CAPITOL 111

DETERMINACIO DE MESCLESDE LEVODOPA | BENSERAZIDA

[11.1. OBJECTIU

L’'objectiu del treball contingut en aquest capitol és e desenvolupament de meétodes
espectrofotométrics per al’ analis smultani de compostos de |a familia de |les catecolamines que
estroben com aprincipis actius en preparats farmaceutics, basatsend regisredds espectres UV -

Visbleila utilitzacié de les tecnigques de calibracié multivariables. Aquest objectiu ésdoble:

El desenvol upament d un metode directe basat en € registre dels espectres d’ absorbancia UV

de les mextlesi I'aplicad 6 de laregress ¢ Parcial per Minims Quadrats (PLS).

El desenvolupament d'un metode cinétic diferencia per reaccidé dels andits amb un agent
oxidant. En aquest cas S gplicalaregressd Parcid per Minims Quadrats (PLS) i laregresso
Parcial per Minims Quadrats Multi Via (nPLS), ds epectres d absorbancia UV-Visble dds

productes formats pe a diferents tenps de reaccio.
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111.2 INTRODUCCIO

La levodopa o L-Dopa (1) [(-)-3-(3,4-dihidroxifenil)-L-alanina], compost de la familia de les
catecolamines, ésunimportant neur otransmisor utilitzat pe tractament dedesordresneurondstas
comelsgue esdonenen lamalatiade Parkinson [ Stryer, 1988]. Desprésde lasevaadministracio
ord, la levodopa s’absorbeix rapidament a través dels buddls d nivel de I'inteti prim i es
distribueix ampliament en esteixits, transfor mant-se mitjancant un procés de descarboxilacio en
dopaminai posteriorment en altres metabolits.

Diferentsindustriesfarmaceutiques han comercialitzat preparats que contenen levodopa
conjuntament amb benserazida (I1) [DL-Serima 2-[(2,3,4-trihidroxifenil)metil] hidrazina] o
carbidopa [acid L-(-)- -hidrazino-34-dihidroxi- - metilhidrocinamic)]. Aquestes especies
potencien |’ accié delalevodopajaque inhibeixenel procés de descarboxilacio i allarguen aixiel
seu efecte terapeutic. Larelativa fregliencia amb que espresenten juntsen diferents preparats, fa
interessant desenvolupar metodesrapidsi precisospd cortrol anal itic simultani tant delalevodopa

com de I'agent potenciador en formulacions farmaceutiques.

HO HO OH
Drargem oot
HO CH;—CH COOH HO CHMHMNH—C—CH—CH,CH
b,
I
Esquema 3.1

Lamgoriadels méodes descrits en la bibliografia per ala determinacio de mesclesde
catecolamines en preparats farmacéutics es basen en les témiques de separadd, sobretot
mitjancant cromatografia HPLC de fase reversa [Hamid, 1979; British Pharmacopeia, 1993;
Smela, 1991]. L’ aplicaci6 de les tecniques espectrof otometriques, en generd molt adequades en
laindustria farmaceutica per la seva gran sinplicitat, rapidesai precisio, €s relativament escassa

degut d condderable solgpament espectra que les egpécies presenten. En la determinacio
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smultania de levodopa (1) i benserazida (I1) s'ha decrit I’ utilitzacié del’ espectrofotometria de
primeraderivada [Hassib, 1990], on (1) es determina de forma selectivaa267 nmi (11) a232 nm
apartir d un sistema d’ equadons ons eliminalacontribucio de (I). També s handescrit métodes
espectrofotometrics diferencials utilitzant com a reactius GeO, [Davidson, 1985] i acid boric
[Y ucesoy, 1990], que es basen en la mesura de la diferencia d’ absor bancia de les dissolucions
preparades en preséncia i en absencia de GeO, o acid boric a dues longituds d’ ona diferents.

Els metodes cinetico- espectrofotométrics diferencials basats en la vel ocitat de reaccio,
malgrat no hagin estat utilitzats massaen I analis de mescles en preparats farmaceutics, poden ser
una bona alternativa alsmétodes directes per a la quantificacio simultania dds analits d’ internés
jaque permeten diferenciar la contribuci6 de cada undels analits en basealadiferent velocitat de
reaccié amb un mateix reactiu i també eliminar lesinterferéncies dels altrescomponents presents
en les mostres el's qual s absorbeixenala meteixa longitud d’ona, perd queno reaccionen. Pero a
pesar de la seva gran potenciditat a resoldre sigemes de varies espécies molt semblants que
presenten una gran superposicio espectral, en la quantificacié simultania de mescles de
catecolamineshan estat escassament utilitzats. Aixi, en labibliografiaes descriu un metodecinetic
per alaquantificacio simultania de mesclesde adrendinai levodopa, on es segueix la formacio
dels aminocromscorresponents a 480 rm, apartir de |’ oxidacié amb Na,IrCl, [ Pelizzetti, 1976].
En[Ridder,1977;Llavero, 1990] esquantifiquen mesclesde adreraling, noradrenalinai levodopa,
seguint la descomposicié per acid ascorbic dels aminocroms derivats de la oxidacié amb
K,Fe(CN),. Entots aqueststreballs, els sisemes estudiants son simplesi lesreaccions utilitzades
en |’analisi segueixenunacineticade primer ordre o pseudoprimer ordrerespecte ds andits. Els
parametres necessaris per a laresolucié deles mescles s obtenen a partir de les reaccions de cada
andit per separat i en aquestes condicions és molt important que no hi hagi lapresencia d’efectes
dinteraccio entre analitsi que la cinetica del sistemaestigui molt ben definida si es volen obtenir
bons resultats.

Enaquest capitol, esposen apunt dos métodes espectrof ot ometrics per aladeterminacio
smultaniadelevodopai benserazidaenelsqualss utilitzalaregressié parcial per minimsquadrats
com a méetode de calibracié multivariable; €l primer métode es basa en el registre del's espectres
UV de mescles d’ambdues espécies, i @ segon és un métode cinétic basat en d registre de la
variacio de I'absorbanda en fundé del temps, des productes de reaccié de la levodopai la

benserazida amb un agent oxidant, el periodat sodic Nal O,. En agquest segon métode també s ha
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utilitzat laregressio Parcial per Minims Quadrats M ulti Via, jaque donat que les dades obtingudes
son tridimensionals sembla logic suposar que un bon mode per a tractar-les ha d’ésser també

tridimensional.
Elsresutas obtinguts en aplicar els metodes proposats a |’ analisi de diferents mostres

farmaceutiques, es comparen anb els trobats per HPLC, utilitzada com a técnica de referéncia.
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[11.3. EXPERIMENTAL

111.3.1. REACTIUS | DISSOLUCIONS

Espreparen d ssolucions estoc del scomponentspurs, levodopai benserazida.HCl (Sigma), enHCI
0,1 M per pesada directa. Les dissolucionsestoc un cop preparades es protegeixen delallumi es
guarden a 4-5°C ala nevera. En aquestes condicions lalevodopa és esable durant 15 diesi la
benserazida durant 2 dies. Les diferents dissolucions de trebal es preparen cada dia per dilucio
d aquestes dissolucions estoc en HCI 0,1 M.

L’&cid clorhidric 0,1 M es prepara per dilucio a partir de I’acid clorhidric concentrat
(Panreex).

Per al’andlisi cinetic es prepara cada dos dies unadisolucio de reactiu NalO, 0,21 M
per pesada directei s utilitza un tampo acid acétic-acetat potassic 0,2 M (pH de 4,5) preparat a
partir d’'una dissolucié d’ acetat de potassic (Panreac) i d’ acid acetic (Probus). Tots €els reactius
utilitzats dn de grau anditici les seves dissolucions son preparades amb aiguabidetil 1ada, que
es desairg a mitjancant el pasd’un corrent de nitrogen durant uns minuts. Aixo es fa per evitar
I’oxidacio de la levodopa i laberserazida pe I’oxigen atmosferic que pogués edar dissolt.

Per ala determinaci6 cromatograficas utilitza metanol per HPLC (Carlo Erba) i tampd
fosfat 0,05 M (pH=2,5) preparat a partir de dihidrogen fosfat potassc KH,PO, (Merck) i acid
fosforic.

S analitzen mostres, comprades ala farmecia, del preparat farmaceéutic Madopar® 250
(Laboratoris Roche, Madrid, Spain) dedos lots de produccio diferents del matex any.

El preparat farmaceéutic es presenta en forma de comprimits de color rosat, amb un
contingut nominal de 200 mg delevodopai 50 mg de benserazida, i excipientsno especificatsfins
a completar un pes d’aproximadament 560 mg/comprimit.

111.3.2. TRACTAMENT DE LA MOSTRA

Per tal de determinar el contingut mig per lot de Madopar® 250, espesen 20 comprimits de cada
lot, estritureni s homogenitzen. Un cop fet aix0, S agafen diferents porcions d’ aproximadament

0,38 g delamesda per cadalot, pesades amb precisi6, i estracten en HCI 0,1 M per dissoldreels
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principis actius. La solucié es porta aun volum final de 200 ml (dissolucié A), | dsexdpients
insolubless eliminen per filtracio. S agafen 10 ml d’aquesta dissolucié i es porten aun volumde
100 mlambHCI 0,1 M (dissolucio B).

Ladeterminacio espectrofotomeétricad’ ambdues especies es reditza sobreladissolucié
B, a partir del regstre de |’ espectre dels andits o des seus productes de reacci6. Per la
determinacié cromatografica i donada |la diferenda de concentracions existents entre ambdos
analits, la benserazida es determina injectant a cromaograf la dissolucio A, mentre que la
levodopa es quantifica injectant la dissolucié B.

L’ andlisi es realitza sobre 5 porcions de cada lot, pesadesi tractades en dies diferents.

111.3.3. PROCEDIMENT CROMATOGRAFIC

Es posa a punt un métode cromatografic per tal de trobar les concentracions de levodopa i
benserazida en les mostresde Madopar, i aixi poder utilitzar aquests resultats per a comprovar
I’ exactitud dels metodes espect rofotometrics en la quartificacio d’ aquestes mostres.

Inicidment es busquen les condicions cromat ografiques més adient s per ala separacio
de mescles de levodopa i benserazida, basant-nos per a fer les primeres proves amb les dades
trobades a la bibliografia sobre la resolucio de mescles de compogos smilars. A partir de la
reditzacio d’ un conjunt d’ experiencies, on es modifica tant la composicié com e pH de |la fase

mobil, S escullen les seglients condicions:

» Una columna de fase reversa C,; Spherisorb ODS-2 (15 cm de longitud, 0,46 cm de
diametre intern, dimensié de particulade5 m, Tracer)

* Fasemobil: Tampo fosfat 0,05 M, pH de 2,5

* Cabd: 1 ml/min

* Volum d'injeccié: 20 |.

* Detecci0: 278 nm i 268 nm, corresponents ds maxims d absorbancia de lalevodopaii

|aberserazida respectivament.
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En aguestes condicions els pics es troben ben resolts i no presenten cua, essent el temps
de retend 6 de 2,8 minuts per labenserazida i de 4,5 minuts per lalevodopa. A lafigura3.1 es
mostra un cromatogramad una de les dissolucionsB, a partir del qual es determina el contingut

de levodopa.
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Figura 3.1. Cromatograma d’ una mostra de Madopar.

Llavors, es passaaverificar I'interval de concentracions en qué hi ha unarelecio lineal
entrel’areadel pic i la concentraci6, i es preparen|es rectes de calibracié amb dissolucions que
contenen concentracions diferents de cada un dels andits, de manera que la concertracio central
sigui proxima ala concentracio teorica en el farmac. Totes lesmostres s'injecten al cromatograf
per triplicat, després d haver estat filtrades mitjancant unfiltre de xeringade 0,22 m de diametre
de porus, i es registren els cromatogrames a leslongituds d’ ona dds maxims d’ absorbancia de
cadaunadelesespécies. Elsintervas de concentracié d’ aquestes rectes son: 5x10°-1x10° M per
lalevodopai 1x10%-2,5x10° per la benserazida .

A lesfigures 3.2 A-B es mostren lesrectes de cdibracid area-concentracié construides
per acada un dels andlits i alataula 3.1 es mostren €l's parametres cal cul ats per aquestes rectes,
aixi comel coefident deregress 6 corregponent.

Un cop fet aix0, s analitzen d sdos lots del preparat farmaceutic Madopar®, a partir de
I'injeccio per triplicat delesdissolucions A i B deles mostres tractades. Els valors de contingut

mig delevodopai benserazidatrobats, no difereixen dels especificats ni tampoc d’ unlot aun altre.
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Figures 3.2 A-B. Rectes de calibracié area-concentracio per la levodopa a 278 mn (A) i

benserazida a 268 nm (B).

Taula 3.1. Parametres calculats per ales rectes de calibracio obtingudes per HPLC.

Analit Pendent Ord. origen R
Levodopa (278 nm) (268 + 3)x10* 4+ 20 0,99995
Benserazida (268 nm) (751 £ 4)x10° 1+5 0,99998

100



Capitol 111

I11.4. METODE UV

111.4.1 INTRODUCCIO

En aguest apartat es descriu unmetode pea aladeterminacio simultania espectrofotomeétrica UV
de levodopa i benserazida, basat en el registre dels espectres UV i utilitzant com a métode de
calibracio la regressio parcid per minims quadrats (PLS).

El PLS en principi sembla un métode molt adequat per aplicar en agued sistema, on es
presenten duesproblematiques dificils d’ ebordar per dtres tecn ques decalibracio; per unabanda
tenim que ds espectres estroben molt solapats en tot I'interval de longituds d’ona i per |’ altra,
guela relacioé absorbanci aconcentraci 6 no éslineal en unazonade |’espectre, ontenimaltsvalors
d absorbancia. Aquest Ultim problema es podria evitar disminuint I interval de concentracions de
trebal, pero degut aque labenserazida contribueix molt poc al senyal delamescla, no esvaveure
adequadala dilucié de la mostra.

El PLS permet fer Usdetotalainformacio Gtil proporcionadaper I espectre de lamescla,
per tal de modelar i extreurelacontribucié de cada analit mitjancant una correcta calibracio, i la
utilitzacié d’un nimero de components principals addicionas per a corregir la desviecio de la
linealitat a vdors alts d' albsorbancia.

En aquest capitol, es posa de manifest la gran exactitud i gran precisio, que el metode

desenvolupat posseeix.

111.4.2. PREPARACIO DE LESMESCLES AL LABORATORI

Per tal de disposar de mescles de concentracié coneguda, adequades per acongtruir s models
de calibracio, es preparen diferents mescles de levodopa i benserazida per dilucié en HCI 0,1 M
de les dissolucions estoc del's components purs.

Les mescles ques utilitzen per alacalibracio, es preparen seguint un disseny factoriad 32
escollint comavaor centrd del disseny una mescla que conté levodopai benserazidaaunareacio
de concentracions igual alaque estrobaen el farmac, i que dhorael vador de I’ absorbanciade la
mescla a 280 nm sigui d’ aproximadament 1. Els nivells extrems del disseny s escullen deforma

que es corregponguin a+ 25 % de la concentracié en d nivell central per acadaandit. D’ aqueda
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manera, |es concentracions estroben entre 2,6x10“M i 4,4x10*M per lalevodopa, i entre 4,5x10
°M i 7,5x10“M per labenserazida. En aguestes condicions tenim que laconcentracié de nivell
inferior de la benserazida esta molt proxima a limit de deteccié per una calibracio classica
univariant.

Per tal d’avaluar la capacitat predictiva dels models de calibraci6 assgjats es preparen
unesaltres 15 mescles, amb concentracions compresesdins del rang de les mostresde cdibrad 6.
A lafigura 3.3 es mostrala composicié de les diferents mostres en els dos conjurt. Totes les

mescles es preparen per duplicat, en dies diferentsi en un ordre aeatori.
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Figura 3.3. Composicié de les mescles de calibrecio
(1) i prediccio(**).

A lesfigures 3.4 A-B es mostren dsespectres d absorbancia i de primera derivadadeds
componentspursi de lamescla corresponent al punt central del disseny de calibracio. Es notaun

fort solgpament espectrd i unadtacontribucio dela levodopaal vaor de I’ absorbanciatotd.
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ABRSORBANCTIA

LONGITUD D'ONA (nm)

1r DERIVADA

200 220 240 260 250 300
LONGITUD D'ONA{(hm)

Figura3.4. A-B. Espectres UV (A) i de 1r derivada (B) de lalevodopa
3,5x10* M (—), delabeserazida6x10° M (...) i delamescla d’ amdues
espéecies(---), en HCL 0,1 M.
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111.4.3. PROCEDIMENT D’ ANALISI

Un cop preparades |es mostres, es registren el's saus espectres UV entre 200 i 300 nm aintervas
de 2 nm mitjancant |’ espectrofotometre UV-Visible de diodes en linia Hewlett-Packard model
HP-8452A,, i es calculen els espectres de primera derivada mitjancant el software de I equip.

A partir dels epectres UV, es construeixen els diferents models de calibracié utilitzant
I"dgoritme PLS1 (o PLS) incorporat en el programaUnscrambler versio 6.1.

Per la construcci¢ dels diferents models PLS1 s utilitza el métode de validacio creuada
[Martens, 1989], amb un nimero de segments de cancelacié igud al numero de mostres que
constitueixen la matriu de cdibracio, deixant sempre a fora els dos replicats de cada mostra
[Haaland, 1988]. S escull coma ndmero defactors significatius el menor quepresenti unMSECYV;
no significativament diferent del minm MSECV, seguint €l criteri de significacio €l proposat per
Haaland i Thomas[Haaland, 1988].

Per auna facil comparad ¢ i interpretad 6 dels resultats obtinguts en cadaun delsmodels
provats, es calculal’ error estandard relatiu de prediccio (RSEPY%), lareproduibilitat limit Ri la
desviacio estandard relativa mitja (ARSD%) pel conjunt de mostres de calibracio i deprediccid.

111.4.4. RESULTATS | DISCUSSIO

111.4.4.1. ANALISI DE MOSTRES PREPARADES AL LABORATORI

Encara que el PL S 9gui un métode d’ espectre complert, capac de corregir |’ elevada colinealitat
exisgtent entreelsvalors d’ absorbancia mesurats a diferentslongituds d’ ona, tenint en compte que
lacalibracié esrealitzaapartir d’un nimero relativament petit demodres lapredd 6 delsreaultats
pot ser afectada per leslongitudsd ona i pel mode espectral utilitzat. Malgrat haginestat descrites
variesalternativesper aquesta seleccio [Bangalore, 1996; Bershtein, 1988; Centner, 1996], enla
practicai per g stemesamb un nombrereduit de components, els espectres dels quals sbnconeguts
i un nivell de soroll espectra baix- Stuacié en que es donaen d present trebdl- és més simple
assajar varis intervals espectras, escollits en funcié dels epectres dels components. En general,

la elimnacio de longituds d’ ona que no contenen informacid andlitica rellevart (p.ex. longituds
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d’ onaaon!’analit en gliestié no absorbeix), es tradueix en unamillor precisio. A part, I'Usdds
espectres de derivada, pot corregr problemes de deriva o desplacaments de la lina base,
incrementant la predso.

Aquest estudi d’optimitzacio de les condicions, axi com per a esimar I'exactitud i la
preciso esperable enlaquantificacié de noves mostres no pertanyents al conjunt de calibracio, es

realitza utilitzant les mesdes preparadesal |aboraori descrites anteriorment.

24
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Figura 3.5. Espectres de mesdles que contenen levodopa 2,6x10* M i
benserazida; 4,5x10°M (—), 6x10°M (....), 7,5x10° M (---).

Tal com espot veurealafigura3.4 A, ambdds compostos presenten una banda amb un
maxim d’ goroxi madament, 280 nm i un espat [la sobre 230 nm. Perd donada ladilucidi lardativa
baixa absortivitat, |labanda de |a benserazida a 280 nm no s aprecia. Aixi d’ entrada es pot assajar
I”interval que conté lainformacio espectral completa 220-290nm o nomésunade les bandes. Pero
ens trobem amb d seglient problema; mentre que la banda centrada a 280 nm presenta uns valors
d absorbancia que Hn lineals reecte la concentracié de cadaun dels andlits, I’ espatllaa 230 nm
agafa valors d absorbancia molt elevats (fins a 2,6), a on ja no existeix una relacio lineal entre

I'absorbancia i concentracio. Llavors, malgrat que des d’un punt de vista classic, la cosa més
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|ogicaseriaeliminar aquesta part de |’ espectre, pel cas dela benserazidaaixd donalloc areaultats
molt dolents, jaque practicament totalainformacio relativaaaquests compost estrobaen agueda
zona. A lafigura 3.5 esveu clarament que per ales mescles que conteren difererts concentracions
de benserazida i identicaconcentracio de levodopa, I’ absorbanciade la banda centrada a 280 nm
practicament no es modifica i en carvi 9§ que es nota un augment en I'absobancia per a
concentracions creixents de benserazidaala zonad voltant de 230 nm.

Després d assajar diferents modds es veu que lalevodopa, donada la seva mgor
aportacié al’ espectre de la mescla, es quantifica sempre bé sigui quin sigui I'interval espectral
utilitzat, mentre que la benserazida es quantifica lleugearament millor quan s'utilitza I' espedre
complert. El niUmero de factors PLS significatius trobats és de 2 per la levodopa i 3 pe la
benserazida.

Mitjancant lavisualitzaci6 del scoresdels diferentsmodels per lalevodopa (figura3.6 A-
B), es pot veure clarament la no linealitat que s'introdueix a sistema quan es passa d’ utilitzar
nomésels valorsd’ absorbanciade labanda centradaa 280 nm autilitzar tot |’ espectre, encaraque
en aquest Ultim cas siguin també 2 €ls factors significatius. A la figura 3.6 A tenim que la
digribucié de les mosres de calibracio en I'espa dels dos primers factors reprodueix la
I estructura de la matriu de calibrecio (figura3.3), on cada factor descriu la contribucié de cada
andit en la mescla; € primer la concentracio de levodopa i €l segon la concertracio de
benserazida. En carvi, alafigura3.6 B es pot veure que la digribud 6 uniforme s’ ha perdut i ara
les mostres anb concentradd més elevada de levodopa (mostres que presenten una més dta
absorbanciaa lazonade 220-250 nm) tenen tendéncia a apropar-se en |’ espai. En aguest cas, €
segon factor descriu la contribucié de la benserazida i també modela la desviacio de la linealitat
del sistema.

A lataula3.2 esmostral’ error estandard rel aiu de predicci6 (RSEP%), lareproduihilitat
limit (R) i la desviacié estandard relativa mitja (ARSD%) obtinguts al quantificar € conjunt de
mostres de calibracid i de prediccid per les dues especies nmitjancant aquests models PLS1. En
ambdos modes experimentats (absorbancia i primera derivada) els resultats son absolutament
equivalents.

S observa que lalevodopa es quartifica amb molt bona exactitud (RSEP 0,5 %) i la

benserazida amb una exactitud Ileugerament inferior (RSEP 1 %) encara que molt bonatambé,
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pero aixo éslogic tenint en compte la seva baixa contribucié ala absorbancia de la mescla. Com
també es pot veure a la taula detacaque la reproduibilitat dd metode analitic és molt bonai
equivalent d vaor del RSEP d queindicaque el modd de cdibracio esta ben gjustat i que les
diferencies exigents en la determinacié dels analits son degudes a la reproduibilitat del métode
dandig.

A les figures 3.7 A-B es mostren es resultats de forma gréfica representant la
concentracid de cada component trobada mitjancant PLSL1 front ala concentracio rea que hi ha
en cadamescla. A lataula 3.3 estroben els parametres de la regressio de la recta per les mostres
decdlibracid i per les de prediccid. Tant per ales mostresde cdibrad 6 comper les deprediccid,
el valor dd pendent ésmolt proper alil’ ordenadaal origenaO, i per tant el métode és correcte.

Laqualitat dels resultats obtinguts, posa de manifed les avantatges dela utilitzacio del

PL S com atécnicade calibraci6, front als métodes classics convencionals.
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Figura 3.6. A-B. Distribucié de les mostres de calibracio en |’ espai dels dos primers factors
utilitzant diferents intervals espectras en la construccié de models PLS1 per lalevodopa; els
valors d’ absorbancia de la banda centrada a 270 nm (A), i I’ espectre conplert (B).
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Taula 3.2. RSEP%, R i ARSD% obtingutsal quartificar el conjunt de mostresde calibracié i de prediccié per les dues espéciesutilitzant models PL S1
amb les dades d’absorbancia (220-290 nm) i de primera derivada ( 220-296 mn).

Absorbancia (220-290) Primera derivada (220-296)

L evodopa® Benserazidd Levodopa’ Benserazidet

%RSEP R(M) %ARSD %RSEP R(M) %ARSD %RSEP R(M) %ARSD %RSEP R(M) %ARSD

Cdibracio 0,27 2x10° 0,23 0,76  1,5x10° 0,87 0,22 2x10° 0,2 0,71  1,5x10° 0,87

Prediccio 0,48 4x10° 0,47 0,82 14x10° 0,85 0,44 4x10° 0,41 0,87 1,6x10° 0,97

NUmero de Factors PLS utilitzats; a=2,b=3,c=4




Taula 3.3. Parametresde la recta concentracié PL S vers concentrad 6 real de levodopa i benserazida, per ales mostresde cdibrad 6 i prediccio.

Levodopa Benserazida
Coeficient de Coeficient de
Ordenada Origen Pendent correlecio, r Ordenada Origen Pendent correlecio, r
Cdibracio (0£3)x10° 1,001 £ 0.009 0,9998 (0£1,2)x10° 1,00 £ 0.02 0,9991
Prediccio (-1+4)x10° 1,005 + 0.011 0,9998 (01+£1,3)x10° 1,00 + 0.02 0,998

Taula 3.4. Contingut mig de levodopa i benserazida (mg/comprimit) i el seu corresporent interval a =0,05 (n=5), obtingut mitjancant HPLC i €l
metode desenvolupat tant en el mode d'absorbancia com de primera derivada.

Levodopa Benserazida
HPLC PLS HPLC PLS
Absorbancia laDerivada Absorbancia laDerivada
Lot1 204+2 206+ 2 205+2 490+ 2 48+ 2 48+ 2

Lot 2 202+ 2 202+1 200+ 1 50+ 3 54+ 3 54+ 3
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Figura 3.7 A-B. Concentracié trobada a partir dels models PLS per la levodopa (A) i la
benserazida (B), versla concentrad 6 real en les mostresde cdibrad6 (1) i de predicdo (*).

111.4.4.2. ANALISI DE LEVODOPA | BENSERAZIDA EN COMPRIMITS DE MADOPAR®

Després de comprovar que € métode proposat per la determinacié simultania de levodopa i
benserazida propordona molt bons resultats quan s gplica a modires preparades a laboratori,
s aplicaal’ andlisi del preparat farmaceutic Madopar® de dos |ots de produccio diferents.

A lataula 3.4 esmostra € contingut mig (en mg per comprimit) en cadalot, amb el seu
interval deconfiancaper unnivell desgnificacio del 95 % per I gplicacio ddsmodels PL S1 sobre
els espectres d’ absorbanciai de primera derivada, aixi com els obtinguts per HPLC.

La comparacio dels valors mitjos i la seva precisio mitjancant els tests estadistics t i F,
mostraque per un nivell de significacié del 95 % no hi ha diferéncia sgnificativa entre el resultat

espectrofotometric i el cromatografic.

111.4.5. CONCLUSIONS

El métode d’andlisi proposat per la quantificacié simultania espectrofotometrica de levodopa i

benserazida es caracteritza per la seva gran simplicitat i pel curt tempsd analis , i Shaaplicat a

mostresde farmac comercid Madopar obtenint-se resultatscompar ables d mét odecromatografic.
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S’ olté unamolt bonaexactitud i precisié tant per lalevodopa com la benserazida, malgrat laseva
baixa contribucié d’ agueda Ultima a I' espectre de la mescla, la elevada superposicio dels seus
respectius epectres d' absorbancia, i la presencia de desviacions de la linedlitat originades al
treballar amb elevats valors d absorbanciaon lallel de Beer-Lambert no es compleix.
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I11.5. METODE CINETIC

111.5.1. INTRODUCCIO

En aguest apartat es descriu un procediment per a la determinacié smultania cnetico-
espectrofotometrica de levodopa (1) i benserazida(ll) a partir de la reaccio d oxidecié amb €l
periodat sodic Nal O, en medi acid.

En les condicions de treball, ambdds analits s oxiden instantaniament per originar uns
compostos que presenten maxims d' absorbacia proxims a 400 nm. En preséncia d’ un excés
d’ oxidant, el derivat de lalevodopa evoluciona segons una cinetica de primer ordre per aformar
un compost colorejat ( =480 nm), mentre que d derivat de la benserazida es descomposaper a
donar Iloc a compostos incolors desviant-se d’ un mecanisme de pseudoprimer ordre. Per altra
bandael comportament dels dos analits en les mescles, és diferent al comportament d’ aquests en
estat pur. Enlesmescless observainteracd 6 ertre les egpécies que donalloc al’ aparicio de nous
productes que absorbeixen enlaregid de 500- 700 nm, els qualstambé es descomponemen excés
d’ agent oxidart.

Pel processament deles dadess utilitza laregressio Parcial per MinimsQuadrats(PLS), aixi
com laregressio per Minims Quadrats Parcials Multi Via (nPLS). Tant el PLS com €l nPLS, ds
gual construeixen models empirics a partir de la informacié proporcionada per les mescles,
permeten quantificar correctament varis aralits amb pronunciat solapament espectral i petites
diferéncies cinétiques, ja que son capacos d’ utilitzar tota la informacié discrimnant continguda
end senyd cinétic multivariable (tant ladiferenciacinéticadels dif erents processos quetenen lloc,
com I'epectrd entre es productes formats) per tal de separar la contribucié individual de cada
analit en lamescla.

Per ta de poder aplicar € PLS oonvendoral a la matriu de dades cingtico-
espectrofotometriques obtinguda del regigtre de les diferents mescles, és necessari desdoblar-la
I convertir-laenunamatriu de duesdimersionso viesdelaforma( t;, t... .t..... L

St oto). En aquest desdoblament les mesures regidrades a varis temps son col locades de
manera sequencid una darreral’ altra per a formar una Unica fila per a cada mostra en la nova

matriu de dadesbid mensional. Esevident que per a cada mostra la absorbanciamesuradaa | i
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t; estrobarelacionadaamb laabsorbancia mesuradaa ., i t;,,, pero aquestainformacio es perd
guan les dades sdn desdoblades, i S obtenen matrius amb variables molt correlacionades lesquds
donen lloc a modds dificilsd’ interpretar. Aqued problemapot ser superatssi s utilitza el métode
de regressié Multi Via nPLS desenvolupat per Bro [Bro, 1996], el qual manté I’ estructura
tridimensional de les dades, i permet |’ obtencio de models méssinplesi fecilsd’interpretar, ends
quals es reflexen les duesfonts de variahlitat dels parametres regidrats (la longitud d’ onaii el
temps).

Els métodes d’ analisi Multi Via estan essent mica en mica implementants en I'aplicacio de
dades cinético-espectrofotomeétriques, perd malgrat de les avantatges potencials que poden
presentar, no ha estat provat encara que proporcionin una millor cgpacitat predictiva en ds

sigemes dnétics.

111.5.2. PROCEDIMENT CINETIC D'ANALISI

Per a la preparecio de les diferents mescles, les diferents dissolucions de trebal s'afegeix
directament ala cel la espectrofotometrica mitjancant I’ s de micropipetes. S afegeix en primer
lloc 1 ml de tampd acid acétic-acetat potassic 0,2 M (pH 4,5), seguidamert un volum apropiat
compres entre 300 i 500 | de cada una de les dissolucions estoc de levodopai benserazidai en
la majoria dels casos, es completa el volum a 2 ml mitjangant aigua bidestil.lada desairgjada Les
concentracionsfinalsdelevodopai benserazdaestroben compreses entre(2,4-4,0)x10*M i (4,6-
7,8)x10°M respectivament. La cubeta éscol locada aleshores a |’ espectrofot Ometr e, mantenint
latemperaturaa 25,0 + 0,1 °C i S'inicial' agitacié. Després d’ un minut, es registral’ espectre de
referenciai llavorscomencala reaccié per I'addicié, jaen dltimlloc, de0,1 ml deladissolucié de
periodat sodic essent la concentracié fina encubetade 1x102 M. Lahomogeneitzacié enlacel la
ésinstantania desdel moment en que s'afegeix I’ Gltima gotade reactiu, moment que s'agafa com
atempsinicid dereaccid i en qué es comenca el registre de la cinética.

L’ espectre UV-Visble de lamesclaesregidtra aintervals de 2 nm en el rang delongituds
d’ ona de 300-600 nm a intervas de 2 segons durant 1 minut i de 4 sec en € minut seguent,

utilitzant un temps d’integracié de 0,3 segons.
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111.5.2.1. PREPARACIO DE LESMESCLES AL LABORATORI

Lesmescles que s utilitzen per alacalibracio, espreparen seguint un disseny factoria 52 escollint
com a valor central del disseny una mescla que conté levodopa i benserazida a ura relacio de
concentracions igual gque la que es troba en €l preparat farmaceutic i que alhora €l valor de
I" absor bancia a 480 nm sigui aproximadament 1 després dels dos minuts de reacci6. Els nivels
extrems del disseny s escullen de forma gque es corresponguin a + 25 % de la concentracio en €l

nivell central per acadaandit.
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Figura 3.8.Composicio de lesmesclesde calibracio (1) i de
prediccio ().

Per tal d'avduar lacapacitat predictivadelsmodesde calibracio assajats espreparen unes
dtres 15 mescles amb concentracions compreses dins dels intervals de concertracié definits per
lesmogtres de calibracid. Toteslesmescles espreparen per duplicat, en diesdiferentsi seguint un

ordrealeaori. A lafigura3.8 esmostralacomposicié deles diferentsmostresen es dos conjunts.
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111.5.2.2. REGISTRE | PROCESSAMENT DE LES DADES

El registre dels espectres a diferents temps per a cada una de les mostres, es realitza en aquest
trebal mitjancant I’ espectrofotometre UV-Visible de diodes en linia Hewl ett-Packard model HP-
8451 A, que porta incorporat un bany termostatic i un sigema d'agitad6 intern. Del registre
cinétic, s obté per acadamostraun vector que conté !’ evolucié espectral de les diferents especies
presents, el qual esta constituit per uns 7000 valors d' absorbancia. Per tal de facilitar els calculs,
esredueix ala meitat aguest vector, excollint els valors d' absorbancia cada 4 nm enlloc de cada
2 nm.

A partir de la matriu de dades cinetica-espectrof otomeétrica obtinguda amb e conjunt de
totes les modres, es construeixen ds diferents models de cdibracio utilitzant I' agoritme PLS1
incorporat en el programaUnscrambler versio 6.1 utilitzant |’ algoritme nPL S1 desenvol upat per
Bro[Bro, 1998] el qual funciona desdel Matlab. S assagen diferents models per tal d’ optimitzar
el mode espectral (absorbanciai primeraderivada), €l rang delongitudsd’ onadetrebdl, i € temps
de registre cinétic, amb |’objectiu de minimitzar I'error de prediccio de les mostres. Par a la
congtruccio dels diferents models PLS1 s utilitza el métode de validacio creuadaamb un niimero
de segments de cancelad 6 igual a numero de mostres que constitueixenla matriu de calibrada 6,
deixant sempre a fora ds dos replicats de cada modra. S escull com a numero de factors
significatius el menor que presenti un MSECV; no significativament diferent del minim MSECV.
Enla construccio dels models nPLS1 no ens és possible utilitzar el metode de validacio creuada
i e nimero de factors escollit és aquell en qué a afegir-ne un nou, la variancia explicada del
conjunt de mostres de cdibracié no millora significativament [V andeginste, 1998].

De la mateixa manera que es fa a e apartat anterior, per tal de facilitar la comparacio i
interpretacio dels reaultats oltingutsen cadaun dels modelsprovats, escalcula I’ error estandard
relatiu de prediccio (RSEP%), la reproduibilitat limit R i la desviacié estandard relativa mitja
(ARSD%) pd conunt de mostresde cdibrad 6 i de prediccio.
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