Determinacio de mescles quaternariesde sulfonamides

V.4.3.2.1. Andlis dels loadings

L’avantatge del nPLS resdeix en quée d descompondre els dos ordres (cinétic i espectrd)
independentment, permet unameésfacil interpretacio. Tanmat eix, enstrobem davant unasituacio
mancada de la lirealitat necessariaafi detreure el maxim profit d’ aquedes avartatges inhererts
ds algoritmes Multi Via. Aix0 provoca que la capacitat d’interpretacio estigui clarament
disminuida, jaque cadafactor no estroba relacionat amb la contribucié en solitari de cadaunade
les fonts de veriabilitat de les dades enregistrades, sind que és el resultat d una combinacid
d aquestes.

Per comencar amb I’ est udi delsdif erentsloadingsobtinguts enlacondrucd 6 dels dif erents
models de calibracid, alesfigures 5.14, 5.15 A-B i 5.16 A-B es mostra |’ evolucié amb el temps
dels espectres deprimera derivada per a diferents mostres, aixi comels perfilscinetics adiferents
longituds d’ ona. Les dades representades alafigura5.14 es corregponen corcretament a una
mescla que conté sulfatiazol i sulfadiazina 3,0x10* M, sulfamerazina 0,5x10*M i sulfametazina

2,2x10*M, i en les altres figures a cada una per separat a una concertracio 5,0x10* M.
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Figura 5.14. Evolucio dels espectres de 1r derivadadds productes de reaccio d una
mescla de sulfonamides. Perfils cinetics a 540 nm (—), 600 nm(...), 630 nm(—-) i
690 nm(- -).
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Figura 5.15 A-B. Evolucio dels espectres de 1r derivada dels productes de reaccio
del sulfatiazol (A) i de lasulfadiazina (B). Perfils cinéticsa’510 nm (—), 540 nm(...),
600 nm(——-) i 890 nm(- -).
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Figura 5.16 A-B. Evolucio dels espectres de 1r derivada dels productes de reaccio
de la sufamerazina (A) i sulfametazina (B). Perfils cinétics a510 nm (—), 550 nm
(...),630 (=) i690 nm(- -).
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Observant les dferents figures, es pot apreciar que si bé la contribucié per part de la
sulfametazina i la sulfamerazina és la mgjoritaria entot el rang espectral, la contribud 6 per part
del sulfatiazol i sulfadiazinaés molt notable en laregio centradasobre 600 nm, especialment per
temps curtsdereaccio. A mésa més, tenim queel sertit de I evol ucié espectrd en aqueta zona
ésoposadaentrelesparell essulfati azol -sulf adiazinai sulfamerazina-sul fametazi ng, cosagque queda
totalment reflectida en e perfil cinetic a 600 nm de la mescla representada a la figura 5.14.
Inicidment aquest perfil cinétic recorda d perfil del sulfatiazol i lasulfadiazina, perdo amesuraque
avancael temps deregistre, presenta un pendent cada cop menor, atribuible ala contribucié per
part dela sulfamerazina i sulfametazina un cop superat el seu tempsd’ inducci 6.

Tambeé és interessan ressaltar |’ escassa discriminacio entre el senyal proporcionat entre
els componentsde cada parella de sulfonamides. Per un cantd, les maximes diferenciesespectras
entre el sulfatiazol i la sulfadiazina es troben localitzades al voltant de 510 nm i 690 nm, ésadir,
en dsdos extransdel rang epectral. Pel que fa a les dtres dues especies, tenim que hi ha certa
diferéncia espectral localitzada en la banda situada sobre 570 nm de I espectre de derivada.

Quant ales diferencies cinetiques, cal dir que malauradament costen deveure, ja que ds
perfils cinétics son forca paral lelsentre els dos componernts de cada parella

A titol d’ exermple, alesfigures5.17 A-D esmostrael primer loading cinétici espectral del
model nPLS1 de cada sulfonamides.

243



015 - C
010 -
E ws £
:E % 0.00 -
-ILDE -
| |
_l]_m 4
o £
= s
_['_m 4
T T T T 1 -BIE T T T T T T T
0 120 240 %0 480 00 EI0 E40 ETO 600 630 650 690 TR0
TEMPS (segons) LONGITUD D' ONA ¢(nm)
0.4 - E 03 -
- D
03
0z
02 | E
E 01 - % 0.1 4
& oo 0o |
F 01 -En
ﬁ S 1]
0z =
03 -0
04 : : : : - 03 : : : : : : :
0 120 40 360 480 600 EI0 540 ST0 600 £30 660 690 T
TEMP'S (segons) LONGITUD D'ONA (nm)

Figura 5.17 A-D. Representaci del primer loading associat al’ ordre de mesuracinétic i espectral pels modelsnPLS1 del
sulfatiazol (—) i sufadiezina (...) (A i C), i delasufamerazina (—) i ulfametazina(...) (B, D).
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V.4.3.2.1.1. Pardla sulfatiazol-sulfadiazina

Si espassaaun estudi meés en detall del s loadings associats alesespecies sulfatiazol i sulfadiazina,
es troba una gran similitud entre els loadings cirétics, atribuible d fet que en ells s'inclou
informacio forcarelacionada (figura5.17 A). Perd aquestsloadngs no son del tot para lels i és
evident pensa que estan modelant les diferéncies cinetiques existents entre el sulfatiazol i la
sulfadiazina. En el cas del sulfatiazol s asoleixen valors de la varianda explicadadd 94,3% amb
els tres primers loadings, si bé que per la aulfadiazina Unicament del 42,8%.

Enrelaci6 alsloadings espectral s, es veuclarament que el primer d' ells recor datotalment
as espectres de la primera derivada dels productes de reaccié dd sulfatiazol i la sulfadiazina
(figura5.17 C), fert-se molt més evidents les diferenciesque hi ha en els seus extrans Laresta
de loadings també mostren petites diferéncies que permeten assolir una bona resolucié per
aguestes especies, pero per laseva forma, sembla que siguin barreges dds espectres derivats de

les quatre sulfonamides.

V.4.3.2.1.2. Pardla sulfamerazina-sulfametazina

Regecte a's loadings associats a les espécies sulfamerazina i sulfametazina, és de destacar
I’enorme similitud entre el sloadings cinétics (figura5.17 B), encaraque sn de signe oposat, cosa
gueindicaque aquestes dues sulfonami des presenten escassa discriminaci 6 cinética. També esveu
la preséncia d’'un periode d'induccié important que concorda clarament amb les dades
experimentals

Pel quefaalsloadingsegectrals, el primer d’ ellss assemblamolt al’ espectredelaprimera
derivada dels productes de reaccid de la sulfamerazima i la sulfametazina (figura 5.17 D), i
curiosament, € segon loading recordatotament as espectres de laprimeraderivadade les altres
dues especies contingudes en la mescla. Quant als segiients loadings, aguests presenten una
estructuracomplexaresultat de la combinacio dels espectres de totes | es espéecies contingudes en
lamescla Alguns d' ellssdnidenticsper lasulfamerazinai la sulfametazina, pero tambén’ h haque
son diferents. Aquests darrers segurament estan modelant les diferencies espectrals existents i

permeten arribar a resoldre les mescles de |es dues sulfonamides estudiades.
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V.4.3.2.1.3. Conclusons

Com a conclusio de tot aquests estudi, es pot dir que les diferencies entre el senyal cinétic i
espectral proporcionat per lesespedessulfatiazol i sulfadiazina sHn suficientsper ser resoltes per
mitja de les técniques de calibracié multivariable, s bé que I’ escassa contribucié d aquesta Ultima
fa que es confongui amb € soroll provocat per fonts de variahlitat més importants, no podent
aribar ales bones prediccions assolides per el sulfatiazol.

Enquant alesaltresdues sulfonamides dir que s’ han pogut arribar aresldregraciesales

petites diferencies espectrals, ja que les cinétiques no semben que siguin suficients.

V.4.3.3. CONSTRUCCIO DE MODELS ANN

Com a tltima etapa en la construccio dels modds de calibracio, s assagen les xarxes neuronals
atificids (ANNS), les qualsadiferéncia del s anteriors algoritmes, presentenunadevada ficiencia
per aresoldre sisemes amb un fort caracter no-lined.

Lesmillores mésimportants es busquen especiaiment en les prediccions de lasulfadiazina,
atés als pitjors reaultats oktinguts per aquest analit que mostra una contribucié menor al senyal
total mesurat. Aixi doncs, per aquest analit, s'assagen models del tipus PCR-ANN i PLS-ANN,
es quals sOn congruits utilitzant els mateixos intervas de longituds d'onai de temps que els
models PLS anteriors.

Inicidment s escull el nimero de nodes de la capa oculta, mantenint constant els altres
parametres de la xarxa com ara el nimero de scores en la capa d’ entrada.

Un cop fixadesles neurones dela capaoculta, es realitzatambé la seleccié del nimero de
scores optim aintroduir en la capa d’entrada de les xarxes PCR-ANN i PLS-ANN construides.
Per a fer-ho s agafen diferents combinacions dels scores, eliminant aguells que mostren una
corrdacio anblaconcentracié de SDZ inferior a0,1. Elsmillorsreaultatss obtenen amb un model
ANN-PLS, d’ arquitectura (12, 4, 1), que proporciona un valor de RSEP%, per les mogres del
conjunt extern de 8,3, és adir, precticament d mateix valor que els obtinguts anteriorment.
Aquesta no-millora indica que el menor gjud en la quantificacié de |a sulfadiazina no és deguda

alano-linealitat sin6 alareproduibilitat intrinseca del sistema anetic.
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Generalitzant aquesta conclusio, podem dir que e desenvolupament de models ANN
nomes es justificaquan I’ error de predicd 6 del PLS ésnetament superior ala reproduibilitat del

sigema.

V.4.4. ANALISI DE SULFONAMIDES EN MOSTRES COMERCIALS

Comen els altres capitols d’ aquesta memoria, ladarrera etapa del trebal experimenta conssteix
en demostrar I’ aplicabilitat del meétode cinétic posat a punt, en mostres comercial s que contenen
mescles de les sulfonamides estudiades.

A lataula5.8 esmostrael contingut mig (en mg per ml de mostra) amb el seu interval de
confianca per un nivell de significacié del 95%, de les sulfonamides contingudes en les dues
formul acions farmaceutiques aralitzades, per aplicacio dels models PLS1.

Per lamodracomercial Cocdtaber®-N, elsreaultatsescorresponen perfectament anbes
valors especificats en la etiqueta pel fabricant. En canvi, per I’atra mostra comercia
GranadilSulfa®, els resultats no s assemblen amb els valors nominals que es troben descrits per
aquesta mostra. L’andlisi cinétic efectuat no només rebel la un contingut mot superior en
sulfadiazinag, sind que sorprenentment també posa de manifest | absencia de la sulfamerazina en
aquestaformulecio i la presencia en el seu lloc de la sulfametazina.

Després de comprovar que no hi ha res estrany en ds residuals de les prediccions
d’ aquestes mostres que pugui fer pensar que no séniguas ales mostres preparadesad laboraori,
escreu que segurament hi haun error per part del fabricant. Esmés, el fet que s’ hagués demostrat
anteriorment que I’ existencia de les quatres sulfonamides pot ser afirmada amb una elevada
probabilitat en mescles contingudesdins dels intervals de concentracié definits per les mostres de
calibracié, i la simple observacié de lafigura5.18 on es comparen els espectres d’' una mostra de
GranadilSulfa® i unamostrasintetica, ens obligaaportar ater me una comprovacié experimental
del contingut i composicié de la dissolucid Granadil Sulfa® per mitja d’ un metode de referencia.

D’ agqueda manera es posa a punt un metode HPL C basat en el proposat per Goeht et
al.[Goeht, 1978]. Lacorrecta separacio de les quatre sulfonamides s assoleix amb una columna
de fasereversa C; Kromasil 100 (15 x 0,46 cm, 5 m, Tracer), i lafase mobil que s utilitza és

una barreja 1% acid acétic-acetonitril (88+12) amb un cabd volumétric de 1 mix mint. La
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deteccio de les especies esfa ds maxims de cada sulfonamida. A lesfigures5.19 A-B es mostren

els cromatogrames corresponents a una dissoluci6 de la mescla comerdal Granadil Sulfa (figura
5.19A), i d unamesclague contéles quatre sulfonamdes(figura 5.19 B). Es pot veur eclarament

I’absencia dela sulfamerazinai la presenciade la sulfametazina, cosa que es comprova mitjancant

I'addicié a la mostra comercial una quantitat de sulfametazing, i la obsarvacié dels espectres
d  absorbancia de cada pic.

Els resultats obtinguts d'aquests analisi son identics als resultats trobats pel metode
proposat en aquest treball. Ambdds metodes confirmen que és la sulfametazina la que es troba
present en el preparat comercial, encara quesigui la sulfamerazinala que estrobi en el prospecte.
Un resultat semblant de confusio entre la sulfamerazinai la sulfametazina es troba descrit en la
bibiografia [ Galeano Diaz, 1996].
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Figura 5.18. Espectres de la mescla de reaccid as 20 min, per
GranadilSulfa(—) (—-), i per unamostrapreparadaal laboratori (...) que
conté la mateixa composicio que la detallada a I’ etiqueta.
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Taula 5.8. Contingut mig de les sulfonamides (en mg per ml de mostra) i el seu corresponent interval deconfiangaa =0,05 enlesduesformulacions

farmaceéutiques, obtingut a partir delsmodels PLS1 (r=6).

PLS1

Sulfatiazol Sulfadiazina Sulfamerazina Sulfametazina

COCCIT ABER®-N(50/—/30/120 mgxml™) 53+1 1+3 27r+1 116+ 3

GRANADILSULFA® (100/50/50/— mgxml™) 101+ 4 87+ 10 2+1 57+5






