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Abstract

Avui en dia, per assegurar la qualitat dels proskjcs’han de realitzar moltes
determinacions al llarg dels processos de manutacties de matéries primes fins als
productes finals, passant pels intermedis. Ambabgvde la tecnologia, la instrumentacié
cada cop es torna més reduida, la qual té prestasimilars als equips convencionals i sol
ser més economica que els estandards. Fer serV@ maldstria instrumentacié portatil
permet reduir els costos globals de produccio seieetar la qualitat dels resultats
obtinguts.

El treball que es presenta avalua la idoneitat aian espectrofotometre NIR en
miniatura per ser emprat com a eina d’analisis rdeyctes farmaceutics. L'avaluacio es
presenta en tres tipus d’assaigs: (1) analisi iparacié dels nivells de senyal i soroll de la
resposta instrumental, (2) la identificacio de mageprimes mitjancant la construccio de
biblioteques espectrals i (3) la quantificacio dhedient actiu en una formulacio
farmaceutica mitjancant models de calibratge matiables. Els resultats obtinguts amb
aquest nou instrument sén comparables amb els goitginfent servir aparells
convencionals, demostrant aixi que aquesta novelegia suposa un clar aveng en el

control global de processos farmaceutics.



1.- Introduccio

El major interés del Grup de Quimiometria Aplicagacentra en la espectroscopia
molecular, emprant tecniques com [l'ultraviolatisi (UV/Vis), [linfraroig amb
transformada de Fourier (FTIR), l'infraroig prop@NIR), el dicroisme circular, la
fluorescencia molecular, I'espectrometria de mdddilionica (IMS) i I'espectroscopia
Raman. Els temes destudi del grup son [laplicaaitaquestes técniques al
desenvolupament de métodes rapids per al contmitianen molts camps industrials
(textil, petroquimic, alimentari, etc.) amb espkaiancié a I'analisi farmaceutica amb NIR
aplicant técniqgues de calibratge multivariaji]. En el treball que es presenta
'Espectroscopia a I'Infraroig Proper (NIRS) s’erapx en diferents analisis de productes

farmaceutics conforme als objectius que es cerquen.

1.1.- Espectroscopia a I'Infraroig Proper

L'infraroig proper va ser la primera regié no visillescoberta en la primera decada
del segle XIX per William Herschel. No obstant giabbans de la Segona Guerra Mundial
la regid NIR no era considerada util per I'espesttopia perqué es va observar que les
bandes es solapen i son dificils d’interprd@r, per aquest motiu la regié NIR va ser
considerada de poc potencial fins a principis de decada de 1960. Amb el
desenvolupament de [lelectronica i la informatida,una relativa simplicitat dels
espectrofotometres, es van desenvolupar nombrpéea@ons basades en espectres NIR
durant els darrers 30 anys.

En la regio NIR es detecten les vibracions d’esteat i compressio dels enllagos.
Mentre que a l'infraroig mitja (MIR) els fotons &m energies inferiors corresponents a les
vibracions moleculars fonamentals, el NIR ddéna rimiacio sobre els primers, segons i
tercers sobretons moleculars i combinacions d’'@gupse tenen lloc a la regié MIR (veure
Figura 1). Per absorbir a la regi6 infraroja (IR) les maleés han de presentar un dipol
electric i la fluctuacié del moment dipolar provd&@bsorcié d’un fotd incident. L'origen
de l'espectre NIR és la vibracié inharmonica, guiascil-lacié entre la compressio i
I'estirament d’'un enlla¢ covalent entre atoms ésesic (és més facil estirar I'enlla¢ que
comprimir-l0). La vibracio inharmonica permet a haslécules absorbir fotons en el rang

NIR, el que resulta ser els “sobretons” de la feegin de vibraci6 fonamental. En la



Figura 2 es pot veure l'oscil-lador inharmonic i les traimmis que s’observen. Els
sobretons o harmonics son una série d’absorcion8piad (no necessariament nombres
enters) de la frequéncia fonamental de vibrac®blendes de combinacio tenen lloc quan
dues o més frequéncies fonamentals comparteixemalixa energia. Els grups que
contenen hidrogen soén els més inharmonics i leeentds biologiques son riques en
enllagcos —CH, —OH, —SH, i —NB] .

NIR Absorptions in the 1200-2200 nm Range
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Figura 1.- Assignacié de bandes en la regié espectral NIR gelps que contenen

hidrogen.
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Tots els métodes espectroscopics, a excepcio sjgettirometria de masses, es poden
classificar en funcié de la energia involucradaadurla mesura, per tant les regions
espectrals es poden definir en funcié de la lodgdiona. La regi6 infraroja (observeu la
Figura 3) és aquella que va des de 780 fin& i i la principal causa d’absorcié sén els
moviments vibratoris i rotacionals (els rotacionedstroben, generalment, superposats a les
bandes de vibracio). La regio IR es pot dividirtess parts: regidé NIR (780 — 2.500 nm o
12.500 — 4.000 cil), regi6 MIR (2.500 — 25.000 nm o 4.000 — 400 % regié FIR
(25.000 — 16nm)[4] .

X-Rays Ultra Violet V. isible Infrared Micro Waves Radio Frequencies
Fauv oY NR | MR | FR
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Figura 3.- Espectre electromagnetic amb les regions espediateres.
En el NIR, la feblesa dels sobretons permet ad'stigador mesurar mostres intactes

i sense diluir, mitjancant diferents modes de tegique es mostren a Fagura 4. Hi ha

tres modes de registre en NIRS: transmitanciagggfhcia i transflectancia.

Detector

Mostra Reflector

Figura 4.- Diferents modes

de registre en técniques NIR; (A)

S
/7/ RN -
mode de transmitancia, (B) mode
Detectors

de reflectancia i (C) mode de
c transflectancia.

En la primera forma de registre la radiacié absiarlsiegueix la llei de Lambert-Beer,
essent la transmitancia la fraccio de radiaciostraesa per la mostra. En la configuracio de
reflectancia, la mostra reflexa la radiacio i leorea de dues formes diferents: especular o

difusament. La reflectancia especular és descetdgs lleis de Fresnel i no proporciona



cap informacio de la composicié de la mostra; lectancia difosa té lloc en totes
direccions a consequéncia dels processos d’absoraiispersio. En el mode de
transflectancia la radiacio travessa la mostra perceflexada per un reflector, creuant un
altre cop la mostra i es dirigeix cap al detectias al voltant de la font de radiacié com en
el mode de reflectanc[a] .

En els darrers anys, I'espectroscopia NIR ha estgirada cada cop més com una
eina analitica en diversos camps i ha substitgith@todes tradicionals. La principal raé
d’aquesta estesa acceptacio son la rapidesa amquelées mostres es poden caracteritzar
sense manipular-les i la flexibilitat dels equidk. No obstant, algunes caracteristiques
de la técnica restringeixen aplicacions més ampigmpedeixen usos particulars. Els
principals avantatges i inconvenients de I'espsctipia NIR com a eina analitica es
mostren a continuaci®] .

Avantatges:

+ Tecnica no invasiva i no destructiva

+ Requereix minima o cap preparacio de la mostra

+ Mesures i obtencio de resultats rapids

+ Sense necessitat de reactius o materials per prdpammostres

+ Un Unic espectre permet la determinacio simultéeidiversos analits

+ Es possible determinar parametres fisics com @gngiscositat o mida de particula

+ La instrumentacié és adient per ser emprada engslae produccio

+ Les fibres optiques proporcionen sensors robustos invasius per analisis de
control de process@-line, on-linei in-line

+ Els resultats sén comparables en precisio alse&técniques analitiques
Inconvenients

- Les bandes s6n molt amplies i solapades amb et'a@ de fer servir tecniques
guimiomeétriques per modelar les dades de les gxalsure informacio rellevant
— El procés de calibratge per fer analisis qualitstio quantitatives és complex, pero

es poden obtenir métodes analitics robustos pertiierats inclos durant anys



— Cal introduir als models de calibratge tota aqueHaabilitat que hom es pugui
trobar durant I'analisi rutinaria

— El parametre objectiu s’ha de determinar préviareemtrant metodes de referencia

— Aplicable als components majoritaris pero en caafdEacions es pot reduir el limit
de quantificacio fins a les ppm

— La construccié de models NIR requereix una invessidstancial que es compensa

per la utilitzacié d’aquests durant anys sensditgatge.

1.2.- Quimiometria

El terme quimiometria va ser encunyat fa moltesades per descriure una nova
manera d’analitzar dades quimiques, en les quatsrabinen tant conceptes quimics com
estadistics. Des de llavors, la quimiometria s‘tiavertit en un camp tecnic i esta creixent
rapidament en popularitat dins d’'una amplia gammaidciplines quimiques. Definicions
d'aquest terme n’hi ha moltdg-9], tant mateix, hi ha tres conceptes que apareixen
constantment en les aplicacions, essent aquegtandtielatge empiric, (2) modelatge
multivariant i (3) dades quimiques. Tenint pressmiests conceptes es pot proposar una
definicié per quimiometria: I'aplicacié de metodés modelatge empiric i multivariable a
les dades quimiques.

La part de modelatge empiric indica una emfasie&dades que es generen i no pas
en la teoria del modelatge d’aquestes. Respe&téemkent multivariable, aquest indica que
per la construccié del model es fa servir més dwendable obtinguda amb I'analitzador.
La combinacio dels termes de modelatge empiricliivanant fa de la quimiometria una
eina molt poderosa al poder modelar sistemes quecstplexos i desconeguts. El
modelatge s’ha de realitzar procurant de no solstsj els models o aquests el descriuran
de forma erroni§l0].

D’eines quimiométriques n’hi ha moltes i molt dises. A continuacio es citaran i
s’explicaran aquelles eines emprades en aquesilirebsent el disseny d’experiments, els

pretractaments espectrals i alguna tecnica guaditatjuantitativa.



1.2.1.- Disseny d’Experiments

El disseny d’experiments (DoE) és el conjunt deoae$ emprats per planejar la
feina experimental per tal d’obtenir la maxima mfacié rellevant, de la millor qualitat i
amb el menor nombre d’experiments. Els resultaia éxperiment son funcié d’'una o meés
variables (anomenades factors) que I'experimentpdoicontrolar. Amb la variacié de les
condicions experimentals es pot emprar el dissgpgrénental amb la finalitat de conéixer
com influeixen els factors al resultat i quina camalsio proporciona els millors resultats.
En aquest treball s’ha aplicat un disseny FactdCiainplet per estudiar la relacid6 que

existeix entre la configuracio de I'equip en miorati la qualitat dels espectres obtinguts.

1.2.2.- Pretractaments Espectrals

Els pretractaments son correccions matematiquésadpk a les dades espectrals per
corregir el soroll espectral o augmentar la resolespectral. Hi ha molts pretractament,

pero en aquest treball es mencionaran els fetg.serv

v' Promig d’espectrescalcula I'espectre promig a partir dels replicdtsminuint el

soroll espectral aleatori

v Suavitzat fent servir filtres basats en calculs polinomitssoroll espectral es pot
minimitzar aplicant aquest pretractament. Els tigpgisuavitzats que s’han testat son
Moving AverageMedian Filteri Gaussian Filter

v' Variable Normal Estandarétandard Normal VariateSNV): corregeix I'efecte de

dispersié de la radiacié produit, per exemple, lpediferéncia en la mida de
particula. Cada absorbancia es resta al valor ofbhacia mitja de I'espectre i es
divideix per la desviacié estandard, centrant kesge al valor zero i amb una
desviacio estandard igual a u

v Derivades suprimeix la variacié en la linia base i incretaela diferéncia entre dos
bandes amplies i solapades. Una primera derivadanal el desplacament de la
linia base mentre que la segona derivada treemetes que depenen de la longitud
d’'ona[ll]. A laFigura 5hi ha un exemple dels efectes de les derivadagpus de

derivades provades s@ap-SegmeritNorris Gap
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VY ———— Figura 5.- Bandes gaussianes en

absorbancia (a dalt) i les seves corresponents

Wavelength primera (al mig) i segona (a baix) derivddd] .

1.2.3.- Analisi Qualitativa i Quantitativa

La técnica NIR s'il-lustra en totes les farmacopeesser emprada tant en analisis
qualitatives com quantitatives i €és una de lesitgms amb les millors perspectives en
I'analisi de productes farmaceutics al ser rapidegiestructiva i no necessitar preparacié de
la mostra. Les analisis qualitatives es realitzétjantant la construccié de biblioteques
espectrals mentre que les analisis quantitativesisieixen en el calcul de models de
calibratge multivariables.

En les biblioteques espectrals es realitzen ideatifons de productes comparant els
espectres registrats amb els espectres de toteghegncies presentes en la biblioteca. Els
passos a seguir per a la seva construccio somrefl3tre dels espectres NIR, (2) tria
d’espectres, (3) tria del métode de reconeixemergaiites, pretractament dels espectres i
construccié de la biblioteca amb validacio inter@, construccié de sub-biblioteques si
s’escau i, finalment, (5) validacio exteris].

Un dels métodes emprats en la construccié de bebjices espectrals és I'is del
coeficient de correlaci@), Aquest es defineix com el cosinus de I'angleeert vector de
I'espectre de la mostra i el vector de I'espectrenpg del producte a ser inclos en la
biblioteca. La férmula matematica és:

Yo (=% ) (i —%)

Tjik =
\/Zil(xij_ff)z\/Zzij=1(xik_fk)2

Equacio 1

On p és el nombre de longituds d’ona; els subinkexj denoten la mostra i la
referéncia respectivament; €s el valor mesurat a la longitud d'onax; és I'espectre

promig del producte de referéngja xy és I'espectre promig de la mostra.



Si el valorr entre els espectres de la substancia desconegabadl producte
contingut en la biblioteca supera un valor llingetablert (normalment s’estableix un
llindar de 0,97), llavors els dos espectres contpaga consideren identics i la mostra
s’identifica amb el producte de referencia. Tedneat, elr de dos espectres de la mateixa
mostra hauria de ser la unitat, pero0 degut al ba@igatori associat a les mesures
experimentals fan que aquest valor no sigui 1 exaeht. Aquest parametre té l'avantatge
de ser independent de la mida de la bibliotecadash@is en la concentracid, el que permet
identificacions correctes en biblioteques amb pspectres. D’altra bandags calcula en
els espectres en segona derivada, fent que lesema&l mateix producte perdo amb mida
de particula diferent tinguin la mateixa correlddid .

En els models de calibratge multivariants calcukxtsles analisis qualitatives es
pretén calcular la quantitat d’'una substancia ptesa la mostra a partir dels espectres

d’aquesta. El procediment general per calculaesopot veure en Rigura 6.

(samplereparaton|

Production Samples
Prediction

Sample Registration

Does method
perform well?

Figura 6.- Procediment general per Ila
construcci6 de models de calibratg®5]. Hom

o e ] | 1@MDE s pot referir a la validacié externa com a
Sample Selection
N j

T
Calibrationset |—— Calibration Model | pl’ediCCié.

El terme PCA correspon a I'Analisi en Componeniadipals. Aquest és un metode
d’'analisi de dades per reduir la dimensi6 de dadasplexes. Els models lineals
multivariants per PCA es desenvolupen emprant vectwtogonals que s’anomenen
Components Principals (PC). Una de les fites ngrsfgiants del PCA és I'eliminacié dels
PC associats al soroll, reduint aixi la dimensib sistema i minimitzant els efectes de
I'error en la mesura. La tasca del PCA és la deposinio de la matriu de dades espectrals

en diversos termes segons I'equacio seguent:

X=tp7 +t,pl + -+ typl +¢ Equaci6 2



X correspon a la matriu original de dades, en ededdIR els espectres de totes les
mostrest, €s un vector anomenstored’una fila i tantes columnes com mostres hi ha en
el sistemap,' és un vector anomenlaiading el qual esta transposat i d’aqui el superindex
T, d'una columna i tantes files com longituds d’oBaproductet-p s’anomena factor i se’'n
poden calcular tants com fonts de variacio hi legel sistema. Finalmert,és la matriu
residual que conté la informacio que els altretofamo expliquen i que s’associa a l'error
experimental16]. Els factors amb més informacié sén els primeratreeque els Ultims
no n'aporten gaire.

La representacio de daesoresgenera un grafic en dues dimensions on cada mostra
es representada per un punt. Aquest grafic pereatevia similitud o diferencia de les
mostres segons aquestes estiguin agrupades osgisper

El model de calibratge es realitza emprant I'akgogi de Minim Quadrats Parcials
(Partial Least Squares PLS). Aquest es presenta sovint com la majari¢aae regressio
per sistemes de dades multivariables. Una carsiitariimportant del PLS és que té en
compte que els espectres i les concentracions agggncontenen errors, a diferéncia
d’altres algoritmes que suposen que les conceatracestan lliures d’error. Aquest
algoritme descompon les matrius segons es mostesEquacions 3 4.

X=T-P+E Equacio 3
Y=U-Q+F Equacio 4

X correspon a la matriu de dades espectrals menteeYqés la matriu de
concentracioT i U son elsscores P i Q son eldoadingsper les respectives matridsj F
son les matrius de la variabilitat no explicada.

Com es pot observar, I'element comU en totes dgescions son elscores La
descomposicié d’ambdues matrius es realitza simaltdent i s’estableixen relacions
lineals entre les dues matrius. D’aquesta maneratesien factors PLS eX que millor
prediran el valor eo tenint en compte els dos conjunts de varialdlég.

Un cop calculat el model de calibratge, aquestatsaplicar a les mostres que no
s’hagin emprat en el calcul del model per tal dédealo. El darrer pas de I'analisi
gualitativa és aplicar el model a mostres de produger verificar que la concentracio que

es prediu no difereix a la real.



2.- Objectius

La majoria dels treballs de camp en analisis quigsces realitza prenent la mostra i
transportant-la a un instrument situat a distariccademora entre la presa de mostra i la
recepcio dels resultats no només limita el nomlerendstres que es poden analitzar en un
cert periode siné que a més pot afectar greumenbpertunitats d’influir en el resultat
d'una operacié del procés. A més, la preparacidedemostres no permet |'obtencié de
resultats en temps real. Una solucio a aquestdgmels és el desenvolupament d’una
instrumentacio de camp portatil capag de realanatisisat-line o in-line [18].

Hi ha molts exemples en la literatura dinstrumeidta portatil, i els
espectrofotometres NIR no son pas una excepciéegigestudi té I'objectiu d’avaluar la
idoneitat d’'un nou espectrofotometre NIR en mim@tper ser utilitzat com a eina en
analisis qualitatives i quantitatives de farmacgjudsta avaluaci6 s’ha dut a terme
realitzant tres tipus de proves:

v Analisi i comparacio dels nivells de senyal i sbda la resposta instrumental
v' ldentificacié de matéries primes

v Quantificacié d’ingredient actiu en una formulataémaceutica

Els resultats obtinguts permetran determinar sifagsible utilitzar aguest nou

espectrofotometre en diferents camps d’estudiling$acions de I'aparell.

3.- Part Experimental

Espectroscopia NIR

La companyia nord-americandDS Uniphase Corporatiorha desenvolupat un
espectrofotometre NIR ultra compacte, lleuger i lx cost. Aquest instrument té
completament integrats les fonts de llum, els camepts oOptics i electronics aixi com el
software basic d’operacio i s’ofereix tot en un getd19]. Aquest nou espectrofotometre

es mostra en Igigura 7i a laTaula 1hi ha algunes de les especificacions de I'equip.

10



Taula 1.-Parametres i especificacions de I'espectrofotoni¢tiReen miniature

Parametre Especificacion:

Font d'il- luminacic Dos lampades al buit de tungste integr.
Tipus de detect Arrenglament de 128 fotodiodes d’InGe
Element dispers Filtre Variable Linee

Rang de longituds d'ol Desde 1.110a 2.136 1
Resolucio 8 nm aprox.
Dimensions (diametre x alca 45 x 42 mm
Pes <6049
Alimentacioé requeric Alimentacié per USB (< 500 mA, 5

Figura 7.- Imatge de I'espectrofotometre NIR en minia

desenvolupat per JDS

El mode de registre emprat en totes les analisiser per reflectancia, obteni
espectreen aquesta forma de regi« Per al tractament de les dades I'espectre s't

transformar en absorbancia aplicant seguent lauiér.
A, = log (Ri) = —log(Ry) Equacio 5
A

On A, és l'absorbancia a la longitud d’orA determinada iRy és el valor de
reflectancia a |a especificad:

El procediment que es segueix per registrar qualseustra és el que es s’observ
la Figura 8 Aquest consisteix en definir els ametres de registre, registrar el 1(
emprant una referencia de ceramica blanca del 9®%eftectancia inclosa amb I'equij
finalment registrar la mostra per triplicat. Un oeptenen les dades s’aplicEquacio 5i
es realitza la mitjana dels replts per tal d’obtenir I'espectre promig.

11



)

Reference Sample
registration acquisition

Figura 8.- Procediment experimental general de registre slanlestres emprant el
NIR en miniatura. La distancia que s’ha de deixaresla superficie de la mostra i la

finestra del detector és de 3 mm.

Un altre equip utilitzat per comparar els resultatginguts ha estat I'equip de
sobretaula disponible al laboratori, un especttofire FOSS acoblat a un modul RCA
(Rapid Container AnalyzerAmb aquest equip es registrens®2nsper mostra entre 1.100

i 2.500 nm amb una resolucié de 2 nm.

Analisi i comparacié dels nivells de senvyal i sbdd la resposta instrumental

Aquest estudi té la finalitat de trobar els millggarametres de registre, essent el
nombre descansa realitzar i el temps de integracio. Aquesta anal va realitzar emprant
una referencia blanca amb un 99% de reflectaneis, espectres de la qual es van poder
calcular el valor promig de I'espectre, el valoomig de la desviacié estandard i el temps
d’adquisicié. El disseny d’experiments plantejatagplantejar amb el programa informatic
MODDE 8.0 (Unmetrics). Del mateix programa es vaskrvir una de les opcions per al

calcul de superficies de resposta.

Identificacié de materies primes

En aquesta analisi es van registrar diferents meat@rimeres entre ingredients
farmaceéutics actius (API) i excipients. El regigtgeva fer a través d’un tros de plastic puig
gue els productes farmaceéutics es solen emmagatidmaasportar en bosses de plastic
tancades i és interessant identificar-los a trakexguest material per facilitar el registre i no

alterar en cap cas el producte. Els programes nriftics que s’han fet servir sén
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'Unscrambler 9.8 (Camo) per tractar les dades @sgs i 'Excel (Microsoft) per a la

construccié d’'una biblioteca espectral.

Quantificacié d’ingredient actiu en una formuladarmaceéutica

En el darrer estudi realitzat es va aplicar unesigsd’experiments per tal de preparar
24 mostres sintetiques, les qual amplien el rangoeentracio del APl en un = 20% del
valor nominal de la formulacié. Aquestes es vamparar al laboratori pesant amb balanca
analitica diferents quantitats de placebo i d’idgeet actiu i barrejant-les per obtenir les
mostres. Aquestes es van registrar a través duipeta de quars. Els models de calibratge
per quantificar el ingredient actiu es van calcuéanprant el programa informatic
Unscrambler 9.8.

4.- Resultats i Discussié

4.1.- Analisi i Comparacié dels nivells de senval i soroll de la resposta instrumental

Quan es fa servir I'espectrofotometre NIR en mimat s’han de definir dos
parametres abans del registre. Aquests son el tathiptegracié (temps en ps que
I'espectrofotometre triga en registrar un espectethombre descans(hombre d’espectres
per cada mostra). Per trobar quina és la combirgal® parametres amb millors resultats
espectrals s’ha realitzat un DoE amb un disseénga@torial Complet, el qual genera 9
experiments a realitzar. Aquest tipus de disseaplisa quan hom vol estudiar un nombre
petit de factors (important que el nombre de factsigui petit perque el nombre
d’experiments a realitzar creix exponencialmenpermet escollir els experiments més
adequats per treure el maxim d’informacié Gtil. Béa analisi es van donar tres nivells als
dos factors d’estudi; per al temps d’integracié san100, 550 i 1000 us i per al nombre de
scans1.000, 10.500 i 20.000.

Combinant aquestes possibilitats es van fer 9 rassaita referéncia blanca del 99%
de reflectancia emprant-la com a blanc i mostrégrobt espectres que es poden considerar
com els espectres del fons o soroll espectral. Aquests espectres es poden calcular dos
parametres: el valor promig de I'espectre i el v@lmmig de la desviacio estandard (SD).
El primer (Valor Promig) consisteix en sumar elkxad’absorbancia de I'espectre promig
i dividir pel nombre de longituds d’ones, obtenimt valor d’absorbancia promig de tot
I'espectre. El segon (Promig SD) consisteix enudatda SD del triplicat per cada longitud
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d’'ona, i de tots els valors de SD calcular-ne ehpg. A part d’aquestes dues respostes hi
ha una tercera que també es considera, el Temidigicio i consisteix en el temps que
triga en apareixer I'espectre en la pantalla deliit@dor un cop comencada I'adquisicio. A
la Taula 2es poden observar els 9 experiments realitzatagg|tson les condicions de

registre i els valors numérics de les respostesiiestes.

Taula 2.- Valors dels factors i les respostes en l'anaksilitzada. Els diferents

experiments es van fer en ordre aleatori.

Factors Respostes
Exp. # d’Ir-:-tzr;rr;iié (Ij\lombre Valor Promig Promig SD d’ALZEgiscié

(us) e Scans (s)
1 100 1.000 - 0,0038 0,0003 1,5
2 550 1.000 0,0003 0,0002 2
3 1.000 1.000 - 0,0002 0,0002 3
4 100 10.500 0,0015 0,0003 9
5 550 10.500 - 0,0020 0,0008 15
6 1.000 10.500 0,0001 0,0006 19
7 100 20.000 0,0004 0,0002 18
8 550 20.000 - 0,0008 0,0004 27
9 1.000 20.000 - 0,0023 0,0007 35

En totes tres respostes es desitja un valor elprager a zero. En el cas del valor
promig, que aquest valor sigui proxim a zero sigaifque no hi ha desplacament de
I'espectre registrat. Un valor de promig SD baidi@éa que hi ha poca diferencia entre els
replicats d’'una mostra i que els espectres sonepsopntre ells. Finalment, un temps
d’adquisicié baix permet fer més analisis.

Observant els valors de la taula hom pot observareds millors resultats s’obtenen
en els experiments 2, 3 i 7, tot i que el darraurtédemps d’adquisicio meés alt. Per tal de
trobar les condicions optimes es fa un estudi desigerficies de resposta i amb I'opcié
Optimizerdel programa emprat es poden trobar els valorstexger als dos factors. A la

Figura 9es pot observar el resultat de les superficiessfEosta.
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0.00071 7.16E-4 317

0.00032 6.57E-4 279
-0.00007 5.98E-4 241

-0.00046 5.39E-4 203

Valor Promig Promig SD Temps d'adquisicié (s) - ONoUpl TREA W55

-0.00085 4.80E-4 165

-0.00124 4.21E-4 127

-0.00163 3.62E-4 8.9
- -0.00202 3.03E-4 5.1
-0.00241 2.44E-4 13
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Figura 9.- Superficies de resposta per les tres variablesstmi. A la dreta hi ha la

llegenda pels tres grafics.

Per al valor promig, la combinacié de factors améultats propers a zero son les
zones de color groc, corresponents a temps d’'imt@gmlts i baix nombre decanso bé
temps d’integracio baix i nombre deansalt. Respecte al valor promig, la combinacié amb
respostes properes a zero €s aquella amb aredodédlewa, corresponents a les mateixes
condicions que per al valor promig. Pel que feeatgs d'integracid, es pot dir en general
gue a major nombre decansmajor és el temps d’adquisicié, amb el que ledimons
més favorables sén aquelles amb aquest factoredl baix.

El programa proposa com a condicions optimes umsedintegracio de 865 ps i
1.000scans Aquests valors en les superficies de respostgsncan les zones que s’han
considerat que donen els resultats desitjats. Aegsieson les condicions considerades
optimes i seran els valors que s’introduiran emekta d’espectres que es registraran (el
desenvolupament de la biblioteca espectral i eut@del model de calibratge per a API).

La part final d’aquesta analisi va consistir ercéemparacié dels resultats obtinguts
amb I'espectrofotometre JDSU i I'equip disponiblelaoratori, un equip FOSS amb el
modul RCA. LaTaula 3 mostra els resultats obtinguts al analitzar laematreferencia
blanca del 99% de reflectancia.
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Taula 3.-Comparacio de resultats entre el nou equip isgatible al laboratori.

NIR JDSU NIR FOSS-RCA
g Temps d’Integracio (us) 865
L% Nombre deScans 1.000 32
@ Valor Promig - 0,0002 0,00004
?5-) Promig SD 0,0002 0,00003
: Temps d’Adquisicié (s) 2,8 20

Es pot dir que I'aparell del laboratori NIR de FO®83in soroll espectral inferior puig
gue el valor promig i el promig SD soén inferiors del equip JDSU. Tot i aix0, si hom es
fixa en la magnitud dels parametres es pot dirtgtsedos equips sén exactes i precisos. Un
detall important és que mentre que el NIR JDSUtmeaimésscansque el FOSS, el primer
adquireix les dades amb major rapidesa que no Ipasgen. Una possible explicacié
d’aquest fet pot ser la diferéncia en el rang dsplec que mentre que I'equip JDSU
adquireix dades cada 8 nm (obtenint 128 valorssdidiancia), I'aparell FOSS pren dades

cada 2 nm (i genera 700 variables per espectre).

4.2 .- ldentificacié de matéries primes

Per moltes industries, analitzar els productesaatgrés imprescindible per assegurar
la identitat i la qualitat d’ells. El procés delntml d’identificacié significa que s’han de
prendre decisions basades principalment en coodsisestadistique$20]. En les
farmacopees, la identificacié es defineix com laftmacié d’una certa identitat quimica.
Emprant la tecnica NIR, la identificacio es basdaenomparacio de les dades espectrals
d'una substancia amb les dades espectrals de mallies mostres i lots diferents
d’aquestes presents en la biblioteca espd@tdl

La biblioteca construida esta formada per 23 sobsa diferents i s’inclouen dos
lots per cada una (a excepcié d’'una Unica mosteanqunés es disposa d'un lot), amb el
gue la biblioteca estara formada per 45 mostrescdpnenregistrades totes les mostres es
van aplicar a les dades espectrals diferents ptatreents. Aquestes correccions van ser

diferents suavitzats per tal de corregir el soralesprés s’hi aplica una segona derivada
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gue és el pretractament aplicat al construir ubdidbeéca. Es van provar dos suavitzats i
dos tipus de derivades, i a aquell que es va cerasi@l millor es van fer uns canvis en els
rangs d’aplicacio del pretractament per veure diavia milloria. Aquella combinacio de
pretractaments que menys falsos positius tinguégie els valors del coeficient de
correlacio entre mostres iguals fossin els mésvalter la que es va triar per la biblioteca.

A la Taula 4es poden observar els valorsrd#e cada mostra amb totes les altres. Els
pretractaments aplicats son un suavitzat de fippding Averagdambsegment sizde 3) i
una segona derivada de tipgBap-Segmentambgapi segmente 3). Si s'analitza [&aula
4, el primer que s’observa és que només una méeéitaalors. Aixo és degut al fet que el
coeficient de correlacié compara els espectresuds thostres i €s el mateix comparar una
en front de l'altre com al revés. Si hom es fixdadiagonal de la taula pot veure que tots
els valors son la unitat. Aixo és degut a que Bese d’'una mostra comparat amb el
mateix espectre és completament igual, per tantadtss der sén 1 en tota la diagonal de
la taula. Els valors que es troben emmarcats drafponal corresponen alsle la mateixa
mostra pero sén de dos lots diferents. Degut aateabilitat de cada fabricant entre lots
diferent, els espectres dels dos lots de la mateixastancia no tenen perqué ser
completament igual, pero aquests no poden difarregmotiu pel qual aquesthan de ser
superiors al llindar establert.

Els valors que fins ara s’han esmentat es podesidEnar correctes i €s desitjable
gue siguin aixi sempre. Pel qué fa a la resta deltegs, I'ideal és que els valors siguin
inferiors al llindar establert, fet que confirmaegsibn dues substancies diferents. Malgrat
aixo, en la biblioteca que s’ha construit hi ha gasells de mostres amb falsos positius
(quan una mostra A és identificada com A pero tacdré B). Aquestes parelles son el
mannitol amb el mannitol granulat i la sacarosp@s amb la sacarosa en pols a la silice.
La diferencia entre mannitols és la mida de pddicual aplicar la segona derivada, les
diferencies espectrals es redueixen, motiu pel gsi@onfonen i donen falsos positius. Pel
gue fa a les sacaroses, la diferencia rau en qué&sipura i I'altre té un baix contingut en
silice. Per poder resoldre aquests falsos postildria fer una sub-biblioteca basada en

espai de PCA amb un poder discriminant més gran.
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suavitzat de tipus Moving Average (amb segment size de 3)

18

Taula 4.- Valors dels coeficients de correlacid de les 45 mostres incloses a la biblioteca espectral. Les dades estan tractades amb un

I una segona derivada de tipus Gap-Segment (amb gap i segment de 3).

a & a
> = a 5 2 g 5
g 2 = 5 | & = s H
& a s E 5 I -2 = = 2| 8, 3 g
5 < | g =2 g | g 3 = = = = 2z = = Z o E =
Threshold = 0,97 = =2z Z ER R 212 £ 2 Z Z 3 z i B Z | B 2 3 2
£13 8|3 £13 ER- RN E & = S22 = ER = £ £ g =
s 73 ° S ol 8|2 2 %t 23z %= = 2227 H g | =
2 = 2 @ 2 = = =
2 = 2 z 0z ERE z
] — 2 = = Z
a] =
Citric Acid (2) 1.00
Citric Acid 0.8 1.00
Corn Starch (2) 0.08 0.19] 1.00
Corn Starch 0.08 0.18)1.00 1.00
Beclomethasone Dipropionate (2) |-0.05 0.02 0.12 0.11] 1.00
Beclomethasone Dipropionate  |-0.06 0.01 0.19 0.19{0.9% 1.00
Carbomer (2) -0.17 -0.07 0.84 0.84 039 044|100
Carbomer -0.12 -0.01 0.80 0.80 0.43 048]0.87 1.00
Microcrystalline Cellulose (2) 0.24 034 093 093 0.04 011 066 0.62]1.00
Microcrystalline Cellulose 0.30 039 0838 0387 0.01 007 057 0.52]0.99 1.00
Deflazacort (2) 0.05 0.04 059 058 0.14 0.20 0.06 0.07]1.00
Deflazacort 0.0% 0.08 0.60 060 0.16 0.23 0.10 0.11]0.8% 1.00
Desketoprofen Trometamol (2) . -0.21-0.21 0.50 0.51 0.00 0.00 -029 -0.30 0.15 0.15] 1.00
Dexketoprofen Trometamol -0.13 -0.07 -0.09 -0.09 0.4% 0.53 0.08 0.09 -0.20 -0.24 0.13 0.15)0.87 1.00
Dexketoprofen (2) -0.12 -0.15 -0.38 -0.38 0.27 028 -0.16 -0.15 -0.49 -0.51 0.20 0.1% 0.77 0.75]1.00
Dexketoprofen -0.10 -0.15 -0.41 -0.41 0.25 026 -0.19 -0.18 -0.51 -0.53 0.20 0.18 0.77 0.75]1.00 1.00
Glycerol Distearate -0.03 -0.04 026 0.25 032 031 031 028 023 024 0.23 0.25 -0.3% -0.41 -0.43 -0.46] 1.00
Fructose (2) 0.53 050 039 037 -0.14-0.11 0.02 -0.03 0.54 0.63 0.24 025 -024 -0.26 -0.23 -0.23 0.23| 1.00
Fructose 0.54 052 040 03% -0.12-0.10 0.04 -0.01 0.56 065 0.25 025 -023 -0.26 -0.25 -0.25 021|1.00 1.00
Gemfibrozil (2) -0.08 -0.10 -0.11 -0.12 0.78 0.76 0.22 0.28 -0.22 -0.22 0.66 0.65 0.39% 0.32 033 031 040 -0.05 -0.05| 1.00
Gemfibrozil -0.09 -0.10 -0.06 -0.07 0.79 0.77 027 033 -0.17 -0.18 0.66 0.66 033 028 029 027 046 -0.05-0.05/059 1.00
Lactose Monchydrate (2) 0.30 038 075 0.75 0.04 0.10 046 047 0.85 0.84 0.08 0.12 -0.23 -0.14 -0.36 -0.38 0.08 0.48 0.50 -0.24 -0.21] 1.00
Lactose Monohydrate 0.27 035 075 0.75 0.02 0.09 0.46 048 0.84 081 0.05 0.10 -0.23 -0.12 -0.34 -0.36 0.06 0.44 0.46 -0.27 -0.23]0.8% 1.00
Macrogol Cetostearyl Ether (2) |-0.07 -0.06 0.51 0.50 0.16 020 046 041 0350 030 0.17 021 -0.32-0.30-0.43 -046 084 035 033 024 030 028 028|1.00
Macrogol Cetostearyl Ether -0.09 -0.07 051 0.50 0.19 024 048 044 050 049 0.18 024 -028 -0.26 -0.39 -042 081 033 031 027 033 029 029]1.00 1.00
Maltodextrin (2) 0.22 030 085 054 0.02 0.0% 0.6% 0.61 0.95 054 0.10 0.13 -0.26 -0.18 -0.42 -045 0.30 0.64 0.64 -0.16 -0.12 0.77 0.75 0.55 0.54| 1.00
Maltodextrin 0.23 030 054 093 000 007 066 058 094 093 0.10 0.14 -026 -0.18 -0.42 -0.44 029 0.66 0.66 -0.17 -0.13 0.77 0.75 0.55 0.54]|1.00 1.00
Mannitol Granules (2) 0.48 04% 0.14 0.13 0.00 0.00 -0.14 -0.11 043 052 0.20 0.19 -0.14 -0.18 -0.23 -0.24 0.04 0.58 0.58 -0.01 -0.02 0.4% 044 0.10 0.10 0.2% 0.29]1.00
Mannito] Granules 0.48 04% 013 0.12 0.01 0.00 -0.15-0.12 043 052 0.20 0.20 -0.15-0.20 -0.25 -0.25 0.06 0.58 0.58 0.00 -0.01 0.48 043 0.12 0.11 0.28 0.29]1.00 1.00
Mannitol (2) 0.46 049 0.19 0.18 0.03 0.03 -0.09 -0.05 048 0.56 0.18 0.18 -0.14 -0.18 -0.29 -0.29 0.05 0.53 0.54 -0.03-0.03 0.53 047 0.11 0.11 032 0321099 099 1.00
Mannitol 0.47 04% 019 0.18 0.03 0.03 -0.10-0.07 048 056 0.20 0.19 -0.14 -0.18 -0.29 -0.2% 0.06 0.55 0.56 -0.02 -0.03 0.52 047 0.12 0.12 0.33 0.33]0.9% 0.89]1.00 1.00
Sorbitan Monostearate (2) 0.05 0.06 047 046 032 033 045 042 047 048 028 030 -0.40 -0.40 -0.49 -0.33 096 037 035 034 041 031 029 089 087 052 051 0.18 020 020 021|1.00
Sorbitan Monostearate 0.04 0.06 053 0.52 033 034 050 048 051 052 0.28 0.30 -0.39 -0.39 -0.50 -0.54 0.95 0.36 0.35 033 0.40 0.35 0.33 030 0.88 0.56 0.55 0.17 0.18 0.19 0.20{1.00 1.00
Nimesulide (2) -0.10 -0.10 -0.18 -0.18 0.10 0.10 -0.07 -0.13 -0.24 -0.24 0.10 0.08 042 043 062 063 -0.31-0.10-0.10 0.07 0.04 -0.24 -0.26 -0.34 -0.32 -0.19 -0.19 -0.25 -0.26 -0.28 -0.27 -0.35 -0.35] 1.00
Nimesulide -0.10 -0.09 -0.14 -0.14 0.10 0.11 -0.05 -0.11 -0.23 -0.23 0.08 0.07 045 046 0.65 065 -0.31-0.10-0.10 0.07 0.04 -0.21 -0.22 -0.33 -0.31 -0.16 -0.16 -0.27 -0.27 -0.30 -0.29 -0.34 -0.34] 0.99 1.00
Bromide Otilonium (2) -0.06 -0.13 -0.11 -0.12 0.28 0.28 0.01 -0.05-0.17 -0.13 0.34 033 024 0.17 0.51 0350 027 0.30 0.26 053 0.52 -0.26 -0.30 0.18 0.19 -0.02 -0.01 0.05 0.05 -0.03 -0.02 0.22 0.20 0.50 0.50]1.00
Bromide Otilonium -0.06 -0.13 -0.09 -0.10 0.29 029 0.03 -0.03 -0.15 -0.11 0.34 032 022 0.17 049 048 028 031 026 053 052 -0.25-029 0.19 020 -0.01 0.01 0.05 0.05 -0.03 -0.01 0.23 021 0.50 0.4%9/1.00 1.00
Sucrose Crystal (2) 0.41 036 035 0.34 -0.02-0.08 0.05 -0.04 048 0.57 0.08 0.08 - 0.32 0.50 0.8% -0.03 -0.03 0.39 0.35 039 0.36 0.5% 0.61 0.50 0.51 046 048 041 040 -021-0.21 0.31 031]1.00
Sucrose Crystal 0.40 0.34 034 033 -0.07-0.06 0.06 -0.02 046 055 0.10 0.10 - 5035 0.8% 0.88 0.01 0.01 036 031 041 038 0.57 0355 048 048 044 046 044 042 -022-0.23 0.32 033]1.00 1.00
Sucrose Powder (2) 0.46 045 037 036 -0.12-0.11 0.01 -0.08 0.55 0.65 0.10 0.08 - 0.27 0.86 0.85 -0.11-0.11 0.46 040 033 0.2% 061 0.63 0.64 0.65 063 0.65 0.38 0.37 -0.18-0.1% 0.18 0.18 0.91 0.88] .00
Sucrose Powder 0.46 044 036 0.34 -0.13 -0.12-0.01 -0.10 0.55 0.65 0.0% 0.08 - 0.24 0.85 0.84 -0.12-0.13 0.46 0.3% 031 0.27 0.60 0.61 0.65 0.66 0.64 0.67 0.36 0.34 -0.16 -0.17 0.17 0.17 0.8% 0.86]1.00 1.00
Silica Powder Sucrose (2) 045 044 039 038 -0.11-0.11 0.03 -0.06 0.58 0.67 0.0% 0.08 -0.2 028 085 085 -0.12-0.12 0.48 042 034 030 063 064 064 065 064 066 040 039 -0.19-0.20 0.16 0.16 090 0.88]|1.00 1.00]1.00
Silica Powder Sucrose 0.45 044 038 036 -0.12-0.11 0.01 -0.08 0.56 0.66 0.10 0.0% -0.25 0.27 0.84 0.83 -0.12-0.12 0.47 040 033 0.2% 061 0.63 0.65 0.66 0.64 0.66 0.3% 037 -0.17-0.18 0.17 0.18 0.88 0.86]1.00 1.00]1.00 1.00
Triflusal (2) -0.16 -0.15 -0.16 -0.16 -0.06 -0.05 0.00 -0.02 -0.26 -0.28 0.03 0.00 -0.42-0.16 -0.15 0.09 0.06 -0.24 -0.24 -0.39 -0.37 -0.22 -0.23 -0.24 -0.25 -0.27 -0.26 -0.45 -0.44 066 0.67 023 022 -0.34 -0.35 -0.29 -0.27 -0.30 -0.28] 1.00
Triflusal -0.14 -0.15 -0.21 -0.21 -0.07 -0.07 -0.05 -0.07 -0.30 -0.31 0.04 0.00 -0.41-0.15 -0.14 0.10 0.07 -0.27 -0.27 -0.38 -0.36 -0.25 -0.26 -0.23 -0.24 -0.26 -0.26 -0.44 -0.44 065 0.66 025 023 -0.32 -0.33 -0.27 -0_ 0.29 -0.27) 1.00 1.00




Per finalitzar aquesta analisi es va realitzar gomparacié entre la biblioteca
calculada amb I'equip JDSU i el FOSS-RCA. Els espsmbtinguts amb el FOSS es van
tractar amb una segona derivada de Savitzky-Gataly &1 punts de finestra mobil. La

Taula 5mostra els valors deper les mostres amb falsos positius en les béaiots.

Taula 5.-Comparacio de les identificacions negatives diggeiip JDSU i el FOSS.

NIR JDSU NIR FOSS-RCA
Mannitol - Mannitol granulat 0,99 1,00
Sacarosa pols - Sacarosa pols silice 1,00 1,00
Diestearat glicerol - Monoestearat sorbit 0,96 1,00

Tots dos equips identifiquen correctament totesudxstancies amb la diferencia que
en el JDSU hi ha dos falsos positius mentre qu&guip FOSS n’hi ha tres. El fals positiu
entre el diestearat de glicerol i el monoesteagaaibitan rau en qué totes dues substancies
comparteixen el mateix grup estearat i la causangu@s es considerin iguals només amb
el FOSS es déu a qué aquest equip té una resohésdoaixa, fet que fa que les bandes

siguin més definides.

4.3.- Quantificacié d’ingredient actiu en una formu lacié farmaceutica

En la quantificacié de productes farmacéuticsglgss reguladores com la guia ICH,
recomanen fer servir mostres ampliant el rang adeemaracio del APl en un £ 20% del
valor nominal de la formulacié (no hi ha un rantpbkert per als excipient$22]. Hi ha
diverses formes de realitzar 'ampliacié del rangni aquest estudi s’ha triat fer servir
mostres de laboratori sintetiques preparades pgsamntitats conegudes de API i excipient
per expandir el rang de concentracio del API. Adala 6hi ha el percentatge en pes de

cada component de la formulacio farmaceutica gestwdiara.
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Taula 6.-Components en la formulacié farmaceutica i elsesponents percentatges

en pes de cada un (expressats en % m/m).

Component % m/m
API 9
Excipient 1 57,5
Excipient 2 32
Excipient 3 1
Excipient 4 0,5

Les mostres per a I'analisi es van preparar seguirttisseny binari, barrejant el API
amb un placebo (mescla de tots els excipientspr@lema d’aquest disseny és que hi ha
una correlacié molt alta entre la quantitat de Atk placebo; quan la concentracié de API
creix la de placebo disminueix. Per trencar aquesteelacio es van preparar 5 placebos
variant un £ 5% relatiu la proporcio de cada exaipi

Les mostres es van preparar pesant els diferentiugies purs amb una balanca
analitica, generant 24 mostres amb concentraci@Rlecreixent i de 10 g cada una. Les
concentracions de cada component estan compres@danapdament: entre 6,9 i 10,4%
m/m per al API, entre 55,4 i 59,4% m/m per I'exeii 1, entre 30,4 i 33,6% m/m per
I'excipient 2, entre 1,2 i 1,3% m/m per I'excipiedt, finalment, entre 0,48 i 0,53% m/m
per lI'excipient 4. Les mostres es van agitar maneat per tal d’homogeneitzar el
contingut en tot el contenidor. Es va enregistesplectre de totes les mostres, aixi com el
dels productes purs, col-locant els solids en ubata de quars. Lieigura 10 mostra els
espectres de les substancies pures aixi com laararsb la composicié més propera a la

de la formulacié.

Espectres dels components
A Figura  10.- Espectres dels

components purs de la formulacié

— AP
_ farmacéutica i el de una mostra amb
= Excipien
—— Excipient 4

—wmescz  concentracions similars a les de la

Absorbancia

composicio esmentada.

110 1510 1510 1710
Lengitud d'ena (nm)

20



A la Figura 11 es poden observar els espectres de les 24 mastrediques
preparades al laboratori un cop aplicats els pretneents. Els pretractaments aplicats sén
un suavitzat de tipu&aussian Filter(amb segment de 3) i una segona derivada de tipus

Gap-Segmeramb gap i segment de 3).

Espectres 2a Derivada

Abuaribnch 2a Deriveds
a

8] A0 150 1T w0 1%
Longheddona (mm]

Figura 11.- Espectres suavitzats i derivats de les mostresl| enodel. Els colors
freds indiquen concentracions baixes de API mequeecolors calids concentracions altes.

El rang ampliat és la zona on el API té una absgtatidiferent als altres components.

Als espectres de les 24 mostres preparades altabiose’ls hi va aplicar diferents
pretractaments. Aquests van ser el SNV, els swsitte tipusVioving AverageMedian
Filter i Gaussian Filteri les derivades de primer i segon ordre de tiBap-Segment
Norris Gap provant-los per separat o combinant-los. Coniha esmentat, els calibratges
per técniques NIR son totalment empirics i és reegesalcular diversos models per tal de
trobar aquell més adequat per les dades obtinglideseguit es llisten els parametres que

determinen si un model és adequat a les dades o no.

v" Nombre de factors: indica en quants termes s’ha@odegost la matriu de

dades espectrals per al calcul del calibratgedeé#jable que sigui petit
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v' Percentatge de varianca Y explicada en calibrafge YCECV): és el
percentatge de similitud a cada factor entre leleslariginals i les obtingudes
al descompondre-les; es cerca que aquest valor glp&% en el factor triat

v Correlacié NIR vs. Ref.: indica quan similars séa tlades calculades amb el
NIR i les reals o de referéncia

v' Test t per mostres aparellades: és una prova stitadper comprovar si el
residual de les mostres de prediccio és estadigtithigual a zero

v RMSEC i RMSEP: corresponen a I'error quadratic anfigl calibratge i la
prediccio respectivament; I'expressio matematicéaésateixa per tots dos i
aguesta correspon aEljuacié 6 Aquest valor indica la diferencia entre el
valor calculat amb el model i el valor de referanas un indicatiu de la
magnitud dels residuals

v" RSEC i RSEP: error estandard relatiu pel calibraigéa prediccié
respectivament; I'expressié matematica és la mateer tots dos i correspon
a I'Equacio 7 Indica la similitud entre els valors reals i elculats, com
menor sigui menor sera l'error de la recta doncs gifnilars son els valors

obtinguts per la regressid i els reals

n

(R ey’ .
RMSEC = Equacio 6,[23]

RSEC = 100 . |Pmalt=6™ )
= ?:1(YRef)2

Equacio 7,[24]
i

On YV és el valor calculat pel model de calibratyf{’ és la concentracié
obtinguda per pesada. La diferéncia d’aquests dlass/és el que es coneix com a residual.
Per ultim,n és el nombre de mostres emprades en el calibratge.

A continuacié es mostren alguns models calculaéslle trobar aquell que millor
s’ajusta a les dades. Eaula 7 mostra els resultats del calibratge iTlaula 8 son els
resultats de prediccio aplicant el model calciat.la segona taula, totes les columnes son
valors obtinguts emprant les mostres sintétiquepgyades al laboratori a excepcié de la
darrera columna, prediccié de produccio, els valterda qual es van obtenir al aplicar el

model de calibratge a dues mostres de produccio.
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Taula 7.- Parametres estadistics obtinguts per al calibra@ediversos models

calculats aplicant diferents pretractaments.

Pretractaments Nombre % Varianga Y RMSEC Correlacio
espectrals factors explicada (% m/m) NIR vs. Ref.
1 74,624 0,553 0,864
- _ 2 87,264 0,392 0,934
uavitzatGaussian
Filter + SNV 3 96,109 0,216 0,980
4 97,573 0,171 0,988
5 98,504 0,134 0,992
1 79,877 0,492 0,894
SuavitzatGaussian 2 87,721 0,384 0,937
Alitsy = S < 3 98,129 0,150 0,991
2a Derivada
Gap-Segment 4 98,582 0,131 0,993
5 99,223 0,097 0,996
1 86,531 0,403 0,930
) 2 92 557 0,299 0,962
1a Derivada 3 96,928 0,192 0,985
Gap-Segment
4 98,086 0,152 0,990
5 99,307 0,091 0,997
1 86,512 0,403 0,930
SuavitzatGaussian 2 92,463 0,301 0,962
Filter + 1a Derivada 3 96,729 0,198 0,984
Gap-Segment 4 97,854 0,161 0,989
5 98,973 0,111 0,995
1 84,693 0,429 0,920
) 2 91,497 0,320 0,962
2a Derivada 3 95,046 0.244 0,975
Gap-Segment
4 97,984 0,156 0,990
5 98,418 0,138 0,992
1 84,595 0,431 0,920
SuavitzatGaussian 2 91,792 0,314 0,958
Filter + 2a Derivada 3 95,007 0,245 0,975
Gap-Segment 4 97,598 0,170 0,988
5 98,347 0,141 0,992
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Taula 8.- Parametres estadistics obtinguts en la validacié externa dels corresponents models de calibratge.

Test t mostres aparellades

Prediccié Produccio

Pretractaments Nombre  Correlacio RMSEP
t crit = 2,365 Ref = 8,696 % m/m
espectrals factors  NIR vs. Ref. (%om/m) Prom. Res  SD Res tog Pols 1 Pols 2
1 0,631 0,799 -0,379 0,752 1,427
Suavitzat Gaussian 2 0,700 0,705 -0,292 0,686 1,204
Eiltar + SNV 3 0,858 0,578 -0,312 0,521 1,694
4 0,833 0,588 -0,297 0,543 1,546
5 0,846 0,580 -0,302 0,529 1,612
. _ 1 0,684 0,684 -0,194 0,701 0,782
S“,‘:"‘I‘ﬂtezrai C;ﬁl“\jsjra” 2 0,761 0,634 20,239 0,627 1,077
o Dl 3 0,948 0,325 -0,145 0,310 1,324
Gap-Segment 4 0,957 0,315 -0,156 0,292 1,511
5 0,949 0,337 -0,168 0,312 1,518
1 0,817 0,537 0,141 0,554 0,718
ad 2 0,889 0,415 0,036 0,441 0,227
égp[_)seég’maeﬁt 3 0,952 0,288 0,085 0,294 0,815
4 0,966 0,241 0,037 0,254 0,406
5 0,939 0,317 -0,067 0,331 0,573
_ 1 0,818 0,536 0,144 0,552 0,739 9,140 9,336
Gau?;’ig‘é'téﬁ‘t:er N 2 0,888 0,417 0,037 0,443 0,238 8,413 8,610
o v 3 0,950 0,292 0,081 0,300 0,762 8,903 8,916
Gap-Segment 4 0,964 0,245 0,029 0,260 0,316 9,495 9,565
5 0,944 0,306 -0,070 0,318 0,618 9,399 9,541
1 0,822 0,538 0,171 0,546 0,386 9,689 9,904
22 Derivada 2 0,913 0,381 0,094 0,695 0,677 9,099 9,480
Gap-Segment 3 0,958 0,321 0,178 0,286 1,764 8,027 8,205
4 0,981 0,219 0,133 0,186 2,021 8,618 8,724
5 0,983 0,222 0,147 0,178 2,342 8,569 8,732
. 1 0,825 0,535 0,172 0,542 0,895 9,734 9,955
Gaufsuig‘r’l'téﬁter N 2 0,916 0,372 0,085 0,387 0,621 9,102 9,478
e 3 0,958 0,312 0,162 0,285 1,612 8,113 8,308
Gap-Segment 4 0,976 0,228 0,110 0,213 1,454 8,624 8,709
5 0,984 0,204 0,122 0,175 1,962 8,697 8,854

24



Cada taula conté un determinat nombre de mostess24 mostres preparades es van
dividir en dos grup, un per la construccio del mddenb un 70% de les mostres) i I'altre
per comprovar la capacitat predictiva d’aquest (@&hB0% restant). Aixi, els valors de
calibratge son de 17 mostres i els de predicci®dande 7 mostres.

Els millors resultats es van obtenir amb un suavitle tipusGaussian Filter(amb
segmentle 3) i una segona derivada de ti@ep-Segmentambgap i segmente 3). Un
cop tractades les dades es va realitzar un cael®@A. Amb la representacié dels dos
primers scores s’obté el grafic de laFigura 12 D’aquest grafic de PCA es poden
seleccionar els dos grups de mostra: el de caibrgtunts de color blau) i el grup de
validacio externa o prediccio (punts de color vebmé&s important que la seleccié de

mostres es realitzi tant al llarg del rang de catreeié com en la distribucioé del PCA.

0.0002 —| 77

0.0002 —

0.0001 —

Scores

Y-Variance

-0.0001 —

-0.0002 —

" pet

T
-0.0006

T
-0.0004

T
0.0002

T
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Figura 12.- Distribucié de les mostres en l'espai PCA un cqgicats

els

pretractaments esmentats. A la part superior thigta el grafic que mostra la tendéncia de

la varianca explicada en funcio dels factors.

Aquest nou espai de PCA conté la informacio destdés longituds d’'ona i es

representa en un grafic de dues dimensions, padesarvar visualment la variacié de les
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mostres. El primer PC (eix horitzontal) explica78,1% de la variabilitat de les mostres,
essent la concentracié del API el que la provotaegon PC (eix vertical) explica un 7,5%
de la variabilitat, amb el que el 85,6% de la v@éan els espectres es pot observar en
aquesta figura.

Un cop s’ha decidit quines mostres van a calibratgenes a validacio es construeix
el model de calibratge emprant I'algoritme PLS. @sfualgoritme calcula uns nous valors
de concentracio de API per cada mostra i la reptas® de les concentracions reals amb

les noves genera una recta de calibratge tal iepot veure a laigura 13
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Figura 13.- Model de calibratge obtingut per PLS amb el setalibratge. El grafic

Lo
RESULT, [Y-var, PCY (APLA)

de la varianca explicada enfront els factors PL8@stra a la part inferior dreta.

Els resultats que es mostres s’obtenen per 4 &P i la varianca explicada és del
98,6%. La recta de regressid obtinguda té un peénderD,99 + 0,06 i una ordenada a
'origen de 0,1 *+ 0,6; els intervals de confiangdiquen que la regressio esta dintre de les

especificacions puig que el valor 1,00 esta countig la pendent i el 0,0 en l'origen. La
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correlacio entre la recta de regressio i la rebjaabiu (y = x) és de 0,993. Els errors de la
recta son un RMSEC de 0,128% m/m i un RSEC de %451

Amb el model de calibratge calculat, aquest esapbitar a les mostres que no s’han
fet servir per comprovar la capacitat predictivd m@del i per validar-lo. Els resultats

obtinguts corresponen afégura 14
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Figura 14.- Prediccio aplicada al conjunt de mostres de pegilic

Els resultats de prediccid, per al mateix nombrdéadeors PLS, s6n una pendent de
1,0 + 0,1 i una ordenada a l'origen de -0,3 + EB.aquesta ocasié el 1,0 també esta
compres en el interval de la pendent i el 0,0 elatrdintre del definit per 'ordenada a
I'origen. La correlacio té un valor de 0,993 i etsors s6n un RMSEP de 0,113% m/m i un
RSEP de 1,266%.

Els resultats obtinguts tant en el calibratge contagprediccié es troben dintre dels
valors acceptables i es considera que aquestmedal que millor s’ajusta a les dades. El
darrer pas per donar el model per bo és realizqrédiccid de mostres de produccio i

comprovar que la concentracié de APl d’aguestestrem®s propera a la descrita en la
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formulacio farmaceutica. En [Gaula 9hi ha la predicci6 amb aquest model de dos lots

diferents de mostres de produccio en pols.

Taula 9.-Valors de concentracio de API predits de dos reeste produccio.

Residual (% m/m)

0,037
0,133

Ref. = 8,696 % m/m NIR (% m/m)
8,733

8,829

Pols de Producci6 1

Pols de Producci6 2

Observant els resultats d’aquesta taula es poevgue el model de calibratge no
només prediu correctament les mostres preparadedba@iatori, sin0 que a més prediu
correctament la concentracio de APl en dues mosteeproduccid. Es pot dir aquesta
afirmacio puig que el valor dels residuals (difeiarentre el valor NIR i el de Referencia)
és de la mateixa magnitud que en la validacio eater

De la mateixa forma que les anteriors analisisrs't@mparat amb un altre equip,
aquest estudi no ha estat una excepcioTdadda 10recull els resultats obtinguts amb els
dos equips. El pretractament aplicat a les dad¢esfgectrofotometre FOSS amb el modul
RCA és una segona derivada de Savitzky-Golay iutitspde finestra mobil.

Taula 10.-Comparacio dels resultats quantitatius obtingotis als dos instruments.

Espectrofotometre JDSU Espectrofotometre FOSS-RCA
Factors 4 Factors 3
% Y-ECV 98,6 % % Y-ECV 99,1 %
S Pendent 0,99 + 0,06 Pendent 0,99 + 0,05
_g Ordenada Origen 0,1+£0,6 Ordenada Origen 0,1+04
§ Correlacio 0,993 Correlacio 0,995
RMSEC 0,128 % m/m RMSEC 0,105 % m/m
RSEC 1,451 % RSEC 1,207 %
Pendent 1,0+£0,1 Pendent 1,0+£0,1
o | Ordenada Origen -0,3+1,2 Ordenada Origen 0,0£1,1
S Correlacio 0,993 Correlacio 0,992
E RMSEP 0,113 % m/m RMSEP 0,122 % m/m
o RSEP 1,266 % RSEP 1,371 %
Lots Produccio 8,781 % m/m Lots Produccio 8,575 % m/m
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Com es pot observar en la taula, els resultats tatsbdos espectrofotometres sén
comparables. Tots dos models estan calculats ac®fpctors i superant en tots dos casos
el 95% de la varianca explicada pel calibratge. tkéeque amb I'equip JDSU calen 4
factors PLS per tal d’explicar un 98,6% de Y-ECwhbal’equip FOSS s’explica un 99,1%
d'aquesta amb 3 factors. No hi ha diferéncies agioée entre les rectes de calibratge dels
dos models. La correlacié també és de la matebgnitual i els errors en el calibratge sén
del mateix ordre de magnitud, pero inferiors eacglip FOSS.

En el cas de la validacié externa, tots dos eqd@®n parametres de la recta de
regressié similars al igual que el valor de coniélaEls errors en ambdos casos sén del
mateix ordre de magnitud, amb la singularitat queeeds valors s6n més petits en I'equip
JDSU. Respecte a la prediccié de mostres de prauots dos espectrofotometres donen

resultats propers al valor de referéncia.

5.- Conclusions

S’ha estudiat la funcionalitat d’'un nou espectrofiottre NIR desenvolupat per la
companyia JDSU i les conclusions que s’extreuelfedtidi son:

v' S’ha seguit una estrategia per tal de trobar ldéenicondicions de registre amb el
NIR en miniatura. Els valors trobats son un tempstefracio de 865 ps i 1.000

scans Aquesta combinacié de condicions donen nivellsatgal i soroll adequats.

v" S’ha construit una biblioteca espectral compres2®enostres diferents registrades
a través de plastic. El major nombre de positiuseediferents lots de la mateixa
mostra i menor nombre de falsos positius es vanab@plicant un suavitzat
Gaussian Filter(amb segment de 3) i una segona derivada de GapsSegment
(amb gap i segment de 3). Tot i aix0, hi ha do®lfEs de substancies que son
falsos positius: mannitol amb mannitol granulaa¢arosa en pols amb sacarosa en

pols a la silice.
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v El calibratge per una formulacié farmaceutica, ajl@al s’ha ampliat el rang de
concentracio de APl en un 20% (entre 6,9 i 10,4%)nks va obtenir aplicant
sobre les dades un suavitzat de tiMaving Averaggsegmentle 3) i una segona
derivadaGap-Segmenigapi segmentle 3). Els valors de RSEC i RSEP so6n 1,45%

i 1,27% respectivament.

v Els resultats obtinguts s6n comparables als oksngmb un equip estandard. Els
nivells de senyal i soroll sén majors en I'equipgSID perd son valors acceptables.
En quant a la biblioteca espectral, 'equip JDSWm@ capacitat de classificacio
similar a la del FOSS. A nivell quantitatiu, elssdespectrofotometres donen bons
models, pero el FOSS té resultats similars al J2®WU un factor menys, el qual fa

el model més senzill.
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