Determinacio de levodopa i benserazida

[11.5.3. RESULTATS | DISCUSSIO
111.5.3.1. OXIDACIO DE LA LEVODOPA | LA BENSERAZIDA
En dissolucions pures tant la levodopa com la benserazida s oxiden en presencia de NalO,

originant diferents produdes dereaccié. Per 0 magrat lasevasmilitud esructural, € mecanisme

de reaccio no és el mateix per ambdues espéecies.
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Figura 3.9. Esguama ce | es reaccions que tenen lloc per lalevodopa en
preséenciadeNal O, a pHs superiors a 4.

L’oxidacio de lalevodopa ( .= 280nm) segueix un mecanisme ben establert i ha estat
ampliament apli cat amb finalitats analitiques utilitzant unagranvarietat d’agentsoxidant, talscom
NH,VQ,, HIO,, K,S,0,, K;F&(CN)s, KMNO,, Na,IrCly i molts d' altres [Pelizzetti, 1976; Sdem,
1987; El-Kommos; 1990a; El-Komnos, 1990b] . El mecanisme de reaccio estroba esquematitzat
alafigura3.9. Tenim que I'aminocrom ( ,,;,,=300,480 nm) és & producte find resultant de la
sequenciadetresreaccions. Inicialment, lalevodopa s’ oxidaper adonar lloc ala corresponert o-
benzoquinona ( ,,=395nm) i 5 € pH dd medi de trebal éssuperior a4, aquestaespéciees cicla
i estornaaoxidar per atransformar-se finalment en el aminocrom. Per tal de completar el procés,

s6n necessaris dos mols de periodat sodic per cada mol de levodopa. En presencia d’ un excés
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d agent oxidant, laoxidacio dela levodopa ésingantania per a donar lloc a la o-benzoquinonai
el paslimitant delaveocita dereaccid ésla ciclacio (pas numero 2 de lafigura 3.9). En aguestes

condicions, la velocitat de reaccio segueix |’ equacio de primer ordre descrita per I’ equacio 1.
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Figura 3.10 A-B. Espectresdelalevodopa(A) i benserazida(B)1x10“M
(---), del reactiu 1x10°M(—) i delsproductesa I'inici delareaccio (....)
i ds10 min (—), pH de 4,51 a 25°C.
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al Armin acra]
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A lafigura 3.10 A es mostra I' espectre d’ absorbancia de la levodopa i del reactiu ales
concentracions de 1x10*M i 1x10°M respectivament, i €ls espectres del productes resultant de
la mescla d’anbdues espécies al'inici del registre dnetici als 10 minuts dereaccio.

A partir de 6 dissolucions pures de levodopaen I’ interval de concertracions compresentre
(0,5-5)x10“*M i anb I'addicié d’ una concentracié de NalO, de 1x10°M, es comprova que la
cinéticad aquesta reaccié ésredment deprimer ordre, i estroba unvalor detemps desemireaccio
de 83 + 11 segons.

El mecanisme d'oxidacié de la benserazda ( = 270nm) no esta establert i nomeés
disposem de I'informacié proporcionada per algunes proves experimentals realitzades en fer
reaccionar |abernserazida anb I' agent oxidant Nal O,. El que veiem és que en afegir NalO,, la
benserazida s oxida practicament deformainstantania per adonar lloc alacorresponent quinona
(' max=406 nm), necesdtant dos mols de periodat sodic per cadamol de benserazidaper completar
lasava oxidacié. Quant I'oxidant s afegeix nomésen un lleuger excés respecte laconcentracio de
benserazida, s observa també I’ gparicid d'una o0 varies especies colorgades amb maxims
d absorcié a490i 524 nm (figura 3.11). Perototsaquests productesde reaccid es descomponen
per atransformar-se en espéciesincolores. En preséncia d'un excés d’agent oxidant, I’ oxidacio
de labenserazida és instantania i es transforma mgj oritariament en la quinona corresponent, pero
la descomposicio d’ agueda tambées produeix molt rapidament de forma que s observa sempre
en Iinterval de longituds d’ ona d’ estudi, una disminucio de I’ absorbancia amb el temps. Aquest
comportament cinétic es mogtraa lafigura3.12, on esrepresenta la variacio de |’ absorbanciaen
el tempsa lalongitud d’ ona dd maxim d’ absorcio de la quinona per diferents concentracions de
vaos ES POt veureque quan s &egeix la meitat delaquartita estequiomérica d’agert oxidarnt
(1x10“M), €l valor d’ absorbancia es aproximadament la meitat del valor maxim, i que es manté
estable durant & temps mesurat. Quan la concentrecio af egida és I'estequiométrica s asoleix
I’absorbancia maxima amb pocs segons pero la quinona es descompon lentament. Per
concentracions més ates d’agent oxidant, no s assoleix I'absorbancia maxima i la velocitat de

descomposicié augmenta, i ndicant que laguinonajahacomencat adesapareixer deformanotable.
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Figura 3.11. Espectres dels productes que es formen a I'inici de la
reacci6 de labenserazida 1x10* amb NalO, 1x10*(....) i 2x10*( ),
pH de 4,5 a 25 °C.
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Figura 3.12. Pérfils cinétics a 406 nm per la benserazida 1x10* M per
adiferents concentracions de NalO,, pH de 4,5 a 25 °C.
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En aguestes condicions, el mecanisme de reaccio es desvia del comportament de
pseudoprimer ordre respecte al’ andlit, que normalment té lloc quan estreballaamb ungran excés
dereactiufront al’ analit d' estudi. Unagraficadel logaritme delavelocitat inicial vers el logaritme
de laconcentracié de benserazidaés unaliniarecta amb un pendent de 0,85.

A lafigura3.10 B es mostral’ espectre d’dosorbancia de labenserazidai del reactiu alas
concentracions de 1x10*M i 1x10°M respectivament, i els espectres del productes resultants de

la mescla d’ ambduesespecies al’inici del registre dnetici als 10 minuts dereacci 6.
111.5.3.2. ESTUDI DE LES CONDICIONS EXPERIMENTALS. OPTIMITZACIO

Les condicions experimentals s esudien sobre dissolucions pures 1x10“*M de cada analit, amb
I’ objectiu d escollir aquelles en qué I'exactitud i la precisié en laresolucio de les mescles sigui €
millor possible. Es adir, es buscaque I'evolucio espectra dels productes derivats de I’ oxidacio
de cada un dels analits, sigui e més diferent possible en un temps curt d’'andisi, i que alhora
aguesta contribucioé pe part d’ambdos analits al senyal mesurat sigui sufident per tal de ser

guantificats correctament.

et I T
[y = L
L

=

ra
y ]

m

AAAL (*10%
AAJAL (*10%

LV L]

pH pH

Figura 3.13. Representacio dela variacio del’ dsorbancia entret, i s 10 sinicids delareaccio
amb NalQ, 1x102 M de: (A) lalevodopaa 480 nmi (B) labenserazidaa406 nm, pH 4,5 a25°C.

Per a comencar, s estudia la influencia del pH de reacci6 en € rang de 4-7, ja que a pHs

inferiors no te lloc la formacié de |’ aminocrom derivat de la levodopa. En el casde lalevodopa
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lavelocitat de formacié d aquest aminocrom augmentaamb el pH, i tenim que aunpH de 7 la
sevaformacio és practicament ingantania. Aixo afavoreix I’ utilitzacio depH atsde trebdl, jaque
amb un temps molt curt d’andlisi s gpreciaun gran increment d absorbanciade la banda de 480
nm corresporent al’ aninocrom format (figura3.13 A). En canvi, per labenserazidala situacié
gue es dora és nolt diferent, ja que en augmentar el pH, la sensibilitat en la seva determinacié
disminueix. Tenim que en augmertar €l pH, |’ absorbancia de la quinona o espécies colorejades
derivades d'una primera etapa d’oxidacid, és cada cop menor, i alhora és més lenta la seva
desgparicio, fins a punt que apH 7 I’ absorbancia mesurada al voltant de 400 nm és nolt petita
i quasi no S'apreda cap canvi a llarg del temps de registre utilitzat (figura3.13 B). Amb tot aixo,
S agafa unasolucié de compromisi sescull un pH detrebdl de 4,5. En aquestes condicions les
reaccions tenen lloc de forma rapida i s aconsegueix la mexima sensbilitat possible per la
benserazida. Aquest punt és especiament important ja que dels dos andlits, |a berserazida és el
que es troba en defecte respecte a lalevodopa en el farmac comercial. A pat, és millor treballar
aaguest pH perqué les dues espéecies son oxidadesavalors alts de pH per I’ oxigen atmosféric, que
es pot dissoldre en el medi de reaccio.

El segon parametre que s'estudia s la concentracio de reactiu del medi, i Sassagen les
concentracions de 1x10°M i 1x10°M. S utilitzen només aquestes concertracions, on €l reactiu
estrobaen excés, per no augmenta més la complexitat del sistema. Per la levodopa, tal i com
s esperava, |’ evolucié de I’ aminocrom és independent de la concentracio de reactiu, essent les
cinétiquescompletament identiques. Encanvi, per labenserazida, €l sdiferents processosquetenen
lloc depenen malt dela concentracio dd reactiu. S escull trebalar amb la mgor concentracio, ja
que malgrat el valor del’ absorbanciade lesespecies colorgades formades ésmenor, es produeix

unamajor disminucio de I absorbancia en el sdos primers minuts de reacci 6.
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Figures 3.14 A-C. Variacio espectral dels productes de
reaccio de la levodopa (A), la benserazida (B) i la mescla
d’ambdues (C).
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3.5.3.3. ANALISI DE LEVODOPA | BENSERAZIDA EN MESCL ES PREPARADES AL
LABORATORI

Un cop escollidesles condicions ex perimentals més idonies per a dur aterme lareaccio, es passa
al’estudi i determinaci6 de levodopai benserazida en mescles. Per aladeterminacio de mescles
d’ ambddscompostos, s utilitzatota lainformacio contingudaen |’ evol ucié espectral ambel temps,
en ds diferents processos de degradaci que tenen lloc en presenciade Nal O,. A lesfigures 3.14
A-C, esmostra la variacié anmb el temps de |’ espectre d’ absorbancia de 300 a600 nm durant s
dos primers minuts del’inici de la reaccié, d una mescla 2,4x10“M en levodopai 7,8x10°M en
benserazidai de dissolucions pures de cadaanalit en les matei xes condicions experimentals. Com
es pot veure, lalevodopa presenta una gran contribucio a |’ absorbancia total i petites variacions
en laseva concentracio modifiquennotabl ement d val or de I absorbancia de la mescla de reaccio.
La contribucié de la benserazida a |’absorbancia global és molt menor, pero presenta un
comportament cinetic diferent al de lalevodopa, i €l's productes de reaccié d’ ambdues especies
presenten espectres forca diferents.

De I'estudi dds espectres i perfils cinetics tant de les especies pures com de |es mescles
S observa que I'aparicio de nous productes que absorbeixen a la zona de 500-700 nm, s quds
sén probablement els productes resultants d’ura reaccidé creuada. Aquestes noves especies
aparegudes, també es descomponenrapidament per adonar lloc a espédes no coloregjades. A les
figures3.15 A-B esveu clarament |a presencia d’ aguestes novesespéci es, ones modral’ espectre
d'absorbanciaal’inici delareaccid i als 20 segons, de dislucions pures de levodopa 2,4x10“M
i benserazida 7,8x10°M, |’ espectre resultant de la suma d’aquestes dues especiesi |'espectre de
la mescla d’ ambdues espécies enles mateixes condicions Aqueda fortainteraccio, provoca que
el comportament delsanditsenlamesclano es correspongui al comportament de cada analit per
separat, i introdueix unadesviacio de lalineditat del Sstemaja que ara |’ absorbancia total dela
mescla deixa de ser funcio lineal de la concentracié de cada andlit (situacio que es déna en les
reaccions de pseudoprimer ordre) i passa a dependre també d’altres termes en que participen les

concentracions d’ ambdos analits.
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Figura 3.15A-B.Espectresal’inici (A) i als20 s(B) dereacci6 de lalevodopa
(---), la benserazida (- -), I’egectre tedric resultant de la suma dels dos
anteriors (....), i I'espedre real de lamescla (—).
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A lafigura3.16 es mostren es perfils cinetics durant tot € temps deregistre on s’ observa
guelapresendad’ aguedainteracciooriginaquee perfil corresponent aunamesclad’ analits sigui
clarament diferent ala suma dels perfils que presenten aquest quan es troben sols, aigualtat de

condicionsexperimerntals.
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Figura 3.16. Perfils cinétics a 480 nm per lalevodopa (---), la
benserazida (- -), €l tedric resultant de suma es dos pefils
anteriors (....), i e perfil real de lamesda (—).

En aquestes condicions, no es poden utilitzar moltes de les tecniques de calibracié que
normament s apliquen en la resoluci6 cinética de mescles. En aquest treball s utilitzael PLS, i el
NPLS, on es construeix el model de calibracio a partir de mogres smilars alesmogres que esvol
quantificar, i que per tant, reprodueixen el seu mateix comportament. A partir de lainformacio
proporcionada per aguestes mogres que contenen dsandits a unes concentracions conegudes i
en diferents proporcions, es construeix un model empiric on s’ utilitza un nombre de fadors

addicionds alsteoricssuposant un comportament lineal del sistema, | es pot modelar lapresencia
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d'interaccions ends sstemes deformagenerd senselanecesstat deconeixer € modd matematic
gue segueix el sistema aneic, cosaque pot ser dificil i laboriosa d’ egablir en molts casos.

Comjas haindicat anteriorment, malgrat que el PLSi d nPLS siguin metodes d espedre
complert, capacosde corregir I d evadacolineal itat que existei x, especialment en d casdel registre
cinétic, entre els valors de I’ absorbancia mesurada a diferents longituds d onai també a diferents
temps, i que es disposa de relativament poques mogres pel procésde cdibrad 6, laprecisio des
resutats pot ser afectada per lesvariablesexperimentasi pel mode espectral utilitzat. Aixi doncs,
per adur a terme la construccio dels diferents models, ca fer un bon disseny del conjunt de
mostres utilitzades en la calibreci6, i escollir del gran nombre de variakes regidrades, les que
contenen informacié rellevant del sistema. Aquesta selecci6 de les variables experimentds es fa
empiricament assgjant varis intervals egpectrals, escollits en funcio dels espectres dels diferents
productes de reaccio, i varisintervals de temps, des de temps molt curtsde registre fins atemps
mésllargson lareaccio per ambdues especies ha tingut locde formaimportant, i aixi poder veure
fins a quin moment I’ evolucioé espectrd dels productes formatsjano aportauna milloraen els
resultats. A part, també s assagen models construiits amb els espectres de primera derivada, per
a veure si es poden corregir els desplagaments de la linia base que tenen lloc en el regidre
d’algunesmostres, i S assagen models PLS1 i nPLS1 escalats per |labenserazidaper aveure si és
possibledonar més importancia la seva contribuci6 a la mescla i obtenir aixi millors reaultats.

Aquest estudi d’ optimitzacié de les condicions, aixi com per a preveure I’ exactitud i la
preciso esperable enlaquartificacié de novesmogresno petanyentsal conjunt de calibracio, es
realitza utilitzant mescles preparades al laboratori.

A diferéncia del treball anterior, ara disposem d’'un nombre molt gran de variables
experimentas (3500 vdors d’absorbancia que contenen I' evolucié espectrd de les diferents
especiespresents), i per tant el nimer o de possibles combinacions de variables per a congtruir s
diferents models é molt superior.

Com era d egerar, I'utilitzacié de tot I'interval de longituds d'ona, en € qua hi ha
informacio relativa a les dues especies, déna millors resultats, i Gnicament s’éiminen els valors
inferiorsa 328 nm, ja que aquests agafen valors d’ absorbancia massa grans i presenten nolt de

soroll. P quefa d temps deregistre, esveu que per vaors superiors a un minut no s obtenen
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milloresjaque el producte d' oxidaci6 de labenserazidaja s hadescomposat practicamernt det tot,
i Obviament les dadesa temps superiors no contenen informacio discriminart.

Un fet destacable é qué s obtenen practicament els mateixos resultats per aplicacié de
PLS1 i de nPLS1. En ambdds casos els millors resultats per la quantificacié de la levodopa
S obtenen utilitzart el s egpectres deprimeraderivada (348-580 nm) mertre que per labenserazida
S obtenen amb ds espectres d absorbancia (328-600 nm), i curiosament quan s excalen les dades
els reaultats obtinguts son forca pitjors. Aixo segurament es deu a fet que en escalar les dades,
les diferéncies existents entre els duplicats de les mostres degudes a petites variacions de les
congantsde velocitat, es veuen engrandides i agafen major importancia. El nimero de factors
significatiustrobats és de 3 per lalevodopai de4 per la benserazida. En ambdos casos el nimero
de factors ggnificatius superaa numero d’ analits presents alesmostresi aixdo malgrat en part es
pugui atribuir a la presencia de desplacaments de la linia base que es donen puntualment per
algunes de les mostres, sobretot s atribueix a I’ efecte de I’interaccio present a dstema que
provoca desviaci6 de lalinedlitat, i la qual introdueix una nova font de variabilitat de les dades.

A lataula3.5 esmogral error estandard relatiu de prediccid (RSEP%), |a reproduibilitat
limit (R) i ladesviacié estandard relativa mitja (ARSD%) obtinguts al quantificar el conjunt de
mostres de calibracio i de prediccio per les dues espécies mitjangant aquests models PLS1 i
nPLSL1.

Sobserva una gran similitud als resultats obtinguts pel metode d andisi directe, on la
levodopa es quantifica amb molt bona exactitud (RSEP 0,7 %) i la benserazida amb una
exactitud lleugerament inferior (RSEP 1,5 %) encara que molt bona també. La reproduibilitat
del métode analitic és també molt bona

Pero € vdor RSEP proporcionanomés unaviso globd de laexactitud delsresutasi per
a obtenir una idea de com € meétode prediu en cada mostra la concentracio de cada analit, es
representen les concentracions afegides front alestrobades. A lesfigures3.17 A-B esmostrends
resutas de forma grafica representant la concentracié de cada component trobada mitjancant
PL S1 front a laconcentracio real que hi ha en cada mescla preparada al laboratori, on esveu que
per tot el conjunt de mostres, lalevodopa es quantificaamb unerror relatiu inferior a 1,5 %i la

benserazida inferior al 3%.
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A lataula 3.6 estroben els parametres dela recta deregressio per lesmostresde calibracio
i per les de prediccié on els vaors de I'ordenada en I'origen i del pendent mostren que no

existeixen errors sistematics.
Elsresultatsderivatsdel’ aplicacid delsmodel snPL Sno esmostren jaqueson pr acticament

identics.
4 B
Sle-5
404 p
g e S Tt
o !
P E .
2] 4 5
g k-4 : -5
B 2 E E
- B0
-]
2de-d ]
. . . . . +ig-5 , , . , , . . )
Qo4 84 34 -4 4 -4 $0o-5 #5p-5 S0p-5 50p-5 E0p-5 @S@-§ T0o-J Tle-d Slo-3
LEVOD OP4 (M) BENSERAZIDA (M)

Figura 3.17 A-B. Concentracio trobada per PLS1 per lalevodopa (A) i labenserazida (B), vers
lareal en les mostresde cdibrad 6 (1) i prediccio (**).
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Taula 3.5. Valorsdel RSEP%, Ri ARSD% pel conjunt de calibracié i prediccio per les dues espedes obtinguts amb models PLS1 i nPL S1 amb dades
de 1r derivada per lalevodopa (348-580 nm) i dades d’ absorbanda per labenserazida (328-600 nm). NUmero de Factors. a=3,b=4

model PLS bilirneal model PLS trilined (nPLS)

L evodopa® Benserazidd Levodopa® Benserazida

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

Cdlibracio 0,67 53x10° 0,58 1,38 1,6x10° 0,92 0,66 51x10° 0,57 1,45 1,7x10° 0,96

Prediccio 061 4,0x10° 044 1,13 24x10° 1,32 0,57 3,8x10° 0,41 1 2,2x10°% 1,22

Taula 3.6. Paranmetresde la recta concentracio PL S vers concentrad O 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+4)x10° 1,00 + 0,01 0,9992 (0+2)x10° 0,99 £ 0,02 0,997

Prediccio (4+5)x10° 0,99 + 0,02 0,9991 (0£2)x10° 1,01 + 0,03 0,996
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111.5.3.4. COMPARACIO DELS METODES DE CALIBRACIO EMPRATS

A partir de lesdades nostrades a lataula3.5 es veu que tant la reproduihilitat com la capacitat
predictiva dds dos métodes métodes de caibracio son practicament andogues. Es en la
interpretacid dds loadings, on les mgors possbilitats del nPL S es veuen manifestades.
Laprincipal caracteristicade I'dgoritme nPLS és que esmanté |’estructura tridimensional
delamatriu dedades, i en fer ladescomposicié encomponents principals, s'originencomponents
trilinears. Enlloc d unvecor scorei unvector loading compassa amb e PLS bilinear, en aguest
nou model trilinear generat cada component consigeix d un vector score i dos vectorsloadings,
un pel segon ordre de mesura (enaquest cas|’ espectral) i un pel tercer ordre de mesura(lacirgtica

de reaccio).
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Figura 3.18. Grafic del loading pd segon PC del modd PLS de la
benserazida. Aquest explicaun 88% de la variaga dela concentrad 6.

Aixo vol dir que mentre que d PLS genera un conjunt de loadingsque son combinacié dels
dosordres de mesuradeles dades, el model nPLS déna de forma separada els|oadings per acada

un d’élls, i lasevainterpretacié és mésimmedidai més segura
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A lafigura3.18 esmostrael loading del segon factor per a model PLS1 per la benserazida.
Reaultamalt dificil treureinformacio Gtil sobre el Ssemaa partir dunasmple observacio visua
de lafigura. En aquest cas, cada registre es troba associat amb 69 valors diferents de longitud
d onai cada longitud d’ ona estroba alhora associada amb els 30 registres cinetics. A les figures
3.19 A-B es mostren ds loadings dds factors que expliquen la mgor part de la variancia de la
meatriu de concentracions de lalevodopa (1r 93%)i labenserazida(2n 76%)en els modelsnPL S1.
Es evident que aquests loadings expliquen I'evolucio cinética d ambdues espécies amb un

creixement de I’ absorbancia enun cas, i amb una disminucié en I altre.
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Figura 3.19. Graficsdesloadings cinétics pel smodel snPLS.
Levodopa (A), 93 % delavariancia; benserazida (B), 76 %.
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Per altra banda, el tercer loading (Figura 3.20) és practicament el mateixa pels dos analits.
Unapossibleinterpretaci 6 ésque aquest tercer component estaexplicant I'evol ucié delesespecies
produides/generades en la reaccié creuada. Aquestes especies son quantitativament de poca
importancia per la prediccio delalevodopa (lavariancia expliceda delamatriu delaconcentracio
és del 2 %), perd molta més per la benserazida, laqual es troba en considerable defecte en el

sigema (variarcia explicada del 11,1 %).
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Figura 3.20. Grafics delsloadings pel tercer factor dels models nPLS.
Levodopa (—); berserazida (...).

111.5.3.5. ANALISI DE LEVODOPA | BENSERAZIDA EN COMPRIMITSDE MADOPAR®

Després de comprovar que € metode proposat per la determinacié simultania de levodopa i
benserazida proporciona molt bons resultats quan s aplica a mostres preparades al |aboratori, es
vaaplicar al'andlisi del preparat farmaceéutic Madopar® de dos lots de producci6 diferents.

A lataula 3.7 es mogra el contingut mig (en mg per comprimit) en cadalot, amb el seu
interval de confianga per un nivell de sigrificacio del 95 % per I’ gplicacio dels models PLSL i

nPLS1, aixi com els obtinguts per HPLC.
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Tal com esfaamb el metode espectrofotomeétric directe, es comparen €s vaors mitjosi la
Seva precisio mitjancant elstest estadisticst i F , i es veu que per un nivell de significacio del 95
% no hi ha dferéncia significativa entreel resultas obtingutspel méode dnétic i els obtingutspel

métode cromatogréfic.
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Taula 3.7. Contingut mig de levodopa i benserazida (mg/comprimit) i el seu corresponent interval a =0,05 (n=5), obtingut mitjancant HPLC i el
meétode cinetic desenvolupat, tant en I aplicacioé dels models PLS1 com dels models nPL S1.

Levodopa Benserazida
HPLC metode cinétic HPLC métode cinétic
PLS1 nPLS1 PLS1 nPLS1
Lot1l 204+ 2 201+1 201+1 490+ 2 52+2 52+2
Lot 2 202+2 2001 2001 50+3 51+3 51+2
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111.5.4. CONCLUSIONS

S ha posat a punt un métode d’'analis cinétic per a la quartificacié 9multania de levodopa i
benserazida, i malgrat lacomplexitat inherent aaquest sistema, s han obtingut resultats molt bons
enlaquantificacié deles duesespécies. Lacomplexitat esdeualapresencia d’interaccio entre les
especiesque provocaque el comportament d’ aquestes en mesclessigui diferent a comportament
en eda pur, cosa que provoca per un canté que el senyal mesura no sigui funcio lined de la
concentracio delsdosanditsi per I'dtral’ gparicié de nous productes d’ oxidecio els qualstambé
absorbeixen a la zona estudiada. Es tracta d’ una situacio dificil de resoldre per ala majoria de
tecniques de calibracio i aqui s'ha vist la superioritat del PLS com a técnica de calibracié
multivariant que pot ser utilitzadacom atécnicade calibraci6 general en aqueststipusde sistemes.
Lagran flexibilitat de la calibracié PLS permet congruir un modd empiric a partir de les dades
experimentas sense necessitat de coneixer @ model matematic que descriu el complex
comportament del sistema, i prediu amb una gran exactitud i precisi6 mostres smilars a les
utilitzades a la calibracié. A més, permet I utilitzacié conjunta d’ informacié cinética i espectral
mesuradaper un nimero gran delongituds d’ ong cosaque milloral’ exactitud en la quantificacié
de les dues espécies i també laprecisio del métode ciretic ja que es uavitza l'efecte de petites
variacions de les congtants de velocitat entre experiments, produides per petits canvis en les
condicions experimentals Pero degut a la naturalesa tridimensional de les dades cinetiques, és
també interessant I’ aplicacié del métode de calibracié nPLS, €l qual a part de presentar les
matei xes avantatges discutides a dalt, manté |’ estructura de les dades originals enlloc d’ intentar
gjustar-les a la natura bidimersional del model PLS convencional. Aquest métode posseeix un
potencial més gran d’interpretacio qualitativa del fenomen mesurat i en els models obtinguts es
reflexen les dues fonts de variahlitat dels parametres registrats (lalongitud d’ onai el tenps).

El metode cinetic desenvolupat s ha aplicat a la quantificacié de mostres del farmac

comercia Madopar, obtenint-seresultats que no diferei xen del strobats pel metode cromatografic.
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