenamiento de la fose movil se pueden uillizar
recipientes de vidrio, acero inoxidabie o pidstico inerte, de una capacidad de 1y 1 litros que
en la mayoria que en la mayoria es suficlente volumen para un dfa de operacion, la toma del
disolvente se hace generalmente a través de un filiro, esto tiene por obfeto mover lus partfeulas
que pueden obstruir y dafiar el sistema de bombeo y la columna.

2.7.2 Bombas

La funcidn de el sistema de bombeo es proveer una mezcia de solventes en la cabeza de
la columna con un flujo regulado, iibre de pulsos, los requerimientos del sistema de bombeo son

los siguientes;

- Quimicamente inerte
- Desarrolle presiones hasia 6000 psi.
- Libre de pufsos
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- Reproducibilidad de la velocidad de flujo
(aproximadamente el 1% ).

- Intervalo de volumenes éptimo (entre 0.5 y 10 mi/min).

- Resistencia a los liquidos corrosivos.

- Facilidud para efectuar el cambio de fases méviles y la limpieza del sistema.

De acuerdo con las caracterfsiicas de funcionamiento y de diseilo, se pueden considerar
dos tipos de bombus: bombas mecdnicas y bombas neumdticas; en lo correspondiente a las
bombas mecdnicas, hay de dos ripos ; las bombas reciprocas

(piston o diafragma), bombas de desplazamienso continuo.

Bombas reciprocas: Son bombas gue desplazan flujos de volt [ le en forma c )

sino mds bién pulsante, la mdxima presion que pueden obtener varia segin el disefo pero en

general es de aproximadamente 600 am.

Este ripo de sistema de bombeo es el mds comunmente usado en CLAR una bomba
reciprocante consiste de un pision que mueve, el cual riene el contacto directo con los solventes
y es controlado mediante una especie de motor, las bombas reclprocantes simples tienen
velocidades constantes en los pistones; por lo que el tiempo requerido para un golpe en el
llenado es igual al tiempo requeride para un golpe de bombeo, por io que tales hombas
requieren amortiguadores extensivos de pulsos, debido a esto una bomba reciprocante simple es

frecuentemente disedada con dos pistones, donde cada uno srabaja en forma opucsta al otro.
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Bombas de Diafragma: Esta es similar en operacién a la bomba mancjoda por piston
donde el volumen de una cdmara incrementa manejando el fluido por la accidn de dos vilvulas
check, sin embargo la cdmare esta sellada, y el volumen cambia lo cual ocurre como un
diafragma en un lado de la cdmara estd presionada y el otro estd saliendo, se requieren dos

bombas de diafragma para generar gradiente.

Bombas de Desplazamiento Continuo: Llamadas también bombas de émbolo o bombas
de tipo jeringa, son aquellas en que un émbolo o pision es desplawado en forma continua y
uniforme por un moter de presicién, comprimiendo el liquido contenido en una cdmara de un
cierto volumen, el liquido fluye a través de una misma abertura en la mistma cdmara y se obtiene
as! un flujo de volumen constante que puede variar segiin se desplaze el émbolo a mayor o menor

velocidad.

Bombas Neumdticas; En este sistema de bombeo el liquido es desplazado mcdianle. la
presién ejercida por un gas inerte a alta presion, ya sea en forma directa sobre el lfquido o bién

sobre el recipiente comprimido que lo conriene.
2.7.3 Inyector

Esta parte del instrumento exige cuidedoso diseflo puesto que son valvulas inyectoras que
deben resistir altas presiones, tener un volumen pequefio y sus cavides deben ser bién barridas

por la fase movil, el instrumental modermo utiliza vdlvulas inyevtoras. en las cuales a muestra
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es introducida en la vdlvula por medio de una jeringa, desplaza el lquido y llena una porcién
del rubo capilar de acero la muestra se inyecta  a la columna de forma tal que se invierte la
disposicion de la entrada y salida, de esta forma se logra inyectar a cualquier presién un

intervalo amplio de tamane de muestra con un alto grao de reproducibilidad.
2.7.4 Columnas

La columna es la parte del cromatogrdfo donde se realmente se ¢fectua la cromatografia

puesto que en eila se realiza la separacién de la mezcla en estudio.

Bdsicamente la columna consiste en un segmento de wbo de algiin material inerte, de
didmetro uniforme y capaz de soportar altas presiones, el tubo debe ser de didmetro muy preciso

y de puredes internas finamente pulidas.

Lus columnas se dividen en dos tipos anallticas y preparativas las analllicas se

caracterizan por tener didmetros muy pequerios de | a 6 mmy las preparativa hasta de 1 cm.

Si se desea realizar trabajos de tipo preparativo o sea separar y recuperar los
componenies de una muestra en cantidad suficiente para poder posieriormente utilizarlos, se debe
vecurrir ¢ columnas con materiales de mayor capacidad {columnas preparativas), dichas
columnas efcciuaran lu separacion en forma mds lenta y con una eficiencia menor que una

columna de didmetro pequeiio (columnas anallticas).
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En la actualidad las columnas de cromarografia de liquidos han alcanzedo un desarrollo
sorprendente, siendo comiin alcanzar eficiencias del orden de 1000 platos téoricos por metro de
columna.

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

- Elaboracién de panfculas de tamafio muy reducido (5 pm)

- Uniformidad de tamafio de paniculas

- Refinamiento de los procesos de relleno en las columnas

- Procesos qufmicos muy eficientes en la preparacién de materiales de la fase estaclonaria

quimicamente unida,

2.7.5 Detector

Indicart la presencia y cantidad de los componentes que emergen de la columna, se

dividen en destructivos y no destructivos:

Los no destructivos permiten emplear la muestra en investigaciones posteriores entre ellos

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

Cuando se trabafa con la fase mévil programada es necesario emplear detectores
Insensibles al cambio de composicién del disolvente (detectores de luz UV'y de fiuorescencia),

los detectores deben reunir las siguientes caracterfsticas:
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- Tener una respuesta selectiva
- Poseer una alta sensibilidad
- Tener de ruido bajo

- Guardar relacion lineal con la njuestra

- Ser insensibles al cambio de temperatura

- Ser compatible con progrumaciones de fase movil

2.8 Fase Movil y Estacionaria
2.8. 1 Fase movil

La fase mévil es una de las varlantes que influyen intimamente en la separacion, la
naturaleza de lu fase movil empleada puede ser orgdnica o acuosa, la cromatografia de
intercambio iénico emplea comunmente soluciones acuosas con un pH determinado y constante.

La fase movil debe reunir las siguientes caractertsticas;

~+ Disolver la muestra
- No degradar o disolver la fase estacionaria
- Tener haja viscosidad

- Ser compatible con ¢l tipo de dereTor usado

- Tener la polaaridad adecuada para permitir una retencién conveniente en la columna,

26



un valor de K' entre 2y 10 es deseable en general.

Es esencial que la muestra se disuelva en la _fase movil para que pueda ser transportada
atravésde la columna, cuando se introducen muestras en disolucibn, puede ocurrir precipitacién
de la muestra dentro de la camara de inyeccién o en la columna si el disolvente de la muestra

y la fase movil son muy diferentes en polaridad.

En cromatografia de lquido-liquido, la fase estacionaria puede ser disuelta por la fase
mdvil, para evitarlo se satura la fase movil con la fase estacionaria, ya sea con anterioridad a
su introduccidn al instrumento o mediante el uso de una precolumna, a través de esta
precolumna se hace pasar la fase mévil antes de que entre a la columna y as( se evita la perdida

de la fae estacionaria,

La baja viscosidad de la fase mévil es muy importante en la eficiencia de la separacion,
ya que la viscosidad influye en el efecto de trasferencia de masa enire la fase movil y la fase

estacionaria.

La fase mévil debe ser comparible con el deiector empleado lo cual es partfcularmente
importante en caso de programacion de la fase movil, puesto que el cambio de composicion

puede afectar el funcionamiento de el detector.

La fase moévil o disolvente debe ser de alta pureza, usualmeme grado cromarogrdfico los
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disolventes mds cominmente usados en cromatografia de liquidos de alta resolucién son:

- Acetonitrilo
- Hexano
- Cloraformo
- Isopropanol
- Metanol

- Agua desionizada

Programudores de fase movil; estd técnica que equivale a la programacion de
temperatura en cromatografia de gases consiste en cambiar la composicion de la fase mévil
coniforme trascurre el analfsis, por lo general se utilizan dos disolventes de diferente polaridad

y se varia la cantidad de el disolvente muds polar en la mezcla binaria,

~ 2.8.2 Fase Estacionaria

La fase estacionaria ideal es aguella que proporciona la mefor resolucién de los
componentes de la muesira en el menor tiempo.

La cantidad de muestra estt directamente relacionads con la capacidad de la fase
estacionaria en la cromatografia liquido-sélido, es proporcional a la superficie del adsorbente
en cromarograffiu de lquido-liquide, al volumen que puede retener la fuse estacionaria, el

tamana de particula depende de la longitud de la columna y el didmetro. (12)(27)
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2.9 Propiédades de Levodopa y Benserazida
2.9.1 Levodopa

La Levodopa presenta la siguiente estructura quimica

NH,
CH— CH,COOH

PM. 187.18
OoH

Se presenta como polvo blanco cristaline, funde con descomposicion a 270°C, es soluble
en agua, dcido clorhtdrico diluido y dcido formico, insoluble etanol, cloroformo, benceno y
acelato de etilo.

FARMACOLOGIA: Los sintomas motores de la enfermedad de Parkinson se producen
a consecuencia del agotamiento de la dopamina en el cerebro. A diferencia de la dopamina, la
levodopa atravieza la barrera hematoencefdlica y medlente una conversién enzimdtica se
transforma en dopamina, »

ESTUDIOS CLINICOS: Dado que la dopamina no atraviesa la barrera hematoencefdlica
cuando se adminisira en forma sistémica, no tiene efectos terapéuticos en el parkinsonismo. Sin
embargo, la Levodopa (L-3,4-dihidroxifenilalanina), el precursor inmediato de la dopamina es
transportada al encéfalo por el sistema transportador de grandes aminodcidos neutros y pasa

al 1ejide estrial donde es descarboxilada produciendo dopamina.
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2.9.2 Benseratida

La Benserauda presenta la siguiente estructura quimica

o]

CHNH=NH-C—CH,0H
OH

OH

P.M.257.25

Es un sélido cristalino de color blanco, con punto de fusién de 95°C altamente soluble
en agua es inestable en medio neutro, alcaline o fitertemente deldo.

FARMACOLOGIA: Su actividad farmacolbgica es como inhibidor de descarboxtlaza de

* aminodcidos aromdticos, es incapaz de penetrar en el SNC. disminuye en gran medida la
descarboxilacién de la Levodopa en los tefidos periféricos, lo cual permite que una mayor
proporcidn de este agente alcance los receptores del neostriatum.

La Benserazida inhibe la descarboxilacion periférica de la Levodopa, disminuyendo los
efectos secundurios y haciendo que haya mds Levodopa disponible para su rransponte hucla el
cerebro. Las concentraciones plasmdticas de levodopa son mds elevadas y su vida media es mds
prolongada después de la administracién concurrente con un inhibidor de la descarboxilasa que

cuando se administra sola.
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ESTUDIOS CLINICOS: Varios estudios clfnicos han demostrado claramente las ventajas
de la terapéutica cornbinada de uri inhibidor de la descarboxilasa y levodopa.
Estos resultados pueden resumirse como sigue: la dosis dptima efectiva de levodopa puede ser
reducida en un 75%, se eliminan en gran medida las nduseas y los vomitos debidos a la
estimulacién de receprores dopaminérgicos en el centro emético bulbar, También se disminuyen
o se previenen los efectos secundarios cardfacos , la dosificacién efectiva de levodopa puede
alcanzarse mds rdpidamente durante la terapéutica inicial ya que se reduce la necesidad de

desarrollar tolerancia a los efectos periféricos de la dopamina. (10)
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3. PLANTEAMIENTO DEI. PROBLEMA

El Sindrome de Parkinson es una enfermedad que en la actualidad tiene un alto indice
de incidencia, uno de los tratamientos consiste en la adminisiracidn de la combinacién de
Levodopa y Benserazlda, la cual es usada porque la Levodepa como tal es précticamente inactiva
desde el punto de vista farmacoldgico, aproximadamente el 95% de La Levodopa adminisirada
por vla oral experimenta descarboxilacién en la circulacién periférica convirtiendose en
Dopamina que no atraviesa la barrera hematoencefdlica para evitar esta biotransformacion se
adminisira junto con la Benserazida que actua como inhibidor periférico de la enzima
dopadescarboxilasa responsable de la conversibn de Levodopa en Dopamina ademds que
incrementa su absorcidn intestinal, realza la concentracién plasmdiica de Levodopa, facilita el
paso de esta al cerebro y como consecuencla altera su distribucién intracerebral por lo que se
requiere de una menor cantidad de Levodopa para alcanzar el efecio terapéutico deseado.

La combinacién de Levodopa y Benserazida se usa en la proporcibn de 4 a 1 en la
presentacion de cdpsula, en la que es mds baja la concentracién de uno de ellos y ademds como
presentan caracteristicas fisico-quimicas muy parecidas, se plantea el problema analftico de
como cuantificarlos.

La literatura reporia métodos de cuantificacion basados en ol analisis Potenciométrico

(USP), Espectroforoméirico (FEUM), y por cromatografla de ltquidos (13)(15) ne oficiales.

Las caracierfssicas mds importantes que se utilizan para efectuar su separacion a partir

de la forma farmacéutica son estructura quimica, grupos funcionales, solubilidad, coeficiente de
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parsicién, pH, fuerza idnica, que son muy parecidas en ambaos férinacos, la solucién a este
problema es introducir otros elementos gue permitan identificar y cuantificar estos férmacos, una
de las téenicas que cuenta con estos requisites es la cromatografla de Uquidos de alta resolucion
por lo cual se plantea desarrollar un métode cromaiogrdfice wilizando una columna de fose
noimal de polaridad media como lo es la columna CN-10 que estd provista de fuse estacionaria

de polaridad media.

Y una fase mévil polar que proporcione el medio adecuado para lograr aleanzar una
exelente selectividad hacia compuestos que comengan dobles enlaces provenientes de anillos
aromditicos (ciclicas ¢ aliciclicos), electrones n del grupo aming por la interaccién con el triple
enlace del grupo nitrilo de la fase estacionaria, Que nas permita hacer la determinacion

cuantitativa de los dos principios activos simultdneamente.
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4. QBJETIVOS
4.1 Seleccionar las condiciones instrumentales
Como son colurmna, fase movil, velocidad de flujo, lamda de deteccidn, volumen de

inyeccibn, para la separacién e idenificacidn y cuantificacién de los dos principios actives

Levadopa y Benserazida densro de una misma formulacion (cdpsulas).

4.2 Realizar la Validacién del método desarrollado
Determinar los pardmetros de validacion establecidos para métodos analfricos

cromaiogrdficos como son linealidad del sistema, presicion del sistema , linealidad, presicidn,

exactitud y especificidad del método, estabilidad de la muestra,
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5. HIPOTESIS DE TRABAIO

Dadas las caractersticas estructurales de la Levodopa, que es un compuesto (que posee
en Su estructura varios grupos funcionales importantes cormo amine , grupo dcido carbexilico,
varios grupos -OH, y un anillo aromdtico), y las caracteristicas estructurales de la Benserazida
(que posee grupos funcionales como -OH, amida 'y un anillo aromdtico), que les confieren un
cardcrer moderadamente polar a ambos.

Se espera que se puedan separar por la téchica de cr grafia de lquidos de alta
resolucién, utilizando una columna de polaridad media como lo es la columna CN-10 que estd

provista de de una fase estacionaria de polaridad media.

Se obtendra una excelente separacion de ambos compuestos al ustlizar una fase mévil
polar, que dard el medio adecuado para lograr alcanzar una excelente selectividad hacia
compuestos que contengan dobles enlaces provenientes de anillos aromdticos, grupos amino y
amida, dada la interaccién con el triple enlace del grupo Ritrilo de la fase estdcionaria. Siendo

identificados por un detector UV.
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6. DESARROLLO DEL TRABAJO

El presente trabajo se desarrollé con la siguiente secuencia:

a} Busqueda de la bibliografia relacionada a los fdrmacos

b} Seleccion de de la técnica de anallsls més adecuada para la identificacion, separacién

y cuantificacion simulténea de los dos fdrmacos.

¢) Verificacion del funcionamiento Optimo del equipo por medio de una rusing de
diagnéstico.

d) Seleccidn de la columna que observe mejor separacion de los férmacos.

e) Seleccion de la fase mévil mds optima para la separacién de los férmacos.

P Seleccion de la lonpitud de onda mdxima de deteccién con la fase mévil a utilizar,

g) Determinacion de los pardmetros de validacién de métodos analiticos cromatogrdficos

(linealidad del sistema, precisién del sistema, linealidad, precision, exactitud del
método).
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k) Determinar la estabilidad de la muestra.
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6. MATERIAL Y METODO

7.1 Equipo

- Cromatégrafo de lquidos de Alta resolucién Varian 5000 con detector UV-VIS
- Columna econ Micropack CN-10 empacada con stlica gel de 10 p, longitud 30 cm. y 4 mm de
didmetro interno.
~ Columna con Micropack CH-10 empacada con stlica gel de 10 p, longitud de 30 cm 'y 4 mm
de didmeiro interno.
- Microbalanza electronica sartorius 4303 MP 6
- Ultrasonido Branson SA, B-52

- Equipo de filtracién millipore

" 7.2 Marerial

- Matraces volumetricos de 25 y 50 mi

- Pipetas volumetricas de 5 ml

- Embudos de filtracidn talle corro

- Buretas de 10 m!

- Vasos de precipitado de 50,100 y 250 m!
- Filtros Millipore FH y HA

-~ Filros Millex HV

38



~ Papel filiro Whaiman n 42

7.3 Reactivos

- Acetonitrilo (grado cromatogrdfico)

- Acido Acetico Glacial (grado analftico)

- Agua Deionizada

- Clorhidrato de Benserazida (estdndar secundario)
- Levodopa (estdndar secundario)

- Cdpsulas (Madopar)

7.4 Preparacién de Soluciones

7.4.1 Fase Movil

Preparar una solucién de dcido acerico glacial 10 :1000 (solucién A) de la solucion
anterior tomar 920 ml y mezclarlos con 80 ml de acetonitrilo {solucisn B).

Fase movil (FM. ) a utilizar, finalmente mezclar 600 ml de la solucion A'y 400 mi de la
solucién B, filirar la mezcla final y la solucién B por filtro HF, la solucién A por filtro HA,

degasificar las soluciones por 15 min con agitacién por harra magnética,
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7.4.2 Solucidn parrdn de Levodopa
Pesar 21.87 mg de estdndar secundario de Levodopa, pasar a un matraz volumetrico de

50 ml, disolver en fase movil, agitar por 15 min y llevar al aforo con fase movil,

7.4.3 Solucién patrén de Clorhidrato de Benserazida
Pesar 6.23 mg de estdndar de clorhidratode Benserazida en la microbalanza, pasar a un
matraz volumetrico de 50 mi, disolver en fase mévil, agitar por 15 min y llevar al aforo con fase

movil,
7.4.4 Solucién Estandar

Tomar 5 ml de la solucion patron de Levodopa y 5 ml de la solucidn patrén de
clorhidrato de Benserazida transferirlos a un matraz volumétrico de 25 mi y aforar al volumen

con_fase movil.

7.5 Metodologla

a) Seleccion de la longitud de onda mdxma

Utilizando la (s) fase mévil seleccionada como disolvente realizar un barrido del espectro

de absorcion UV-VIS de ambos fiirmacos. a una conceniracion de 50 y 100 pg/ml.

b) Seleccion de la columna que observe mefor separacion de los fdrmacos.
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Preparar las sigulentes soluciones: levodopa 100 mglml, benserazida 100 mginil, mezcla
de los dos férmacos 1:1, disolver en la fuse movil seleccionada, filtrar por filtros millex IV las

soluciones anres mencinnados.

Determinacion de el tiempo de retencién: Utilizando la columna a evaluar realizar un
duplicado de inyecciones de lus soluciones anies mencionadas (manteniendo constantes los
siguientes parametros velocidad de flujo, fase mévil, volumen de inyeccion y lamda de

deteccion).

Realizar las diluciones correspondientes a alcanzar una respuesta de pico satisfactoria

para los dos fdrmacos, considerando la proporcion en que se encuentran en la formulacién.
¢) Seleccién de la fase movil Sprima para la separacién de los fdrmacos.

Munteniendo los siguicntes paramétros constantes volumen de inyeccion, velocidad de

Slijo, columna, lumda de deteccidn.
Realizar el siguiente procedimiento:
Cumbiar la proporcidn de la fase movil de acuerdo a la resolucion de los picos obtenida.

Cuda vez que se realize un cambio de proporcidn en la fase mdvil, se dara a la columnu
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un tiempo minimo de 15 min de acondicionamiento.

La proporcitn adecuada para ir modificando la fase movil es de 5% en 5% con pruebas
previas entre las proporciones de fase para evitar que haya cristalizacién de algunos de los

componentes de la fase movil dentro de la columna.

Una vez encontradas las condiciones intrumentales Sptimas para la evaluacién de los
Jarmacos se realizara la validacion del método desarrollado reaiizando el siguiente

procedimiento:
a) Especificidad del Método

Identificar las respuestas de los activos, excipientes (en caso de tenerlas) y otras
susrancias auxiliares. Analizar placebos del producto con el método propuesto, En caso de contar
con los posibles productos de degradacion, se preparan muestras con placebo “afadido " de esios

y la sustancia de interés y se analizan con el método propuesto.
b) Extabilidad de la muestra

Se procedera a analizar una misma muestra de acuerdo al métode desarrollado a los 5,

10, 15, 20, 25, 30 miny a las 2, 4. 6, 24 hrs. despuds de haber preparado lu muestra,
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1) Linealidad del sistema de medicién

Se determina, construyendo unu curva de calibracién de una misma solucibn patrén

utilizando cuando menos (res diluciones y haciendo el analisis por triplicado.
b) Precision del sistema de medicién

Se determina por el andlisis sextuplicado de una misma solucidn estdndar correspondiente

al 100% estahlecido en la linealidad del sistema.
¢} Linealidad del méiodo

Se determina con placebos adicionados del principio activo (placebos adicionados), cada
uno de manera independiente cuando menos a tres diferentes concentraciones incluyendo el 100%
realizando los andlisis por triplicado de ceda concemtracion.

¢) Exactitud al 100%

Se debe cuundo menos aralizar 6 placebos cargados con el 100% del principio activo,

de manera independiente, por el misto analista y en las mismas condiciones de operacién.
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d) Precision (REPRODUCIBILIDAD)

Se debe llevar a cabo cuando menos por dos analistas, en dos dlas y per triplicado cada

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

cercana al 100% de la concentracion tedrica.
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8. RESULTADOS
8.1 Seleccién de la longitud de onda mdxima.
Al iniciarse el desarrolllo del método se procedio a seleccionar la longitud de onda

mdxima de ambos fdrmacos encontrandose los siguientes resultados:

FASE MOVIL LAMDA DE 1AMDA DE
DETECCION DETECCION

PARA LEVODOPA | PARA

BENSERAZIDA
Mezcla de dcido acetico 1%, con 230 nm 228 nm
acetonitrilo (92 - 8)
Mezcla de dcido acetico 1%, con 230 nm 228 nmt

acetonitrilo (84 - 16)

CUADRO 1 Determinacién de longitud de onda mdxima para Levodopa y Benserazida en

diferentes fases méviles
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8.2 Seleccidn de la Columna

De acuerdo a la bibliografia consultada las colt rec dadas para la separacién

de compuestos moderadamente polares como lo son Levodopay Benserazida. fueron la MCH-

10y CN-10, ambas coll s fieeron evaluad, do varias fases moviles (incorporando dcido
dcetico al 1% y acetonitrilo) la composicién de la fase movil Sptima y la velocidad de flujo
Jfueron establecidas para cada columna, siendo la columna CN-10 la que mejor separacion de
los fdrmacos logra.

Las condiciones cromatograficas definidas en este método fueron las siguientes @




COLUMNA CN-10 Micropacak, longitd 30 cm 4 mm

empacada con silica gel 10 p

FASE MOVIL Mezcla de deido acérico al 1% en la

proporcion de 60:40 con acetonitrilo.

VELOCIDAD DE FLUJO 1.8 milmin

ATENUACION 256

LAMBDA DE DETECCION 230 nm

VELOCIDAD DE LA CARTA 0.5 mmimin

VOLUMEN DE INYECCION Levodopa 35, Benserazida 10 pg/50 pl

CUADRO 2 Condiciones instrumentales encontradas para la columna CN-10
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8.3 Evaluacién del tratamiento de la muestra

Al establecer el tratamiento de la muestra los parametros mds impontantes fueron,
tlempo de agitacién de la muestra y tipo de papel filtro. Los resultados son los siguientes:
Se evaluaron diferenses tipos de papel filtro whatman, encontrandose que el papel wharman del
# 42 'y los filiros millex HV ofrecen mayor rdpidez y eficiencia en el filirado, en lo

correspondiente al tiempo de agitacién el cuadro n” 3 muestra los resultados obtenidos.

TIEMPO DE AGITACION % DISUELTO
(min) LEVODOPA BENSERAZIDA
5 85 80
10 20 20
is 100 100

CUADRO n" 3 Evaluacién del tiempo de agitacién de la muestra.

El procedimiento establecido para la muestra fue el siguiente

Determinar el peso promedio de no menos de 20 cdpsulas, pesar la cantidad de polvo
equivalente a 21.87 mg de Levodopa y 6.23 mg de clorhidraio de benserazida, tranferir a un
matraz voluméirico de 25 mi, disolver con 20 ml de fase mévil agitando por 15 min levar al
afore con fase movil, filirar a iravés de papel wharman # 42, 1omar una alicuota de 5 mi del
Sfiltrado, transferir a un matraz volumétrico de 25 ml diluir con fase movil filtrar a través de filtro

millex H.V. inyectar por duplicado.
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8.4 Validacién del Método
Urilizando las condiclones instrumentales antes mencionadas se realizo la validacion del

método desarrollado. los resultados son los siguientes:
8.4.1 Precision del sistema

El cuadro 4 presenta los datos obienidos al evaluar la precisién del sistema, la
variabilidad establecida en las areas de una muestra estdndar de Levodopa-Clorhidrato de

Benserazlda.

CRITERIO
CV < 1.5%

_Coma el coeficiente de variacién es menor de 1.5 % en ambos casos, para Levodopa

0.02793 % y para Benserazida 0,06260 % se considera que el sistema de medicidn es preciso.
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DETERMINACION AREA PARA LEVODOPA AREA PARA

BENSERAZIDA
1 0.9720 0.3848
2 09717 0.3849
3 0.9719 0.3839
4 0.9713 0.3845
5 09715 0.3843
6 0.9719 0.3847

X =0.97170 X = 0.38460

D.E. = 0.00027 D.E. = 0.00024

C.V. = 0.02793 C.V. = 0.06260

CUADRO n" 4 Valores enconirados en la presicién del sistema
8.4.2 Linealidad del sistema

Los resultados que se obvieron al evaluar la linealidad del sistema se presentan en los
cuadros n” 5y 6 , las figuras 1y 2 sus grdficas correspondientes y la tabla Iy IF el andlisis de

varianza.
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CRITERIO

A) La relacitn enive la concentracién y la propiedad medida debe ser altamente significativa,
{F,t 2 F,ow existe una relacitn altamente significativa, F p,u S Fy o0 no existe falta de
afuste).

B) La ordenada al origen de la relacion lineal simple, concentracién - propiedad medida, debe
ser estadisticamente igual a cero.

C) E! coeficlente de determinacién de la relacion lineal simple, debe ser mayor a 0.98 ylo la
falra de ajuste a la relacidn lineal simple, no debe ser estadisticamente significariva.
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Cantidad adicior‘lada Propiedad medida

X ( pg/200 ul) Y (area)
17.5 0.4858
175 0.4952
17.5 0.4830
5.0 0.9716
5.0 0.9686
35.0 0.9257
52.:5 1.4574
52.5 1.4342
S2.5

1.4532

CUADRO n " 5 Valores encontrados en I linealidad del sistema para levodopa
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Cantidad adicionada Propiedad medida
X (g/200 pl) Y (area)
5 0.2050
5 0.2000
5 0.2070
10 0.3848
10 0.3749

10 0.3838
15 0.5767
5 0.5947
5 0.5932

CUADRO n" 6 valores encotrados en la linealidad del sistema para Benserazida
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FUENTE DE GRADOSDE SUMA DE MEDIA DE Fu For
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS

REGRESION 1 1.4194 1.4194 231091 1254 -

ERROR DE 7 4.29%10° 6,1410x10° e eee

REGRESION

FALTA DE 1 2.59x10" 2.59x10° 411 599
AJUSTE

ERROR PURO 6 1.70X10° 2.84x10° e e

TABLA I Tabla de Andlisis de la Varianza para evaluar la linealidad del sistema de

medicién en Levodopa.
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FUENTE DE GRADOSDE SUMA DE MEDIA DE Fau Fo
VARIACION LIBERTAD  CUADRADOS CUADRADOS

REGRESION 1 02265 0.2265 16443.4 12.54
ERROR DE 7 9.64X10° 1.37x10° cem e
REGRESION

FALTA DE 1 8.71X10* 8.7iX10° 585 5.9
AJUSTE

ERROR PURO 6 9.35X10°  1.55X10° —

TABLA Il Tabla de Andlisis de la Varianza para luar la lincalldad del si. de

medicién en Benserazida,

En ambos fdrmacos se tiene que el valor de la F , ., es mayor que F ,,, para levodopa
2310.91 = 12,54 y para benserazida
16443.46 = 12.54, lo que esiablece que existe linealidad del sistema de medicion, que se
observa en la relacién altamente significativa entre la concentracion y el area obtenida, que

muestra una linea rectq en la figura 1 para levodopa y en la figra 2 para benserazida.
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Como el valor de F, . es menor Gue F, ., para levodopa es
4.11 < 5.99 y para benserazida 5.85 < 5.99 no existe falta de ajuste en la relacién lineal
simple concentracion- propiedad medida lo cual se comprueba con el valor de R' que es de

0.9992 para Levodopa y de 0.9995 para Benserazida.

Para comprobar que la ordenada al origen ( B ) es estadisticamente igual a cero se
calculo el intervalo de confiamen :
IC (B) = - 0.0144 a 0.0077 para levodopa
IC (B) = - 0.0224 a 0.0011 para benserazida
ambos intervalos incluyen al cero.

8.4.3 Linealidad del Método
Los cuadros 7y 8 presentan los resultados obtenidos en la evaluacién de la linealidad
del método, la figura 3 y 4 sus grdficos correspondientes y las tablas I y IV las tablas de

andlisis de varianza.

CRITERIO

A) La relacion lineal sinple cantidad adicionada- jdad recuperada, debe ser ultamente
significativa ( Froy 2 Foow,

Foea S Foou ).
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7, t g

B) La ordenada al origen de la relacién lineal simple de la cantidad adici €

recuperada, debe ser estadisticamente igual a cero.

C) La pendiente de la relacion lineal simple cantidad adicionada-cantidad recuperada, debe ser
estadisticamente igual a uno.

D) El coeficiente de determinacién de la relacién lineal simple de la cantidad aedicionada-
cantidad recuperada, debe ser mayor a 0.98 y/o la falta de gjuste a la relacién lineal simple,

no debe ser estadisticamente 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" 7 Valores enconirados en la linealidad del método para Levodopa
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Cantidad Recuperada

Cantidad Adicionada
(%) (%)
50 49.98
50 50.00
350 49.69
100 99.99
100 99.87
100 100.00
150 149.99
150 149.98
150 149.92

CUADRO n" 8 Valores encontrados en la lincalidad del método para Benserazida

59



>mI>»

-1.8r

1,4

1.2

0.8
0.8

04}

0.2

LINEALIDAD DEL SISTEMA DE

LEVODOPA
r’= 0.9992
I=0.0272
m = 0.0090
0 1';.6 3l5 52;.5

CANTIDAD ADICIONADA ug




Fv GL sc MC Fu  Fu
REGRESION 1 14952.9  14952.9 24855 125
ERRORDE 7 4.1 6.0 —
REGRESION '

FALTADE 1 430 430 54 5%
AJUSTE

ERROR PURO 6 0047  7.95%10° — e

TABLA I Tabla de Andlisis de Varianza para evaluar la Linealidad del Método en

Levodopa.
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FV GL 5C MC Fu Fex
REGRESION 1 1497.3 1497.3 583054.2 12.54
ERROR 7 0.1797 0.02568 - =
REGRESION
FALTA DE ! 0.03309 0.03309 L.97X 10° 599
AJUSTE
ERROR 6 0.14667 0.02444 | e e

YABIA IV Tabla de andlisis de Varianza para evaluar la linealidad de! Mélodo en

Benserazida.

En los resultados obtenidos en la linealidad det método se observa que el valorde la F,
w €S mayor que F. ., en los dos fdrmacos, para levodopa es 2485.5 > 12,54y para benserazida
583054.21 = 12.54, par lo cual se considera que existe una relacién altamente significativa
enire el porciento adicionudo v el porcicnto recuperado, que observa un comporuamiento lineai

ver la figura 3 para levodopa y figura 4 benserazidu
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En Jo que respecta al valor de F,. 5 menor que Fy, ., para los dos fdrmacos, para levodopa es
4.11 < 5.99 y para benserazida

5.85 =< 5.99, ambos son menores a 5.99 por lo que se considera que no existe falia de ajuste
en la relacion lineal contidad adicionada -cantided recuperada, lo que se comprueba con el

valor de R que es de 0.9992 para Levodopa y de 0.9996 para Benserazida.

Para determinar si la ordenada al origen es estadisticamente igual a cero, se calcula el

intervalo de confiaua :

IC (B) = - 0.9921 a 0.7552 para levodopa
IC (B) = - 0.5051 a 0.8367 para benserazida

en ambos casos el intervalo incluye b = 0.

Para evaluar si la pendiente es estudisticamente igual a uno se calculo ot intenvalo de
confianza :
IC M) = 0.9992 a 1.0112 para levodopa
IC (M) = 0.9970 a 0.467 para benserazida

en los dos casos los intervalos incluyenam = 1,
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8.4.4 Exactitud del Método

El cuadro n* 9 presenta los resultados obtenidos en la exactitud del método analftico

para levodopa y benserazida.

CRITERIO

La media aritmetica del porciento recuperado debe ser estadisticamente igual a 100%
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DETERMINACION % RECUPERACION DE % RECUPERACION DE

LEVODOPA BENSERAZIDA

1 100 100

2 100.0 100

3 100.0 99.98

4 99.99 9%9.99

s 99.97 99.99

6 99.98 99.96

X =99% X=998%

D.E. = 0.01265 D.E. = 0.01549
C.V. = 0.01260 C.V. = 0.01545

CUADRO n° 9 Valores encontrados en el % de recuperacion

La media aritmética de ambos fdrmacos es relativamente ol 100% para levodopa es
99.99% y para benxerauidu ex 99.98% por Io que el método se considera exacio.
El imervalo de confianza para ¢l porciento de recobro fue el siguiente :

IC (M) = 99.65 % «a 100.90 % pary levodopa
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IC (M) = 99.57 % a 100.54 % para benserazida

en el intervalo se encuentra contenido el 100 % por lo que es otra manera de comprobar que

el método es exacto,
8.4.5 Presicién del mérodo

En los cuadros 10 y 11 se presentan fos resultados de la evaluacion de la
reproducibilidad del método, efectuado en dos dfas diferentes y por dos analistas y las tablas V

¥ VI el andlisis de varianza.

CRITERIO
A) El coeficiente de variacion rotal debe, cumplir con los fines para los cuules el método serd
utilizado ( métodos cromatogrdficos C.V. < 2 % ).
B) La reproducibilidad interanalista y la reproducibilidad interdialanalista debe de satisfacer
los requisitos establecidos para el principio de medicién ylo para la utilizacién del método de
medicidn

St Frtmgent S Funipaern € método es reproducible por los analistas y 57 Foyos S Fagou €l

método es reproducible en distintos dius por un mismo anulista,
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ANALISTA

1 2.
101.3 99.64
1 100.3 99.00
9004 160.1 0
biA 100,00 100.19
2 99.87 100.00
101.13 101.19

F calculada para los analistas  0.0321

F critica para los analistas

F calculada pare los dias

F critica para los dias

18.51

0.9540

4.46

CUADRO n 10 Valores encontrados en la reproducibilidad del método para Levodapa
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ANALISTrA‘S‘i o 5

tg 2
. 100.15 100.23
1 ) 100.0 99.92
99.78 98,99
bia 100.12 100.13
2 9.7 100.00
99.99 100.22

F ceritica para los analistas

F calculada para los dias
F calewlada para los dfas

F Calculada para los analistas 0.00260

18.51

1.0269
4.46

CUADRQ n” 12 Valores encontrados en la precisién del método para Benserazida
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Fv GL sC - LLiMe Foy Fn
ANALISTA i 0.10 0.1900 0.3210 18.51
DIA 2 1.1833 0.5916 0.9540 4.46
ERROR 8 4.96 0.6200 - -

TABLA V Tabla de andlisis de varianza para la precisién del método en Levodopa

Fv GL SC MC Fu Fu
ANALISTA ! 0.019  3IXIOY  2.6X10° 18.51
DIA P 11833 025333 10269 4.46
ERROR 8 4.9 0.9866 —

TABLA VI Tabla de andlisis de Varianza para evaluar la precisién del método en

Benserazida.

8.4.6 Especificidad del Mérodo

Esta prueba se realizo andlizando una muestra de fase mévil utilizada, una muestra
degradada en medio dcido y una en medlo alcalino, se enconiro que el método es especifico
dado que no se riene interferencia de los posibles productos de degradacion ni de los excipientes

comunes en esta forma fanmaceutica.
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9. DISCUSION

De acuerde a los resultados obtenidos durante el desarrollo del método se procedio a
validar el mélodo dptimo establecido para la separacién y cuantificacion de la de Levodopa y

benserazida en capsulas encontrandose los siguientes resultados

Linealidad del sistema de medicién

CRITERIO
A) La relacidn entre la concentracién y la propiedad medida debe ser altamente significativa,
(F, 2 F,o, existe unu relucion alramente significativa, F p, 4 < Fg ., o existe fulta de

ajusre).

B) La ordenada ul origen de la relacién lincal simple, concentracién - propiedud medida, debe

ser estadisticamente igual a cero.

C) El coeficiente de determinacion de la relacion lineal simple, debe ser mayor a 0.98 ylo la

falia de ajuste a lu relacion lineal simple, no debe ser estadisticamente significativa.

Considerando u los resultados obtenidos en las tablas I'y If de andlisis de varianz se

tiene que los sistemas de medicién de Levodopa y Benserazida son lineales (ver figurus 1y 2
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respectivamente) para ambos sistemas se observa una relacién altamente significativa entre la
concentracién y el area correspondiente, que se verifica con el coeficiente de determinacion
obrenido ( R, ), el cual para levodopa fue de 0.9992 y para benserazida de 0.9996 en ambos

casos es mayor a 0.98 como se esiablece en los criterios para evaluar este pardmetro.

En ambos sistemas la ordenada al origen se considera como cero porque al calcular el
intervalo de confianza para la ordenada este valor (b = 0 } esid incluido en los intervalos de
confianza, por lo anterior el sistema de medicién resulta lineal segiin los criterios establecidos

para su aceplacion

Precisidn del sistema de medicidn

CRITERIO

CV.<15%
Se rtiene que el cocficiente de variacién para levodopa es de 0.0279 % y para

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

evaluacion de este pardmeiro, por lo cual el sistema de medicién es preciso.
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Exacritud del Método andiitico

CRITERIO

La media aritmetica del porciento recuperado debe ser estadisticamente igual @ 100%

El método andlitico es exacto para los dos fdrmacos porque en los dos se considera a la
media aritmética como el 100 % ya que los resultados obtenidos son aproximados a este valor
para levodopa es de 99.99 % y para benserazida de 99.98 % . ademds que en los intervalos de
confianza para la media aritmética queda incluido el 100 % por lo que el método se considera

exacto.

Linealidad del Método

CRITERIO
A) La relacién lineal simple cantidad adicionada-cantidad recuperada, debe ser altamente
significativa ( F, oy 2 F,_,,

Frarw S Fuen ).

B) La ordenada al origen de la relacion lineal simple de la cantidad adiclonada-cantidad

recuperada, debe ser estadisticamente igual a cero.

C) La pendiente de la relacidn lineal simple cantidad adicionada-cantidad recuperada, debe ser
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estadisticamente igual a uno,
D) £l coeficlente de determinacion de la relacion lineal simple de la cantidad adicionada-
cantidad recuperada, debe ser mayor a 0.98 ylo la falta de ajuste a la relacién lineal simple,

no debe ser estadisticamente significativa.

Al realizar la evaluacién de las tablas de andlisis de varianza Il y IV y las grdficas de
las figuras 3 y 4 se deduce que el mérodo andlitico es lineal, no existe falta de ajuste a la
relacién lineal cantidad adicionada-cantidad recuperada y su coeficiente de determinacion para
levodopu es de 0.9952 y para benserazida de 0, 9998 ambos mayores a 0.98 gue es el establecido

para definir este paramétro, lo que comprueba una relacidn altamente significativa.

En los intervalos de confianza para la ordenada al origen se encuenira b = 0 y en los

intervalos de confianza para la pendiente se encuentra m = 1 esto corrobora que el método es

lineal.

Precisién del Método

CRITERIO

A) El coeficiense de variacion total debe, cumplir con los fines para los cuales el méiodo serd

utilizado ( mérodos cromatogrdficos CV. <2 % )

8) La reproducibilidad imteranalista y la reproducibilidad imerdfalanalista debe de sarisfucer
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los reguisitos establecidos para el principio de medicién ylo para la wtilizacidn del método de
medicion :
ST Fosticyor 5 Frnotina o €1 método es reproducible por los analistas y st Fayy S Feu oy €l método

es reproducible en distintos dfas por un mismo analisia.

Esta prueba se realizo con dos andlistas en dos dlas diferentes y conforme a los resultados
obtenidos en las tablas V'y VI de andlisis de varianza se infiere que el método es reproducibie
por los analistas y reproducible en distintos dfas por un mismo andlista.

Al evaluar la precisidn del método se encontro que el coeficiente de variacion total para
ambos firmacos es menor al 2 % establecido para métodos cromatograficos para Levodopa es
C.V. = 0.8300y para Benserazida C.V. = 0.6505, ademds en los valores de Foue. €5 menor
A Fogpacr et ambos fdrmacos, para levodopa Fos, « €5 de 0.3210 y para benserazida es de
2.60 X 10° ambos valores menores @ Fowwos que es 18.51, por lo que se establece que el
método analltico es reproducible por los analistas y los valores de Fy, ., son menores en ambos
Sfdrmacos, para levodopa es de 0.9540 y para benserazida 1.0626 ambos menores al valor de Fy,
o que es de 4.46, por lo que se establece que el método analftico es reproducible por los
andlistas y reproducible en distintos dias por un mismo analista, por lo que se asegura que el

método es preciso.

El método resulto especifico para la levodopa y benserazida dado que no se encontro
interferncia de los excipientes comunes en esta forma farmaceutica y de los posibles productos

de degradacién.
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10. CONCLUSION

Se cumplieron los objetivos planicados originalmente, se desarrollo un método andlitico
por cromatografla de lfquidos de aita resolucidn, que sirve para determinar simultaneamente a

levodopa y benserazida en la presentacidn de capstlas.

El método andlitico se eligio despiies de realizar la evaluacion de dos columnas
cromasogrdficas y varias proporciones de fase movil hasta que se obtuvo un método que
satisfaclera todos los requisistos del andlisis, separacidn y cuantificacion de la levodopa y

benserazida compuestos estructuralmente similares.
Con lo que respecta a la validacién, los paraméiros desarrollados ceriifican la eficacta

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

lineal y es especifico para levodopa y benserazida.
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