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RESUMEN

La tendencia actual de los Laboratorios de Control de Calidad es la
implementacidon de métodos analiticos versatiles, rapidos, sensibles, precisos,
simples, faciles de operar y de bajo costo. Una de las maneras mas efectivas de
alcanzar tales caracteristicas es la automatizacion. En este trabajo de tesis se
presenta el desarrollo de métodos analiticos automaticos basados en el Analisis por
Inyeccién en Flujo (FIA) y la novedosa metodologia Flow-Batch (FB).

En la primera parte del trabajo se realiz6 la cuantificacién de dos catecolaminas:
levodopa (LVD) y carbidopa (CBD). Las mismas se encuentran presentes en
preparaciones farmacéuticas utilizadas en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson. La determinacion se bas6é en la oxidacidn de ambos analitos en
presencia de Polifenol oxidasa. La enzima se obtuvo en el laboratorio a partir de
batatas (/jpomoea batatas). La misma cataliza la oxidacion de mono y difenoles a
ortoquinonas en presencia de oxigeno. Las ortoquinonas se acoplan entre si
produciendo pigmentos melaninicos que absorben en la region del UV-visible. La
superposicion espectral de los productos de reaccion fue resuelta mediante la
aplicacién de técnicas de calibracion multivariada. En base a esto, se desarrollaron
dos métodos:

a) Metodo enzimatico FIA con defeccion espectrofotométrica para la

determinacion simultanea de LVD y CBD utilizando PLS. Se diseiid un sistema

FIA en la modalidad flujo detenido. Se optimizaron las variables quimicas y FIA



del sistema. A partir de un diseno experimental central compuesto se prepararon
los conjuntos de calibracion y validacion teniendo en cuenta la relaciéon LVD-CBD
presente en las formulaciones farmacéuticas analizadas. Los datos espectrales
obtenidos fueron analizados por Minimos Cuadrados Parciales (PLS). Los
parametros estadisticos y las figuras de mérito fueron satisfactorios para ambos
analitos. Los resultados obtenidos al analizar muestras reales estuvieron en
concordancia con los declarados en el rotulo del medicamento. EI método se
validé mediante un estudio de recuperacion cuyos resultados estuvieron entre 95
y 110 % para ambos analitos. La frecuencia de muestreo fue de 22 h-1.

b) Metodo enzimatico FB con defeccion espectrofofométrica para la
determinacion simultanea de LVD y CBD utilizando PLS y MLR-SPA. Se disend
y optimizé6 un sistema FB que permitid la preparacion automatica de los
conjuntos de calibracion y validacién obtenidos mediante un disefio central
compuesto. Los datos espectrales fueron analizados aplicando PLS y una
novedosa herramienta quimiométrica: el Algoritmo de las Proyecciones
Sucesivas con Regresion Lineal Mulfiple (MLR-SPA). Los parametros
estadisticos y las figuras de mérito fueron altamente satisfactorios. EI método
desarrollado se aplic6 a muestras reales obteniéndose resultados concordantes
con los declarados en el rétulo del medicamento y los valores obtenidos por el
método de referencia propuesto por la Farmacopea Norteamericana (HPLC). La

frecuencia de muestreo fue de 18 h-'.



En la ultima parte de la tesis, se trabajo en la determinacién cuantitativa de
dopamina, noradrenalina y adrenalina en inyectables. Estas catecolaminas son
utilizadas en el tratamiento de varios trastornos clinicos como hipertension, shock,
insuficiencia cardiaca, arritmias, asma, alergia y anafilaxia. En este caso, se empled
la metodologia FB con deteccion quimioluminiscente. La determinacion de estos
analitos se baso en la inhibicion de la quimioluminiscencia generada en la reaccion
entre luminol y hexacianoferrato de potasio (Ill) en medio alcalino. El sistema FB
propuesto permite realizar la determinacion de los principios activos de manera
rapida dado su alto nivel de automatizacion. Los testigos fueron preparados en una
camara de mezclado lo que reduce significativamente el tiempo de analisis. Se
utilizé un diseno experimental Box-Behnken para la optimizacion de las variables
quimicas. El calculo de efectos permitié determinar que las tres variables analizadas
y sus interacciones fueron significativas. Los parametros estadisticos y las figuras
de mérito fueron satisfactorios. El estudio de muestras reales se realizé sobre dos
marcas comerciales para cada principio activo. Los resultados fueron comparados
con los declarados en el rotulo del medicamento y los obtenidos por el método de
referencia (HPLC) obteniéndose, en todos los casos, optimos resultados. Los limites
de deteccion estuvieron en el orden de ng mL-' y la frecuencia de muestreo fue de

58 h-1.



ABSTRACT

Nowadays, the trends in the Laboratories of Quality Control is the implementation
and development of versatile, fast, sensitive, precise, simple, easy to operate and of
the low cost of analytical methods. One of the most effective ways to reach these
objectives is the automatization of the analytical methods. In this thesis the
development of analytical automated methods based on Flow Injection Analysis
(FIA) and the new methodology Flow-Batch (FB) were proposed.

The first work was the quantification of two chatecolamines: levodopa (LVD) and
carbidopa (CBD). Both analytes were present in pharmaceutical preparations, which
are used in the treatment of Parkinson's disease. The analytical determination was
based on the enzymatic oxidation of the analytes in presence of Polyphenol oxidase
(PPO). The enzyme was obtained from sweet potatoes root (/pomoea batatas) in our
laboratories. This enzyme catalyzes the oxidation of mono and diphenols to
orthoquinones in presence of oxygen. The orthoquinones are bonded between
themselves to produce melanin pigments which present a strong absorption in UV-
visible zone. The spectral overlapping of the reaction products was resolved through
Multivariate Calibration techniques. Two methods were proposed:

a) FIA enzymatic method with spectrophofometric detection for the simultaneous

determination of LVD and CBD by using PLS. A stopped flow FIA system was

developed. The chemical and FIA variables were optimized. Through and central

composite experimental design the calibration and validation sets were prepared,
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by taking into account the LVD/CBD ratio that are present in the pharmaceutical
products. The Partial Least Square (PLS) was used for spectral data. The
statistic parameters and merit figures were satisfactory for both analytes. The
proposed method was validated through spiked samples and recovery study.

b) FB enzymatic method with spectrophofometric detection for the simultaneous
determination of LVD and CBD by using PLS and MLR-SPA. A FB system was
developed. Through and central composite experimental design the calibration
and validation sets were prepared. For spectral data PLS and MLR-SPA were
used. The statistic parameters and merit figures were satisfactory for both
analytes. The proposed method was validated through a reference method

(HPLC).

At last, an analytical method for determination of dopamine, norepinephrine and
epinephrine in pharmaceutical preparations was developed. These catecholamines
are used for the treatment of different clinical disorders, as heart attack, bronchial
asthma and cardiac surgery. The FB technique with chemiluminescence detection
was used. The analytical determination was based on the inhibition of
chemiluminiscence produced through the reaction of a luminol-potassium
hexacyanoferrate (lll) in alkaline medium. The standard solutions were prepared into
the mixture cell with the purpose of reduce the time of analysis. The experimental
design used was a Box Behnken for the optimization of the chemical variables. The

proposed method was validated through a reference method.
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OBJETIVO GENERAL
El objetivo principal de la investigacidn realizada en este trabajo de tesis ha sido
desarrollar e implementar métodos analiticos automaticos para la determinacion de
principios activos presentes en distintos medicamentos.
Este objetivo general se ha logrado con los siguientes objetivos especificos:
Obtener una enzima a partir de un producto natural, que sera utilizada como
un poderoso catalizador.
Emplear las metodologias de Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA) y Flow-
Batch (FB) para automatizar los procesos de laboratorio.
Procesar los datos obtenidos utilizando distintas técnicas de calibracion
multivariada.
Empleo de diferentes técnicas de deteccion, tales como UV-visible y
quimioluminiscencia.
Obtener métodos rapidos y lo suficientemente simples como para una futura

transferencia tecnoldgica.
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CONTROL DE CALIDAD EN PRODUCTOS FARMACEUTICOS

El analisis y control de medicamentos es una actividad fundamental para
conseguir y garantizar la calidad de los mismos. A tales fines, es un constante
desafio, tanto de los laboratorios farmacéuticos como de los que ejercen el
respectivo control, la implementacion de métodos rapidos, sencillos y confiables
para el monitoreo de las distintas etapas que comprende la produccién de un
medicamento, desde la recepciéon de la materia prima hasta que el mismo se

encuentre listo para el expendio y consumo.

El Mercado de Medicamentos

La importancia econdmica y financiera del mercado de medicamentos es
enorme. En el aino 2007 se registraron en todo el mundo ventas superiores a los
US$ 663.000 millones (Tabla 1.1). El consumo mundial crece a una tasa sostenida
del 6 a 8 % anual desde hace varios anos. Sin embargo, el crecimiento es mayor en
los paises desarrollados, concentrandose cada vez mas en los sectores de mayor
poder adquisitivo. Ademas, se observa un consumo que no se relaciona con
necesidades sanitarias sino con las posibilidades econémicas. Un importante grupo
de poblacién es considerado consumidor masivo y otros ni siquiera tienen acceso a

medicamentos esenciales.
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N Control de Calidad de Productos Farmacéuticos

En varios paises latinoamericanos, los gastos anuales en medicamentos
equivalen a mas de un 20 % de todos los gastos realizados por el sector publico, por
los agentes privados y por las familias. En Argentina, se estima que el gasto en
medicamentos constituye alrededor del 50 % del gasto en salud de los hogares. Por
otro lado, el 20% mas pobre de la poblacion destina aproximadamente el 70 % de
su gasto en salud a la compra de medicamentos, mientras que para el 20 % mas
rico de la poblacion, los medicamentos representan poco mas de un 30 % de su

gasto en salud.

Tabla 1.1. Ventas y crecimiento del mercado de medicamentos du rante 2007.

a

~ VENTAS CRECIMIENTO
MERCADO ANO 2007
Norteamérica 304,5 45,9 4,2
Europa 206,2 31,1 6,7
Asia, Africa y Australia 62,2 9,4 13,1
Japén 58,5 8,8 4,2
Latinoamérica 32,0 4,8 12,0

Mundial

# Crecimiento respecto del afio 2006. Fuente: ISM Health. www.ismhealth.com

En el primer trimestre de 2008, la facturacion total de la Industria Farmacéutica
Argentina fue superior a los $ 2067 millones, registrando un aumento del 16,8 %
respecto a igual periodo del aino 2007. En la Figura 1.1 se presentan datos de las
ventas correspondientes al primer trimestre de los anos 2004 a 2008. En todos los

periodos analizados, los medicamentos de mayor facturacion fueron los destinados
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[ Control de Calidad de Productos Farmacéuticos

al Sistema Nervioso ($ 328 millones). La informacion se obtuvo directamente de las
75 empresas que constituyen el nucleo de la industria farmacéutica nacional [l

El medicamento es un elemento fundamental de la calidad del procedimiento
terapéutico, por eso representa, aun con todas las distorsiones del mercado, el

medio mas eficaz para conseguir un elevado impacto en la equidad.

400
350 |
300 |
250 |
200
150 |

100 |

Primer trimestre

-—g=m Sistema Nervioso —eo— Aparato Cardiovascular

—a— Antiinfecciosos Sistémicos »— Aparato Digestivo y Metabolismo

Figura 1.1. Medicamentos de mayor facturacion en Argentina. Per  iodo de evaluacion:
primer trimestre de 2004 a 2008. Adaptado de ™.

Falsificacion de Medicamentos

En algunos paises es frecuente la fabricacion, la distribucion ilegal (incluidas las

M Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INDEC ), Industria Farmacéutica, Buenos Aires,

2008. Pagina oficial INDEC: www.indec.gov.ar
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Control de Calidad de Productos Farmacéuticos

ventas callejeras y en mercados) y el contrabando de medicamentos. En muchos
casos, laboratorios que no cumplen con las practicas adecuadas de fabricacidon
producen medicamentos de consumo interno y para exportacion. Un problema
importante es que los medicamentos se comercializan a través de varios
intermediarios y en zonas de libre comercio. En ocasiones se envasan y etiquetan
de nuevo para ocultar su verdadero origen o identidad. Aunque es dificil obtener
cifras precisas, se calcula que los medicamentos falsificados representan mas del
10 % del mercado farmacéutico mundial. Si bien esta practica existe en todas las
regiones, los paises en desarrollo son los mas perjudicados, pues se estima que el
25 % de los medicamentos que se consumen en ellos han sido falsificados.

Se prevé que en 2010 el valor total de las ventas de medicamentos falsificados a
nivel mundial ascendera a US$ 75.000 millones, lo que representa un incremento de
mas del 90 % con respecto a 2005. En Argentina, el mercado ilegal de
medicamentos mueve alrededor de $ 1.100 millones por afio.

El comercio de estos productos es mas generalizado en paises donde el control
y la aplicacion de la reglamentacion farmacéutica son deficientes, la oferta de
medicamentos esenciales es escasa o irregular, los mercados no estan
reglamentados y los precios no son accesibles. No obstante, a medida que se
perfeccionan los métodos de falsificacion, aumenta la presencia de tales productos
incluso en mercados que cuentan con controles mas estrictos.

El uso de medicamentos ineficaces, nocivos o de mala calidad puede traer

consigo fracasos terapéuticos, agravamiento de las enfermedades,
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Control de Calidad de Productos Farmacéuticos

farmacorresistencias y, en ocasiones, la muerte de los pacientes. Ademas,
disminuye la confianza en los sistemas sanitarios y en los profesionales de la salud,
como también en los fabricantes y distribuidores de productos farmacéuticos. El
dinero gastado en medicamentos ineficaces o de mala calidad es dinero
desperdiciado, ya sea por los consumidores o por las administraciones publicas.
Estas deben crear organismos solidos que reglamenten eficazmente la fabricacion,
el comercio y el uso de los medicamentos a fin de proteger y promover la salud

publica [21.

Control y Reglamentacién Farmacéutica

En la actualidad, alrededor del 20 % de los paises disponen de una
reglamentacion farmacéutica bien desarrollada y operativa. Del 80 % restante,
aproximadamente la mitad cuenta con reglamentaciones de capacidad y grado de
desarrollo diversos, y en el resto no existen o son muy limitadas. La realidad es que
muchos paises de bajos ingresos no pueden garantizar la seguridad, la eficacia y la
calidad de los medicamentos que circulan en sus mercados. Los problemas de una
reglamentacion ineficaz traspasan las fronteras nacionales y tienen consecuencias a
nivel mundial.

Los primeros intentos para la reglamentaciéon y control de las drogas vy

medicamentos en nuestro pais se remontan al 9 de abril de 1822. En esa fecha

e Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Perspectivas Politicas de la OMS sobre

Medicamentos, Ginebra, 2003.
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Control de Calidad de Productos Farmacéuticos

Bernardino Rivadavia, mediante un decreto, reglamenté el ejercicio de la Medicina y
la Farmacia, y establecié que “.. /a elaboracion de las medicinas en las boficas sera
en fodo arreglada a la farmacopea Espariola cuarta edicion”. No fue hasta 1892 que,
por proposicion del entonces Presidente del Departamento Nacional de Higiene Dr.
José Ramos Mejia, se nombré la primera Comision Redactora de la Farmacopea
Nacional Argentina. Finalmente el 1 de diciembre de 1893, en consideracion al texto
original presentado por esta comision, el Honorable Congreso de la Nacion declaré
a esta obra como Codex Medicamentarius de la Republica Argentina, obligatorio
para todas las farmacias establecidas en el territorio de la Nacion [3l.

En 1996 el Ministerio de Salud de la Nacién encomendd a la Administracion
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) la integracion
y reactivacion del funcionamiento de la Comision Permanente de la Farmacopea
Argentina, la que tendria su sede en dicho organismo. La ANMAT es un organismo
destinado a colaborar en la proteccion de la salud humana, asegurando la calidad
de productos de su competencia: medicamentos, alimentos, productos de uso
doméstico, médico y de diagndstico 4.

La Farmacopea o Codex Medicamentarius es una obra que comprende, por una
parte, los métodos generales de analisis, descripciones de reactivos, etc. y por otra,
monografias en las cuales se describen los tipos de drogas mas usuales y las
distintas preparaciones y medicamentos de utilidad para la medicina y la farmacia.

Estas monografias tratan aspectos como origen, nomenclatura, caracteristicas

g Farmacopea Argentina, Ministerio de Salud, ANMAT, Buenos Aires, 2003.

" pagina oficial ANMAT: www.anmat.gov.ar
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fisicas y quimicas, preparacion, identificacion, pureza, cuantificacion, dosis,
conservacion y demas condiciones que aseguren la calidad y uniformidad de sus
propiedades. Los métodos que en ella se describen se utilizan como referencia en

caso de litigio relacionado con la calidad del producto.

Gestion de Calidad

Segun la norma ISO 9000 “Calidad es /la capacidad de un conjunto de
caracteristicas intrinsecas para satisfacer requisifos” 1. Debido a la importancia que
ha cobrado la calidad en los sectores industrial y de servicios, se han desarrollado
una serie de herramientas para tratar lo relacionado con la calidad. La Gestién de
Calidad, entendida como el conjunto de actividades dirigidas a fijar objetivos y
responsabilidades, y asegurar que éstos se cumplan mediante un plan estratégico,
se ha convertido en una parte muy importante de la gestiébn general de cualquier
organizacion. La aparicion de numerosos estandares de calidad como por ejemplo,
normas ISO (International Organization for Standardization), EFQM (European
Foundation for Quality Management), GMP (Good Manufacturing Practices) y GLP
(Good Laboratory Practices), normas de cumplimiento obligatorio, bien por
normativa o bien por imposiciones del mercado, hacen necesario que toda empresa
“certificada” de acuerdo a normativas de calidad, deba disponer de un

Departamento de Calidad. Dicho departamento es el responsable de hacer cumplir

B! International Organization for Standardization (IS  O), Norma ISO 9000, 2000. Pagina oficial

ISO: www.iso.org
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la Politica de Calidad de la empresa, llevando a cabo todas las acciones o bien
delegando en otros departamentos parte de sus responsabilidades.

Un elemento muy importante en la Gestion de Calidad de una empresa es el
Control de Calidad ya que es la herramienta que permite asegurar que los productos
fabricados cumplen una serie de requisitos que los definen como “de calidad”. El
Control de Calidad puede ser definido como la ‘“Combinacion de sistemas,
procedimientos, instrucciones y actividades realizadas para controlar y mantener un
frabajo de calidad’”. En términos practicos, el Control de Calidad consiste en realizar
mediciones de parametros del producto, determinando si los valores obtenidos
estdn en concordancia con las especificaciones preestablecidas. Generalmente,
dicho control es aplicado a las materias primas, productos intermedios o finales
utilizados o generados por una empresa.

De acuerdo a esto, la calidad es un parametro por demas importante en todos
los sectores industriales. Si nos referimos especificamente a la Industria
Farmacéutica, la calidad ocupa un protagonismo esencial debido a la naturaleza y
finalidad de los productos generados. La calidad de un producto farmacéutico puede
atribuirse al cumplimiento de dos condiciones basicas:

Que el producto farmacéutico en cuestién sea efectivo en el tratamiento de
una determinada patologia.
Que no provoque efectos perjudiciales o no deseados, es decir que sea

seguro para la salud.
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Por otro lado, debe tenerse en cuenta que el Control de Calidad de
Medicamentos no solo abarca a la industria farmacéutica. La preparacion magistral
y la fabricacion en el nivel hospitalario también deben someterse a un estricto
control. En todos los casos, el establecimiento de un sistema de Gestidén de Calidad
compete a las tres principales areas de la actividad farmacéutica que son la
distribucion, la fabricacion y la funcion de laboratorio. En este sentido, el Analisis de

Laboratorio es una contribucidon esencial en el Control de Calidad de Medicamentos.

Controles Farmacéuticos de Rutina

Los analisis que se realizan como parte del Control de Calidad en una empresa
farmacéutica son numerosos y variados. Esto se debe fundamentalmente al numero
y diversidad de productos que se analizan, y a las exigencias particulares de cada
producto. Por otro lado, algunas pruebas son especificas para un determinado tipo
de producto, mientras que otras son mas generales y se realizan para casi todos.
Dentro de los ensayos mas generales se pueden mencionar:

Aspecto. Se trata de realizar una descripcion cualitativa, tanto si es materia
prima como producto intermedio o acabado. Se comprueban distintas
caracteristicas como pueden ser: apariencia (sélido, liquido, suspension, etc.),
color, forma, tamanio, etc.

ldentificacion. Los ensayos de identificacion deben establecer la identidad del
producto analizado y ser capaces de discriminar entre compuestos parecidos o

de estructura relacionada que pueden formar parte de la muestra. Este ensayo
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debe ser lo mas especifico posible. La falta de especificidad de un método de
identificacion puede ser solucionada mediante combinacion de varios métodos.

Ensayo de Contenido. Consiste en una determinacidn cuantitativa del
producto, para establecer su grado de pureza o bien para determinar el
contenido de uno o mas componentes de la muestra. Una vez realizada la
determinacién se comprueba si los valores obtenidos se corresponden con las
especificaciones del producto.

Sustancias Relacionadas. Esta denominacidn involucra las posibles
impurezas que pueda contener una muestra. Las mismas pueden ser de origen
organico o inorganico, y derivadas tanto de la degradacién de alguno de los
componentes de la muestra como del proceso de produccion, como es el caso
de los disolventes residuales. Se debe disponer de métodos lo suficientemente
sensibles para poder determinar los bajos niveles de concentracion de este tipo
de sustancias.

Propiedades Fisicoquimicas. Las propiedades a determinar varian en funcién
de la naturaleza del producto. De esta forma, en preparados liquidos, como
bebibles o inyectables, se suelen realizar controles de pH, fuerza idnica, etc.
mientras que para los productos soélidos se realizan ensayos de tamano de
particula (granulometrias), control de dureza, etc.

Ensayo de Disolucion. Es una medida que indica como el principio activo es
liberado del producto farmacéutico. Es una prueba muy importante en Control de

Calidad de preparados solidos, ya que da una aproximacion del comportamiento
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del medicamento en el cuerpo una vez consumido. Suele realizarse para
comprimidos, sobres e incluso para parches cutaneos.

Ensayo de Uniformidad de Contenido. Es una medida de la homogeneidad
del producto. También se la puede denominar homogeneidad de lote, puesto que
se comprueba que distintas partes de un mismo lote contengan la misma dosis
de principio activo.

Ensayos Biologicos. Este tipo de ensayos suele llevarse a cabo utilizando
microorganismos. Se aplica a muestras liquidas, en el caso de querer evaluar su
esterilidad o carga microbiana, o bien para antibidticos y vacunas para
determinar su efectividad, denominada potencia. Son muy diversos y en general

suelen ser especificos para cada tipo de producto analizado.

En este trabajo de tesis se proponen una serie de métodos para la determinacién
cuantitativa del/llos componente/s presente/s en diferentes muestras de

medicamentos (Ensayo de Contenido).

Técnicas y Métodos de Analisis

La identificacién y la determinacion cuantitativa de principios activos requieren
procedimientos analiticos muy diversos cuya eleccion no siempre es facil. Por lo
tanto, es necesario, antes de establecer o adaptar un método analitico mas o menos
complejo y demandante en tiempo y material, plantear muy bien el problema a

resolver. El método analitico a utilizar sera funcion de:

CAPITULO 1 | 12



Control de Calidad de Productos Farmacéuticos

La Composicion del Medio. En una formulacion farmacéutica, el/los principio/s
activo/s coexiste/n con excipientes y conservadores.

Las Caracteristicas de los Méfodos Analiticos. Algunos métodos son mas o
menos sensibles y selectivos.

Las Caracteristicas de la Molécula. Las caracteristicas fisicoquimicas como el
punto de fusion, la actividad éptica, los espectros de absorcion en la region UV-
visible, IR u otra, pueden ayudar a identificar una molécula. El caracter acido-
base, la volatilidad, solubilidad, estabilidad, polaridad, etc., pueden contribuir a la

separacion y la determinacion cuantitativa de la molécula de interés.

Todos estos criterios deben facilitar la seleccion de la técnica que se adapte
mejor a las necesidades (61,

La mayoria de los controles de rutina suelen llevarse a cabo mediante técnicas
instrumentales de analisis. La tendencia actual de las Farmacopeas y los
Laboratorios de Control de Calidad es introducir cada vez mas este tipo de técnicas
en sustitucion de los métodos tradicionales que, en general, resultan mas laboriosos
y demandan mayor cantidad de tiempo. En la Tabla 1.2 se muestran algunas de las
técnicas habituales junto con sus aplicaciones en el control de calidad farmacéutico.

Sin embargo, la utilizacién de nuevas técnicas analiticas, asi como la conjuncion
de técnicas instrumentales con técnicas quimiométricas, resulta conveniente para

resolver los problemas o limitaciones que presentan las técnicas habituales. Estas

®'D. Pradeu, Analisis Quimicos Farmacéuticos de Medic  amentos, Noriega Editores, México,
1998.
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alternativas estan ganando aceptacion en la Industria Farmacéutica y se estan
introduciendo cada vez mas en los Laboratorios de Control de Calidad.

En este trabajo de tesis se propone, por un lado, la utilizacion de la
Espectrofofometria UV-visible asistida con técnicas de Calibracion Multivariada, y
por otro, la aplicacion de técnicas luminiscentes, en particular Quimioluminiscencia,

para la resolucién de problemas de analisis cuantitativo en productos farmacéuticos.

Tabla 1.2. Técnicas habituales en el Control de Calidad de Pro  ductos Farmacéuticos.

TECNICA APLICACIONES

- Ensayos de Contenido
Cromatografia Liquida de Alta Presion - Caracterizacion de Impurezas
(HPLC) - Determinacién de Impurezas

- Ensayos de Estabilidad

- Ensayos de Contenido

- Caracterizacion de Impurezas
Cromatografia Gaseosa (GC) o
- Determinacion de Impurezas

- Determinacién de Disolventes Residuales
- Ensayo de Contenido

Espectrofotometria UV-visible ) »
- Test de Disolucion

Espectrofotometria IR - Test de Identificacion de Materias Primas
Espectrofotometria de Absorcion/Emision - Ensayo de Contenido de Metales
Atémica de Llama - Determinacion de Impurezas Metalicas

) - Determinacion de Pureza Optica
Polarimetro L o
- Determinacion de Excesos Enantioméricos

 Acoplado a Espectrometria de Masas.
® Modalidad Head Space.
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La posible aplicacion de estas técnicas al control de calidad farmacéutico
representa una gran ventaja ya que las mismas presentan un gran potencial
analitico, una gran versatilidad, y el costo de los instrumentos, el consumo de
reactivos y el tiempo de andlisis suelen ser menores comparados con la mayoria de

las técnicas habitualmente utilizadas.

Validacion de Métodos Analiticos

La validacion de un método de ensayo tiene como finalidad demostrar la
idoneidad de dicho método para llevar a cabo un analisis determinado. Mediante la
validaciéon del método se establece si los parametros de calidad satisfacen los
requisitos de una aplicacion analitica concreta. Para ello, se requiere
experimentacion y comparacion con valores de referencia bien conocidos. Los
objetivos de una validacion analitica son:

Garantizar la coherencia entre los resultados obtenidos y las necesidades.

Asegurar la calidad y constancia de la calidad de la informacién obtenida.

Caracterizar métodos y herramientas analiticas.

Facilitar las auditorias de calidad.

Fundamentar la transferencia (de métodos y herramientas) y la armonizacion
de los resultados entre los laboratorios, con el objetivo de conseguir el

reconocimiento mutuo entre laboratorios.

Los métodos propuestos en el presente trabajo de tesis fueron validados a través
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del calculo de parametros estadisticos, estudios de recuperacion y métodos de

referencia citados en distintas farmacopeas internacionales [7118l,

"l United States Pharmacopoeia 29, The United States P harmacopoeial Convention, Rockville,
2005.
B British Pharmacopeia, The Stationery Office Ltd., N orwich, 1998.
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Desde un punto de vista intrinseco, la finalidad de la Quimica Analitica es
alcanzar la calidad metroldgica. Esto significa, asegurar un alto nivel de exactitud en
los resultados obtenidos, para el nivel de incertidumbre deseado. Sin embargo, el
cumplimiento de esto implica una disminucion en las propiedades complementarias,
como lo son la rapidez, el bajo costo y los factores personales. Por lo tanto, el
compromiso entre ellas obliga a definir la calidad metrolégica como la deseada o
suficiente para el usuario. Por otra parte, la finalidad extrinseca principal de la
Quimica Analitica es resolver problemas analiticos generados por problemas
econdmico-sociales o cientifico-técnicos. Ambas finalidades no son independientes,
sino que estan relacionados entre si. De forma general, pueden definirse los
objetivos de la Quimica Analitica como la obtencion de la mayor cantidad de
informaciéon quimica posible y de la mejor calidad utilizando cada vez menos
material, tiempo, esfuerzo, costos y riesgos para el operador y el medio ambiente
(Figura 1.2) 11,

De esta manera, tanto la sociedad como los laboratorios de rutina demandan la
presencia de métodos que se caractericen por:

Ser rapidos, permitiendo el analisis de un gran numero de muestras.

B M. Valcarcel, M.S. Cardenas, Automatizacion y Mini aturizacion en Quimica Analitica,

Springer, Barcelona, 2000.
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Ser automaticos, requiriendo ninguna o una minima participacién humana.

Requerir volumenes pequenos, tanto de reactivos como de muestra.

Ser simples, puesto que la simplicidad es una de las tendencias mas
importantes de la Quimica Analitica.

Permitir efectuar medidas in-situ.

RESOLUCION DE - CALIDAD
PROBLEMAS ANALITICOS METROLOGICA

QUIMICA ANALITICA

Material

Tiempo
MAS Y MEJORES

RESULTADOS

MENOS Esfuerzo

Costos

Riesgos

Figura 1.2. Finalidades y objetivos de la Quimica Analitica. A daptado de o1,

Una de las maneras mas efectivas de alcanzar las caracteristicas antes
mencionadas es la Aufomatizacion. De forma general, la automatizacion implica la
sustitucién parcial o completa de la participacion humana en una operacion o

secuencia de operaciones. Esta participacion puede concretarse en el esfuerzo, los
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sentidos y la inteligencia. Por eso, en un sentido mas amplio, la IUPAC
(Internacional Union of Pure and Applied Chemistry) define a la automatizacion
como ‘el empleo combinado de dispositivos, aparafos e instrumentos para sustituir,
mejorar, ampliar o suplementar el esfuerzo, los sentidos y la inteligencia humana en
el desarrollo de un proceso. El sistema puede incluir un elemento de decision no
humano, denominado de retroalimentacion (feed-back) para controlar algunas de
Sus operaciones mas relevantes’.

A partir de esta definicibn podemos establecer una clara diferencia entre dos
sistemas: Sistemas Aufomaticos y Sistemas Aufomatizados. Los Sistemas
Aufomaticos son aquellos que originan acciones previamente programadas por un
operador, para ser llevadas a cabo en momentos determinados del proceso sin la
intervencién humana. En este caso, el sistema no toma decisiones por si mismo,
siguiendo siempre la misma secuencia de operacion. Los Sistemas Aufomatizados
son sistemas automaticos que tienen incorporado un elemento de retroalimentacion
que toma decisiones en determinados momentos de la operacion sin la intervencion
humana. Estos sistemas se autocontrolan y autoajustan, pudiendo la secuencia de
operaciones ser diferente segun la ocasion [,

Los objetivos de la automatizacion en Quimica Analitica deben ser coherentes,
por una parte, con sus fines y objetivos, y por otra, con las ventajas estratégicas
generales que implica la sustitucidn de la participacion humana en los procesos de
una organizacion. En la Figura 1.3 se esquematizan los objetivos que persigue la

Automatizacion en Quimica Analitica.

CAPITULO 1 | 19



[ Automatizacion en Quimica Analitica

Rentabilizar al méximo los
datos analiticos generados

Procesar un elevado
nimero de muestras

Aumentar la frecuencia
de muestreo

Calidad
Reduccion de errores y o
OBJETIVOS DE LA )
. i Muestras y Analitos
Estimulo del personal AUTOMATIZACION EN

. - Campo de Aplicacion
Mayor seguridad humana QUIMICA ANALITICA

y medioambiental Factor Humano

Aplicacion
Aumento de selectividad
y sensibilidad

Reducir el consumo de
muestras y reactivos

Hacer factible una
técnica o método

Figura 1.3. Objetivos que persigue la sustitucion de la interve ncién humana en

Quimica Analitica y aspectos genéricos con los que estan relacionados. Adaptado de
[9]

Calidad y Automatizacion

Existen dos conceptos generales de Calidad en relacion con la Quimica
Analitica: Calidad Externay Calidad Inferna. La Calidad Externa es la que se asocia
y caracteriza a los productos, sistemas o servicios del organismo solicitante de la
informaciéon quimica. Por otro lado, la Calidad Interna o Calidad Analitica esta
representada por tres componentes fundamentales intimamente relacionados entre
si:

Calidad de la informacién generada, que incluye calidad metroldgica y calidad
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aplicada.
Calidad de las herramientas y procesos analiticos disefiados para generar
informacion quimica.

Calidad del trabajo y organizacion de laboratorio.

La calidad analitica debe soportar a la calidad externa de la misma. La
monitorizacion de productos, como por ejemplo los farmacéuticos, o de sistemas,
como por ejemplo los industriales, mediante sistemas automaticos o automatizados,
implica una mejora en la coherencia entre la informacidn requerida y la generada en
el contexto del problema analitico.

Por otro lado, algunos de los inconvenientes de sustituir la participacion humana
en las herramientas y procesos analiticos pueden minimizarse o eliminarse con la
aplicacién sistematica de sistemas de Gestion de Calidad. Los mismos se basan en
actividades coordinadas de control y evaluacion bajo diferentes marcos normativos
(ver seccion 1.1.4). Los sistemas de Gestion de Calidad son altamente

recomendables cuando se incrementa la sustitucion de la participacion humana.

Proceso Analitico y Automatizacion

El Proceso Analitico puede dividirse en tres etapas:
Operaciones Previas. Estan divididas por un gran numero de subetapas:
muestreo, homogeneizaciéon, secado, triturado, conservacion, disgregacion,

destruccion de la materia organica, técnicas de separacion, reacciones

CAPITULO 1 | 21



Automatizacidon en Quimica Analitica

(analiticas y no analiticas), entre otras. El numero y orden en que se lleven a
cabo dependera del problema analitico planteado (el o los analitos a determinar,
la matriz de la muestra, el estado de agregacion de la muestra, etc.). Son las
responsables de la mayoria de los errores tanto aleatorios como sistematicos, lo
que hace que sea la etapa del proceso analitico que mas afecta la calidad de los
resultados. Llevar a cabo la automatizacién, parcial o total, del tratamiento de las
muestras contribuye ampliamente a mejorar las propiedades analiticas supremas
(representatividad y exactitud) y basicas (precision) debido fundamentalmente a
la reduccién de los errores introducidos por la participacion humana.

Medida de la Serial Analitica. Para esto, se utiliza un instrumento que brinda
informacion primaria sobre la presencia (analisis cualitativo), concentracion
(analisis cuantitativo) o estructura (analisis estructural) de un compuesto en una
muestra. Estos datos primarios son posteriormente transformados en
informacion analitica mediante el empleo de herramientas quimiométricas
adecuadas, de manera de poder ser utilizados para resolver el problema
planteado.

Adquisicion y Tratamienfo de Dafos. Podemos afirmar que ésta es la etapa
mas automatizada debido al aporte de la informatica y al desarrollo de nuevas

interfases.

El grado de sustitucion de la participacion humana en las distintas etapas del

proceso analitico es desigual en cada caso. Por otro lado, cada vez es menos
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marcada la separacion entre la segunda y tercera etapa. Esto se debe,
fundamentalmente, al crecimiento de la microelectronica y la microinformatica, las
cuales han permitido el disefio de distintas interfases para la comunicacién entre
instrumentos y computadoras. En la Figura 1.4 se puede observar como se

relaciona un instrumento y una computadora personal.

Toma y
tratamiento de
T I Il datos
omay
| tratamiento de Control de
datos .
parametros
instrumentales
L |
Sist d ANALIZADOR Sistemas
istema de
retroalimentacién AUTOMATIZADO expertos

[l v

Figura 1.4. Relacién entre un instrumento y una computadora per sonal. Adaptado de
(o]

I. La computadora personal actua de forma separada (fuera de linea) para el
tratamiento de los datos.

Il. Mediante una conexidn en linea via interfase pasiva, para la toma y
tratamiento de datos y el control de parametros instrumentales.

lll. Por medio de una interfase activa que permite el control de parametros

instrumentales, modificando su funcionamiento, dependiendo del tipo de muestra
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que se esté analizando, a través de uno o varios sistemas de retroalimentacion.
IV. La computadora proporciona ‘“inteligencia” al instrumento analitico y se

consigue asi el mayor grado de automatizacion.

Analizadores Automaticos

Un analizador puede definirse como una serie de elementos, de los cuales uno
como minimo es un instrumento, que opera con diferentes grados de automatizacion
y ha sido disefiado para la determinacion cualitativa o cuantitativa de uno o varios
analitos, en una sola muestra o una serie de ellas. El mismo puede proveer
resultados en la forma requerida o simplemente proveer datos sin tratar.

Los analizadores pueden ser clasificados de acuerdo a la forma en la que las
muestras son transportadas y manipuladas en el sistema. A partir de esto tenemos:

Analizadores Discrefos o Analizadores en Bafch. En estos sistemas la
muestra preserva su integridad en un recipiente y es transportada
mecanicamente a distintas zonas del analizador, donde de manera secuencial
son llevados a cabo diferentes procedimientos analiticos, como ser dilucion,
agregado de reactivos, mezclado, calentamiento, etc. Finalmente, la muestra es
llevada al detector, donde son registradas las senales.

Analizadores Continuos. Estan caracterizados por el uso de una corriente
continua de liquido o en algunos casos gas. Las muestras, usualmente liquidas,
son introducidas secuencialmente a intervalos regulares en un canal portando un

liquido, pudiendo confluir o no, con otro canal portador de reactivos, solucion
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reguladora, etc. Una vez alcanzado el detector, generalmente provisto con una
celda de flujo, la mezcla resultante genera una senal analitica que es registrada.
Esta senal es de naturaleza transitoria y su altura es utilizada para calcular la
concentracion del analito. La linea de base entre sefales representa el tiempo en
el que la muestra no esta pasando por el detector. Existen dos tipos de
analizadores continuos:

a) Analizadores de flujo segmentado. En estos sistemas el flujo es
segmentado por burbujas de aire, con el proposito de homogenizar las muestras,
y éstas son removidas antes de llegar al detector.

b) Analizadores de flujo no-segmentado. Estos sistemas pueden clasificarse
a su vez de acuerdo a si las muestras son inyectadas o fluyen continuamente en
el sistema. De aqui surgen dos metodologias: Analisis por Inyeccion en Flujo y
Analisis en Flujo Completamente Continuo.

Analizadores Robofizados. Estan basados en el uso de robots de alta
precision quienes simulan las acciones de un operador humano. Por medio de
brazos mecanicos, el robot transporta la muestra o los productos formados en
distintas etapas del proceso, a una serie de aparatos (dilutores, extractores,
centrifugas, calentadores) e instrumentos (balanza, espectrofotometro,
cromatégrafo). En este caso, un microprocesador controla los movimientos del
robot y la operacién de todos los aparatos e instrumentos, de los cuales a su

vez, recibe las correspondientes sefales que seran tratadas quimiométricamente
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para obtener los resultados finales [19],

En el presente trabajo de tesis se propone automatizar métodos de analisis para
la determinacion cuantitativa de: levodopa, carbidopa, dopamina, norepinefrina y
epinefrina. Para ello se emplearon dos metodologias: Analisis por Inyeccion en Flujo

y la novedosa metodologia Flow-Batch.

Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA)

El FIA fue presentado por Ruzicka y Hansen en el afno 1975 [''l. Desde su
aparicion, se convirtio en una excelente alternativa para el desarrollo de métodos de
analisis debido a aspectos tales como su versatilidad, rapidez, precision,
simplicidad, facilidad de operacion, y bajos costos [2 ['3l. Como es de amplio
conocimiento, esta metodologia se basa en la insercion de un determinado volumen
de muestra dentro de una corriente portadora que fluye en forma continua. Durante
el transporte de la muestra inyectada hacia el detector pueden ocurrir distintos
procesos fisicos, quimicos o fisicoquimicos. Una vez que la muestra llega al
detector, se registra la senal generada.

Los componentes basicos de un sistema FIA son:

1% M. valcarcel, M.D. Luque de Castro, Automatic Meth  ods of Analysis, Elsevier, New York,
1988.

M 3. Ruzicka, E. Hansen, Anal. Chim. Acta 78 (1975) 145,

(2 3. Ruzicka, E. Hansen, Flow Injection Analysis, Jo  hn Willey & Sons, New York, 1988.

131 M. valcarcel, M.D. Luque de Castro, Flow Injection  Analysis: Principles and Applications,
Ellis Horwood, Chichester, 1987.
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Unidad de Propulsion. Es la encargada de ingresar los fluidos al sistema.
Generalmente es una bomba peristaltica.

Sistema de Inyeccion. Posibilita la insercion de un volumen perfectamente
medido de muestra en una corriente portadora.

Reactor. A través del cual se produce el transporte de la muestra y donde
ocurren los procesos fisicos, quimicos o fisicoquimicos.

Detector. Los componentes antes mencionados se encuentran acoplados a
un detector, el cual permite medir la sefial generada en forma continua (Figura

1.5).

Sistema de
Inyeccién

Solucic l' Reactor
olucion LY
ortadorn = . YTTIY) Detector Desecho

Unidad de
Propulsion

Figura 1.5. Componentes basicos de un sistema FIA.

Los métodos FIA pueden ser considerados cinéticos, pues se basan en la
generacion de sefales transitorias debido a que se producen al menos dos
procesos secuenciales: transporte y reaccion. Estos procesos son los responsables
del caracter cinético inherente a esta metodologia. Ademas, son métodos cinéticos

a tiempo fijo porque los parametros se miden bajo condiciones de no equilibrio
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(inestabilidad), a un tiempo exactamente controlado entre la inyeccién y el momento
en que la zona de muestra llega al detector.

La senal transitoria FIA, que se obtiene como sefal analitica en funcion del
tiempo, es un pico caracteristico cuyos parametros mas importantes son (Figura
1.6):

Alfura de Pico (H). Se relaciona con la concentracion del analito.

Tiempo de Residencia (T). Se define como el intervalo transcurrido entre la
inyeccion de la muestra y la altura maxima de pico.

Tiempo de Retorno (T ). Es el tiempo comprendido entre el maximo de pico y
el retorno a la linea de base.

Tiempo de Transporte (fz). Corresponde al periodo desde la inyeccion hasta
el final de la linea de base.

Tiempo de Linea de Base a Linea de Base (At). Es el tiempo que transcurre

desde que se inicia el pico hasta el retorno a la linea de base.

La forma caracteristica del pico FIA es una representacion grafica de como se
forma el gradiente de concentracion en la zona de muestra, debido al proceso de
dispersidon o dilucion parcial que sufre la misma durante su transporte a través del
sistema. Esta dispersidon debe ser controlada manipulando las caracteristicas
geométricas e hidrodinamicas del montaje correspondiente.

En base a esto, es claro ver que utilizando esta metodologia se pueden llevar a

cabo reacciones quimicas (derivatizaciones) y separaciones no cromatograficas
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(extraccion, preconcentracion, dialisis, filtracidn, etc.). Asi mismo, se puede lograr el

acoplamiento en linea del tratamiento de la muestra con los sistemas de deteccién.

Sefial Analitica

|e— ta —>le— At —»|

[e— T ——le—T1 —|

Figura 1.6. Pardmetros de un pico FIA. At: tiempo de linea de base a linea de base; H:
altura de pico; I: inyeccion; T: tiempo de residenc ia; T': tiempo de retorno; t,: tiempo

de transporte.

En este trabajo de tesis se propone un sistema FIA con deteccion
espectrofotométrica para la determinacion enzimatica y simultanea de levodopa y
carbidopa en preparaciones farmacéuticas comerciales. El mismo se utilizara para
llevar a cabo derivatizaciones y filtraciones en linea. Por otro lado, se emplean
distintas modalidades FIA: la modalidad FIA de flujo detenido y la modalidad FIA

reverso.

a) Derivatizaciones. En sus comienzos la metodologia FIA se empleaba,
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fundamentalmente, para llevar a cabo derivatizaciones de los analitos o, en
menor grado, de las posibles interferencias. En todos los casos, las reacciones
son cinéticamente controladas y el objetivo principal es aumentar la sensibilidad
y/o la selectividad del método analitico. Estos sistemas continuos contienen
puntos de confluencia y reactores donde se llevan a cabo las reacciones
guimicas; mini-columnas o reactores, empacados con una fase sdélida en la que
se encuentra enlazado el reactivo; o se puede lograr la generacion del reactivo
en linea.
b) Filtraciones en Linea. En un proceso analitico automatizado una filtracidon
generalmente se lleva a cabo con dos fines:
Separar y colectar material solido presente en muestras liquidas o
gaseosas de manera de retener interferentes y realizar un “clean-up” de la
muestra.

Colectar el analito para la posterior determinacion de su concentracion.

Para llevar a cabo la operacién de filtracion en linea, se incorporan en el
sistema filtros comerciales de distinto diametro de poro. También se pueden
desarrollar filtros con columnas de diferentes materiales (vidrio, tygon, teflon,
etc.), longitudes y diametros internos, rellenas con materiales tales como
algodon, papel de filtro, carbon activado, de acuerdo al material a separar o
retener en el filtro. La Figura 1.7 muestra un montaje simple donde se desarrolla

una reaccion quimica. El sistema tiene incluido un filtro para realizar un “clean-
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up” de la muestra.
c¢) Modo FIA de Flujo Detenido. EI modo FIA de flujo detenido tiene dos
propositos diferentes:
Aumentar la sensibilidad de la sefal analitica debido al aumento del
tiempo de residencia.
Registrar la curva de velocidad de reaccion en la cual se basa el resultado

analitico.

BP

Filtro
Muestra ——80: —N

Reactor

Reactivo — 0, ﬂ ..'.'ﬂ'ﬂ. Detector Desecho

Figura 1.7. Sistema FIA para realizar una derivatizaciéon. El mi  smo presenta un filtro
que permite realizar un “clean-up” de la muestra en linea. BP: bomba peristéltica; q 1,

g.: caudales de la muestra y reactivo, respectivament  e; VI: valvula de inyeccién.

Al detener el flujo cuando la zona de muestra esta en la celda, se puede
medir el cambio de la senal analitica durante el tiempo que esta detenido el
mismo. El flujo se detiene luego del tiempo de residencia (T), lo que implica que
el reactivo se encuentra en exceso respecto de la muestra, favoreciéndose por lo
tanto el progreso de la reaccion. En la Figura 1.8 se esquematiza el perfil del

pico FIA obtenido cuando el flujo se detiene poco tiempo después de

CAPITULO 1 | 31



[ Automatizacion en Quimica Analitica

transcurrido el tiempo de residencia. Considerando a fp como el tiempo en el que
se efectua la inyeccion y a #y £ como los tiempos en los cuales se detiene y
reestablece el flujo, respectivamente, podemos definir:

Tiempo Transcurrido hasta Defener el Flujo. El cual esta comprendido
entre f1y f (4t =t - ty) y representa el tiempo transcurrido entre la inyeccion
de la muestra en la solucion portadora y el tiempo al cual se detiene el flujo.

Tiempo de Flujo Detenido. Comprendido entre Loy t (A2 = L2 - t) y
representa el tiempo durante el cual el flujo esta detenido y por lo tanto parte

de la muestra permanece en la celda.

(4]
Q
= v
c
< \
= 2
iy
o)
n

I

|e——At; —>| Aty |+

BP + = +

Figura 1.8. Pico FIA generado al detener el flujo en la celda. La linea naranja claro
es una proyeccioén del pico FIA sin detencion del fl ujo. BP: bomba peristaltica (+)

encendida, (-) detenida; I: Inyeccién; v,y v,: diferentes velocidades de reaccion.
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También se puede detener el flujo cuando la zona de muestra alcanza el
reactor donde se produce la reaccidn quimica. Esto significa aumentar el tiempo
de residencia, lo que generara un aumento significativo de la sensibilidad de la
sefal, dado que durante ese lapso no se produce dispersion de la zona de
muestra.

d) Modalidad FIA Reverso. En este tipo de sistemas se realiza la inyeccion del
reactivo en una corriente de muestra. Esta modalidad es apropiada en casos en
los cuales la muestra es abundante y se pretenden utilizar minimas cantidades
de reactivo, lo que permite reducir los costos del analisis. Por otro lado, en
muchos casos, esta modalidad permite un incremento de la sensibilidad de la

medida analitica.

Flow-Batch (FB)

Los sistemas FB fueron desarrollados por Araujo y col. en el afno 1999 [4l, Desde
entonces, debido a su gran versatilidad, rapidez, precision, facilidad de operacion y
bajos costos, han sido utilizados en numerosas aplicaciones, como ser: titulaciones

(141 [18] adicion estandar [16] [17] estandar interno ['8], analisis de screening 9,

14 R.S. Honorato, M.C.U. Araljo, R.A.C. Lima, E.A.G. Zagatto, R.A.S. Lapa, J.L.F. Costa Lima,
Anal. Chim. Acta 396 (1999) 91.

%l R.S. Honorato, M.C.U. Araljo, R.A.C. Lima, E.A.G. Zagatto, Anal. Chim. Acta 416 (2000) 231.
[ | F. Almeida, V.L. Martins, E.C. Silva, P.N.T. Mor eira, M.C.U. Aradjo, Anal. Chim. Acta 486
(2003) 143.

07 F. Almeida, V.L. Martins, E.C. Silva, P.N.T. Mor eira, M.C.U. Aratjo, J. Braz. Chem. Soc. 14
(2003) 249.
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exploracion de gradientes de concentracion [29], ajuste de pH 21 y fuerza idnica [22],
y digestion de muestras [231.

Los sistemas FB pueden considerarse sistemas hibridos, ya que combinan las
ventajas intrinsecas de los sistemas de flujo continuo con las ventajas inherentes a
los métodos en batch.

Los componentes basicos de un sistema FB son:

Unidad de Propulsion. Es la encargada de movilizar los fluidos en el sistema.
Se utiliza, en la mayoria de los casos, una bomba peristaltica que es comandada
desde una computadora a través de una interfase de control. También pueden
utilizarse microbombas solenoides.

Valvulas Solenoides. Posibilitan la insercion de un volumen perfectamente
conocido de reactivos y de muestra en la camara de mezclado, y la salida desde
la misma del/los producto/s de reaccion.

Camara de Mezclado. Es el lugar donde confluyen los reactivos y la muestra
y, en consecuencia, se llevan a cabo los procesos fisicos, quimicos o
fisicoquimicos. Generalmente es confeccionada en Teflon® y presenta dos o mas

vias de entrada y una via de salida. El volumen interno puede adaptarse a las

18] 3.E. da Silva, F.A. da Silva, M.F. Pimentel, R.S. Honorato, V.L. da Silva, B.S.M. Montenegro,
A.N. Araujo, Talanta 70 (2006) 522.

19 R.A.C. Lima, S.R.B. Santos, R.S. Costa, G.P.S. Mar cone, R.S. Honorato, V.B. Nascimento,
M.C.U. Araujo, Anal. Chim. Acta 518 (2004) 25.

2 E p. Medeiros, E.C.L. Nascimento, A.C.D. Medeiros, J.G.V. Neto, E.C. da Silva, M.C.U.
Araujo, Anal. Chim. Acta 511 (2004) 113.

(21l R.S. Honorato, J.M.T. Carneiro, E.A.G. Zagatto, An al. Chim. Acta 441 (2001) 309.

221 3. M.T. Carneiro, A.C.B. Dias, R.S. Honorato, E.A.G . Zagatto, Anal. Chim. Acta 455 (2002) 327.
(%3] R.S. Honorato, M.T. Carneiro, E.A.G. Zagatto, J. A nal. Chem. 368 (2000) 496.
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necesidades particulares del método a desarrollar (Figura 1.9). La misma puede
contener una o dos ventanas de cuarzo de manera tal que pueda utilizarse

también como celda de deteccion.

Figura 1.9. Fotografia de una camara de mezclado con cuatro vi  as de entrada, una via

de salida y un volumen interno de 4 mL.

v Acclionador Electronico de Valvulas Solenoides. Posibilita la apertura y cierre
de las valvulas solenoides. El circuito electronico del accionador esta disefiado
para enviar un pulso eléctrico de 12 V cuando recibe mas de 3,8 V en sus
entradas proveniente del puerto paralelo de la computadora a través de una
interfase de control. Esta potencia resulta suficiente para abrir las valvulas
solenoides. Cuando el pulso cae, la valvula se cierra (Figura 1.10).

v Interfase de Confrol. Envia las sefales de control provenientes del puerto
paralelo de la computadora al accionador de valvulas solenoides, la bomba

peristaltica y, si es posible, al instrumento de deteccion.
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v' Computadora y Software. Todos los componentes del sistema son
controlados por software, el cual puede ser escrito utilizando distintos lenguajes
de programacion (LabView®, Delphi®, etc.). De esta forma, todos los pasos del
procedimiento se llevan a cabo de forma completamente automatica.

v Detector. Los componentes antes mencionados se encuentran acoplados a
un detector, el cual es el encargado de registrar la sefial analitica generada en la

reaccion quimica.

Figura 1.10. Fotografia de un accionador electronico de vélvula s solenoides. El mismo
fue construido en el laboratorio y presenta capacid ad para la conexién de 7 valvulas.
Eventualmente, y si la configuraciéon del sistema lo permite, las entradas pueden
utilizarse para conectar una bomba peristaltica, un agitador magnético o cualquier

otro tipo de dispositivo que se desee controlar via software en el sistema FB.

En un sistema FB se introduce la muestra, el medio y el reactivo en una camara
de mezclado, de forma secuencial o bien simultdneamente. De esta manera, se da
comienzo a la reaccion y la sefial generada puede registrarse de dos formas:

a) En una Celda de Flujo. En este caso, la mezcla sale de la camara y se dirige a
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una celda de flujo donde se realiza la deteccion (Figura 1.11a). En la misma
puede detenerse el flujo, con el objetivo de aumentar el tiempo de reaccion, y en
consecuencia la sensibilidad.

b) En la Camara de Mezclado. En este caso, se lleva a cabo la deteccion en la
camara de mezclado (Figura 1.11b). Como se menciond anteriormente, la
camara puede presentar una o dos ventanas, ubicadas convenientemente segun
la técnica de deteccion a utilizar (UV-visible, fluorescencia, quimioluminiscencia,

etc.).

a)

Muestra

l

Detector D

r=-

~-4Ae 14—-PC f

T PC
Reactivo
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b)
PC
P
Muestra

L

Detector

W e |
& --4Aec 14— PC
¥ L-dJd

Figura 1.11. Componentes basicos de un sistema FB. Ae: accionado  r electrénico; BP:
bomba peristaltica; CM: camara de mezclado; D: dese cho; PC: computadora; SL:
solucion de lavado para la celda de deteccion. Las vélvulas solenoides estan
representadas por circulos grises. Las flechas azul es indican la direccion de
desplazamiento de los fluidos. Las flechas rojas re  presentan la interfase paralela de
comunicacion a la computadora.  a) Un sistema FB en el que la deteccion se realiza en
una celda de flujo. b) Un sistema FB en el que se utiliza la camara de mez clado como

celda de deteccion.

La principal ventaja de esta modalidad es la posibilidad de registrar la
sefal desde el momento en que se da comienzo a la reaccion. Esto resulta

especialmente util cuando se trabaja en quimioluminiscencia. Por otro lado, la
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cercania entre el detector y la cAmara mejora la sensibilidad.

Como puede apreciarse, esta novedosa metodologia presenta una gran
versatilidad, lo que hace posible la automatizacion de diversos tipos de reacciones
quimicas. Por otro lado, se pueden incorporar al sistema, y de un modo muy
sencillo, filtros que permitan realizar separaciones.

En este trabajo de tesis se proponen dos sistemas FB:

El primero, con defeccion espectrofofométrica, para la determinacion
enzimatica y simultanea de levodopa y carbidopa.
El segundo, con defeccion quimioluminiscente, para la determinacion de

dopamina, norepinefrina y epinefrina.

Todos estos analitos se estudiaron en preparaciones farmacéuticas comerciales.
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J\ OBJETIVO

En esta primera parte del trabajo, el objetivo es obtener un extracto crudo de
batatas (/pomoea batatas) conteniendo la enzima Polifenol oxidasa (PFO). El mismo
sera posteriormente utilizado para la determinacion espectrofotométrica simultanea

de levodopa y carbidopa en preparados farmacéuticos.
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Las enzimas son proteinas con actividad catalitica que se encuentran presentes
en todos los sistemas bioldgicos. La catalisis tiene lugar en un centro especifico de
la enzima denominado cenfro acfivo y las moléculas sobre las que actua se
denominan sustratos. Las enzimas aceleran las reacciones en un orden de 103 a
10" veces respecto a las reacciones no catalizadas enzimaticamente. Por otro lado,
son altamente selectivas para un numero limitado de sustratos, dado que éstos
deben unirse estereoespecificamente al centro activo.

La actividad de algunas enzimas depende solamente de la estructura proteica,
mientras que otras necesitan ademas estructuras no proteicas denominadas
cofactores. El cofactor puede ser un i6n metalico (Cu*?, Zn*2, Mg*?, etc.), o una
molécula organica compleja (adenosil trifosfato, nicotinamida, acido félico, etc). El
complejo enzima-cofactor, cataliticamente activo, recibe el nombre de Aoloenzima.
Cuando se separa el cofactor, la proteina restante (inactiva cataliticamente) se
designa con el nombre de apoenzima (Figura 2.1).

Para que se produzca actividad enzimatica, el sustrato debe tener la forma
adecuada para introducirse en el centro activo. La especificidad de este enlace, en
el que intervienen fuerzas de corto alcance, depende de la disposicion exactamente
definida de los atomos que conforman dicho centro. Una vez producida esta union,

se produce la conversion quimica del sustrato inicial en un nuevo compuesto.
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Por ultimo, el producto se libera y la enzima queda disponible para iniciar un nuevo

ciclo catalitico. (Figura 2.2) [24].

Sitio Activo

VA

Holoenzima

Figura 2.1. Complejo enzima-cofactor (holoenzima) y su corresp  ondiente sitio activo.

Ap: apoenzima; Co: cofactor.

Sustrato Producto

" Enzima “

Complejo Complejo
Enzima-Sustrato Enzima-Producto

Figura 2.2. Catalisis enzimatica y especificidad del enlace enz  ima-sustrato. Luego de

la reaccion la enzima queda disponible para iniciar un nuevo ciclo catalitico.

24 b L. Nelson, M.M. Cox. Lehninger-Principios de Bio  quimica, Omega, Barcelona, 2000.
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En términos generales, podemos decir que las enzimas se caracterizan por las

siguientes propiedades:

Aceleran el proceso para alcanzar el equilibrio quimico en una reaccion

reversible.
Son altamente especificas. La accidon de la enzima es extremadamente
selectiva sobre un determinado sustrato.

No sufren cambios luego de las reacciones quimicas en las que participan.

Son eficaces en pequerias cantidades.

Factores que Afectan a las Reacciones Enzimaticas

La actividad enzimatica esta afectada por una serie de parametros externos
entre los que principalmente se encuentran:
Concentracion de Sustrato. La Figura 2.3 muestra el efecto de la
concentracion de sustrato sobre la velocidad de formacion del producto, en una
reaccion de un solo sustrato. Michaelis y Menten [251 demostraron que la relacion

hiperbdlica entre velocidad y concentracion de sustrato puede ser expresada por:

Vméx [S]
K +[S]

Ecuacion 2.1

donde ves la velocidad medida experimentalmente, V4x es la velocidad maxima

(31| Michaelis, L. Menten, Biochem. Z. 49 (1913) 333
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cuando la enzima esta saturada con sustrato, K, es la concentracion de sustrato
cuando v= 0,5 Vinaxy [S] es la concentracion de sustrato a cualquier tiempo # de
la reaccion. La relacion hiperbdlica entre velocidad y concentracion de sustrato
se debe a la existencia del complejo enzima-sustrato, que es un estado

intermedio previo a la conversion del sustrato en producto.

Vmax

0,5 Vmax — —l

Km Concentracion de sustrato

Figura 2.3. Variacion de la velocidad de catalisis con el aume  nto de la concentracion
de sustrato para una reaccién enzimatica que obedec e la cinética de Michaelis-

Menten.

Concentracion de Enzima. La relacion entre velocidad y concentracion de
enzima es usualmente lineal si el resto de los factores, tales como concentracion
de sustrato, temperatura y pH, se mantienen constantes. Esta relacion lineal es
muy util, ya que permite conocer cuanta enzima hay presente midiendo su
actividad en condiciones estandar, sin necesidad de purificar la enzima. La

determinacidon de la acfividad enzimatica (AE) puede ser usada no sdélo para
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determinar la presencia de una enzima (cualitativamente) sino para determinar
cuanta enzima hay presente en un extracto basandonos en la velocidad en
condiciones controladas. Esto es importante en el uso analitico de las enzimas
para la determinacion de compuestos que son sustratos, activadores o
inhibidores.

Temperatura. La temperatura afecta tanto a la velocidad de catalisis como
también a la estabilidad de la enzima, al equilibrio de todas las reacciones de
asociacién/disociacion (ionizacién del buffer, del sustrato, del producto, de los
cofactores y del complejo enzima-sustrato) a la solubilidad de los sustratos y a la
ionizacion de grupos prototropicos en el centro activo de la enzima y en el
complejo enzima-sustrato. En la Figura 2.4 se puede observar el estudio
realizado por Fatibello y col. [26] sobre el efecto de la temperatura en la reaccion
de oxidacién catalizada por PFO de levodopa (uno de los analitos estudiados en
este trabajo de tesis).

pH. El pH 6ptimo para cada tipo de enzima depende del estado particular de
ionizacion del sustrato unido a la misma. Esto a su vez esta relacionado con la
ionizacion de aminoacidos especificos que constituyen el centro de fijacién del
sustrato y aquellos implicados en la catalisis [25] [271[28], En la Figura 2.5 se puede
observar el efecto del pH en la reaccién de oxidacion de levodopa catalizada por

PFO. Los datos también fueron obtenidos de Fatibello y col. [26].

%1 0. Fatibello-Filho, I. da Cruz Vieira, Analyst 122  (1997) 345.
71 0.R. Fennema, Quimica de los Alimentos, Acribia, Z aragoza, 2000.

%81 T .M. Devlin, Bioquimica, Reverté, Barcelona, 1999.
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Figura 2.4. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de catad  lisis expresada como la

absorbancia registrada a 500 nm para una solucion d e levodopa.
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Polifenol Oxidasa (PFO)

La PFO es una metaloenzima que se encuentra presente en organismos
procariotas y eucariotas. Se encuentra ampliamente distribuida en vegetales donde
forma parte de los mecanismos de defensa. Una lesion, corte o infeccidon en un
tejido vegetal produce la interaccidon de la enzima con sustratos fendlicos, tales
como el acido clorogénico, las catequinas, las leucoantocianidinas, las antocianinas
y los flavonoides. Esto da lugar a la formacion de o-quinonas, las que pueden unirse
a proteinas inactivandolas, o bien pueden polimerizar dando lugar a melaninas que
oscurecen o pardean la zona afectada haciéndola poco accesible para patégenos

oportunistas e invasiones bidticas.

Estructura y Mecanismo Catalitico de la PFO

Las PFOs han sido aisladas y estudiadas a partir de una amplia variedad de
plantas, animales y especies de hongos. En todos los casos las PFOs son
metaloenzimas que contienen dos atomos de cobre en el sitio activo, los cuales son
coordinados individualmente con tres residuos de histidina. La enzima PFO de
batata consta de una sola cadena polipeptidica con un tamano de 39 kDa. Klabunde
y col. 291 describieron la estructura de la PFO de batata tras realizar estudios
mediante difraccion de rayos X de la proteina cristalizada. Los mismos proponen

que el centro activo de la PFO esta formado por un pequeino bolsillo hidrofébico

9T, Klabunde, C. Eicken, J.C. Sacchettini, B. Krebs,  Nat. Struct. Biol. 5 (1998) 1084.
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cerca de la superficie de la proteina funcional, conformado por cuatro hélices tipo

alfa y que contiene dos atomos de cobre (II) (Cu A y Cu B) unidos a histidina (Figura

2.6).

HBBM\Q .t
) -

I ng \\ G'UA CUB F‘ I 1H274 I.

Figura 2.6. Representacion estructural de la PFO de batata (  Ipomoea batata ) y del sitio
activo con sus dos atomos de cobre (CuA y CuB) coor  dinados con tres residuos de

histidina cada uno y una molécula de solvente (esfe  raroja). Adaptado de [91
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En cuanto al mecanismo de reaccidén debe considerarse que las PFOs vegetales
son oxireductasas que suelen presentar doble actividad: monofenolasa y difenolasa

[30] (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Actividades cataliticas y nomenclatura de las PFO s vegetales.

ACTIVIDAD NOMENCLATURA ®Y REACCION CATALIZADA

Monofenol monooxigenasa/
A- Monofenolasa
L-tirosina + L-dopa + O , L-dopa + dopaquinona + H ,0O

Catecol oxidasa/
B- Difenolasa
2 catecol + O, 2 1,2-benzoquinona +2 H ,0

a

Nomenclatura comun/ para las PFOs segun recomienda el Comité de
Nomenclatura de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB).

Cuando presentan actividad monofenolasa (A), los compuestos monofendlicos
se transforman en difenoles. En el caso de presentar actividad difenolasa (B), los o-
difenoles presentes o formados en la reaccion anterior pasan a o-quinonas 131
(Figura 2.7). Las o-quinonas asi formadas son compuestos de color amarillento,
muy reactivas e inestables, que pueden reaccionar con nucledfilos como por
ejemplo grupos amino, tiol de proteinas y aminoacidos libres mediante un
mecanismo no enzimatico. Ademas, las o-quinonas pueden reaccionar

covalentemente con otros compuestos fendlicos para formar compuestos

B9 3.C. Vela, Aproximacion cinética, molecular y prot  edmica al estudio de podredumbre apical
en frutos de tomate. Implicacién de polifenol oxida sa y enzimas antioxidantes, Universidad de
Alicante, 2004.

BU C. Lee, J. Whitaker, Enzymatic browning and its pre  vention, ACS Symposium Series 600,

American Chemical Society, 1995.
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poliméricos de colores intensos que varian entre amarillo, rojo, verde o negro.
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Figura 2.7. Mecanismo propuesto por Lee y Whitaker

monofenoles (A) y difenoles (B) por medio de PFO.

2.2.2.2 Aplicaciones

BY para la oxidacion de

La utilizacion de nuevos materiales biocataliticos en lugar de enzimas puras para
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el desarrollo de biosensores y/o métodos enzimaticos de analisis, ofrece
importantes ventajas, como ser bajo costo y mayor tiempo de conservacion. Células
bacterianas [321 [33] tejidos vegetales y animales [341 [35] [36] [37] [38] y extractos crudos de
origen vegetal [39 1401 [411[42] han sido ampliamente utilizados. Hacia fines de los anos
ochenta, Uchiyama y col. utilizaron un extracto crudo de pepinos conteniendo la
enzima ascorbafo oxidasa como solucion carrier, en un sistema de inyeccion en
flujo, para la determinacion de acido L-ascorbico 39 y acido deshidroascorbico [401,
Un tiempo después, el mismo autor utilizd extractos de pulpa de banana y hojas de
espinaca como fuente de PFO para la determinacidn de dopamina, catecol y
epinefrina (411, En ese trabajo, el consumo de oxigeno en la reacciéon enzimatica fue
monitoreado por medio de un electrodo de oxigeno y la disminucién de su
concentracion fue inversamente proporcional a la concentraciéon del sustrato

fendlico. Sin embargo, el extracto de hojas de espinaca presenté baja actividad

32 G.A. Rechnitz, R.K. Kobos, T.I. Riechel, C.R. Geba ner, Anal. Chim. Acta 94 (1977) 357.

B33 G.A. Rechnitz, R.K. Kobos, T.I. Riechel, M.E. Meye rhoff, Science 199 (1978) 440.

B4 G.A. Rechnitz, M.A. Arnold, M.E. Meyerhoff, Nature 278 (1979) 466.

5 M.A. Arnold, G.A. Rechnitz, Biosensors Based on Pla nt and Animal Tissue, in: A.F.P.
Turner, I. Karube, G. Wilson (Eds.), Biosensors-Fun damental and Applications, Oxford
University Press, Oxford, 1987.

B3¢ M.S. Lin, J. Wang, Anal. Chem. 60 (1988) 1545.

B7 . Macholan, Biocatalytic Membrane Electrodes, in: D.L. Wise (Ed.), Bioinstrumentation and
Biosensors, Marcel Dekker, New York, 1991.

38 £ Mazzei, F. Botre, M. Lanzi, G. Lorenti, F. Porce lli, C. Botre, Sensors and Actuators B7
(1992) 427.

B39 5. Uchiyama, Y. Tofuku, S. Suzuki, Anal. Chim. Act a 208 (1988) 291.

'S, Uchiyama, S. Suzuki, Bunseki Kagaku 39 (1990) 79 3.

41 5. Uchiyama, S. Suzuki, Anal. Chim. Acta 261 (1992 ) 361.

21|, da Cruz Vieira, O. Fatibello-Filho, Anal. Chim.  Acta 366 (1998) 111.
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enzimatica poco tiempo después de la obtencidn. Antes de la centrifugacion, el
homogenado debid refrigerarse 24 h a 4 °C para favorecer la liberacion de la PFO
de las células y el tiempo de vida del extracto fue de solo 7 dias a 4 °C. Por otro
lado, en el caso de un extracto de pulpa de banana, es necesaria una oxidacion
previa del mismo con aire y un mes de almacenamiento antes de su utilizacion. En
general, los procedimientos de obtencion de los extractos enzimaticos resultaron
complicados y presentaron relativamente baja actividad enzimatica.

En los ultimos anos, fueron publicados métodos mas sensibles para la
determinacién de diferentes especies quimicas utilizando extractos crudos
conteniendo PFO. J. Michalowski y col. [43 propusieron un sistema FIA con
deteccion quimioluminiscente para la determinaciéon de epinefrina utilizando un
extracto crudo de manzanas como fuente de PFO. I. da Cruz Vieira y col. 144
desarrollaron un método espectrofotométrico para la determinacién de metildopa y
dopamina en preparados farmacéuticos, usando un extracto crudo de batatas
(/lpomoea batatas) como fuente de PFO. El mismo extracto fue utilizado mas tarde
para desarrollar un biosensor con deteccion quimiolumuniscente para la
determinacién de dopamina libre en sangre de conejo mediante un sistema FIA, en
el cual la microdialisis de la muestra fue realizada en linea 45. El mismo analito fue
cuantificado amperométricamente en preparados farmacéuticos utilizando un

biosensor de pasta de carbono modificado con un 25 % p/p de PFO obtenida de

31 3. Michalowski, P. Halaburda, Talanta 55 (2001) 1165.
4|, da Cruz Vieira, O. Fatibello-Filho, Talanta 46  (1998) 559.
431 B. Li, Z. Zhang, Y. Jin, Biosens. Bioelectron. 17 ( 2002) 585.
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graviola (Annona muricata) 46).
Por otro lado, nuestro grupo de trabajo desarrollé recientemente un sistema FIA
con deteccion espectrofotométrica para la determinacion de fenoles totales en orina

utilizando PFO obtenida de batatas [471.

1l v.S. Bezerra, J.L. de Lima Filho, M.C.B.S.M. Monten egro, A.N. Aratjo, V.L. da Silva, J.
Pharm. Bio. Anal. 33 (2003) 1025.

“'M. Grunhut, M.E. Palomeque, A.G. Lista, B.S. Fernan dez Band, Talanta 71 (2007) 1520.
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Los extractos crudos conteniendo PFO se obtuvieron a lo largo del trabajo de
tesis en dos laboratorios:

Laboratorio FIA, Departamento de Quimica, Universidad Nacional del Sur,
Bahia Blanca, Argentina. Los extractos alli obtenidos fueron utilizados para la
determinacién simultanea de levodopa (LVD) y carbidopa (CBD) mediante un
sistema FIA y PLS-1 (Capitulo 3, Parte A).

Laboratorio de Quimiometria y Automatizacion (LAQA), Universidade Federal
da Paraiba, Jodo Pessoa, Brasil. En este caso, los extractos fueron utilizados
para la determinacion simultanea de LVD y CBD mediante un sistema FB y MLR-

SPA (Capitulo 3, Parte B).

Equipamiento

En el Laboratorio FIA:

Centrifuga automatica-refrigerada Sorvall (20.000 rpm).

Espectrofotometro UV-visible con arreglo de diodos Hewlett Packard modelo
8452 A.

pHmetro Orion modelo 710 A.
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En el LAQA:

Centrifuga automatica-refrigerada Sigma (20.000 rpm).

Espectrofotometro UV-visible con arreglo de diodos Hewlett Packard modelo
8453.

pHmetro Metrohm modelo 713.

Reactivos y Soluciones

Todas las soluciones se prepararon con agua ultra pura (18 mQ) y todos los
reactivos quimicos que se utilizaron fueron de grado analitico.

Resina de intercambio anionico Dowex de 100-200 mesh (Fluka).

Solucién reguladora de fosfato 0,1 mol L-* de pH 7,0.

Solucion de azida de sodio 0,015 % (Sigma).

Solucién patrén de catecol 0,05 mol L. La misma se prepar6 disolviendo
0,1375 g de catecol (Anedra) en 25 mL de solucién reguladora de fosfato de pH
7,0. Las soluciones testigo fueron preparadas por dilucion apropiada de la

solucion patron con solucién reguladora.

Metodologia Analitica

Extraccion de PFO a partir de Batatas
En primer lugar, se conservo una batata (/jpomoea batatas) a una temperatura de

-18 °C durante siete dias. Luego, la misma se trozé6 en pequehas partes y se
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pesaron 25 g, los que fueron colocados en un recipiente apropiado. Se adicionaron
2,5 g de resina aniénica y 100 mL de soluciéon reguladora de fosfato 0,1 mol L-' de
pH 7,0. Se realizd6 un mezclado enérgico durante 2-3 min., manteniendo la
temperatura entre 4-6 °C por medio de un termostato. La mezcla fue rapidamente
filtrada con una tela de algodon y posteriormente centrifugada a 14.500 rpm durante
60 min. a una temperatura entre 4-6 °C. Finalmente, se separé el sobrenadante y se
le agregd azida de sodio al 0,015 %. Los extractos obtenidos se almacenaron a 4 °C
en el Laboratorio FIA y a -18 °C en el LAQA hasta el momento de ser utilizados
como fuente enzimatica en los procedimientos FIA y FB desarrollados,

respectivamente. El esquema de la obtencién de PFO se muestra en la Figura 2.8.

Actividad Enzimatica (AE) en el Extracto Crudo

La medicion de la AE en los extractos crudos se llevo a cabo colocando en una
serie de tubos de ensayo volumenes de 0,04 hasta 0,20 mL del extracto obtenido.
Luego, se adicion6 a cada uno 2,80 mL de la solucién de catecol 0,05 mol
L-' y se completé hasta un volumen final de 5,0 mL con solucién reguladora de
fosfato de pH 7,0. La absorcion de las o-quinonas formadas fue medida
espectrofotométricamente a 410 nm, transcurrido un minuto de reaccion, y a 25°C.

Una unidad de enzima PFO (UE) es definida como la cantidad de enzima que
causa un incremento de 0,001 unidades de absorbancia por minufo en las

condiciones descriptas anteriormente 48],

81 £ J. Lourenco, J.S. Ledo, V.A. Neves, J. Sci. Food. 52 (1990) 249.
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v' 25 g de batatas

v 2,5gderesina i '

v" 100 mL de solucién v" Mezclado durante 2-3
reguladora min. a 4-6 °C

i
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-

v" Separacion del

sobrenadante l:l

Figura 2.8. Procedimiento para la obtencion de PFO a partir de  batatas.
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En la Figura 2.9 se muestra un ejemplo de la curva de Absorbancia vs. mL de

enzima que se obtuvo para calcular la AE del Extracto 1 obtenido en el Laboratorio

FIA.

0,80 T
0,70 F

0,60 |

Absorbancia

0,50 F
0,40 F
0,30 |

0,20 |
y = 3,412 x — 0,0068

0,10 F 2
R“=0.9991

O L L L L ]
0 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

mL de enzima

Figura 2.9. Curva de Absorbancia vs. mL de enzima para el calcu lo de la AE en el
Extracto 1 (Laboratorio FIA). A partir de la misma podemos obtener los mL de enzima
gue producen un aumento de 0,001 unidades de absorb  ancia. Estos mL corresponden

por definicion a 1 UE. Si se calcula 1/UE obtenemos  la AE en UE/mL.
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J\ RESULTADOS Y DISCUSION

‘ Obtencion del Extracto Crudo

Tanto el procedimiento de extraccion como las condiciones del medio se
establecieron de acuerdo a lo reportado en la literatura 2. El pardeamiento
enzimatico en batatas [49 y la oxidacién por el oxigeno atmosférico son los
responsables de la disminucién de la AE en el extracto crudo. Para minimizar estos
efectos se pueden utilizar distintos agentes protectores y/o estabilizadores. En
nuestro caso, se obtuvieron éptimos resultados con una resina de intercambio
aniénico Dowex de 100-200 mesh.

En el Laboratorio FIA se obtuvieron cinco extractos enzimaticos en un periodo de
seis meses. En el LAQA se obtuvieron cuatro extractos enzimaticos, en un periodo
de dos meses. La Tabla 2.2 muestra los valores de AE y la media con su
correspondiente desviacion estandar (SD). A pesar de que en ambos casos se llevo
a cabo el mismo procedimiento, los valores de AE de los extractos en el LAQA
fueron significativamente mayores que los correspondientes al Laboratorio FIA. Sin
embargo, en un trabajo previo realizado por nuestro grupo en Argentina 471, sobre
un total de cinco extractos, la media de AE obtenida y su desviacion estandar fue de

5051+ 816 UE/mL. Estas variaciones pueden asociarse al periodo estacional en el

49 A.M. Mayer, E. Harel, Phytochem. 18 (1979) 193.
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cual fueron llevadas a cabo las obtenciones. Tanto para este ultimo trabajo citado

como para los extractos del LAQA, las obtenciones se realizaron en el periodo

primavera- verano. Por el contrario, en el caso de los extractos del Laboratorio FIA

las obtenciones se realizaron en el periodo otofio-invierno. La cantidad de enzima

contenida en el tejido puede variar en funcion de la temperatura ambiente, lo que

justificaria las diferencias antes mencionadas.

A pesar de estas diferencias, tanto en el Laboratorio FIA como en el LAQA los

resultados fueron satisfactorios y comparables con lo publicado en la literatura 42

Tabla 2.2. AE de los distintos extractos obtenidos.

ACTIVIDAD ENZIMATICA (UE/mL)

EXTRACTO
LAQA
1 4659
2 4140
3 4445
4 4801
5 -
Media 2997 4511
SD 295 287
RSD (%) 9,8 6,4
t calculado 3,48
t critico © 2,36
n 5 4

SD: desviacion estandar; RSD: desviacion estandar relativa.

# valor de t tabulado para un limite de confianza del 95 % y 7 GL.

Otro parametro a destacar es la reproducibilidad, evaluada a través de la
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desviaciéon estandar relativa (RSD). En ambos casos, los valores fueron menores al
10%, por lo que podemos decir que las obtenciones de los extractos proporcionaron
valores aceptables en condiciones de reproducibilidad total.

Por todo lo expuesto, se puede concluir que las condiciones para la obtencién
del extracto crudo fueron satisfactorias tanto en el Laboratorio FIA como en el

LAQA.

Tiempo de Conservacidn y Estabilidad del Extracto Crudo

Como se menciond anteriormente, los extractos obtenidos en el Laboratorio FIA
se almacenaron a 4 °C y los del LAQA a -18 °C. En el primer caso, la AE se
mantuvo sin cambios significativos durante cuatro meses. En el LAQA solo se
obtuvieron registros durante cuatro semanas. En tal periodo no se observaron
cambios significativos de la AE.

Por otro lado, la AE en las diluciones de los extractos utilizados en los
procedimientos propuestos (Capitulo 3) permanecio sin cambios significativos luego
de 2-3 h de trabajo a 25 °C, y se registraron disminuciones del orden del 10 % luego
de 7-8 h de trabajo, a la misma temperatura.

El agregado de azida de sodio como agente antimicrobiano contribuyé a
prolongar el tiempo de conservacidon de los extractos los cuales, por presentar una

matriz de origen organico, son susceptibles a la accidon de microorganismos.
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Podemos concluir que es posible la obtenciéon de un extracto crudo conteniendo
PFO a partir de batatas (/pomoea batatas). El tiempo que demanda el procedimiento
es de solo 2 h. El método es simple, reproducible y muy econdémico, lo que
representa una ventaja valiosa para su aplicacion en el desarrollo de métodos

analiticos.
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J\ OBJETIVO

En esta etapa de la tesis, el propodsito es disefar y optimizar dos sistemas
automaticos para la determinacion enzimatica y simultanea de levodopa (LVD) y
carbidopa (CBD) en preparaciones farmaceéuticas:

En una primera parte (Parte A) utilizando la metodologia FIA con deteccion
espectrofotométrica y aplicando sobre los datos espectrales Minimos Cuadrados
Parciales (PLS).

En una segunda parte (Parte B) utilizando la metodologia FB con igual
deteccion y aplicando sobre los datos espectrales PLS y Regresion Lineal
Multiple (MLR) previa seleccidon de variables mediante el Algoritmo de las

Proyecciones Sucesivas (SPA).

Ambos métodos analiticos estan basados en la oxidacion de LVD y CBD

catalizada por PFO.
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Levodopa (acido (S)-2-amino-3-(3,4-dihidroxifenil) propionico) y carbidopa (acido
(S)-3-(3,4-dihidroxifenil)-2-hidrazino-2-metilpropiénico) son dos principios activos
utilizados en conjunto para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Figura
3.1). La misma es un sindrome clinico que presenta cuatro caracteristicas
principales: bradicinecia (lentitud y pobreza de movimientos), rigidez muscular
(resistencia de los musculos al movimiento pasivo), temblor en reposo y

anormalidades en la postura y la marcha.

|
HO CH, — C —COOH
HO CH, —C —COOH
LVD |
NH-NH;

CBD

Figura 3.1. Estructura quimica y masa relativa ( M,) de los principios activos
estudiados: levodopa (LVD) y carbidopa (CBD).

En esta enfermedad, los ganglios basales del encéfalo y, especificamente, el
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sistema dopaminérgico negroestratial, constituyen el sitio de lesién fundamental.
Existe una deficiencia pronunciada en la inervacion dopaminérgica de los ganglios
basales debido a la degeneracion de las neuronas localizadas en la sustancia
negra. Estas neuronas normalmente utilizan dopamina como neurotransmisor. Se
ha demostrado que la pérdida de esta catecolamina por los ganglios basales
subyace a todas las manifestaciones motoras principales del parkinsonismo.

Sin embargo, dado que la dopamina no atraviesa la barrera hematoencefalica,
no tiene efectos terapéuticos en el tratamiento del parkinsonismo cuando se
administra en forma sistémica. En su lugar, es utilizada la levodopa (LVD) la cual es
un precursor inmediato de la dopamina. La LVD es transportada al encéfalo por el
sistema transportador de grandes aminoacidos neutros y pasa al tejido estriatal
donde es descarboxilada produciendo dopamina. Dado que alrededor del 95 % de la
LVD administrada por via oral es descarboxilada rapidamente en la periferia a
dopamina, deben administrarse grandes dosis de la misma para permitir la
acumulacion suficiente de LVD en el encéfalo, donde su descarboxilacion eleva la
concentracion central de dopamina. Esto resulta un inconveniente, ya que la
mayoria de los pacientes con enfermedad de Parkinson tratados con dosis altas de
LVD sufren efectos secundarios.

Por esta razon, la administracion de LVD va acompafada de un inhibidor de la
decarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos. Esta combinacion es el medio mas
efectivo para reducir los efectos secundarios extracerebrales de la LVD, ya que

permite reducir la dosis administrada de la misma. La carbidopa (CBD) es uno de
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estos inhibidores, y actua disminuyendo la descarboxilacion de LVD sélo en los
tejidos periféricos, debido a que es incapaz de atravesar la barrera
hematoencefalica.

El restablecimiento de la transmisién dopaminérgica mediante la administracién
de LVD junto con carbidopa (CBD) restaura la funcion motora en el parkinsonismo y
constituye la estrategia central en practicamente todos los tratamientos de esta
enfermedad 501,

La determinacion cuantitativa de estos principios activos en preparaciones
farmacéuticas comerciales resulta muy interesante dado que los mismos se
encuentran juntos y en altas relaciones de concentracion: 250/25, 200/50 y 100/25
mg de LVD/CBD, respectivamente. Los métodos oficiales, descriptos en distintas
farmacopeas internacionales, utilizan HPLC [71 8. Sin embargo, se han propuesto
numerosos meétodos alternativos, los cuales se llevan a cabo mediante técnicas
como espectrofotometria  UV-visible asistida por quimiometria 1 [52]

voltamperometria 531 541, potenciometria [5%], electroforesis capilar 1561 [57], resonancia

% A. Goodman-Gilman, T. Rall, A. Nier, P. Taylor, Th e Pharmacological Basis of Therapeutics,
Mc Graw-Hill, New York, 1996.

Y p.C. Damiani, A.C. Moschetti, A.J. Rovetto, F. Ben avente, A.C. Olivieri, Anal. Chim. Acta 543
(2005) 192.

52 M. Chamsaz, A. Safavi, J. Fadaee, Anal. Chim. Acta 603 (2007) 140.

(531 M.S.M. Quintino , M. Yamashita , L. Angnes,  Electroanalysis 18 (2006) 655.

B4 H.C. de Melo, A.P.D. Seleghim, W.L. Polito, O. Fat ibello-Filho, I. da Cruz Vieira, J. Braz.
Chem. Soc. 18 (2007) 797.

B9 5.s. Badawy, Y.M. Issa, A.S. Tag-Eldin, Electroana lysis 8 (1996) 1060.

('3, Fanali, V. Pucci, C. Sabbioni, M.A. Raggi, Elec trophoresis 21 (2000) 2432.

B71 L. Zhang, G. Chen, Q. Hu, Y.Z. Fang, Anal. Chim. A cta 431 (2001) 287.
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magnética nuclear 'H 58], espectrometria IR empleando técnicas quimiométricas (59
y fluorescencia sincrénica 601,

También, dado que tanto LVD como CBD son sustratos de la enzima PFO, se ha
propuesto un método enzimatico con deteccidn espectrofotométrica utilizando
analisis por inyeccion en flujo y regresion lineal univariada [26l. Sin embargo, en este
trabajo no queda claro como se resuelve la superposicion espectral generada
cuando la enzima reacciona con una mezcla de LVD y CBD. Es por ello que se
decidié aplicar técnicas de calibracion multivariada, ya que las mismas son de gran

utilidad para resolver este tipo de problemas.

Calibracion Multivariada

Historicamente, las técnicas multivariadas han sido aplicadas en ciencias
bioldégicas y ciencias del comportamiento. Sin embargo, en los ultimos afnos se ha
incrementado el interés de las mismas, dando lugar a aplicaciones en otros campos
de la investigacion como quimica, fisica, geologia, ingenieria, entre otros.

En Quimica Analitica, actualmente, la mayor parte del analisis cuantitativo de
sistemas de multicomponentes con datos de origen espectrofotométrico se realiza
utilizando técnicas de calibracion multivariada, pues estas, generalmente, permiten

resolver problemas tales como presencia de interferentes, solapamiento espectral u

8l 7, Talebpour, S. Haghgoo, M. Shamsipur, Analytica  Chimica Acta 506 (2004) 97.

B9\, Khanmohammadi, E. Mobedi, A.B. Garmarudi, H. Mo bedi, K. Kargosha, Pharm. Dev.
Tech. 12 (2007) 573.

%% W.H. Kim, M.M. Karim, S.H. Lee, Anal. Chim. Acta 6 19 (2008) 2.
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otros efectos de la matriz de la muestra, sin pasos previos de separacion. La
calibracion multivariada puede definirse como un conjunto de técnicas que tienen
por objetivo la cuantificacion de uno o mas analitos en una mezcla incognita de
multicomponentes. La determinaciéon se realiza mediante el empleo de datos
instrumentales medidos, utilizando mas de una variable. Un ejemplo clasico de
datos multivariados es un espectro de absorcion molecular, donde la sefal
instrumental es la absorbancia, y las variables las longitudes de onda.
Analogamente, pueden ser utilizados espectros de fluorescencia molecular,
absorcion en el infrarrojo y datos no espectroscopicos como voltamperogramas. A
su vez, estos datos pueden ser de primer orden, en el caso de obtener un vector de
datos por cada muestra (por ejemplo, espectro de absorbancia), o de orden
superior, lo que seria una matriz de datos por muestra (por ejemplo, espectros de
absorbancia en funcion del tiempo).
La calibracion multivariada presenta importantes ventajas respecto de los
meétodos univariados:
Permite analizar mas de un componente de manera simultanea. Esto reduce
significativamente el tiempo invertido en el desarrollo de métodos.
Mejora la calidad de los resultados debido a una mayor disponibilidad de
informacion.
Permite la cuantificacidn en presencia de interferentes, ahorrando de esta
forma tiempo y esfuerzos. Por ejemplo, en calibracion univariada puede

realizarse la determinacion cuantitativa de un componente en presencia de
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interferentes, separando fisicamente el analito de interés de todos Ilos
interferentes, o bien seleccionando las variables apropiadas.

Uno de los aportes mas importantes de la calibracion multivariada es la
resolucién de problemas paradigmaticos. Un ejemplo es su aplicacion en la
espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIR) para el analisis cuantitativo, que no
era considerado por los espectroscopistas debido al gran solapamiento de las
senales, lo que dificultaba la asignacion de bandas a especies quimicas

especificas.

Sin embargo, en calibracidn multivariada, los datos espectrales utilizados son
intrinsecamente poco selectivos, por o que son necesarios procedimientos que
distingan, de algun modo, las senales que le corresponden a cada analito de interés.

En la Figura 3.2 se detallan las técnicas de calibracion multivariada mas
conocidas y se sugieren criterios para una apropiada seleccion de las mismas.
Como puede observarse, hay dos ramas principales: Minimos Cuadrados Clasicos
(CLS) y Minimos Cuadrados Inversos (ILS).

CLS se aplica cuando se conocen las concentraciones de todos los analitos y
pueden obtenerse los espectros puros de los mismos directa o indirectamente. En
CLS la calibracion implica la medida de espectros de muestras de calibracién (r),
conteniendo analitos con concentraciones conocidas (c), y la obtencion de la matriz
de sensibilidades (S) a partir de la Ley de Beer escrita de forma directa, por ajuste

mediante minimos cuadrados:
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r =c*sS Ecuacion 3.1

En general, CLS puede aplicarse a sistemas que presentan un bajo numero de
componentes, pocas variables que afectan la respuesta instrumental o la
concentracion de los analitos de interés, y no presentan interferencias significativas.

Cuando el sistema es complejo, puede utilizarse un método de calibracion
inversa, con el cual no es necesario obtener los espectros de los analitos puros. Los
métodos de calibracidn inversa reciben este nombre porque se basan en la Ley de

Beer escrita en forma inversa:

c=R*b Ecuacion 3.2

En este caso, se supone la existencia de una proporcionalidad entre la
concentracion de los componentes a calibrar (c) y la correspondiente respuesta, a
través de coeficientes de regresidn que se calculan mediante un modelo apropiado.
De esta forma, se pueden estudiar mezclas de componentes en las que son de
interés uno o mas analitos, pero pueden desconocerse concentraciones, espectros
e identidades quimicas de los restantes componentes. Por lo tanto, los métodos
inversos permiten superar una de las grandes desventajas de CLS: la necesidad del
conocimiento de las concentraciones de todos los componentes presentes en las

mezclas de calibrado.
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simple y los
s conocidos?

Sl NO
A\ 4 \ 4
MINIMOS CUADRADOS MINIMOS CUADRADOS
CLASICOS (CLS) INVERSOS (ILS)
S espectros los espectros
componentes componentes
ponibles
0S puros?
e variables
el objetivo
ndmero de
CLS Indirecto CLS Directo mas?
(ICLS) (DCLS)

pur os puros
do mezclas ctamente

S
A 4 y
REGRESION POR COMPONENTES MINIMOS CUADRADOS REGRESION LINEAL
PRINCIPALES (PCR) PARCIALES (PLS) MULTIPLE (MLR)

_tos espectrales ntracion on o sin
ectrales variables

Figura 3.2. Guia para la seleccion de una técnica de calibraci6 n multivariada.
Modificado de Y,

(1 K R. Beebe, R.J. Pell, M.R. Seasholtz, Chemometric s: A practical guide, John Wiley & Sons,
Inc., New York, 1998.
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Los métodos ILS permiten predecir la concentracion de uno o mas componentes
en presencia de fuentes de variacion fisicas y quimicas, por ejemplo, interferentes.
Los requerimientos son que el sistema de medicibn pueda diferenciar
adecuadamente el componente de interés de otras fuentes de variacidon, que la
respuesta instrumental sea suficientemente lineal con la concentracion y que los
experimentos de calibracion sean cuidadosamente planificados.

Los tres métodos ILS mas importantes son: Regresion Lineal Multiple (MLR),
Regresion por Componentes Principales (PCR) y Minimos Cuadrados Parciales
(PLS). Como lo indica la Figura 3.2, MLR es apropiado cuando el numero de
variables es pequefio o en situaciones donde se pueda realizar una seleccion de las
mismas. Por el contrario, PCR y PLS pueden ser utilizados sin una seleccion
explicita de variables. En estos, las variables medidas (por ejemplo, valores de
absorbancia a varias longitudes de onda) son transformadas, por medio de un
algoritmo iterativo ciclico, a nuevas variables denominadas facfores. La diferencia
fundamental entre ambos métodos es que en PCR los factores describen
unicamente la maxima varianza posible en la matriz de los datos instrumentales,
mientras que en PLS, los factores describen la maxima correlacidén posible entre la
matriz de datos instrumentales y el vector de concentraciones del/los analito/s de
interés. Esto es, en PCR los factores son independientes de la concentracion,
mientras que en PLS se emplean factores dependientes de la concentracion 611621,

En esta parte de la tesis, en primer lugar se aplicé PLS-7 a los datos espectrales

[62] Topicos de Quimiometria |, Asociacion Argentina de Quimica Analitica (AAQA), 2005.

Pagina oficial AAQA:  www.aaqa.org.ar
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obtenidos luego de la reaccion de oxidacion de LVD y CBD catalizada con PFO
(Parte A). Posteriormente, a otro conjunto de datos se aplicd MLR previa seleccion

de variables utilizando el Algoritmo de las Proyecciones Sucesivas (Parte B).

Minimos Cuadrados Parciales (PLS)

PLS es el método de calibracibn multivariada mas empleado cuando la
informacion instrumental proveniente de cada muestra es de tipo vectorial (un
ejemplo clasico es un espectro de absorbancia). En este sentido, su desarrollo ha
superado de algun modo a PCR, ya que incorpora informacion util referida a las
concentraciones de las mezclas de calibrado durante la etapa de calculo de los
factores.

Por otro lado, existen dos variantes de PLS: la primera denominada PLS-1, que
concentra su atencion en un unico analito a la vez, y la segunda, PLS-2, que permite
calibrar y predecir las concentraciones de varios analitos simultdneamente. Si bien
PLS-1 debe repetirse para cada analito de interés, permite optimizar las condiciones
de trabajo para cada analito de manera independiente, lo que resulta una gran
ventaja. Actualmente, se prefiere utilizar PLS-1 en la mayoria de las aplicaciones.

El modelo PLS involucra dos etapas (63!

Calibracion. Establece la relacion matematica entre los espectros y las
concentraciones de los componentes de referencia, a partir de un conjunto de

soluciones estandares.

%31 H. Martens, T. Naes, Multivariate Calibrations, Wi  ley, Chichester, 1998.
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Prediccion. Se emplean los resultados de la calibracion para estimar las

concentraciones de los analitos en las muestras incognitas.

En la etapa de calibracion se estima el numero éptimo de factores A, lo que
usualmente se lleva a cabo mediante la técnica de validacion cruzada y aplicando el
criterio de Haaland y Thomas [64. El resultado de la calibracion es la obtencion del
vector de coeficientes de regresidn, cuyos elementos se obtienen en cada uno de
los A pasos del algoritmo iterativo ciclico aplicado. En la etapa de prediccidn se
emplean los coeficientes de regresion para estimar la concentracion del analito en
la/las muestra/s incégnita/s.

El modelo PLS-1 es ampliamente conocido. Detalles del algoritmo iterativo y de

su implementacion pueden encontrarse en la literatura 65,

MLR con Seleccién de Variables

Una ventaja importante de MLR es su capacidad de generar modelos mas
simples y faciles de interpretar que PCR y PLS, ya que en estas técnicas de
calibracion la regresion se basa en variables latentes (factores), que no tienen un
significado fisico. Como hemos mencionado, es apropiado utilizar MLR cuando el
numero de variables es pequeio o en situaciones donde se imponga una seleccion

explicita de las mismas. En este sentido, la seleccién de variables es un paso critico

I D. Haaland, E. Thomas, Anal. Chem. 60 (1988) 1193.
%] R.G. Brereton, Chemometrics. Data Analysis for the Laboratory and Chemical Plant, Wiley,
Chichester, 2003.
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en MLR. El modelo debe incluir una unica variable por cada fuente de varianza
presente en los datos, que ademas debe estar correlacionada con la respuesta. Si
no se tienen en cuenta todas las fuentes de varianza significativas que influyen
sobre la respuesta se obtienen modelos subajustados, que se caracterizan por
realizar predicciones afectadas de error sistematico. Por el contrario, si el modelo
tiene mas parametros que los estrictamente necesarios para representar todas las
fuentes de varianza relevantes correlacionadas con la respuesta se dice que esta
sobreajustado. Las predicciones realizadas con un modelo sobreajustado tienen
limites de confianza excesivamente grandes como consecuencia de que el modelo
incluye vectores que aportan informacion redundante o sélo ruido, lo que incrementa
la incertidumbre de las predicciones. Por otro lado, el subconjunto de variables
seleccionadas debe contener como minimo tantas variables como componentes
quimicos tiene el sistema [66],

El desarrollo de procedimientos matematicos que permitan la seleccion de
variables espectrales continua siendo un desafio, especialmente cuando un
espectro exhibe un gran solapamiento y las diferencias son imperceptibles, como
suele suceder en el caso de la espectrofotometria UV-visible. Para resolver este
problema se han propuesto varios métodos de seleccién de variables, tales como:

introduccién de ruido artificial en PLS [67], analisis lineal hibrido [68], redes neuronales

¢ G R. Ramos, M.C.G. Alvarez-Coque, Quimiometria, Si ntesis, Madrid, 2001.

671 /. Centner, D.L. Massart, O.E. de Noord, S. Jong, B.M. Vandeginste, C. Sterna, Anal. Chem.
68 (1996) 3851.

(%81 H.C. Goicoechea, A.C. Olivieri Analyst 124 (1999) 7  25.
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artificiales 691 701 transformacion wavelet /11 [721. PLS discriminante [73] y el muy
utilizado algoritmo genético [741 [751 [76] [77], Por otro lado, Araujo y col. propusieron en
2001 una novedosa estrategia de seleccion de variables para calibracion
multivariada: el Algoritmo de las Proyecciones Sucesivas 78, el cual desde entonces

ha sido utilizado en numerosas aplicaciones [791 (801 [81],

3.2.1.2.1 Algoritmo de las Proyecciones Sucesivas (SPA)

SPA es un algoritmo iterativo que emplea operaciones vectoriales simples para
obtener un subconjunto de variables en las cuales el contenido de informacién es
minimamente redundante, lo que evita problemas de sobreajuste. Si aplicamos el

procedimiento a una matriz de datos espectrales Xca = Mcal X J, en donde Mca son

97 £ Despagne, D.L. Massart, Chemom. Intell. Lab. Sy st. 40 (1998) 145.

[ R. Todeschini, D. Galvani, J.L. Vilchez, M. del Ol mo, N. Navas, Trends Anal. Chem. 18 (1999)
93.

"1 B.K. Alsberg, A.M. Woodward, M.K. Winson, J.J. Row |, D.B. Kell, Anal. Chim. Acta 368
(1998) 29.

[l p J. Rimbaud, B. Walczack, R.J. Poppi, O.E. de Noo rd, D.L. Massart, Anal. Chem. 69 (1997)
4317.

(31 B K. Alsberg, D.B. Kell, R. Goodacre, Anal. Chem. 70 (1998) 4126.

(% ¢.B. Lacasius, M.L.M. Beckers, G. Kateman, Anal. C him. Acta 286 (1994) 135.

[l R. Leardi, J. Chemom. 8 (1994) 65.

8l p.J. Rimbaud, D.L. Massart, R. Leardi, O.E. de Noo rd, Anal. Chem. 67 (1995) 4295.

"I R. Leardi, R. Boggia, M. Terrile, J. Chemom. 6 (19 92) 267.

"8l Mm.c.U. Arauljo, T.C.B. Saldanha, R.K.H. Galvdo, T. Yoneyama, H.C. Chame, V. Visani,
Chemom. Intell. Lab. Syst. 57 (2001) 65.

) R K.H. Galvdo, M.F. Pimentel, M.C.U Araljo, T. Yon eyama, V. Visani, Anal. Chim. Acta, 443
(2001) 107.

8% M. Coelho Pontes, R.K.H. Galvdo, M.C.U. Aratjo, P. M.T. Moreira, O.D. Pessoa Neto, G.E.
José, T.C.B. Saldanha, Chemom. Intell. Lab. Syst. 7 8 (2005) 11.

BY EF. Gambarra-Neto, G. Marino, M.C.U. Araljo, R.K. H. Galvdo, M. Coelho Pontes, E.P.
Mederos, R.S. Lima, Talanta 77 (2009) 1660.
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las mezclas de calibracién y J las longitudes de onda, SPA comienza con un vector
de inicio Xo (en este caso una longitud de onda) y calcula cual de los vectores
restantes tiene la mayor proyeccion sobre el plano Sy ortogonal a x,. Este vector,
que denominaremos X;, puede considerarse que contiene la mayor cantidad de
informacion no incluida en xp (Figura 3.3). En la siguiente iteracion, SPA restringe el
analisis al plano Sp, tomando a x; como un nuevo vector de referencia y
procediendo de la manera anteriormente descripta. De esta forma, se incorpora una
nueva variable en cada iteracion hasta alcanzar un determinado numero N de
longitudes de onda. El mejor vector de inicio y el criterio de parada (numero de
variables a seleccionar) se pueden optimizar de manera tal de obtener un modelo
con la maxima capacidad predictiva.

Una restriccion de este algoritmo es el numero de variables (longitudes de onda)
que pueden ser seleccionadas, ya que este no puede ser mayor que el numero de
mezclas de calibracion. Sin embargo, esto no representa una desventaja ya que si
son necesarias muchas variables espectrales para discriminar los analitos, se
requerira un gran numero de mezclas para llevar a cabo la calibracion.

Sobre cada conjunto de vectores (variables) seleccionados por las proyecciones,
se realiza un modelo de calibracion utilizando MLR. Una vez establecido el modelo
se predicen las concentraciones de un conjunto de validacién y se calcula la raiz
cuadrada del error cuadratico medio de prediccion (RMSEP). El conjunto de
variables seleccionadas es el que tiene el menor RMSEP. Los detalles del

procedimiento matematico de este algoritmo pueden encontrarse en [78],
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Xz 1 Vector de inicio

" PX,
PXs

Px,
So: plano ortogonal a X

Mayor proyeccién

Figura 3.3. Ejemplo de SPA con J =5, My = 3 y k(0) = 0. Resultado de la primer
iteracion: k(1) = 1. J representa los vectores columnas, por ejemplo, lo ngitudes de
onda. k(n) es el vector seleccionado en la iteracion n. Mcy son las mezclas de

calibracion.

Por otro lado, un aspecto muy importante a destacar es que para la aplicacién de
un modelo de calibracién multivariada se debe establecer previamente el numero de
mezclas de patrones que contienen los analitos a determinar. Si bien este numero
debe ser como minimo igual al numero de analitos, se prefiere utilizar un conjunto
de calibracion con un numero de mezclas mayor al numero de analitos, debido a

que de este modo se obtienen resultados mas precisos. A su vez, esto plantea el
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problema de saber cuales son las concentraciones de las mezclas de calibrado,

problema que puede resolverse por medio del Diserio Experimental.

Diseiio Experimental

El disefio experimental propone por un camino eficiente, obtener la optimizacién
de un proceso o producto con un minimo de experimentos. Un método analitico es
en si mismo un procedimiento o proceso. En los mismos intervienen un numero
considerable de variables (concentraciones de reactivos, parametros instrumentales,
pH, tiempos de reaccidn, etc.) y todas ellas deben ser ajustadas para obtener una
optima respuesta (maxima intensidad de sefal, 6ptima separacién de picos, minimo
error relativo, etc.). Por lo tanto, el disefio de experimentos es una técnica orientada
a problemas multivariantes, e involucra dos contextos [611:

Describir la serie de experimentos que sera llevada a cabo con la intencién de
desarrollar un modelo; por ejemplo, un modelo de regresion.
La optimizacion de procesos o productos para determinar las condiciones que

son requeridas para obtener un resultado con caracteristicas deseables u

optimas.

En esta tesis, se utilizaron métodos de disefio experimental en ambos contextos.
Particularmente, en esta parte del trabajo, se empled un Diserio Central Compuesto
(DCC) para calcular el numero de experimentos que deben realizarse para aplicar

las técnicas de Minimos Cuadrados Parciales (PLS) y el Algoritmo de las
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Proyecciones Sucesivas con Regresion Lineal Multip/le (MLR-SPA). En un disefio de

este tipo, el numero de mezclas a preparar queda definido por:

N=2"+2n+c Ecuaci 6n 3.3

donde N es el numero de mezclas, n el numero de analitos y ¢ el numero de puntos

centrales. En la Figura 3.4 se representa un DCC para dos analitos.

N=2°+22+1=9

Analito 1

Figura 3.4. Disefio experimental Central Compuesto para dos comp onentes. N: nimero

de mezclas.

Como puede observarse, se precisan nueve experimentos que incluyen cinco

niveles de concentraciéon para cada analito en estudio, lo que representa una
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ventaja importante respecto de otros disefios, como por ejemplo Factorial Completo.
En el proximo capitulo, se continua con la teoria de Disefio Experimental debido
a que la misma se utiliza para optimizar las variables quimicas involucradas en el

trabajo desarrollado (Ver Capitulo 4, seccion 4.2.2).

CAPITULO 3 | 83



Parte A

DETERMINACION DE LVD Y CBD
UTILIZANDO UN SISTEMA FIA Y PLS-1

3.3 PARTE EXPERIMENTAL

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

3.5 CONCLUSIONES PARCIALES

—



J\ PARTE EXPERIMENTAL

‘ Equipamiento y Programas Quimiométricos

Espectrofotometro UV-visible con arreglo de diodos Hewlett Packard modelo
8452 A.

pHmetro Orion modelo 710 A.

Celda de flujo Hellma con un volumen interno de 18 L.

Bomba peristaltica Gilson modelo Minipuls 3.

Valvula Rheodyne modelo 5041.

Reactor, bucle de inyeccion y tubos de linea de Teflon® de 0,5 mm de
diametro interno y tubos de bomba de Tygon®.

Programa quimiométrico Unscrumbler® version 9.1.

Reactivos y Soluciones

Todas las soluciones se prepararon con agua ultra pura (18 mQ) y todos los
reactivos quimicos que se utilizaron fueron de grado analitico.
Solucién reguladora de fosfato 0,1 mol L-* de pH 7,0.
Soluciones patron de LVD (Saporiti) y CBD (Saporiti) de 0,800 mg mL-' y
0,400 mg mL-", respectivamente. Las mismas se prepararon en solucion

reguladora de fosfato de pH 7,0. Posteriormente, se protegieron de la luz y
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almacenaron a 4 °C. Las soluciones testigo fueron preparadas por dilucidon
apropiada de la solucion patron con solucion reguladora.

Extracto crudo conteniendo PFO. A partir del mismo se prepararon las
soluciones de trabajo por dilucién apropiada con soluciéon reguladora. Estas
soluciones se conservaron a 4 °C hasta el momento de su utilizacion.

Muestras de Lebocar® (Pfizer) en dos presentaciones: 250/25 (A) y 100/25
(B) mg de LVD/CBD, respectivamente.

Solucién conteniendo excipientes: celulosa microcristalina, almidén de maiz,
estearato de magnesio y silica coloidal (Saporiti), en cantidades similares a las

presentes en las preparaciones farmacéuticas analizadas.

Metodologia Analitica

Preparacion de los Conjuntos de Calibracion y Validacion

Con el proposito de obtener un modelo de regresidn para cada analito en
estudio, se realiz6 un diseio experimental central compuesto. El conjunto de
calibracion estuvo conformado por nueve mezclas, con tres repeticiones del punto
central. Los intervalos de concentracion estuvieron comprendidos entre 0,097 y
0,550 mg mL-' para LVD y entre 0,020 y 0,101 mg mL-" para CBD (Figura 3.5). Los
mismos fueron seleccionados teniendo en cuenta la relacion LVD/CBD presente en
las preparaciones comerciales analizadas (4/1 a 10/1).

Para evaluar la capacidad predictiva de los modelos de calibracion, se prepard

un conjunto de validacion formado por ocho mezclas, cuyas concentraciones
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estuvieron comprendidas dentro de los intervalos correspondientes a las mezclas de

calibracion.
0,120 T
0,100 *
*» *»
0,080 |
0,060 | + + +
0,040 |
* *
0,020 | *
O 1 1 1 1 1 |
LVD (mg mL )
Figura 3.5. Concentraciones de las mezclas correspondientes al conjunto de
calibracion.

Preparacion de las Muestras

Las preparaciones farmacéuticas analizadas se expenden en forma de
comprimidos. En la presentaciéon A, cada comprimido pesa alrededor de 400 mg y
en la presentacion B, alrededor de 230 mg. Se pesaron 10 comprimidos de cada
presentacion los cuales se pulverizaron y homogeneizaron. Del polvo obtenido se
pesaron 67 mg y se disolvieron en 100 mL de solucion reguladora de fosfato de pH
7,0. Finalmente, la solucién se filtré en linea por medio de un filtro tubular de

algodon (FA) incorporado al sistema FIA (Figura 3.6).

CAPITULO 3 | 87



I Parte Experimental

Por otro lado, con el objetivo de validar el método propuesto, se realizé un

estudio de recuperacion. Para ello, se adicionaron a las muestras analizadas

diferentes cantidades conocidas de LVD y CBD.

Sistema FIA y Procedimiento Desarrollado

En la Figura 3.6 se puede observar el sistema FIA propuesto. Este sistema, con

deteccion espectrofotométrica, se desarrolld en las modalidades reversa y flujo

detenido. Por esa razon, se inyecto un volumen de 100 pL de una dilucion del

extracto enzimatico (equivalente a 230 UE) en una corriente de solucién reguladora

de fosfato 0,1 mol L-' de pH 7,0 (C1). El caudal de esta ultima (q1) fue de 1,1 mL

min-1. La muestra fluyd continuamente por el canal C2 con un caudal (q2) de 1,1 mL

min-1, y fue filtrada en linea por medio de un filtro tubular de algodén (FA).

Cl =——

Figura 3.6.

PFO
BP l
g ¢

92 —
FA

Detector D
RPV

Sistema FIA propuesto para la determinacién simulta nea de LVD y CBD.

C1.: solucion reguladora fluyendo a un caudal g  1; C2: muestra fluyendo a un caudal q »;

PFO: polifenol oxidasa; BP: bomba peristéltica; VI: valvula de inyeccién; FA: filtro de

algodon; RPV: reactor con perlas de vidrio; D: dese  cho.
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Tanto C1 como C2, confluyeron en un reactor relleno con perlas de vidrio (RPV)
de 100 mm de longitud. Una vez que el bolo de reaccion llego a la celda, se detuvo
el flujo. El tiempo que tarda en llegar la muestra a la celda fue de 40 s y el tiempo
que el flujo estuvo detenido 120 s. Cumplido este tiempo, se registro el espectro y el
flujo fue restaurado. La linea de base se obtuvo siguiendo el mismo procedimiento

pero reemplazando en el canal C2 la muestra por solucion reguladora.
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Optimizacion de Variables Quimicas y Parametros FIA

La AE se optimiz6 en funcidén de los parametros estadisticos obtenidos cuando
se aplico PLS-1 a los datos espectrales correspondientes a los conjuntos de
calibracion y validacion. Se estudio el intervalo entre 150-300 UE, siendo el valor
optimo 230 UE. En el caso del medio de reaccién y de disolucién de las soluciones
estandares y de la muestra, se considerd apropiado utilizar una solucién reguladora
de fosfato 0,1 mol L' debido a que, como se mencioné anteriormente (seccion
2.2.3.1), es el medio 6ptimo de reaccion para la PFO.

Los parametros del sistema FIA se optimizaron por el método univariado. El
criterio utilizado fue un compromiso entre sensibilidad y reproducibilidad de la senal
analitica. En la Tabla 3.1 se muestran los intervalos estudiados y los valores

optimos seleccionados.

Tabla 3.1. Optimizacion de los pardmetros FIA.

PARAMETRO FIA INTERVALO ESTUDIADO  VALOR OPTIMO
Caudal (mL min 'l) 0,8-2,2
Volumen Inyectado ( pL) 50-300
Longitud del Reactor (mm) 100-1000
Tiempo Transcurrido hasta Detener el Flujo (s) 30-60
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El tipo y longitud del reactor resultaron apropiados para conseguir un éptimo

contacto enzima (PFO)-sustratos (LVD/CBD).

Seleccion de Regiones Espectrales

La enzima PFO cataliza la oxidacion de LVD y CBD. Esta oxidacion genera o
quinonas que tienen una fuerte absorcidn en la regidn UV-visible. A pesar de que
ambos compuestos tienen estructuras similares (Figura 3.1), se obtienen distintos
productos de reaccion. En la Figura 3.7a se muestran los espectros puros
generados cuando soluciones de LVD y CBD se oxidaron en presencia de PFO.
Como puede observarse, hay una fuerte absorcion alrededor de 480 nm para LVD y
de 360 nm para CBD. Asi mismo, puede apreciarse un importante solapamiento
espectral a lo largo de toda la region analizada. La Figura 3.7b muestra el espectro
de una mezcla de LVD y CBD luego de su oxidacién en presencia de PFO.

La determinacion de ambos analitos en mezclas por un método tradicional, como
calibracion univariada, requeriria la aplicacion de una técnica previa de separacion.
Para evitar esto, y debido a la existencia de diferencias espectrales importantes, se
optd por la utilizacion de técnicas de calibracion multivariada. En esta parte del
trabajo, se aplicod Minimos Cuadrados Parciales (PLS) en su modalidad PLS-1.

Para la seleccién de la regién espectral O6ptima para cada analito, en primer
lugar, se realizd una inspeccion visual de los espectros correspondientes a los
conjuntos de calibracion y validacion. En base a esto, se preseleccionaron distintas

regiones las cuales incluian los maximos de absorcidén senalados en la Figura 3.7a.
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A las regiones preseleccionadas se les aplicé PLS-1 y, en base a los parametros

estadisticos obtenidos, se eligié la regidén espectral optima la cual resulté ser, para

ambos analitos, la comprendida entre 290 y 540 nm.

Absorbancia

Figura 3.7. a) Espectros correspondientes a una solucion de LVD (

ambos casos se sefialan maximos de absorcion.

CBD (0,323 y 0,061 mg mL *, respectivamente) luego de la reaccién de oxidacié

0,600

0,500

0,400

0,300

0,200

0,100

0,500

0,400

0,300

0,200

0,100

CBD (360 nm) LVD (480 nm)

| |

b)

LVD + CBD

.

300 350 400 450 500 550 600

Longitud de onda (nm)

catalizada por PFO.

0,323 mg mL'l) y
una solucién de CBD (0,061 mg mL ™) luego de su oxidacién en presencia de PFO. En
b) Espectro de una mezcla de LVD y

Teniendo en cuenta que las medidas fueron tomadas cada 2 nm, cada region
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espectral estuvo conformada por un total de 126 variables.

Optimizacion del Tiempo de Reaccion

La optimizacion del tiempo que se detiene el flujo implica el tiempo en que se
permite desarrollar la reaccién de oxidacion de LVD y CBD, en presencia de PFO.
Para optimizar dicho tiempo se hicieron reaccionar 230 UE de PFO, en medio de
solucion reguladora de fosfato (pH 7,0) con las diferentes mezclas correspondientes
a los conjuntos de calibracion y validacion. Cada vez que el bolo de reaccién llego a
la celda se detuvo el flujo durante distintos tiempos, dentro de un intervalo de 60

hasta 300 s, y se registraron los espectros correspondientes (Figura 3.8).

1,600
1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400

0,200

Longitud de onda (nm)

Figura 3.8. Espectros correspondientes a una mezcla del conjunt o de calibracion
(0,323 y 0,061 mg mL 1 de LVD y CBD, respectivamente) registrados en func  i6n del
tiempo. Desde abajo hacia arriba: 60, 120, 180, 240 y 300 s.
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Una vez mas, el criterio para determinar el tiempo 6ptimo de reaccidon se
establecio en funcidn de los parametros estadisticos obtenidos cuando se aplico el
algoritmo PLS-1 a los datos espectrales correspondientes a los conjuntos de
calibracion y validacién para cada tiempo estudiado. En base a esto, el tiempo
optimo del flujo detenido en la celda fue 120 s. Teniendo en cuenta que el tiempo

transcurrido hasta detener el flujo fue de 40 s, el tiempo 6ptimo de reaccion fue 160

Estudio de Interferentes

Un problema frecuente en el analisis de medicamentos es la presencia de
excipientes. Para evaluar el comportamiento espectral de los mismos se prepard
una solucion conteniendo celulosa microcristalina, almidén de maiz, estearato de
magnesio y silica coloidal, en cantidades similares a las presentes en las
preparaciones comerciales analizadas. Esta mezcla de excipientes se introdujo en el
sistema FIA y el espectro correspondiente se muestra en la Figura 3.9.

Como puede observarse, la presencia de excipientes no interfirid en la region

espectral utilizada para la determinacion simultanea de LVD y CBD (290-540 nm).

Parametros Analiticos

Aplicaciéon de PLS-1

Previamente los espectros fueron preprocesados. En primer lugar, se aplicé el
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algoritmo de Savitsky-Golay 821 utilizando un polinomio de segundo orden y un
tamano de ventana de 7 puntos. Luego, tanto los espectros suavizados como las

concentraciones fueron centrados en la media.

0,04 r
0,03

0,02
290-540 nm

0,01 | l l

O 1 _ 1 1 S N R P

001 F Longitud de onda (nm)

-0,02 &

Figura 3.9. Espectro de una solucién conteniendo diferentes exc ipientes.

La calibracion se llevé a cabo aplicando la técnica de validacién cruzada. El
numero optimo de factores para cada analito se determiné utilizando el criterio de
Haaland y Thomas [64l. Una vez establecidos los mismos, se analizaron los datos
espectrales correspondientes al conjunto de validacion.

Para la interpretacion y comparacion de los resultados se calcularon, para cada
analito, la raiz cuadrada del error cuadratico medio (RMSE), el cual es un estimador
del error absoluto de prediccién tanto para los conjuntos de calibracibn como de

validacion, y el error relativo de prediccion (REP):

821 A. Savitsky, M.E.J. Golay, Anal. Chem. 36 (1964) 1 627.
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1/2

2
n=1 (Cnom — Cpred)
RMSE = Ecuaci on 3.4

1/2

2

&~ (Cnom — Cpred)
100 n=1 Ecuaci 6n 3.5

REP =
Cmed n

donde cnom €s la concentracion nominal, cpres la concentracion predicha por el
modelo y cmes€s la concentracion media. En la Tabla 3.2 se detallan los parametros
estadisticos correspondientes a los modelos de regresidon como asi también los que
resultaron de aplicar estos modelos al conjunto de validacion. Como puede
observarse, todos los valores de RMSE, REP y R2 para ambos conjuntos fueron
satisfactorios para los dos analitos estudiados. También la tabla proporciona la

sensibilidad (SEN) y el limite de deteccién (LOD). La SEN para un analito & esta

dada por:
1 .
SENg = Ecuacion 3.6
by 1
donde Il Il indica la norma Euclidiana y b« es el vector de coeficientes de regresion

apropiado para el componente 4. Por otro lado, el LOD para el analito & se calculd
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como.

LODg = 3 lér 1l Hbg 1l Ecuacion 3.7

donde llorll representa el ruido instrumental. Para ambos analitos la SEN y el LOD
resultaron satisfactorios.

La frecuencia de muestreo fue de 22 h-'.

Tabla 3.2. Parametros estadisticos obtenidos al aplicar PLS-1.

) ) ANALITO
PARAMETRO ESTADISTICO
LVD CBD

Calibracién

Factores 3 2

RMSE-CV (mg mL ™) 0,0059 0,0029

REP (%) 1,84 4,49

R? 0,999 0,990
Validacion

RMSE-P (mg mL ™) 0,0131 0,0017

REP (%) 4,18 4,89

R? 0,999 0,997
Figuras de Mérito

SEN (mL mg ™) 0,36 2,82

LOD (mg mL ™) 0,015 0,003

3.45.2 Aplicacién a Muestras Reales y Estudio de Recuperacién

Una vez obtenidos y validados los modelos de calibracion para cada analito, el

método propuesto se aplicd a preparaciones farmacéuticas comerciales. Los
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resultados se compararon con el método farmacopea [l que detecta
espectrofotométricamente ambos analitos (LVD + CBD) a 280 nm. En la Tabla 3.3
puede apreciarse que los valores obtenidos aplicando el método propuesto fueron
concordantes con el método farmacopea y con lo declarado por el laboratorio

productor. En todos los casos, el error relativo (RE) fue menor al 5 %.

Tabla 3.3. Resultados del analisis de muestras reales con el método FIA propuesto.
® ®
3 LEBOCAR ~ A LEBOCAR " B
METODO
CBD LVD + CBD CBD LVD + CBD
Contenido declarado © 25 - 25 -
Farmacopea ° - 278 (1) - 124 (1)
FIA ? 24 (1) 272 (2) 24 (1) 124 (1)
Recuperacion (%) ° 96,0 98,9 96,0 99,5
RE (%) " -4,0 2,2 4,0 -0,8

Las muestras fueron analizadas por triplicado. Entre paréntesis se expresa la desviacion
estandar.

% Los resultados estan expresados en mg por comprimido.

® Los porcentajes de recuperacion vy los errores relativos (RE) fueron calculados para LVD y
CBD en relacion al contenido declarado y para LVD + CBD en relacion a lo determinado por el
método farmacopea.

Por otro lado, se evalud la exactitud del método mediante un estudio de
recuperacion (Tabla 3.4). Los resultados de este estudio fueron 6ptimos ya que se
obtuvieron porcentajes de recuperacion entre 99 y 101 % para LVD y entre 91 y 104
% para CBD. La precision, representada por la repetibilidad y expresada como la

desviacion estandar relativa (RSD), fue de 1,4 % para LVD y de 0,8 % para CBD.
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Tabla 3.4. Resultados correspondientes al estudio de recuperac ion.

LEBOCAR® A LEBOCAR ® B

LVD CBD LVD CBD
Agregado a 0,432 0,863 0,085 0,170 0,421 0,842

0,082 0,165

Encontrado 0,426 0,872 0,088 0,172 0,425 0,853 0,074 0,151

Recuperacion (%) 99 (3) 101 (2) 104(3) 101(4) 101(2) 101(3) 91(1) 92(2)

Las muestras fueron analizadas por triplicado. Entre paréntesis se expresa la desviacion estandar.
% Los resultados estan expresados en mg por mg de comprimido.
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En base a los resultados obtenidos podemos decir que la determinacion
enzimatica simultdnea de LVD y CBD en preparaciones farmacéuticas es factible
utilizando datos espectrales de absorcidon molecular y aplicando sobre los mismos
PLS-1 en la region comprendida entre 290 y 540 nm. Esta técnica de calibracion
multivariada pudo resolver exitosamente el importante solapamiento espectral en
mezclas de LVD y CBD con alta relacion de concentraciones (4/1; 10/1). Un disefo
experimental simple permitié obtener, con un pequeiio numero de mezclas, 6ptimos
modelos de regresidon para cada analito. La capacidad predictiva de los mismos se
incrementd por medio de una adecuada seleccion de variables, la seleccion de un
optimo numero de factores y un apropiado tiempo de reaccion.

La modalidad FIA reversa permitié economizar el consumo de reactivo, en este
caso PFO. Por otro lado, las particulas de excipientes no disueltas en el medio
fueron retenidas exitosamente en el filtro de algododn. Los excipientes solubles no
generaron interferencias en la region espectral de interés para la determinacion de
ambos analitos.

El método propuesto se validdé contra un método oficial y ademas mediante
estudios de recuperacion.

El método FIA propuesto es rapido y de bajo costo, pudiendo ser una alternativa
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interesante para efectuar analisis de rutina que contribuyan al control de calidad de

este tipo de preparaciones farmacéuticas.
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J\ PARTE EXPERIMENTAL

‘ Equipamiento y Programas Quimiométricos

Espectrofotometro UV-visible con arreglo de diodos Hewlett Packard modelo
8453.

pHmetro Metrohm modelo 713.

Celda de flujo Hellma con un volumen interno de 18 L.

Bomba peristaltica Gilson modelo Minipuls 3.

Valvulas solenoides de tres vias Cole Parmer.

Accionador electronico de valvulas (construido en el laboratorio).

Camara de mezclado de Teflon® de 2 mL (construida en el laboratorio).

Tubos de linea de Teflon® de 0,8 mm de diametro interno y tubos de bomba
de Tygon® de 1,29 mm de diametro interno.

Programas quimiométricos Unscrumbler® version 9.5 y Matlab® version 5.1.

Reactivos y Soluciones

Todas las soluciones se prepararon con agua ultra pura (18 mQ) y todos los
reactivos quimicos que se utilizaron fueron de grado analitico.

Solucién reguladora de fosfato 0,1 mol L-* de pH 7,0.
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Soluciones patron de LVD (Saporiti) y CBD (Saporiti) de 0,800 mg mL-' y
0,400 mg mL-', respectivamente. Las mismas se prepararon en solucion
reguladora de fosfato de pH 7,0. Posteriormente, se protegieron de la luz y
almacenaron a 4 °C. Las soluciones estandar fueron preparadas en el sistema
por dilucién apropiada de las soluciones patron con solucién reguladora.

Extracto crudo conteniendo PFO. A partir del mismo se prepararon las
soluciones de trabajo por dilucién apropiada con soluciéon reguladora. Estas
soluciones se conservaron a 4 °C hasta el momento de su utilizacion.

Muestras de Lebocar (Pfizer) y Parkinel (Bago) en dos presentaciones cada

una: 250/25 (A) y 100/25 (B) mg de LVD/CBD, respectivamente.

Metodologia Analitica

Preparacion de los Conjuntos de Calibracion y Validacion

En este caso también se realizd un disefio experimental central compuesto. El
conjunto de calibracion estuvo conformado por nueve mezclas, con tres repeticiones
del punto central. Los intervalos de concentracién estuvieron comprendidos entre
0,057 y 0,553 mg mL-" para LVD y entre 0,021 y 0,070 mg mL-' para CBD (Figura
3.10). Los mismos también fueron seleccionados teniendo en cuenta la relacion
LVD/CBD presente en las preparaciones comerciales analizadas (4/1 a 10/1).

Para evaluar la capacidad predictiva de los modelos de calibracion, se preparé
un conjunto de validaciéon formado por ocho mezclas, cuyas concentraciones

estuvieron comprendidas dentro de los intervalos correspondientes a las mezclas de
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calibracion.
0,080 r
*
* *
0,060 |
+* +* +*
0,040 F
* *
0,020 | *
O L L L L L ]
LVD (mg mL )
Figura 3.10. Concentraciones de las mezclas correspondientes al conjunto de
calibracion.

Preparacion de las Muestras
Las preparaciones farmacéuticas analizadas se expenden en forma de
comprimidos. Se pesaron 10 comprimidos de cada presentacion los cuales se
pulverizaron y homogeneizaron. Se pes6 una cantidad apropiada que se disolvié en
100 mL de solucion reguladora de fosfato de pH 7,0. Finalmente, la solucidn se filtrd
en linea por medio de un filtro tubular de algoddn (FA) incorporado en el sistema FB

(Figura 3.11).

Sistema FB

En la Figura 3.11 se muestra un diagrama del sistema FB propuesto. Para el
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mismo se utilizaron seis valvulas solenoides de tres vias: cinco de ellas, ViLvp, Vcsp,
VM, Vsr Y Vpro, para dirigir las soluciones de LVD, CBD, muestra, solucién
reguladora y solucién de PFO hacia la camara de mezclado (CM), respectivamente;

la sexta valvula, Vcwa, se utilizd para dirigir la mezcla proveniente de la CM o bien

agua hacia la celda de flujo.

Detector D

PC

Figura 3.11. Diagrama del sistema FB propuesto. A: agua, SR: sol  ucion reguladora, M:
muestra, Ae: accionador electronico, AM: agitador m agnético, BP: bomba peristéltica,
CM: camara de mezclado, D: desecho; FA: filtro de a Igodén, PC: computadora. Las
valvulas solenoides estan representadas por circulo s grises. Las flechas azules
indican la direccion de desplazamiento de los fluid os. Las flechas rojas representan la

interfase paralela de comunicacion a la computadora
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En la Figura 3.12 se muestra un esquema de la CM.

Para controlar la bomba peristaltica, las valvulas solenoides y el
espectrofotometro se utiliz6 una computadora con procesador Pentium (166 MHz).
La conexion se realizo a través de a una interfase paralela. La misma computadora
se utilizé para la recepcion y posterior tratamiento de los datos. El programa de
comando fue desarrollado en lenguaje grafico Labview®, versién 5.1. La Figura 3.13

muestra la ventana de dialogo disefiada para comandar el sistema FB propuesto.

10

55
40

. —Fmﬂi—— Entrada

%
il

Salida

40

Figura 3.12. Esquema de la cdmara de mezclado (CM) utilizada en el sistema FB

propuesto. Las dimensiones estan expresadas en mm.
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b— Software Sistema Flow-Batch.vi =

EE@ I‘I Bpt Application Font E

SISTEMA FLOW-BATCH PARA LA
DETERMINACION ENZIMATICA DE LVD Y CBD EN FARMACOS

Operacionales

| Agitacion (s) Delay para Deteccién (s) |
- T h 20}

Enzima

10. |Tiempo entre Espectros (s) |
Sc. reguladora ; a

evodopa

Iniciar Medici 6n

Iniciar Limpieza

Figura 3.13. Ventana de didlogo disefiada para comandar el sistem  a FB propuesto.

El incremento de la senal eléctrica proveniente de la PC necesario para accionar

las valvulas se consigui6 a través de un accionador electrénico (Ae).

3.6.3.4 Procedimiento Desarrollado
Un paso inherente a la implementacion de la metodologia FB es la obtencion de
factores de correccion debido a la diferencia de caudales en las distintas lineas.

Como puede verse en la Tabla 3.5, en nuestro sistema se encontraron diferencias
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por lo que fue necesaria una correccidon. La misma se realizd siguiendo el
procedimiento descrito por Almeida y col. [16].

En la Tabla 3.5 también se muestra el esquema operativo del sistema FB
propuesto. En el mismo se detallan los tiempos de accionamiento de las valvulas
solenoides utilizados para llevar a cabo los distintos pasos del procedimiento, los
gue se describen a continuacion:

Llenado de Canales. En primer lugar, se llenaron todos los canales con sus
respectivas soluciones. Las valvulas permanecieron desactivadas lo que permitio
que los fluidos retornen a sus respectivos sitios de partida. Luego, cada valvula
fue accionada durante un intervalo de 3 s. De esta forma, se consiguio llenar los
canales en los tramos que van desde las valvulas Vivp, Vcep, VM, Vsr Y VpPFo
hasta la CM (Figura 3.11). Finalmente, se acciond la valvula Vewa durante 5 s 'y
el exceso de soluciones dentro de la CM fue dirigido hacia el desecho. Esta
operacion demandd un tiempo total de 8 s y se realizdé siempre que se cambio
una solucion en un canal determinado.

Lavado de /la CM. El lavado de la CM se llevo a cabo con solucién reguladora.
Para ello, se accioné la valvula Vsr, durante el tiempo necesario para el llenado
de la CM. Posteriormente, se acciond la valvula Vcwa durante 50 s con el objeto
de evacuar el liquido de lavado. Se realizé el lavado de la CM entre medida y
medida.

Preparacion del Blanco. El blanco se obtuvo activando las valvulas Vsr Y Vprro

durante un tiempo apropiado (isr y tprro). De esta forma, solucidén reguladora y
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PFO fueron conducidas a la CM. Luego de permanecer 12 s en la misma, la
mezcla fue dirigida al detector donde se registro la senal.

Preparacion de /las Mezclas. Para la preparacion de las mezclas
correspondientes a los conjuntos de calibracion y validacién se accionaron
simultaneamente las valvulas Vivp, Vcep y Vsr durante un tiempo tLvp, tcep Y tsr,
respectivamente. Con esto, alicuotas de cada solucion se dirigieron hacia la CM.
Concluida esta operacion, se accioné inmediatamente la valvula Vero lo que dio
lugar al comienzo de la reaccion (tiempo O de reaccion). La mezcla se
homogeneizo6 por agitacion durante 12 s y luego se activé la valvula Vewa por 20
s para dirigir la mezcla a la celda de deteccion. En la misma, el flujo se detuvo
durante 129 s (desactivando Vcwa) y cumplido este tiempo se registrd el
espectro de la mezcla. Este procedimiento se repiti6 para cada punto
correspondiente al conjunto de calibracién y validacion variando solamente los
tiempos tLvp, tcep Y ts.

Preparacion de la Muestras. Para obtener el espectro de las muestras se
procedié de igual forma que en el punto anterior, pero en lugar de accionar las

valvulas Vivp ¥ Veep se acciond la valvula Vi durante un tiempo tw.

Es importante aclarar que el volumen total adicionado a la camara debe
permanecer constante para todos los puntos del disefio experimental y el analisis de
las muestras. Por eso, tm Y tpro permanecieron constantes y, en el caso de tivp y

tcep, cuando éstos se incrementaron se disminuy6 tsr y viceversa. El tiempo
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transcurrido hasta detener el flujo en la celda de deteccion fue de 52 s.

Tabla 3.5. Esquema operativo del sistema FB propuesto.

VALVULA SOLENOIDE

ETAPA OPERATIVA
ViLvD VcBD Vm Vsr VpPFo Vemia
Caudal (mL min ™) 2,20 2,09 2,25 2,18 2,30 2,30
Tiempo de accionamiento (s)
Llenado de canales 3 3 3 3 3 5
Lavado
Llenado de la CM 0 0 0 47 0 0
Vaciado de la CM 0 0 0 0 0 50
Blanco 0 0 0 27,5 19,5 20*
Calibracion 1,3-12,5 3,8-12,6 0 5,7-19,7 19,5 20*
Validacion 2,9-10,9 5,4-10,6 0 8,2-17,4 19,5 20*
Muestras 0 0 13,3 13,8 19,5 20*

* Tiempo necesario para que los productos de reaccién se dirijan desde la camara de mezclado

(CM) a la celda de deteccion.
Vvp: valvula LVD; Vcgp: Vélvula CBD; Vy: valvula muestra; Vsg: valvula solucion reguladora; Vpgo:
valvula PFO; Vgya: valvula CM/agua.
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‘ Optimizacién de Variables Quimicas y Parametros FB

La AE se optimiz6 en funcidén de los parametros estadisticos obtenidos cuando
se aplico PLS-1 y MLR-SPA a los datos espectrales correspondientes a los
conjuntos de calibracion y validacion. Se estudio el intervalo entre 1000 y 2000 UE,
siendo el valor 6ptimo 1200 UE. Como medio de reaccion y de disolucién de las
soluciones estandares y de la muestra se utilizO nuevamente una solucidon
reguladora de fosfato 0,1 mol L.

En cuanto a los parametros FB se estudiaron los volumenes de reactivos y de
muestra a introducir en la CM, el tiempo de mezclado y el tiempo transcurrido hasta
detener el flujo en la celda de deteccion. La optimizacion se realizé por el método
univariado y una vez mas el criterio seleccionado fue un compromiso entre
sensibilidad y reproducibilidad de la sefal analitica. Los resultados de este estudio
se muestran en la Tabla 3.6.

La CM resulté ser muy apropiada ya que permitié un eficiente contacto enzima-
sustrato y una adecuada mezcla de todos los componentes de la reaccidn. Por otro
lado, el sistema FB permitio la preparacion automatica de las mezclas de calibraciéon
y validacion lo que redujo el tiempo de analisis y el consumo de las soluciones de

LVD y CBD. La frecuencia de muestreo fue de 18 h-1.
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Tabla 3.6. Valores 6ptimos para los parametros FB.

PARAMETRO FB INTERVALO ESTUDIADO VALOR OPTIMO

Volumen (mL)

Muestra 0,25-0,75

Solucion Reguladora 0,25-0,75

PFO 0,25-0,75
Tiempo (s)

Mezclado 5-20

Tiempo Transcurrido hasta Detener el Flujo 40-60

% Tiempo transcurrido entre el ingreso de PFO a la CM (inicio de la reaccién) y la llegada de la
mezcla de reaccién a la celda de deteccion.

Seleccion de Regiones Espectrales

En la seccion 3.4.2 se discutio el comportamiento espectral de los productos de
la oxidacién de LVD y CBD. Como se menciond, existen diferencias espectrales que
pueden ser Utiles si se desean aplicar métodos de calibracién multivariada. En esta
parte del trabajo se aplicé Regresion Lineal Multiple, previa seleccién de variables
utilizando el Algoritmo de las Proyecciones Sucesivas (MLR-SPA). Para poder
comparar los resultados obtenidos por dicho método se aplicé PLS-1 y Regresion
Lineal Univariada (ULR).

En primer lugar, se realizd una inspeccion visual de los espectros
correspondientes a los conjuntos de calibracion y validacidn. A partir de este
analisis, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el trabajo previo (seccidn

3.4.2), se selecciond para la aplicacion de MLR-SPA y PLS-1 la region espectral
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comprendida entre 295 y 540 nm. Adicionalmente para PLS-1 fue seleccionada la
region de mayor intensidad de absorcion de cada analito: 450-540 nm para LVD y
340-390 nm para CBD. En todos los casos se obtuvieron medidas cada 1 nm. Por
ultimo, para ULR se utilizaron los valores seleccionados por Fatibello y col. 1281, es

decir, 500 nm para LVD y 360 nm para CBD.

Optimizacion del Tiempo de Reaccién

La optimizacion del tiempo que se detiene el flujo implica el tiempo en que se
permite desarrollar la reaccidn de oxidacion de LVD y CBD, en presencia de PFO.
Para optimizar dicho tiempo se hicieron reaccionar 1200 unidades de PFO, en
medio de solucion reguladora de pH 7,0, con las diferentes mezclas
correspondientes a los conjuntos de calibracion y validacion. Cada vez que la
mezcla lleg6 a la celda de deteccidn se detuvo el flujo durante distintos tiempos,
dentro de un intervalo de 60 hasta 600 s, y se registraron los espectros
correspondientes.

La absorcion de los productos de reaccion se incremento significativamente en
funcién del tiempo. El criterio elegido para establecer el tiempo 6ptimo de reaccion
se baso6 en el menor error relativo de prediccion (RMSE) obtenido para el conjunto
de validacién cuando se aplic6 MLR-SPA y PLS-1 a los datos espectrales
correspondientes a cada tiempo estudiado. En base a esto, el tiempo optimo del
flujo detenido en la celda fue de 129 sy, por lo tanto, el tiempo éptimo de reaccion

181 s.
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Parametros Analiticos

Regresidon Lineal Univariada (ULR)
En la Tabla 3.7 pueden observarse los resultados luego de aplicar este método.
Los parametros estadisticos calculados no fueron satisfactorios para ninguno de los

analitos estudiados.

PLS-1y MLR-SPA
Previo a la aplicacion de PLS-1 y MLR-SPA los espectros fueron suavizados.
Para ello se utilizo el algoritmo de la media mévil, con un tamafo de ventana de 3
puntos. Los espectros suavizados y las concentraciones fueron centrados en la

media.

PLS-1

La calibracidon se llevé a cabo aplicando la técnica de validacion cruzada. El
numero optimo de factores para cada analito se determiné utilizando el criterio de
Haaland y Thomas [64. Una vez establecidos los mismos, se analizaron los datos
espectrales correspondientes al conjunto de validacion. En la Tabla 3.7 se detallan
los parametros estadisticos correspondientes a las distintas regiones espectrales
analizadas. Para ambos analitos, los valores de RMSE en la calibracién cruzada y
en la validacién resultaron éptimos en la region 295-540 nm. En el caso de CBD, los

valores obtenidos cuando se analizé la regién 340-390 nm fueron comparables con
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aquellos obtenidos cuando se utilizé la regién 295-540 nm. Sin embargo, para LVD
los valores de los parametros calculados al analizar la regiéon 450-540 nm fueron
poco satisfactorios. La Tabla 3.7 también informa los valores de sensibilidad (SEN) y
limites de deteccién (LOD). Los mismos fueron calculados como se explica en la
seccion 2.3.3.5.1. En el caso de LVD, la SEN y el LOD fueron comparables y
satisfactorios en ambas regiones. Sin embargo, para CBD estas figuras de mérito

dieron mejores resultados en la regién 295-540 nm.

MLR-SPA

En la Tabla 3.7 se presentan los parametros estadisticos y las figuras de mérito
correspondientes a los modelos obtenidos con MLR-SPA. En la Figura 3.14 se
muestran las variables seleccionadas por SPA. Un analisis detallado de esta figura
permite verificar que las variables seleccionadas por este algoritmo corresponden a
las regiones de mayor absorbancia de cada analito. Por eso, la predicciéon para LVD
resulté optima cuando se incluyeron los valores de absorbancia a 295, 527, 530,
533 nm y, en el caso de CBD, cuando se incluyeron las absorbancias a 364, 391 y
400 nm. Como puede verse, SPA selecciond algunas variables de importancia que
estan fuera de las regiones de mayor absorbancia. Por ejemplo, los valores de
absorbancia a 295 nm fueron seleccionados también para el modelo de CBD. Este
hecho puede estar relacionado con el mecanismo que utiliza SPA para resolver los
problemas de superposicion espectral. En el modelo correspondiente a CBD, el

coeficiente de regresion a 295 nm fue negativo lo que corrobora esta suposicion.
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Tabla 3.7. Pardmetros estadisticos obtenidos al aplicar ULR, P LS-1 y MLR-SPA.

ANALITO PARAN,'ETRO MOPELO
ESTADISTICO ULR PLS-1 MLR-SPA
Variables (nm) 500 295-540 450-540 295, 441, 527, 530, 533
Calibracién
Factores -- 3 1 -
IC (mg mL ™Y 0,057-0,553
RMSE “*(mgmL™) 00565 0,0047  0,0657 0,0252
R® 0,9594  0,9995  0,9077 0,9876
Validacion
LVD IC (mg mL ™) 0,129-0,481
RMSE (mgmL™) 01073 00272  0,0959 0,0095
R® 0,6957 0,9939  0,6779 0,9981
Prediccién
RMSE” (mgmL™) 00662 00074  0,0681 0,0100
Figuras de Mérito
SEN (mL mg ™) 0,106 1,370 1,327 0,406
LOD (mg mL ™) 0,218 0,017 0,017 0,131
Variables (nm) 360  295-540 340-390 295, 364, 391, 400, 493, 518
Calibracién
Factores -- 2 2 --
IC (mgmL™) 0,021-0,070
RMSE *(mgmL™) 0,0039 0,0033  0,0041 0,0035
R? 0,9801 09774  0,9645 0,9779
Validacion
CBD IC (mgmL™) 0,030-0,059
RMSE (mgmL™)  0,0046 0,0030  0,0036 0,0020
R? 0,9734 0,9932  0,9935 0,9916
Prediccién
RMSE” (mgmL?) 00082 00034 00074 0,0038
Figuras de Mérito
SEN (mL mg ™) 1,87 15,60 3,57 1,57
LOD (mg mL ™) 0,015 0,001 0,002 0,040

IC: intervalo de concentracion.
®RMSE-CV para PLS-1 y RMSE-C para MLR-SPA.
P RMSE calculado con las muestras reales.
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En cuanto a las figuras de mérito (Tabla 3.7) los modelos proporcionaron una

SEN mas baja y un LOD mas alto respecto de PLS-1.
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0,400 |

Absorbancia

0,300 |

0,200 |
CBD

0,100 |

a)

LVvD

0,400 |

0,300 |

0,200 |

0,100 |

b)

LVD + CBD

Figura 3.14. a) Espectros de los analitos puros luego de su reaccio
PFO. b) Espectro de una mezcla de LVD y CBD (0,305 y 0,045

respectivamente). Los puntos son las variables sele

naranja LVD y en gris CBD.

Longitud de onda (nm)

n en presencia de
mg mL*,

ccionadas por MLR-SPA: en

3.7.4.3 Estudio Comparativo de los Modelos Quimiométricos

Para evaluar si existen diferencias estadisticamente significativas entre los
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valores nominales y predichos por los modelos quimiométricos obtenidos se llevo a
cabo el test de la Region Eliptica de Confianza Conjunta (EJCR)83]. Se realizé para
cada analito un ajuste por minimos cuadrados ordinarios (OLS) de 12 valores
nominales versus los correspondientes valores predichos por cada método (8 del
conjunto de validacion mas 4 muestras reales). Las elipses que contienen el punto
tedrico (a = 0, b = 1), donde a representa la ordenada al origen y b la pendiente,
indican la ausencia de errores proporcionales y sistematicos. Por otro lado, el
tamano de la regidn de confianza conjunta, para un determinado nivel de confianza
a, depende directamente del error experimental $ 2. Es por ello, que si se disponen
de pocos datos experimentales o existe falta de ajuste en los mismos, se
sobreestima el valor de $2 y por ende la regidon de confianza conjunta 84. La Figura
3.15 muestra los graficos de EJCR para los cuatro modelos obtenidos. Como puede
observarse, PLS en la region 295-540 nm y MLR-SPA presentan una excelente

capacidad predictiva para ambos analitos.

Aplicacion a Muestras Reales
El método FB propuesto se aplico a preparaciones farmacéuticas comerciales.
La Tabla 3.8 muestra los resultados obtenidos al aplicar los siguientes métodos:
FB: aplicando PLS-1 en la region 295-540 nm y MLR-SPA.

Farmacopea: espectrofotométrico a 280 nm y HPLC [71.

83 A.G. Gonzalez, M.A. Herrador, A.G. Asuero, Talanta 48 (1999) 729.
B4 A. Martinez, J. Riu, O. Busto, J. Guasch, F.X. Riu s, Anal. Chim. Acta 406 (2000) 257.
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Figura 3.15. Regiones Elipticas de Confianza Conjunta (EJCR) pa ra la pendiente ay la
ordenada al origen b, correspondientes a las regresiones de concentraci 6n nominal
vs. predichas para cada modelo: ULR, PLS-1y MLR-SP  A. a) LVD y b) CBD. Las cruces
representan el punto teérico( a=0,b =1).

Como puede observarse, no se registraron diferencias significativas entre las
concentraciones de LVD y CBD obtenidas por las dos variantes del método FB y las

obtenidas por HPLC para todas las muestras analizadas. Tampoco se registraron
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diferencias significativas entre la suma de las concentraciones de cada analito (LVD
+ CBD) y el método espectrofotométrico. Adicionalmente, en la Tabla 3.8 se
muestran los valores de RMSE cuando fueron aplicados PLS-1 y MLR-SPA. La
repetibilidad expresada como la desviacion estandar relativa (RSD %) fue 1,3 %
para LVD y 2,1 % para CBD en el caso de PLS, y de 3,6 % para LVD y 3,7 % para

CBD en el caso de MLR-SPA (en todos los casos 7= 4).
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Tabla 3.8. Resultados del anélisis de muestras reales y test“  t” de significancia.

FARMACOPEA METODO PROPUESTO
NOMINAL

MUESTRA HPLC A =280 nm PLS-1 (295-540 nm) MLR-SPA

LVD CBD LVD CBD LVD+CBD LVD CBD LVD+CBD LVD CBD LVD+CBD

Lebocar © A 250 25  235(2) 24(1) 276 (2)  238(1) 24(1)  262(1)  237(1) 23(1) 260 (1)
Lebocar ® B 100 25  104(1) 25(1) 123(1)  100(2) 23(1)  123(2)  100(1) 23 (1) 123 (1)
Parkinel © A 250 25 243(1) 23(1) 272(2)  242(1) 25(1)  267(1)  249(2) 24(1)  273(2)
Parkinel © B 100 25  87(1) 21(1) 122 (1) 92(2) 21(1) 113(2) 9% (1) 22(1) 116 (1)
t calculado * 0,3 0,3 2,4 1,2 0,9 1,35
t critico ” 3,18

n 4

Las muestras fueron analizadas por triplicado. Entre paréntesis se expresa la desviacién estandar. Los valores estan expresados en mg por
comprimido.

dPara LVD y CBD: HPLC vs. método propuesto y para LVD+CBD: método espectrofotométrico vs. método propuesto.

®Valor de “t’ tabulado para un limite de confianza del 95 %.
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En base a los resultados obtenidos podemos decir que es posible la
determinacién enzimatica simultdnea de LVD y CBD en preparaciones
farmaceéuticas utilizando datos espectrales de absorcidon molecular y aplicando sobre
los mismos PLS, en la region 295-540 nm y MLR-SPA. Los modelos de calibracion
obtenidos pudieron resolver exitosamente el solapamiento espectral en mezclas de
LVD y CBD con alta relacion de concentracion (4/1; 10/1). El disefio experimental
central compuesto permitié obtener modelos de calibracion con un pequefio numero
de mezclas. Por otro lado, los modelos MLR se construyeron utilizando cinco
variables espectrales para LVD y seis para CBD. Los resultados obtenidos con
estos modelos fueron comparables a los obtenidos por PLS-1, el cual utilizé 246
variables.

El sistema FB permiti6 la preparacion automatica de las mezclas
correspondientes a los conjuntos de calibracion y validacion, lo que implica una
importante reduccién en el tiempo total de analisis. Por otro lado, los excipientes
fueron retenidos exitosamente en el filtro de algodon vy, por lo tanto, no interfirieron
en la determinacion.

La estimacion de distintos parametros estadisticos permitié evaluar la precision y

la exactitud del método propuesto. El mismo se validé en contraste con un método
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oficial.

El método FB propuesto es rapido y de bajo costo pudiendo ser una alternativa
interesante para efectuar analisis de rutina que contribuyan al control de calidad en

este tipo de preparaciones farmacéuticas.

CAPITULO 3 | 124



CONCLUSIONES DEL CAPITULO

Las metodologias FIA y FB permitieron implementar los correspondientes

meétodos analiticos para la determinacion simultanea de LVD y CBD.

Los métodos desarrollados estan basados en el uso de una enzima que cataliza

la reaccidn quimica de oxidacion. Los productos de dicha reaccion presentaron un

fuerte solapamiento, que fue exitosamente resuelto aplicando técnicas de

calibracién multivariada.

En la Tabla 3.9 se comparan ambas metodologias cuando se aplicé PLS-1.

Tabla 3.9. Comparaciéon de los métodos FIA y FB propuestos.

METODO FIA METODO FB

PFO (UE) 230 1200
Frecuencia de Muestreo (h ™) 22 18
LOD (mg mL '1)

CBD 0,003 0,001
SEN (mL mg ™)

CBD 2,82 15,60
Precision (RSD %)

CBD 0,8 2,1

Ambos métodos proporcionaron LOD's comparables y satisfactorios. El método
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FB resulté mas sensible y esto probablemente esté relacionado con la cantidad de
PFO que cataliza la reaccion. La precision fue comparable para LVD y mejor para
CBD cuando se utilizé FIA. En cuanto a la frecuencia de muestreo, si bien fue
ligeramente mayor para el método FIA debe considerarse que el sistema FB ofrece
la posibilidad de realizar la calibracion y validacion de forma completamente
automatica, lo que reduce el tiempo total de analisis.

Los dos métodos presentaron parametros estadisticos satisfactorios. Se
analizaron muestras reales y la validacion se realizd0 mediante estudios de
recuperacion y contraste con métodos de referencia disponibles en Farmacopea.

Ambas opciones representan una alternativa por demas interesante para su
implementacion en el analisis de rutina en Laboratorios de Control de Calidad de

Medicamentos.
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J\ OBJETIVO

En esta ultima parte de la tesis, el proposito es disefiar y optimizar un sistema
automatico FB con deteccidon quimioluminiscente para la determinacion de
dopamina (DOP) norepinefrina (NOR) y epinefrina (EPI) en preparaciones
farmacéuticas. El método esta basado en la inhibicion que producen estos
compuestos en la sefal generada por un sistema de luminol-hexacianoferrato de

potasio (Ill) en medio alcalino.
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El sistema nervioso simpatico (SNS) tiene una intervencion vital en la regulacion
homeostatica de una amplia variedad de funciones entre las cuales se encuentra la
frecuencia cardiaca, la tension arterial, el tono de la via aérea bronquial y el
metabolismo de los hidratos de carbono y los acidos grasos. Normalmente ocurre
una estimulacién del SNS en respuesta a la actividad fisica, la tension sicoldgica, las
reacciones alérgicas generalizadas, entre otras. Dado que las funciones mediadas o
modificadas por el SNS son diversas, los agentes que imitan o alteran su actividad
son utiles en el tratamiento de varios trastornos clinicos tales como hipertension,
shock, insuficiencia cardiaca y arritmias, asma, alergia y anafilaxia.

El conjunto de respuestas fisioldgicas y metabdlicas que sigue a la estimulacion
de los nervios simpaticos en los mamiferos, estda mediado habitualmente por el
neurotransmisor norepinefrina. Como parte de la respuesta al estrés también se
estimula la médula suprarrenal lo que provoca la elevacion de las concentraciones
de norepinefrina y epinefrina en la circulacion. Las acciones de estas dos
catecolaminas son muy similares en algunos sitios del organismo pero difieren
significativamente en otros. La dopamina es una tercera catecolamina natural.
Aunque se halla predominantemente en los ganglios basales del sistema nervioso

central (SNC), se han identificado terminales nerviosas dopaminérgicas y receptores

CAPITULO 4 | 129



L Introduccién

especificos para esta catecolamina en otros sitios del SNC y en la periferia. Debido
a su funcion, tanto las catecolaminas naturales como las drogas que imitan sus
acciones, comprenden uno de los grupos mas estudiados de agentes
farmacolégicos. En la Figura 4.1 puede observarse la estructura quimica de

dopamina (DOP), norepinefrina (NOR) y epinefrina (EPI).

HO
HO CH, —CH, —NH,
DOP HO
H
HO C =—CH,=—NH,
OH
HO NOR
H
HO C = CHy=—— NH —CH,
OH
EPI

Figura 4.1. Estructura quimica y masa relativa (  M,) de dopamina (DOP), norepinefrina
(NOR) y epinefrina (EPI).

La DOP (3,4-dihidroxifeniletilamina) es util en el tratamiento de algunos tipos de

shock como el cardiogénico o el séptico. Es particularmente beneficiosa para los
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pacientes con oliguria y con resistencia vascular periférica baja o normal. La NOR
((R)-2-amino-1-(3,4-dihidroxifenil) etanol) tiene un uso terapéutico limitado a
pacientes en shock, en los cuales la hipotensidn es tan grave que se necesitan
drogas vasoconstrictoras para mantener una tension arterial adecuada para la
perfusion del SNC. Los usos clinicos mas comunes de la EPI ((R)-1-(3,4-
dihidroxifenil)-2-metilaminoetanol) son para aliviar la dificultad respiratoria debido a
broncoespasmo, brindar un rapido alivio de las reacciones hipertensivas a las
drogas y otros alergenos y prolongar la accion de los anestésicos locales. A su vez
puede ser util para restablecer el ritmo cardiaco en pacientes con paro cardiaco.
También se utiliza como hemostatico topico en superficies sangrantes.

Debido a que estos farmacos no son efectivos cuando se administran por via
oral, la administracién es por inyeccion (subcutanea o intravenosa). En el caso de
epinefrina también puede inhalarse como aerosol o aplicarse en forma local en las
mucosas o las superficies danadas como soluciéon acuosa [501,

La determinacion cuantitativa de estos principios activos en preparados
farmacéuticos es una importante contribucién al control de calidad de los mismos.
Los métodos oficiales, descriptos en distintas farmacopeas internacionales, utilizan
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) [71[8l. Sin embargo, se han propuesto
numerosos métodos alternativos para la determinacion de DOP, NOR y EPI en
muestras biologicas y preparaciones farmacéuticas, mediante técnicas como:

espectrofotometria UV-visible [441185] [86] [87] [88] fluorescencia (89, amperometria [46] [90],

5 W.I. Mohamed, F.B. Salem, Anal. Lett. 17 (1984) 19 1.
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voltimetria [, quimioluminiscencia [43] [45] [92] [93] [34] [95] [96] En la bibliografia
consultada se observa una tendencia en la determinacion a nivel traza de estos
compuestos. Una de las estrategias por demas interesante para lograr este objetivo
es la automatizacién en conjunto con la quimioluminiscencia. Se han propuesto
sistemas que reunen estas caracteristicas [43] [45] [88] [89] [90] sin embargo, no se
encuentran trabajos que propongan un método automatico para el analisis de los
tres principios activos con minimos cambios en la configuracién del sistema.

En esta ultima etapa de la tesis, se propone un sistema automatico FB con
deteccidon quimioluminicente para la determinacion DOP, NOR y EPI en preparados
farmacéuticos. Se analizaron ampollas de dopamina de 100 y 200 mg/ampolla,
norepinefrina de 4 mg/ampolla y epinefrina de 1 mg/ampolla. En todos los casos se

analizaron dos marcas comerciales de cada analito.

Quimioluminiscencia (CL)

El uso analitico de la CL esta experimentando un creciente interés ya que

51 1. A. Biryuk, V.V. Petrenko, B.P. Zorya, Farm. Zh.  (Kiw) 2 (1992) 57.

B p, Nagaraja, R.A. Vasantha, K.R. Sunitha, J. Pharm. Bio. Anal. 25 (2001) 417.

(38 | K. Abdulrahman, A.M. Al-Abachi, M.H. Al-Qaissy,  Anal. Chim. Acta 538 (2005) 331.
59 A, Kojlo, J.M. Calatayud, Anal. Chim. Acta 308 (19 95) 334.

%91 E.M. Garrido, J.L.F.C. Lima, C. Delerue-Matos, J. Pharm. Bio. Anal. 15 (1997) 845.

1 K.D. Kozminski, D.A. Gutman, V. Davilla, D. Sulzer , A.G. Ewing, Anal. Chem. 70 (1998) 3123.
2 0. Nozaki, T. Iwaeda, Y. Kato, J. Biolumin. Chemil umin. 11 (1996) 309.

31 3. Li, J. Lue, Chinese J. Anal. Chem. 25 (1997) 31 4.

4|, Zhang, N. Teshima, T. Hasebe, M. Kurihara, T. K awashima, Talanta 50 (1999) 677.
Bl g, Nalewajko, R.B. Ramirez, A. Kojlo, J. Pharm. Bi 0. Anal. 36 (2004) 219.

S Wang, L. Du, L. Wang, H. Zhuang, Anal. Sci. 20 (2004) 315.
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representa una alternativa simple, econémica y sensible para cuantificar una gran
variedad de compuestos [¥71. Las aplicaciones analiticas de la CL en el analisis por
inyeccion en flujo (FIA), cromatografia liquida e inmunoensayo hacen de esta
técnica un campo de investigacion muy interesante dentro del analisis quimico,
biolégico, farmacéutico, biomédico, alimentario, control de calidad, entre otros [98l.
Las tendencias mas actuales en Quimica Analitica implican la aplicacion de la CL
como sistema de deteccion combinada con técnicas de analisis por inyeccion en
flujo y técnicas separativas. De esta manera, se logra tener una selectividad y
sensibilidad analiticas excelentes que permiten la resolucion y cuantificacion de

varios analitos en mezclas relativamente complejas.

Fundamento y Mecanismos de la CL
La CL se define como la emision de radiacion electromagnética (normalmente en
la region del visible o del infrarrojo cercano) generada durante el transcurso de una
reaccion quimica. En una reaccion CL se genera un producto en un estado
electronico excitado que produce luz al volver al estado fundamental. Es por ello que
para que se genere CL es necesario que la reacciéon produzca un exceso de
energia, lo que es bastante frecuente, por ejemplo, en reacciones tipo rédox. Sin

embargo, el hecho de que este exceso de energia se disipe con emision

7 AM. Garcia-Campafia, W.R.G. Baeyens, Chemiluminesce nce in Analytical Chemistry,
Marcel Dekker, New York, 2001.

581 AM. Garcia-Campafia, W.R.G Baeyens, L. Cuadros-Rod riguez, F. Alés Barrero, J.M.
Bosque-Sendra, L. Gamiz Gracia, Current Organic Che mistry 6 (2002) 2001.
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quimioluminiscente depende en gran medida de la estructura molecular de los
intermediarios o productos de reaccion.

Como la intensidad de emision es funcidn de la concentracion de las especies
quimicas implicadas en la reaccion quimioluminiscente, las medidas de la intensidad
de emision pueden emplearse con fines analiticos. Dependiendo de la naturaleza
del analito y de la reaccion quimioluminiscente, el incremento o disminucion de la
intensidad de CL estara directamente relacionada con la concentracion de analito.

En general, una reaccion quimioluminiscente puede generarse mediante dos
mecanismos basicos (Figura 4.2):

CL Directa. En este caso dos reactivos, normalmente un sustrato y un
oxidante, reaccionan para formar un producto o intermediario de la reaccion
electronicamente excitado que a continuacidn se relaja hasta el estado
fundamental con emision de wun fotén. ElI sustrato es el precursor
quimioluminiscente que se convierte en la molécula excitada electrénicamente,
responsable de la emision de luz, o bien actua para transferir la energia en la CL
indirecta. A veces, en estas reacciones se requiere un catalizador (enzima o i6n
metalico) que disminuya la energia de activacion para aumentar el rendimiento
cuantico de la reaccion 9. Por otro lado, en ocasiones pueden ser necesarios
determinados cofactores para convertir uno o0 mas de los sustratos en una forma

capaz de reaccionar e interaccionar con el catalizador, o bien para proporcionar

B9y Fuster Mestre, B.S. Fernandez Band, L. Lahuerta  Zamora, J. Martinez Calatayud, Analyst
124 (1999) 413.
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un grupo saliente eficaz cuando se requiere un marcador para producir el emisor
excitado.

CL Indirecta. La CL indirecta o sensibilizada se basa en un proceso de
transferencia de energia de la especie excitada a un fluoréforo. Los fluoréforos
son especies quimicas que absorben la energia transferida excitandose. Luego

éstas se relajan liberando el exceso de energia en forma de radiacion.

+ O + (Cofactor)

Catalizador
P*
F
P + F*
P + F +
CL Directa CL Indirecta

Figura 4.2. Mecanismos de la CL directa e indirecta. S: sustrat o; O: oxidante; P*:

producto o intermediario electrénicamente excitado; P: producto; F: fluoréforo.

El ejemplo mas conocido en CL directa es la oxidacion del luminol (5-amino-2,3-
dihidro-1,4-ftalazinediona) en medio alcalino, para producir el i6n 3-aminoftalato

excitado (Figura 4.3). Pueden utilizarse varios oxidantes, tales como permanganato,
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hipoclorito, yodo, peréxido de hidrégeno, etc. La reaccién es catalizada por iones
metalicos (Fe(ll), Cu(ll), Co(ll), entre otros), ferricianuro o algunos metalocomplejos

(hemina, hemoglobina y peroxidasas).

0

L‘NH 0,/ OH I\N
—_—

o [

NH, O NH, O

O + N, + hv

[ (A = 425 nm)

Figura 4.3. Mecanismo propuesto para la oxidacion del luminol e n medio alcalino.

Esta reaccion ha sido aplicada en la determinacion de iones metalicos (que

actuan como catalizador), enzimas (peroxidasas, compuestos hematicos, etc),
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ciertos oxidantes e inhibidores o sustancias que son facilmente oxidables y que son
determinadas indirectamente por la disminucién de emisién quimioluminiscente.
También ciertos farmacos cuya presencia inhibe o exalta la emision del luminol
han sido cuantificados mediante esta metodologia. En el primer caso se destaca la
determinacién de paracetamol [1001 y oximetazolina 101, y en el segundo caso la

determinacién de acido clavulanico y sulbactam [102] y de tiopronina [103],

Instrumentacioén

Una ventaja de la CL es que permite emplear una instrumentacion bastante
sencilla ya que el sistema optico no requiere fuente externa de excitacion. Ademas,
la ausencia de altos niveles de luz de fondo (presentes en espectrofotometria y
fluorimetria) reduce el ruido y permite mejorar los limites de deteccidon. La
instrumentacion para medidas de CL varia desde sistemas muy simples, como un
fluorimetro (con la fuente de excitacibn apagada) hasta instrumentacién mas
compleja. En todos los casos se requiere una celda de reaccidén, un compartimento
cerrado a la luz, un dispositivo de inyeccion y mezcla de reactivos y/o de muestra,
un detector de fotones y un sistema de adquisicion de la senal analitica. En el
compartimento cerrado se coloca la celda de reaccidén (un tubo de ensayo, un

microplato, una celda de flujo, una camara de mezclado, etc.) con el objeto que toda

1o p, Easwaramoorthy, Y. Yueh-Chuan, H. Hsuan-Jung, A nal. Chim. Acta 439 (2001) 95.

19U M.P. Bueno Vargas, A.M. Garcia-Campaiia, J.M. Bosqu e Sendra, X. Zhang, Luminescence
17 (2002) 204.

%21 £ A. Aly, A.A. Nawal, A.A. Abdulrahman, Anal. Chim . Acta 414 (2000) 15.

931 3. Lu, L. Choiwan, S. Yagisawa, K. Ohta, M. Kai, J . Pharm. Biomed. Anal. 33 (2003) 1033.
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la radiacion emitida en la reaccidén sea captada por el detector. Este compartimento
debe estar sellado a la luz ambiental, para evitar posibles interferencias, y se debe
colocar tan cerca como sea posible del detector para conseguir una maxima
eficiencia. La funcion del compartimento es mantener la mezcla de reactivo y
muestra a una temperatura adecuada y en completa oscuridad a fin de aislar el
detector de la luz externa.

Una vez mezclados los reactivos y la muestra comienza la reaccidon
quimioluminiscente y la intensidad de la emision que se esta produciendo disminuye
a la vez que los reactantes se van consumiendo. Esto supone que el caracter de la
emisidn quimioluminiscente es transitorio y que la escala de tiempo depende de la
reaccion en cuestion, que va de un corto flash a una emision algo mas prolongada.
Este hecho debe tenerse en cuenta para la seleccién del sistema mas conveniente
para la incorporacién de los reactivos.

La metodologia FB podria ser una excelente alternativa para la automatizacion
de reacciones quimioluminiscentes. En un sistema FB el ingreso de reactivos y/o de
muestra a la camara de mezclado (CM) es perfectamente controlado y puede
realizarse de forma secuencial o simultanea. A su vez, la CM, provista de una
ventana de cuarzo, puede colocarse en el compartimiento cerrado a la luz y muy
cerca del detector. La sefal puede registrarse a un tiempo perfectamente definido lo
que mejora su reproducibilidad. La mezcla de los reactivos puede llevarse a cabo
mediante un sistema de agitacion en la CM y todas las operaciones del sistema

pueden realizarse de manera completamente automatica.
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Independientemente del sistema seleccionado, debe tenerse en cuenta que el
analisis por CL es dependiente de una serie de factores ambientales que deben ser
controlados. También debe evaluarse la selectividad, ya que un reactivo

quimioluminiscente puede reaccionar con mas de un analito.

Factores que Influyen en la Emisiéon en CL
Las medidas de CL estan fuertemente influenciadas por aquellos factores
experimentales que afectan al rendimiento cuantico y a la velocidad de reaccion.
Entre ellos tenemos:
La estructura quimica del precursor quimioluminiscente.
La naturaleza y concentracion de otras sustancias que afectan el proceso de
CL y que favorecen otros procesos competitivos no radiantes.
El catalizador seleccionado.
La presencia de iones metdlicos, especialmente metales de transicidon
implicados en el proceso de oxidacion.
La temperatura.
pH y fuerza i6nica.
La polaridad del disolvente y la composicion de la disolucion.

La presencia de aceptores de la energia transferida.

Como se comento en la seccidén 3.2.2 las variables involucradas en un proceso

analitico deben ser ajustadas para obtener una respuesta 6ptima. Es por ello que en
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esta parte del trabajo de tesis se emplearon nuevamente las bases del diseno
experimental, en particular la metodologia propuesta por Box-Behnken [194], con el
objeto de:
Estimar los efectos que producen los cambios de las variables quimicas y sus
posibles interacciones.
Describir una superficie de respuesta en la region experimental estudiada.
Obtener las concentraciones 6ptimas de las variables quimicas involucradas

en la reaccion quimioluminiscente.

Diseiio Experimental Box- Behnken

El disefio Box-Behnken (DBB) es una clase de disefio experimental de segundo
orden, basado en un diseno factorial incompleto de tres niveles. La Figura 4.4
muestra un DBB para tres factores. EI mismo puede interpretarse como tres planos,
cada uno de los cuales consta de cuatro experimentos. En cada plano, dos variables
conforman un disefno factorial completo de dos niveles mientras la variable restante
esta nivelada a cero. Visto de otra forma, los puntos se localizan en la superficie de
una esfera centrada en el origen de un sistema de coordenadas y tangencial al
punto central de cada cara del cubo.

Comparado con otras clases de disefio experimental, el DBB presenta algunas
ventajas:

El estudio de tres variables requiere solamente de 13 experimentos

(104 G.E.P. Box, D.W. Behnken, Technometrics 2 (1960) 4 55.
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(incluyendo el punto central).
Cada variable es estudiada en tres niveles, lo que puede resultar importante

en determinadas situaciones experimentales.

1 Fmm-mmmd Q----- (
1 I 1 1
1 1 1 1
1 I 1 1
1 I 1 I
1 1 1 1
1 I 1 1
1 I 1 I
0 Pl -—=----z 1
1 o7 1 o7
1 7z 1 7z
1 // I //
[ f [ f 0
1 // 1 //
1 4 1 s
1.7 1.7
e A
-1 0 1
Figura 4.4. Disefio experimental Box-Behnken para tres variables . Cada variable puede

ser estudiada en tres niveles (1, 0, -1).

En general, estas diferencias no son decisivas al momento de elegir un disefo
experimental, por lo menos para este numero de variables. Sin embargo, teniendo
en cuenta que un DBB no incluye experimentos en los cuales todas las variables
estan al menor y/o al mayor nivel, lo hace util si se quiere evitar realizar
experimentos en condiciones extremas (vértices del cubo) los cuales pueden
generar resultados no deseados o poco satisfactorios. Por lo contrario, este disefio
no esta indicado para situaciones en las cuales se precisa conocer las respuestas

en los niveles extremos.
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‘ Equipamiento y Programas Quimiométricos

Espectrofluorimetro Aminco Bowman® Series 2.

Bomba peristaltica Gilson modelo Minipuls 3.

pHmetro Orion® modelo 710 A.

Valvulas solenoides de tres vias NResearch.

Accionador electronico de valvulas (construido en el laboratorio).

Céamara de mezclado/deteccion de Teflon® de 4 mL, con ventana de cuarzo
(construida en el laboratorio).

Tubos de linea de Teflon® de 0,8 mm de diametro interno y tubos de bomba
de Tygon® de 1,29 mmy 2,06 mm de diametro interno.

Programas quimiométricos Matlab® version 6.0 y Statistica® version 6.0.

Reactivos y Soluciones

Todas las soluciones se prepararon con agua ultra pura (18 mQ) y todos los
reactivos quimicos que se utilizaron fueron de grado analitico.

Solucién patron de luminol 0,04 mol L1, se prepar6 disolviendo 0,709 g de

luminol (Fluka) en 100 mL de una solucion de hidréxido de potasio 0,1 mol L-1.

Las soluciones de trabajo fueron preparadas diariamente por dilucion apropiada
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de la solucién patrén con solucién de hidroxido de potasio 1,0 mol L-1.

Solucién patron de hexacianoferrato de potasio (Ill) 2,0 x 104 mol L, se
prepard disolviendo 33 mg de hexacianoferrato de potasio (lll) (Merck) en 500
mL de agua. Las soluciones de trabajo fueron preparadas diariamente, por
dilucion apropiada de la solucion patron con agua.

Solucién de hidréxido de potasio 1,0 mol L1, se preparé disolviendo 56,11 g
de hidréxido de potasio (Merck) en 1000 mL de agua.

Soluciones patron de clorhidrato de dopamina (Sigma), bitartrato de
norepinefrina monohidratada (Sigma) y bitartrato de epinefrina (Sigma) de 2,90,
1,28 y 0,95 mg mL-! respectivamente, se prepararon en agua. Estas soluciones
se protegieron de la luz y se conservaron a 4 °C. Las soluciones de trabajo
fueron preparadas por dilucion apropiada de la solucion patrén con agua.

Muestras de preparaciones farmacéuticas de dopamina (Northia® y Fabra®),
de norepinefrina (Biol® y Fioritina®) y de epinefrina (Lavimar® y Larjan®) fueron

obtenidas en una farmacia local.

Metodologia Analitica

Sistema FB

En la Figura 4.5 se muestra un diagrama del sistema FB propuesto. Para este
sistema se utilizaron cinco valvulas solenoides de tres vias: cuatro de las mismas,
Va, Vm, Viu vy Ve, para dirigir agua, las soluciones de trabajo o muestra, luminol y

hexacianoferrato de potasio (lll) hacia la camara de mezclado (CM),
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respectivamente. La sexta valvula, Vcwa, se utilizé para dirigir la mezcla proveniente

de la CM o agua hacia el desecho.

r—m r==
41Ae 14— PC —siAe
[T haal

Figura 4.5. Diagrama del sistema FB propuesto. A: agua; HE: hex acianoferrato de
potasio (Ill); LU: luminol; M: muestra; Ae: acciona  dor electronico; AM: agitador
magnético; BP: bomba peristaltica; CM: cdmara de me  zclado; D: desecho; PC:
computadora. Las valvulas solenoides estan represen tadas por circulos grises. Las
flechas azules indican la direccion de desplazamien  to de los fluidos. Las flechas rojas

representan la interfase paralela de comunicacién a la computadora.

En la Figura 4.6 se muestra un esquema de la CM con su correspondiente
ventana de cuarzo colocada frente al detector.
Para controlar la bomba peristaltica y las valvulas solenoides se utilizd una

computadora con procesador Pentium (166 MHz). La conexién se realizd a través
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de a una interfase paralela. La misma computadora se utilizdé para la recepcion y

posterior tratamiento de los datos.

10
Ventana de Cuarzo ———»
N~
L0 o
Lo <
< m1— —mef— Entrada
'nmﬂ_ _IJIIII:IID'."
Lme— Salida
40

Figura 4.6. Esquema de la camara de mezclado (CM) utilizada en el sistema FB

propuesto. Las dimensiones estan expresadas en mm.

El programa de comando fue desarrollado en lenguaje Delphi®, version 7.0. La
Figura 4.7 muestra la ventana de dialogo disefiada para comandar el sistema.
El incremento de la senal eléctrica proveniente de la PC, necesario para accionar

las valvulas, se consiguio a través de un accionador electronico (Ae).
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+[” Sistemna Flow-Batch - Quimioluminescencia

Archivo  Experimento

Configuracion de la Bomba

. . Pardmetros operacionales [z
Sentido de rotacidr; Anti-Haorario j a 5

YValvila 1 |Agua Tiempo
Test Walvula 2 |Muestra Tiempo

Accionamignto Walvula 3 |Luminol Tiempo

11717

¥ Va1 I Wakla § Valvula 4 |Oxidante — Tiempo
[ Walwla 2 [ Walvula B Tiempo de vaciamiento de la camara E
[ Walwwla 3 [ Walwwla 7 Tiempo de mezclado |4_
[ Walvula 4 [ Walvula 8 Tiempo de permanencia en la camara |2_
. Secuencia de agregado de reactivos
Tiempos [s] & . ~ . ~ .
[ ——— IE"J_ *  Lurminol /0 L urninol Lurninol + Ox
. Réplicasz
T d
FANELES 0 Mimero de réplicaz |
Iniciar | Muestra | Blanco | Cemrar |

Eztado: Siztema detenido

Figura 4.7. Ventana de didlogo disefiada para comandar el sistem  a FB propuesto.

Procedimiento Desarrollado

Como se comento en la seccion 3.6.3.4 un paso inherente a la implementacion
de la metodologia FB es la obtencion de factores de correccion debido a la
diferencia de caudales en las distintas lineas. Como puede verse en la Tabla 4.1, en
nuestro sistema se encontraron diferencias por lo que fue necesaria una correccion.
La misma se realizd una vez mas siguiendo el procedimiento descrito por Almeida y
col. (18],

En la Tabla 4.1 también se muestra el esquema operativo del sistema FB
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propuesto.

Tabla 4.1. Esquema operativo del sistema FB propuesto.

VALVULA SOLENOIDE
ETAPA OPERATIVA

Caudal (mL min ™) 8,4 8,4 7.2 12,0 12,0

Tiempo de accionamiento (s)

Llenado de canales 2 2 2 2 2
Lavado
Llenado de la CM 30 0 0 0 0
Vaciado de la CM 0 0 0 0 35
Blanco 10 0 7 4 35
Soluciones estandar 0-10 0-10 7 4 35
Muestras 5 5 7 4 35

Va: valvula agua; Vy: véalvula soluciones de trabajo o muestra; V y: valvula luminol; Vye: valvula
oxidante; Vewa: valvula CM/agua.

En este esquema se detallan los tiempos de accionamiento de las valvulas
solenoides utilizados para llevar a cabo los distintos pasos del procedimiento que se
describen a continuacion:

Llenado de Canales. En primer lugar, se llenaron todos los canales con sus
respectivas soluciones. Las valvulas permanecieron desactivadas lo que permitio
que los fluidos retornen a sus respectivos sitios de partida. Luego, cada valvula
fue accionada durante un intervalo de 2 s. De esta forma, se consigui6 llenar los
canales en los tramos que van desde las valvulas Va, Vu, Viuy Ve hasta la CM
(Figura 4.5). Finalmente, se acciono la valvula Vcwma durante 4 s y el exceso de

soluciones dentro de la CM fue dirigido hacia el desecho. Esta operacion

CAPITULO 4 | 147



Parte Experimental

demandd un tiempo total de 6 s y se realizd siempre que se cambi6 una solucion
en un canal determinado.

Lavado de /la CM. El lavado de la CM se llevé a cabo accionando la valvula
Va durante 30 s. Posteriormente, se acciono la valvula Vcwa durante 35 s con el
objeto de evacuar el liquido de lavado. Se realizé el lavado de la CM entre
medida y medida.

Preparacion del Blanco. Se activaron secuencialmente las valvulas Va, Viu y
VHe durante un tiempo apropiado (ta, tu y the). Por lo tanto, agua, luminol y
oxidante se dirigieron hacia la CM y se registro la sefial generada que fue
medida como altura de pico.

Preparacion de las Soluciones Estandar. Cuando en la CM estan presentes
DOP, NOR o EPI se produce una disminucidn en la intensidad de la seial
quimioluminiscente que es proporcional a la concentracion de estos compuestos.
Por eso, se accionaron secuencialmente las valvulas Va y Vu durante un tiempo
definido (ta y tw). Con esto, alicuotas de agua y DOP, NOR o EPI se dirigieron
hacia la CM. La mezcla resultante se homogeneiz6 por agitacion durante 4 s.
Luego de este periodo se acciono la valvula Viy durante un tiempo tu. La
reaccion comenzo cuando se acciono la valvula Vxe por un tiempo the. De esta
manera, se registréo la sefal que se encontraba parcialmente inhibida por la
presencia de DOP, NOR o EPI. La mezcla resultante permanecié 2 s en la CM y
pasado este tiempo se dirigid al desecho luego de accionar la valvula Vcwa

durante 30 s. Este procedimiento se repitidé para la preparaciéon de cada solucion

CAPITULO 4 | 148



Parte Experimental

estandar, debiendo variar solamente los tiempos ta y tw.

Preparacion de las Muestras. Para obtener las sefales correspondientes a
las muestras se procedié de igual forma que en el punto anterior, solo que se
reemplazaron las soluciones de trabajo de DOP, NOR o EPI por diluciones

adecuadas de las muestras de interés.

Es importante mencionar que el volumen total adicionado a la camara debe
permanecer constante para cada solucion estandar o muestra preparada en el
sistema. Por eso, tLu y the permanecieron siempre constantes, y si tv aumento, se

disminuyo ta y viceversa.

Preparacion de las Muestras

Para cada muestra se diluyé con agua el contenido de 4 ampollas. La solucién

obtenida se incorporé6 en el sistema para su correspondiente analisis.
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Optimizacion de Parametros FB

Se estudiaron los volumenes de reactivos y de muestra a introducir en la CM, y
el tiempo de agitacidon en la misma. La optimizacion se realiz6 por el método
univariado y el criterio aplicado fue un compromiso entre sensibilidad y

reproducibilidad de la sefal analitica. Los resultados se muestran en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Valores 6ptimos para los parametros FB.

PARAMETRO FB INTERVALO ESTUDIADO VALOR OPTIMO

Volumen (mL)

Agua 0,5-1,0

Muestra 0,5-1,0

Luminol 0,5-1,0

Oxidante 0,5-1,0
Tiempo (s)

Mezclado 2-10

Una variable critica fue el orden de agregado de los reactivos en la CM. Se
analizaron tres combinaciones diferentes: LU/HE, HE/LU y LU-HE simultaneamente.
El orden con el que se obtuvo la mejor senal analitica fue LU/HE. También se
obtuvo una significativa mejora de la sefal cuando se hicieron reaccionar

rapidamente luminol y oxidante. Por eso, teniendo en cuenta el orden de
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agregado, el caudal del canal de HE (0,20 mL min-') fue mayor al del canal de LU
(0,12 mL min-"). Otra forma de producir un rapido y efectivo contacto entre el luminol
y el oxidante fue aumentando la velocidad de agitacion. Se evaluo este efecto
resultando 6ptima una velocidad de 500 rpm para el agitador magnético utilizado.

La CM permitié un eficiente contacto de todos los componentes de la reaccion.
Por otro lado, el sistema FB permitid la preparacion automatica de los testigos, lo
que redujo el tiempo de analisis y el consumo de las soluciones de trabajo de DOP,

NOR y EPI. La frecuencia de muestreo fue de 30 h-1.

Optimizacidon de las Variables Quimicas

Las variables estudiadas fueron las concentraciones de luminol, hexacianoferrato
de potasio (lll) e hidréxido de potasio, en tres niveles: bajo (-1), medio (0) y alto (+1).
Se llevaron a cabo 15 experimentos (incluyendo tres réplicas del punto central) por
duplicado (n = 30). La seleccion de los intervalos de estudio para cada variable se
basé en la influencia de la misma en la sefial quimioluminiscente. Las respuestas
instrumentales correspondientes a cada uno de los experimentos del disefo se

ajustaron al siguiente polinomio de primer orden:

(LU, HE, KOH) [LU] [HE] [KOH] [LU*HE] [HE*KOH]

(£0,049)  (+0,049) (+0,049) (+0,70) (+0,70) (+0,81)
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donde R representa la variable independiente (respuesta) y LU, HE y KOH son las
variables quimicas estudiadas. En este modelo de ajuste se removieron todos los
efectos no significativos.

Para evaluar la calidad de ajuste se llevo a cabo un analisis de la varianza
(ANOVA). El resultado de este analisis se muestra en la Tabla 4.3. Para el modelo
lineal propuesto no se observa evidencia de falta de ajuste, ya que la relacidn entre
la media cuadratica de la falta de ajuste y la media cuadratica del error puro
(MSi0/MSpe) fue 2,91, un valor menor que el valor F£3,17 critico (3,20 para un 95 % de
confianza). Por otro lado, la relacion entre la media cuadratica de la regresion y la
media cuadratica de los residuos (MSr/MS;) fue 332,9, un valor mucho mayor que el
valor Fg 29 critico (2,39 para un 95 % de confianza). Esto indica que el modelo de

ajuste propuesto es apropiado para el conjunto de datos analizado.

Tabla 4.3. Resultados del ANOVA para el modelo de ajuste obten ido para las tres

variables estudiadas.

FUENTE DE VARIACION SS GL MS
Regresion 11708 9 1300,9
Residuos 78,1 20 3,91
Falta de Ajuste 26,5 3 8,84
Error Puro 51,6 17 3,04

Total

Varianza Explicada (%)

Méaximo de Varianza Explicable (%)

SS: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; MS: media cuadratica.

La Figura 4.8 muestra las superficies de respuesta obtenidas con el modelo de

CAPITULO 4 | 152



Resultados y Discusion

ajuste. Como puede observarse, los valores Optimos para las tres variables
analizadas (concentraciones de LU, HE y KOH) estuvieron fuera del dominio
experimental. Nalewajko y col. [95] propusieron un posible mecanismo para el efecto
inhibitorio que ejerce la dopamina sobre un sistema quimioluminiscente de luminol-
hexacianoferrato de potasio (lll). La dopamina reacciona con el hexacianoferrato de
potasio (lll) consumiendo parte de este oxidante, lo que hace que la intensidad de la
quimioluminiscencia disminuya debido a que hay menos oxidante disponible para
reaccionar con el luminol. De acuerdo a nuestras experiencias, una concentracion
de oxidante del orden de 107 mol L' puede ser parcialmente consumida (y
consecuentemente la intensidad de la sefal parcialmente inhibida) por una muestra
con una concentracion del orden de 10-8 mol L-* de DOP, 10-¢ mol L-' de NOR o 107
mol L' de EPIl. Por lo tanto, se pueden obtener bajos limites de deteccion
trabajando con una baja concentracion de oxidante. Cuando se utilizaron
concentraciones de muestra mayores que las citadas precedentemente se consumié
todo el oxidante presente, lo que resultd en la inhibicion total de la senal analitica.
Por otro lado, concentraciones de HE mas bajas que 6,0 x 107 mol L-' resultaron en
una disminucion significativa de la sefal analitica. En conclusion, la concentracion
optima seleccionada para HE se establecid como un compromiso entre un bajo
limite de deteccidn y una apropiada sefal analitica (Tabla 4.4).

Por ultimo, con respecto a LU y KOH, cuando se utilizaron concentraciones
mayores que 6 x 104 mol L-1 y 1,0 mol L' respectivamente, se generaron sefiales

poco reproducibles. Por eso, los valores presentados en la Tabla 4.4 se
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consideraron apropiados para los propositos de este estudio.

a)

pepisualu|

HE =

b)

pepisualu|
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c) KOH =0

100

80

Intensidad
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Figura 4.8. Superficies de respuesta obtenidas a partir del mo  delo de ajuste cuando: a)

[LU] = 4,0E™ M; b) [HE] = 4,0E M c) [KOH] = 0,8 M. Estos valores de concentracion

corresponden al nivel medio (0 en numeracion codifi cada).

Tabla 4.4. Niveles y valores 6ptimos de las variables quimicas analizadas.

NIVEL ]
VARIABLE VALOR OPTIMO
1 0 1
LU (mol L ™ 20E®  40E*  60* 6,0
HE (mol L ™) 20" 40’  6,0E” 6,0
KOH (mol L ™) 0,6 0,8 1,0 1,0

En conclusion, el criterio de optimizacion fue la maxima seinal y reproducibilidad

utilizando la menor cantidad posible de oxidante.
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Parametros Analiticos

Una vez establecidas las condiciones experimentales se obtuvieron los modelos
de calibracién para cada analito utilizando regresion lineal univariada (ULR). En la
Figura 4.9 se muestran, para cada analito, las senales de CL en funcién del tiempo
correspondientes a cada solucion testigo preparada de forma automatica en el
sistema FB. También se muestran las curvas de calibrado obtenidas a partir de
dichas senales. Los parametros estadisticos se detallan en la Tabla 4.5.

La repetibilidad, expresada como la desviacion estandar relativa (RSD) de la
altura de pico, se calculé a partir de las pendientes de tres curvas de calibrado
(Tabla 4.5) y de nueve medidas independientes de una serie de estandares de
DOP, NOR y EPI (Tabla 4.6). La reproducibilidad, también expresada como el RSD
de la altura de pico, se calcul6 a partir de las pendientes de tres curvas de calibrado
(Tabla 4.5) y de tres medidas independientes de una serie de estandares de DOP,
NOR y EPI (Tabla 4.6) obtenidas en tres dias diferentes. En todos los casos los
resultados fueron satisfactorios, por lo tanto queda comprobada la precision del

meétodo propuesto.

Estudio de Interferentes

Se estudio el efecto de algunos excipientes frecuentemente encontrados en los

preparados analizados: cloruro de sodio, bisulfito de sodio (agente estabilizador) y
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acido citrico-citrato de sodio (regulador del pH). Los mismos fueron agregados a
soluciones estandar de DOP (13,4 ng mL-"), NOR (7,6 ng mL-") y EPI (24,5 ng mL-")
en cantidades similares a las presentes en las preparaciones analizadas. En todos
los casos la variacion de la sefial fue menor al 5 % respecto de las soluciones puras.
Por otro lado, se deberia considerar la posibilidad de que las tres catecolaminas
puedan interferir entre ellas. Sin embargo, dado que los usos terapéuticos de los
principios activos analizados son muy diferentes entre si, solo una catecolamina

esta presente por preparado farmacéutico.

Aplicaciéon a Muestras Reales

El método propuesto fue utilizado para la determinacion de dopamina,
norepinefrina y epinefrina en preparaciones farmacéuticas comerciales. La Tabla 4.7
muestra los resultados luego de aplicar el método propuesto y el de referencia
(HPLC) M a las distintas muestras en estudio. Como puede verse, las
concentraciones obtenidas por el método FB son altamente concordantes con las
obtenidas por HPLC, para todas las muestras analizadas. Por otro lado, de acuerdo
a lo obtenido por ambos métodos, todas las muestras cumplieron con los
requerimientos de la farmacopea (excepto Northia de 100 mg cuando fue analizada

por FBA).
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Figura 4.9. Gréaficos de intensidad de CL vs. tiempo (tres prime

calibrado (tres siguientes abajo) correspondientes
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Tabla 4.5. Parametros estadisticos correspondientes a los mode los de regresion

obtenidos para los tres analitos.

) ) ANALITO
PARAMETROS ESTADISTICOS
DOP NOR EPI
Calibracion
n® 5
IC (ng mL ™) 8,0-18,8 4,5-10,6 14,7-34,3
Ordenada 116,7+1,3 112,8+1,2 126,9+1,2
Pendiente -3,615 + 0,096 -5,966 + 0,153 -2,810 + 0,045
R? 0,9979 0,9980 0,9995
Figuras de Mérito
Limite de Deteccién (ng mL ™) 2,1 11 3,3
Limite de Cuantificacién (ng mL ™) 6,4 3,3 9,9
Precision
Repetibilidad (RSD %, n=3) 3,9 4,0 3,3
Reproducibilidad (RSD %, n=3, k=3) 55 3,6 3,5

IC: intervalo de concentracion. k: numero de dias.
Niveles de concentracion. Cada nivel se realizo por triplicado.

Tabla 4.6. Precision del método FB propuesto.

ESTANDAR REPETIBILIDAD REPRODUCIBILIDAD

ANALITO

ngmL™ RSD (%), n=9 RSD (%), n=3, k=3

10,7 1,4 5,2

DOP 13,4 2,2 6,0

16,1 1,6 3,6

6,1 2,8 3,7

NOR 7,6 3,5 35

9,1 1,8 4,1

19,6 3,2 3,5

EPI 24,5 1,2 5,2

29,4 31 6,5
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Tabla 4.7. Resultados del anélisis de muestras reales y test “

t” de significancia.

) DOP NOR EPI
METODO
Fabra® Northia ® Fabra® Biol ® Fioritina © Lavimar ® Larjan ©

Nominal 100 200 200 4,0 4,0 1,00 1,00
HPLC 103 (1) 205 (2) 208 (2) 4,1(0,1) 4,2 (0,1) 0,92 (0,01) 0,92 (0,01)
FB 103 (1) 204 (3) 203 (4) 4,2 (0,1) 4,2 (0,1) 0,97 (0,03) 0,93 (0,01)
Criterio Aceptado  © (%) 95-105 90-115 90-115
t calculado " 1,16 2,83 2,41
t critico © 2,36 3,18 3,18
n 8 4 4

Los valores estan expresados en mg por ampolla. Entre paréntesis se expresa la desviacion estandar. Las muestras fueron analizadas por triplicado.

2 Seguin USP 29 L

® \alor de HPLC vs. método FB.

“Valor de “t” tabulado para un limite de confianza del 95 %.



J\ CONCLUSIONES PARCIALES

La determinacion de dopamina, norepinefrina y epinefrina en preparaciones
farmacéuticas es factible por medio de un sistema FB con deteccion
quimioluminiscente. La alta sensibilidad del método propuesto permite Ila
cuantificacion de estos analitos en niveles ultra-traza (ng mL-1).

La posibilidad de poder ubicar la CM muy cerca del detector mejoré la sefal
analitica (altura y ancho de los picos) y por lo tanto la sensibilidad.

El sistema permitié preparar los testigos de forma completamente automatica lo
que disminuyé el tiempo de analisis y el consumo de reactivos y soluciones de
trabajo.

El método propuesto presenta exactitud y precision aceptables.

El disefio del sistema es simple y muy accesible para la mayoria de los

laboratorios de rutina.
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Las conclusiones que se extraen de este trabajo de investigacion son las
siguientes:

Se desarrollaron métodos analiticos automaticos para la determinacién de
principios activos en farmacos.

Levodopa y Carbidopa son compuestos que se encuentran en las
preparaciones farmacéuticas con una relacion de concentraciones muy
diferentes entre si. Se han desarrollado dos métodos analiticos para la
cuantificacion simultanea de ambos analitos. Estos métodos se basan en la
reaccion de oxidaciéon de LVD y CBD en presencia de la enzima PFO. Los
productos de reaccion obtenidos se detectaron espectrofotométricamente. Se
propone un sistema de extraccion de la enzima simple y economico, a partir de
productos naturales.

El inconveniente debido a la superposicion espectral de los productos de la
oxidacion fue solucionado mediante la aplicacion de técnicas multivariadas. Asi
se desarroll6 un método FIA de flujo detenido empleando PLS-1 para el analisis
de los datos. El método propuesto y validado por un método de recuperacion
resulté simple, rapido y de bajo costo.

El segundo método analitico se automatizé empleando la metodologia FB.
Con este sistema se logré preparar de forma automatica los conjuntos de
calibracion y validacion, todo esto influye en el menor consumo de tiempo y de

reactivos. Se emplearon las técnicas de PLS y MLR-SPA para el analisis de los
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datos y los resultados obtenidos fueron satisfactorios en ambos casos. El
meétodo fue validado por contraste con un método oficial.

Se desarrolld e implementé un método analitico para la determinacion de
Dopamina, Noradrenalina y Epinefrina en farmacos. Se utilizé la metodologia FB
para automatizar el sistema. El mezclado de las soluciones y la deteccion
quimioluminiscente correspondiente se realizaron en una camara de teflon con
ventana de cuarzo, disenada en el laboratorio. EI método propuesto y validado
por un método oficial resultdé simple, rapido, sensible y de bajo costo.

En todos los métodos propuestos, la generacién de residuos contaminantes

fue minima, lo que se traduce en un beneficio para el medio ambiente.

Es importante destacar que en un sistema de control de calidad de
medicamentos se debe lograr proteger a los consumidores de los riesgos que
representa la presencia en el mercado de medicamentos ineficaces, nocivos o de
mala calidad. Esto puede traer consigo fracasos terapéuticos, agravamiento de las
enfermedades, farmaco resistencia y, en ocasiones, la muerte de los pacientes.
Tanto los laboratorios farmacéuticos privados como oficiales requieren métodos
eficaces que permitan obtener resultados confiables de manera rapida.

Dado que la modernizacion de los métodos oficiales es un aspecto de continuo
desarrollo e investigacion, los métodos desarrollados resultan una interesante
alternativa para ser propuestos al ente regulador nacional correspondiente (ANMAT)

o bien a laboratorios privados ya sean de control o produccién, de manera de poder
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lograr una futura transferencia tecnologica al ser implementados como métodos de
rutina. Esto es importante, ya que los métodos analiticos oficiales, en general HPLC,
resultan laboriosos, no permiten obtener resultados con la rapidez necesaria y

utilizan reactivos potencialmente téxicos.
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