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CAPITULO 7

EL MUESTREO DE UN MATERIAL HETEROGENEO
USANDO ESPECTROSCOPIA RAMAN

INFLUENCIA DEL TAMANO DE PARTICULA
EN LA PRECISION DEL ANALISIS DE
MEZCLAS BINARIAS

7.1 Introduccion

En la obtencion de resultados imprecisos y/o inexactos de la concentracién de un analito
en una mezcla s6lida uniforme, dos causantes que rapidamente vienen a la mente son un
posible fallo del método analitico, o un mezclado incompleto del material. Ambas
asignaciones implican el desempeiio de equipos y/o personas. Otra fuente de error mas
sutil, referida como el error de muestreo, con frecuencia se pasa por alto. Este error
depende de la concentracién del analito, sus caracteristicas fisicoquimicas (tamafio de
particula, forma, densidad, tendencias de interaccién), el tamafno de la muestra que se

dispone de la mezcla y la precisiéon del método analitico 1.

De la misma forma que se puede decir que el paso de muestreo en ocasiones es obviado
dentro de la evaluaciéon de la calidad de los resultados obtenidos, en general a nivel
cientifico el muestreo es algo que se reconoce como una fuente importante de
incertidumbre en un resultado analitico, pero descuidado en la practica. Los motivos
pueden ser, entre otros, la dificultad en la evaluacion experimental del error de muestreo,

y la falta de teorias de muestreo claramente aplicables 2.

Por intuicion se sabe que muestras extremadamente pequefias puede que no sean
representativas de una mezcla a granel. No obstante, una muestra de varios gramos, que
probablemente contiene millones de particulas, puede que tampoco sea representativa de

la mezcla mayor 1.

Existe un nimero considerable de trabajos en los que se han investigado los errores y

requisitos del muestreo, en todos ellos se estudia la relacion entre el error de muestreo y
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el nimero de particulas en la muestra, el peso de la muestra, o el nimero de muestras a
tomar 34 Por ejemplo, las ecuaciones de muestreo de Gy 56 e Ingamells y Switzer 7 tratan

el error de muestreo como una funcién de la masa de muestra.

Las mezclas con particulas de dos componentes juegan un papel importante en la
aplicacion de la Teoria de Muestreo al andlisis quimico, por ser un primer paso hacia una
teoria general de muestreo para poblaciones mas complicadas 8. Este tipo de mezclas fue
el material analizado en el presente trabajo usando espectroscopia Raman. Se prepararon
distintas mezclas binarias, donde hay un componente en la mezcla en menor cantidad
(llamado A) y otro que es mayoritario (llamado B). El desarrollo matematico que se
muestra a continuacién esta basado en un estudio de Fricke y colaboradores 1, en el cual
presentaron una férmula para el calculo del peso minimo de muestra para la
determinacién de un analito en una mezcla sélida, en funcién de los tamafios de particula

de los componentes de una mezcla binaria.

El error global total, expresado como la varianza S,* para la cantidad de A en la mezcla

mayor esta dado por

So% = 5.2 + 8% + S, (7.1)

S,% es la desviacién estandar del método analitico, S;* es la desviacién estindar del
muestreo (es decir, el error de muestreo), y S,,,* es la desviacién estandar del mezclado.
De acuerdo a un trabajo previo de Kratochvil y Taylor 3 se presume que las varianzas son
aditivas, y en todo este andlisis se asume que los errores de manipulacién son

despreciables.
Cuando la mezcla es uniforme, S,,,% es despreciable y la ecuacion (7.1) se reduce a

S =82+ 87 (7.2)

Sy? se calculé experimentalmente en nuestro trabajo a partir de un conjunto de espectros
registrados por mapeo en el material, y de cada uno se mide la intensidad de alguna banda
relacionada con A. Segin Fricke y colaboradores S,* se obtiene de la validacién del
método para el analito. En nuestro caso se determin6 midiendo también la intensidad de
una banda relacionada con A, pero a partir de un conjunto de espectros adquiridos en

modo repetitividad.
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Habiendo detallado en qué consiste la sumatoria de varianzas para la determinacién del
error total del analisis, ahora se explicara con mas detalle lo que se pretende demostrar en
este estudio. Basicamente el objetivo fue evaluar una estrategia de mediciones por mapeo
usando espectroscopia Raman, para el analisis de comprimidos constituidos por una
mezcla binaria de componentes totalmente caracterizados. Un primer reto viene dado por
el diAmetro de laser tan pequefio que incorpora el FT-Raman utilizado (500 um), mientras

*

que los materiales bajo estudio son tabletas de didmetro 13.4 mm *. El nimero de
espectros adquiridos y la posicién de registro de cada uno en la tableta es de libre eleccion,
y es instrumentalmente factible por la platina de muestras que incorpora el instrumento,
la cual es controlada con precisién desde el ordenador. Se considerd que 10 posiciones de
mapeo era un nimero suficiente de puntos de medicion, equidistantes los unos de los
otros. Las mezclas tienen una composicion que va del 1 al 10 % en peso, donde lo que se

mezcldé fue un compuesto que simulara a un API, con otro que representa un excipiente

tipico.

No obstante, el objetivo de este trabajo no es cuantificar el contenido del API en estas
tabletas, sino hacer una evaluacion de la estrategia de mapeo en si que se ha propuesto
para el analisis de unos hipotéticos comprimidos farmacéuticos, los cuales tienen un
contenido de API que empieza a rozar la baja dosificacién. Se prepararon dos tipos de
comprimidos, con los mismos porcentajes en peso, pero donde el API afiadido estd en un
tamarfio de particula distinto en cada uno. Aqui se abre a consideracién una cuestién que a
simple vista no puede resolverse intuitivamente: en muchos casos se habla de que las
técnicas espectroscdpicas permiten hacer analisis en la escala de porcentajes, pero es
posible que el resultado sea distinto en funcién del tamafio de particula en el cual se
encuentre lo que se quiere cuantificar. El estudio del pardmetro tamafio de particula sobre
un conjunto de mediciones realizadas por mapeo es lo que se ha investigado en este

estudio.

Volviendo a la ecuacién (7.2), lo que se va a investigar es si S;* es un contribuidor
despreciable de S,%. S,* estd representado por las 10 mediciones por mapeo que se
realizaron. Entonces con el fin de determinar si esta cantidad de puntos de medicién es

adecuada en un eventual analisis de estas tabletas (irradiando cada posicién con un laser

* Se hicieron ademas mediciones con el microscopio Raman usando el objetivo 10X. Se reportan los
resultados de estas mediciones con fines comparativos, porque no se espera que un microscopio
brinde resultados adecuados para un andlisis de contenido total de API en comprimidos
farmacéuticos, a no ser que se considere el mapeo de toda la superficie de la tableta.
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de 500 um), se prueba la siguiente hipétesis nula: Hy: Sy> = S,°. Una hipétesis alternativa

establece que H;: Sp° > S,°.
Para probar la hipdtesis nula, se calcula una relacion de varianzas F,y,,

Foxp = S0°/5a° (7.3)

El valor obtenido de la ecuacién (7.3) se compara con el valor que se encuentra en las
tablas estadisticas. Este se va a representar como Fj 95 dado que se ha seleccionado un
nivel de confianza del 95 % para probar la hipdtesis nula. Cuando la hipétesis nula es

cierta, se espera que el F,,, calculado por la ecuacion (7.3) exceda el Fy g5 s6lo un 5 % de

las veces. De esta manera S,* puede aproximarse mediante S,*y S* es despreciable ..

Dada la gran cantidad de ventajas que tiene el analisis de formas s6lidas de dosificacion
usando espectroscopia Raman (registro de espectros sin preparaciéon de la muestra, el
nivel de humedad de los materiales es poco relevante, cada componente individual da un
conjunto Unico de bandas, los espectros contienen mucha informacién que luego puede
procesarse automaticamente mediante ordenador), se podria pensar que el andlisis
cuantitativo es factible y sumamente sencillo, siendo la tinica cosa que debe considerarse
con cierta precaucion, la posibilidad de que el diametro de irradiaciéon sea muy pequeio
respecto al objeto que se estd midiendo. No obstante, en la practica la precisién de un
analisis cuantitativo es muy sensible tanto a la configuracién del instrumento como a los
errores de muestreo °. Se detallaron una serie de ventajas de la espectroscopia Raman al
inicio de este parrafo, pero de igual manera es curioso mencionar la comparacién que
hacen Fraser y Gordon en su revision sobre los problemas y las soluciones al submuestreo
en la espectroscopia Raman 10: tan problematico es el fendmeno de la fluorescencia hacia

posibles resultados erréneos usando esta técnica, como el submuestreo.

En este trabajo se hace énfasis en el tema del muestreo, pero ademas se incluye una
discusion sobre la sensibilidad absoluta de los dos instrumentos usados (y el efecto de
variar los parametros de adquisicion en cada instrumento), dado que el tema de la
sensibilidad es particularmente importante en situaciones donde se requiere analizar un
nimero elevado de muestras, y entonces el tiempo total de adquisicion de datos por
muestra viene determinado por el tiempo necesario para acumular sefiales con una

relacion sefial/ruido adecuada °.
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7.2 Materiales y métodos

7.2.1 Preparacion de las mezclas binarias en polvo, y obtencion de las tabletas

Los materiales de partida para la preparacién de las mezclas binarias fueron:

- Microesferas de Poli(estireno-co-divinilbenceno) (Aldrich, abreviado PS), de 8 um como
tamafio de particula nominal (el valor exacto del lote usado es 8.43 um, donde la
especificacion indica valores entre 8 y 9 um). Este compuesto fue utilizado como un

supuesto APL.

- Ftalato dcido de potasio (Fluka, abreviado KHP), el cual luego de un secado inicial a 105
°C y moltura a mano, se tamizd en seco usando un tamizador mecanico de laboratorio
modelo RP.15 (CISA, Barcelona). La fracciéon usada contiene particulas entre 20 y 25 um.

Este compuesto también representa a otro APIL.

- Celulosa microcristalina (Aldrich, abreviado MCC), de 20 um como tamafio de particula
nominal. La especificacién establece un valor de d50 entre 18 y 22 um, y el valor en el lote
usado es 19 um. Este compuesto representa a los supuestos excipientes de los
comprimidos preparados posteriormente, aunque en la practica la MCC es un excipiente
farmacéutico. Se trata de uno de los rellenos-aglutinantes mas usados en la compactaciéon

directa dado que se puede usar como aglutinante seco 11.

Las mezclas fueron homogeneizadas en un agitador mecanico T2C (WAB, Basilea), y se
registraron espectros de las mezclas como polvos sueltos y luego de la compactaciéon en
tabletas firmes. Para la obtencion de las tabletas se usé una prensa hidraulica Perkin
Elmer 15.001 (Waltham, MA): se pesaron aproximadamente 300 mg de cada mezcla, y
luego de aplicar una presién de 140 MPa, se obtuvieron discos con un didmetro de 13.4

mm y grosores comprendidos entre 1.8 y 2.1 mm.

Las mezclas se prepararon con una composicion en peso de 1-3-5-7-10 % de PS o KHP. Las
mezclas de KHP/MCC se prepararon dos veces, y en cada ocasion el grupo de mezclas se
registr6 con distintos pardmetros como se explicara mas adelante. En el caso del segundo
grupo de mezclas de KHP/MCC se prepararon 3 mezclas mas, de concentraciéon 12-15-20

%.
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7.2.2 Tabletas preparadas con un solo compuesto

En adicién al estudio sobre la estrategia de mapeo para tabletas preparadas con una
mezcla de dos compuestos, se hicieron mediciones para determinar el espesor con el cual
las intensidades Raman dejan de crecer para los 3 compuestos mencionados en el
apartado anterior, pesando distintas cantidades del polvo y compactando a 140 MPa. Los
rangos de espesores probados fueron de 0.6 a 4.4 mm para el PS, 0.5 a 3 mm para el MCCla
y 0.5 a 2.8 mm para el KHP. Para otros calculos que se muestran en este trabajo, el dato
mas relevante es la profundidad a la cual las intensidades Raman dejan de crecer para el
MCC, dado que es el componente mayoritario de los comprimidos formados a partir de las

mezclas binarias.

Mas tabletas se prepararon que contenian solo PS o MCC, pero variando la presién de
compactacion. Se usé la misma prensa hidraulica mencionada anteriormente, y se

aplicaron los siguientes valores de presion: 74, 222, 444, 666 y 888 MPa.

7.2.3 Adquisicion de los espectros de las mezclas binarias

Todas las mezclas se registraron con los equipos MultiRAM y RamanScope II], los cuales
fueron descritos en el Capitulo anterior (en este trabajo se seguiran distinguiendo como
macro-Raman y microscopio Raman respectivamente), usando un objetivo 10X para la
obtencion de los espectros Raman en el microscopiof. Las condiciones de registro se
detallan en la Tabla 7.1. Para la medicién de mezclas en polvo se puso una capa de
aproximadamente 2 mm, un valor cercano al espesor de las tabletas. En todos los casos los
espectros se registraron entre 3600 y 50 cm'l. Se aplicaron potencias de laser
considerablemente altas, cerca del maximo de potencia que se puede emitir con el laser
instalado (1 W), pero en mediciones preliminares se confirmé que no habia dafio aparente
en los materiales al final del registro. Con el fin de que las tabletas no se desplazaran
durante las mediciones por mapeo en el equipo MultiRAM, cada una se fijé6 a un disco de
aluminio que estaba incrustado en la platina de muestras. La configuraciéon de los
parametros de medicidn, la realizacién de las medidas y la extraccion de los espectros se

hizo usando el programa OPUS de Bruker (versién 7.2).

T E1 RamanScope Il incorpora ademas un segundo objetivo 40X. Este también se usé pero sélo para
tomar imagenes de las superficies de los materiales.

158



Tabla 7.1 Parametros experimentales para la adquisicion de los espectros con los equipos

macro-Raman y microscopio Raman

Macro-Raman

Resolucion: 4 cm-1
32 barridos
Potencias de laser: 400-600-800 mW

Primer grupo
de mezclas

Microscopio Raman

Resolucion: 8 cm-1
32 barridos
Potencias de laser: 500-700-900 mW

(Mezclas de
KHP/MCCy
PS/MCCQ)

Modo de registro de los espectros de cada mezcla:
Concentraciones 1-5-10 % en peso:
Mapeo, 10 posiciones
Repetitividad: 10 espectros sucesivos, registrados en 3
posiciones de la tableta (es decir, 3 grupos de 10 espectros)
Concentraciones 3-7 % en peso:
Solo se midieron por mapeo, 10 posiciones

Macro-Raman

Resolucién: 16 cm-!
128 barridos
Potencias de laser: 500-900 mW

Segundo grupo Microscopio Raman

de mezclas

Resolucion: 16 cm-!
256 barridos
Potencia de laser: 900 mW

(Solo mezclas
KHP/MCC)

Modo de registro de los espectros de cada mezcla:
Todas las concentraciones 1-3-5-7-10 % en peso*:
Mapeo, 10 posiciones
Repetitividad: 10 espectros sucesivos, registrados en una
posicion de la tableta
*Adicionalmente se prepararon mezclas de concentracién 12-15-20
%, pero estas Unicamente se midieron en el microscopio.

7.2.4 Adquisicion de los espectros para las tabletas que contienen un solo compuesto

Las tabletas preparadas con distintos grosores se registraron todas a 4 cm! y 32 barridos.

En el caso de las tabletas de KHP y MCC se registraron a dos potencias (500 y 900 mW),

mientras que las de PS se registraron s6lo a 500 mW. Se midieron dos posiciones de estas

tabletas, y se registraron 3 espectros uno tras otro en cada una.

Respecto a las tabletas de MCC y PS compactadas a distinta presion, estas se registraron a

800 mW, 4 cm-y 32 barridos, y se midieron 3 posiciones de la superficie de estas tabletas,

registrando un espectro en cada una.
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7.2.5 Pretratamientos espectrales

En todas las comparativas de los resultados obtenidos con los espectros antes y después
de pretratar, para lo segundo se aplicaron dos correcciones de linea base (abreviadas BLC)
con el fin de corregir el offset espectral y la pendiente de los espectros, y una
normalizacién a vector unidad (abreviado UNorm). Los hallazgos experimentales
relacionados con las intensidades Raman se discuten para la banda a 1600 cm'!
(estiramiento CC; debido al anillo aromatico en la estructura del PS y KHP). Los espectros

fueron pretratados usando el programa Unscrambler (version 10.3).

7.3 Resultados y discusion

7.3.1 Experimentos sobre tabletas que contienen un Unico compuesto

7.3.1.1 Evolucion de las intensidades Raman en funcion del espesor de la tableta

La Figura 7.1 muestra la evolucion de las intensidades Raman en funcién del grosor de la
tableta de PS y MCC, materiales con un tamafno de particula de 8 pm y 20 pm
respectivamente (20 um también es el tamafio del KHP utilizado, pero con el fin de no
duplicar figuras los datos del KHP se mostraron en la Figura 6.5). Adicionalmente en las
Figuras 7.1a y b se muestra un espectro de PS y MCC respectivamente, ambos adquiridos
con los mismos parametros instrumentales. Como se puede apreciar, el espectro Raman de
la MCC resulta en intensidades mucho mas bajas que las del PS (y la misma observacion se
puede encontrar al comparar el espectro del KHP y la MCC, el primero se encuentra en la
Figura 6.8). Esto representa una ventaja para el andlisis realizado en nuestros hipotéticos
comprimidos farmacéuticos, pero también en el analisis formal de cualquier medicamento
(para la determinacién del contenido de API por ejemplo). Como se ha explicado en
capitulos anteriores, la intensidad de la dispersién Raman estd relacionada con la
polarizabilidad de las moléculas bajo irradiacién, y esto generalmente es mucho mayor
para los sistemas © que para las estructuras con enlaces ¢. Dado que la mayoria de los APIs
tienen enlaces 1 y la mayoria de los excipientes son moléculas saturadas (con enlaces o),

los espectros Raman son mas sensibles a las moléculas del API 10.

Al observar las graficas de evolucién de las intensidades en funcién del grosor de la

tableta, el valor para el cual éstas dejan de crecer es de 1, 1.3 y 2 mm para la MCC, KHP y
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Figura 7.1 (a) y (b): Ejemplo de un espectro Raman registrado en una tableta de PS y MCC
respectivamente, ambos obtenidos con los mismos parametros de adquisicién. (c), (d) y
(e): Promedio y desviacion estandar (n=6) de la intensidad Raman a 1601 cm! para
distintos espesores de una tableta de PS (c), y para la intensidad a 1379 cm-! en funcién
del grosor de la tableta de MCC. Se muestran los resultados a una potencia de irradiacion
de 500 mW (d) y 900 mW (e).

PS respectivamente. Dos de estos materiales tienen el mismo tamafio de particula (MCC y
KHP), y hay una diferencia en la magnitud medida del 30 %. Si bien se es consciente que
podrian haber maneras mas sofisticadas de hacer esta determinacién (los grosores de los
comprimidos se midieron con un pie de rey, se podian haber preparado mas gradientes de
espesor), el que se haya obtenido un valor inferior para el MCC tiene sentido considerando

las propiedades de este material.

La MCC de 20 um se vende como Avicel PH 105 12, y se trata del Avicel de menor tamafio
de particula, asi como el mas compresible de la familia 13. Esta reportado que durante la
compactacion, la MCC se deforma plasticamente y por tanto se maximiza el area de union
interparticula; y es precisamente esta plasticidad la principal razén de sus excepcionales
propiedades aglutinantes 4. Algo muy importante a destacar es que durante un proceso de
deformacién plastica no hay cambio en el volumen de las particulas 5. Durante la
formacion de comprimidos que contienen MCC, la proximidad de los grupos que contienen

hidrégeno entre moléculas de celulosa adyacentes permite la formacion de ndmeros
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puentes de hidrogeno, y esta es la principal causa de la fuerza y cohesividad de las tabletas

obtenidas 14.

Es mas, la compactabilidad de la MCC es tan alta que Sun 16 encontré que es posible tener
comprimidos con cero porosidad (densidad de la tableta = densidad absoluta de la MCC),
cuando se compacta un material conteniendo un 7.36 % de humedad, a cualquier presion
por encima de 100 MPa. En este caso, la posibilidad de alcanzar cero porosidad a baja
presion se debe a los efectos plastificantes del agua. Respecto al material usado, en el
certificado de analisis de la MCC utilizada se especifica que la pérdida durante el secado
debe ser menor o igual al 5 %. El valor encontrado en el lote usado es del 2.8 %, y durante
la manipulacién del producto éste se mantuvo en una desecadora con el fin de no
modificar la humedad del reactivo. Como se dijo en la seccién experimental, las mezclas en
polvo se compactaron a 140 MPa. Finalmente otro aspecto que incrementa la densidad de
empaquetamiento tiene que ver con la dispersion de los tamafios de particula: una mayor
dispersion en los tamarios lleva a comprimidos mas densos 1l Esto es importante para
todos los tipos de particula usados, pero en el caso de la MCC, el certificado de analisis del

material indica un d10 de 7 um y un d90 de 42 pm.

Luego de toda la descripcién anterior sobre la compactacién de la MCC, ;por qué es tan
relevante el empaquetamiento tan alto que se puede alcanzar con este material?. El nivel
de empaquetamiento en cada comprimido preparado tiene un impacto sobre dos de los
componentes mencionados en el Capitulo 2, que tienen que ver con la interaccion de la
radiacién con ellos: el coeficiente de dispersion elastica (r), y el coeficiente de absorcién
(a). Agyare Yeboah y colaboradores 17 encontraron que r disminuye al aplicar una presién
de compactacion mayor; y por otro lado Oelkrug y colaboradores 18 midieron a para dos
muestras de silice con tamafio de particula 5 y 40 um. La compactacién era mayor para la
muestra de 40 yum y esto se tradujo en un coeficiente de absorcién mayor para este
material. Por tanto, la combinaciéon de un mayor a y un menor r en las tabletas de MCC,
podria ser la causa de un menor valor de profundidad con el cual las intensidades Raman

en modo retrodispersion dejan de crecer, en comparacion al KHP.

Respecto al PS, con este material se encontré una profundidad mucho mayor con la cual
las intensidades llegaban a un maximo. Esto podria deberse a un peor empaquetamiento
en las tabletas de PS. En la Figura 7.2 se representa la altura de la columna obtenida en
funcion de la cantidad de polvo medida en la balanza, y como se puede apreciar para el PS

siempre se obtuvieron tabletas mas gruesas. Las particulas de PS forman un arreglo menos
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denso, y por este motivo la
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Figura 7.2 Evolucion del grosor de la tableta de KHP/MCC y PS/MCC. En la mayoria
MCC, KHP o PS segin la masa de cada de mediciones, las tabletas

compuesto que se compacté a 140 MPa. _
preparadas contienen como

maximo un 10 % en peso de otro
tipo de particula distinto de la MCC. Thoorens y colaboradores 11 mencionan en su revision
sobre el uso de la MCC en la industria farmacéutica, que el mechanical interlocking de
particulas de MCC de forma irregular y alargadas, ha sido sugerido para aumentar la
capacidad de hacer tabletas de MCC. Es posible que este sea el modo por el cual se

compactan las particulas amorfas de KHP y las microesferas de PS, en la matriz de MCC.

7.3.1.2 Efecto de la presion de compactacion de polvos de PS y MCC en los espectros Raman

El efecto de la presién de compactacion de los polvos se ha estudiado en trabajos previos
para datos adquiridos por espectroscopia NIR 1° y Raman 20. Dada la sutileza de los
cambios que se pueden presentar, al tratarse de comparaciones donde todos los
materiales tienen la misma composicién, mismo tamafio de particula y en todos los casos
lo que se estin midiendo son tabletas firmes, en estos se han usado herramientas
quimiométricas para las comparaciones necesarias, en adicién a la representacién de la
intensidad Raman versus la presién de compactacion. En las Figuras 7.3 y 7.4 se muestran
los resultados obtenidos (grafico de scores PC2 vs PC1 y loadings del PC1) al hacer un PCA
con los espectros registrados sobre las tabletas de MCC y PS, antes y después de
normalizar, y al pie de cada figura se presentan los resultados de la medicién de la

intensidad de una banda espectral para cada presion.

Respecto al MCC parece que la tableta compactada a menor presién se diferencia de las

otras presiones en ambos instrumentos, pero luego al normalizar ya no es posible
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Figura 7.3 Gréficas de PCA de las tabletas de MCC compactadas a distinta presidn, con los
espectros registrados en el macro-Raman (a-d) y en el microscopio Raman (e-h). Se
muestran los resultados antes y después de normalizar. Al pie de la figura se muestran los
resultados del analisis univariante para la bandaa 1379 cm-!
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Figura 7.4 Graficas de PCA de las tabletas de PS compactadas a distinta presion, con los
espectros registrados en el macro-Raman (a-d) y en el microscopio Raman (e-h). Se
muestran los resultados antes y después de normalizar. Al pie de la figura se muestran los
resultados del analisis univariante para la banda a 1601 cm-!
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distinguir los espectros segun la presion aplicada (Figuras 7.3a, c, e, g). Por otro lado un
ANOVA usando las intensidades a 1379 cm'!, muestra que no hay diferencias significativas
ni antes ni después de normalizar. Este resultado concuerda con lo reportado por
Arruabarrena y colaboradores en sus mediciones de tabletas farmacéuticas pulverizadas y
recompactadas a distinta presion usando un FT-Raman. En el Anexo 7.1 se muestran
imagenes registradas con el objetivo 10 X de la superficie de estas tabletas, donde se
observa como varia la disposicion de las particulas de MCC, las cuales parece que tienen

una apariencia alargada.

A diferencia de lo encontrado para las tabletas de MCC, en el caso de las microesferas de
PS es llamativo el hecho de que hay clusters segtn la presiéon de compactacion, antes y
después de normalizar. Las esferas tienen un tamafio de particula de 8 um, y en una
revisiéon sobre el apelmazamiento de polvos a granel, Zafar y colaboradores 2! cuando
hablan sobre la deformacion plastica como uno de los tipos de interaccién entre particulas,
citan como ejemplo las esferas de poliestireno. De estas indican que cuanto mas pequefias

son, es mas probable que se deformen plasticamente en funcién de la presion aplicada.

Dado que la normalizacién parece confirmar atin mas las diferencias entre los espectros en
funcion de la presidn aplicada, en la Figura 7.5 se superponen los espectros adquiridos sin
pretratar, s6lo con las correcciones de linea base aplicadas, y luego de la normalizacion. Lo
primero que llama la atencidn es que si se mide la intensidad de la banda a 1601 cm-! no se
observa ninguna tendencia dependiente de la presién, como si se veia para la MCC
(comparar pies de las Figuras 7.3 y 7.4). Pero luego, al moverse a valores mas bajos de
desplazamiento Raman (empezando en 1329 cm-1) se observa una mayor dispersiéon en

los espectros, donde las intensidades son mas altas para la presién de compactaciéon
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Figura 7.5 Espectros registrados sobre tabletas de microesferas de PS compactadas a
distinta presion. Se representan los espectros (a) crudos, (b) luego de las correcciones de
linea base y (c) luego de las correcciones de linea base y normalizacion.
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mayor. El RSD % de los 15 valores medidos es del 4 % para la banda a 1329 cm'!, y luego
para los maximos de 1182, 1032 y 1001 cm! se incrementa hasta el 6 %. En realidad esto
queda en evidencia al comparar la intensidad de las dos bandas mas altas en los espectros
de la Figura 7.5, con el loading del PC1 (Figura 7.4b). Luego de normalizar lo que sucede
con las intensidades queda claramente reflejado en el loading correspondiente del PC1
(Figura 7.4d): para las bandas a menor desplazamiento Raman las intensidades son mas
altas para la mayor presién de compactacién, mientras que para las restantes (incluida la
debida a la vibracién al anillo aromatico), ocurre lo contrario. Al aplicar un ANOVA a las
intensidades de 1603, 1183 y 1002 cm! registradas aplicando distintas presiones de
compactacion, en todos los casos el Fexperimentat €S superior al Fergico (3.48). Para la
intensidad de 1603 cm! tiene un valor de 6.77 en el caso de los espectros antes de
normalizar, luego para el resto de intensidades, antes y después de normalizar, los
Fexperimental S€ incrementan a valores entre 33 y 103. Finalmente en las mediciones con el
objetivo 10X, en los extremos del grafico de scores obtenido luego de sélo aplicar las
correcciones de linea base a los espectros quedan las presiones mas baja y mas alta
(Figura 7.4e), y en todo el espectro las intensidades son mas altas para la tableta
compactada a menor presién. Luego al normalizar los espectros las diferencias

desaparecen.

Las explicaciones que se pueden dar a lo observado con las microesferas de PS estan
relacionadas con lo altamente particular que es este material. Rimai y colaboradores 22
reportaron la deformacion por fluencia lenta (creep behavior en inglés) de las particulas de
PS como resultado de la adhesion al formar una tableta firme. Con cada presién superior
que se aplica se va forzando a que estas progresivamente se desplacen y consigan un
empaquetamiento mas compacto. Estas diferencias son detectadas con un haz de 500 um,
pero no en el microscopio Raman, donde la menor cantidad de particulas irradiadas
parece que no es lo suficiente para mostrar lo que ocurre a nivel macro. El poliestireno
como material se usa en muchisimas aplicaciones, pero hablando propiamente de las
esferas de poliestireno entrelazadas con divinilbenceno, se trata de un ejemplo de los
materiales que actualmente se producen con un tamafio de particula muy definido con
fines de investigacion; por ejemplo hay un trabajo sobre el efecto del tamafio de particula
en los espectros infrarrojos por reflectancia difusa de esferas de poliestireno 23. De los
comprimidos de esferas de PS también se registraron imagenes con el microscopio 6ptico.
Para este caso las imagenes donde se observan mas cambios dependiendo de la presién de
compactacion son las registradas con el objetivo 40 X, las cuales se muestran en el Anexo

7.2. Al hacer el ajuste fino para esta magnificacion en cada tableta, en la imagen obtenida
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cada vez se van viendo las esferas de mayor tamafio, segin la presion que se aplic6 para su

compactacion.

7.3.2 Maediciones sobre las mezclas KHP/MCC, y PS/MCC

7.3.2.1 Evolucion de la altura de pico al aumentar la concentracion de KHP o PS cuando se

irradia con distintas potencias de Idser, y el efecto de la normalizacidn de los espectros

La Figura 7.6 muestra espectros adquiridos con el macro-Raman al irradiar una tableta
que contiene 5 % p/p de KHP en MCC (a) y 5 % p/p de PS en MCC (c). Estos espectros
fueron adquiridos a 800 mW, 4 cm-! de resolucién y 32 barridos. Al lado en (b) y (d), se
muestra un espectro de KHP y PS puro respectivamente, adquiridos también a 800 mW y
32 barridos, pero a 1 cm-! de resolucidn. En este trabajo el énfasis se ha puesto en la banda
a 1601 cm! (la cual es comUn en ambas mezclas), y como se puede apreciar no hay una
alteracion en el ancho de banda natural al disminuir la resoluciéon de 1 a 4 cm.
Unicamente los FT-Raman permiten seleccionar una resolucién para el registro de los

espectros. En este sentido Steven Bell en su capitulo sobre el analisis cuantitativo de
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Figura 7.6 Espectros registrados con el macro-Raman, todos a 800 mW de potencia de
laser y haciendo 32 barridos. (a) y (c): espectro de una tableta que contiene un 5 % p/p de
KHP y PS, respectivamente. Para estos se selecciond una resolucién de 4 cm-L. (b) y (d):
espectros de una tableta que contiene tUnicamente KHP o PS, respectivamente. Estos
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formulaciones sélidas mediante espectroscopia Raman, menciona que en general en los
trabajos publicados no se expone explicitamente el porqué de la eleccién de cierta
resolucién, pero que no obstante en los productos farmacéuticos sélidos el ancho natural
de las bandas Raman es comunmente > 4 cm! y en ocasiones > 8 cm-l. Seguidamente
expone que el pardmetro clave de calidad de los espectros esta en si es posible extraer
informacién analitica cuantitativa de ellos, y que esto no esta directamente relacionado
con el ancho de las bandas. Szostak y Mazurak demostraron esto en un analisis del
contenido de acido acetilsalicilico en tabletas con los espectros registradosa 16 y 2 cm-, al
respecto encontraron que la diferencia en la precision de las mediciones era muy pequefia
(RSEP =1.52 % a 16 cm, 0.99 % a 2 cm), haciendo siempre 128 barridos. En nuestro
caso con 32 barridos posiblemente si que se agradece el haber usado una menor
resolucién, debido a la disminucién en el ruido de la linea base en los espectros.
Evidentemente también se disminuye el tiempo de adquisicién de los espectros al pasar de

la4cms.

En las Figuras 7.7 y 7.8 se muestran los resultados para la medicién de tabletas de PS o
KHP con el equipo MultiRAM (correspondientes al primer grupo de mezclas segun la Tabla
7.1), antes y después de normalizar en modo mapeo (Figura 7.7) y repetitividad (Figura
7.8). Lo mas destacable es que las intensidades de banda son mayores cuanto mayor es la
potencia del laser, en total concordancia con las ecuaciones (2.1) y (3.1), pero luego al
normalizar las intensidades de pico practicamente se igualan. En el caso de las mediciones
de repetitividad se tienen 3 simbolos para cada potencia y nivel de concentracidn,
generado cada uno del promedio de 10 espectros, y como se observa existe cierta
dispersion entre los 3 simbolos atin luego de normalizar. Esto se debe a que, a pesar de
que hay mas datos involucrados (30 espectros), estos se obtuvieron de Unicamente 3
posiciones en la tableta, por lo que ya se empieza a notar el inconveniente de tomar una
tableta y pretender hacer cualquier tipo de andlisis a partir de la irradiacién de una tnica

posicion en la superficie, al menos usando un didmetro de irradiacién de 500 pm.

7.3.2.2 Efecto de la potencia del ldser sobre la relacién Sefial/Ruido de los espectros

En el apartado anterior se vio que las intensidades en los espectros registrados con el
mismo material, usando distintas potencias de laser, se hacen practicamente iguales luego
de la normalizacion. No obstante como se dijo en el Capitulo 2, la capacidad de extraer

informacién analitica de técnicas como la espectroscopia Raman esta cominmente
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limitada por la SNR para cierto conjunto de parametros de medicién. En la Tabla 7.2 se
muestran los valores de SNR obtenidos para una tableta que contiene un 10 % p/p de PS o
KHP, luego de irradiar a 3 potencias de laser, antes y después de normalizar (al igual que
en el capitulo anterior, SNR Unicamente se puede estimar a partir de datos generados en
modo repetitividad). Es evidente que la aplicacién de una mayor densidad de potencia
incrementa la cantidad de fotones Raman generados, la sefial aumenta, y aunque el ruido
en un FT-Raman también tiene un componente que depende de la sefial y del background
(ecuaciones 3.18-3.20), lo cierto es que en estos instrumentos la SNR esta limitada por el
ruido oscuro (el ruido del detector). Por tanto SNR aumenta al irradiar con una mayor
potencia, y la normalizacién no cambia su valor. En los datos de la Tabla 7.2 parece que
con la mezcla de KHP hay cierto aumento en la SNR luego de normalizar, no obstante luego
de una inspeccion visual de los espectros antes y después de normalizar no parece que

haya alguno anémalo que justifique los datos obtenidos.

Tabla 7.2 Relacion Sefial/Ruido parala banda a 1601 cm-! en las mediciones de una tableta
que contiene 10 % p/p de PS o KHP en MCC, antes y después de normalizar (espectros
registrados en el macro-Raman). Los 3 datos que se incluyen separados por guiones
corresponden a cada una de las medidas de repetitividad.

_ Promedio de los 3
'g Pretratamiento Potencia de laser replicados de
T espectral repetitividad
= 400 mW 600 mW 800 mW 400 | 600 | 800
PS sélo BLC - 45-45-45 53-29-42 48-43-67 45 | 41 | 53
BLC + UNorm | -2 c2< 43-42-50 67-30-53 43-48-83 45 | 50 | 58
KHP sélo BLC § Y| 42-40-56 43-43-53 77-63-71 46 | 47 | 70
BLC + UNorm 53-53-53 77-56-67 143-167-111 53 | 66 | 140

7.3.2.3 Dispersion de las mediciones de mapeo sobre polvos sueltos y tabletas firmes, y el

efecto de la normalizacion de los espectros

En este trabajo se registraron espectros por mapeo y de repetitividad en todas las mezclas
preparadas, antes y después de compactar en la prensa hidraulica. La Figura 7.9 muestra
la dispersiéon de las mediciones por mapeo, calculada como la desviacién estandar de las
10 intensidades de banda/promedio de las intensidades * 100 (RSD %), antes (Figuras
7.9ay c) y después de normalizar (Figuras 7.9b y d). En todas las graficas hay dos aspectos

muy relevantes: por un lado, los simbolos sin rellenar (correspondientes a espectros
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Figura 7.9 Dispersion de los valores de mapeo, calculada como RSD % para las mezclas
de PS/MCC y KHP/MCC, medidas como polvos sueltos y como tabletas para tres potencias
del laser. Se muestran los valores antes y después de normalizar los espectros.
Mediciones hechas con el macro-Raman.

obtenidos sobre las mezclas como polvos sueltos) por lo general aparecen por encima de
los simbolos rellenos (valores obtenidos de las tabletas compactadas). Y por otro lado, si
se comparan los graficos de la izquierda con los de la derecha hay muy pocos cambios en

los valores representados.

El que los RSD % sean mas altos para las mezclas sin compactar que para las tabletas no se
debe a la desviacion estindar de las 10 mediciones, sino a la intensidad promedio
registrada en cada caso. Esto nuevamente se justifica en una menor cantidad de material
irradiado cuando el material esta suelto, en comparacién a una tableta donde la densidad
aparente es considerablemente mayor. Lo siguiente que se hizo fue aplicar una

normalizacion a los espectros: al igual que en el estudio anterior, estamos poniendo la
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quimiometria al servicio de la evaluacion de la estrategia de mapeo que se ha propuesto en
este trabajo. De las mediciones hechas sobre un material de composicién homogénea,
ahora sabemos que la normalizacién corrige las diferencias debidas a la distinta
dispersion fisica que puede haber en cada posiciéon de registro de espectro sobre una
tableta (esto se mostré graficamente en la Figura 6.6). Estad claro que en las mezclas
binarias la dispersion fisica también puede ser distinta en cada posicién del objeto donde
se obtiene un espectro por mapeo, pero ahora al calcular los RSD % de los conjuntos de
datos normalizados, los nimeros practicamente no han cambiado respecto a los espectros
sin normalizar. ;Qué ocurre entonces?. La respuesta esta en la naturaleza del material
sobre el cual se hicieron los calculos del capitulo anterior, y los que se estan presentando
ahora. En este punto hay que recordar lo que se dijo en el trabajo con el material de
composicién homogénea: la quimiometria no elimina errores de muestreo. La dispersion
de las mediciones hechas por mapeo lo que refleja en este caso es una distinta proporcion
de particulas de PS 6 KHP, respecto a las de MCC, de las cuales se esta obteniendo el
espectro Raman al irradiar con un laser de 500 um de diametro. El espectro completo que
se adquiere muestra una relacion de bandas proporcional a la concentraciéon de los
componentes de la mezcla (en este caso sélo hay dos), pero dado que hay una zona del
espectro en la cual la intensidad de la banda observada es proporcional a la del analito,
una mayor o menor intensidad de ésta responde a una mayor o menor cantidad de
particulas de PS o KHP en cada punto de mapeo (cada punto medido usando un didmetro

de irradiacién no modificable).

La quimiometria bien aplicada no modifica la informacién contenida en los datos de
partida, y en este caso cualquier tipo de normalizacién, o la aplicacién de SNV, produciria
graficas antes y después de pretratar los espectros muy similares. No obstante las técnicas
espectroscopicas cada vez son mas aplicadas en estudios de muestras de mayor
complejidad, como por ejemplo un analisis in vivo. Con este tipo de espectros lo habitual es
normalizar respecto a una banda para estandarizar la intensidad de la sefal. Dicho en
otras palabras, en estos casos se usa un estandar interno espectral. En este sentido
Renwick Beattie y colaboradores 24 reportaron que cuando se estudia la estructura
molecular de lipidos de ésteres de acidos grasos por espectroscopia Raman, dependiendo
de cdmo se haga la normalizacién se puede extraer informacién de los espectros para

hacer una cuantificacion molar o molal.
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7.3.2.4 Evaluacion de la estrategia propuesta de mediciones por mapeo sobre mezclas binarias
de baja concentracion en peso. ées el error de muestreo un contribuidor despreciable al error

global total?

Como se expuso en la introduccidn de este trabajo, para la evaluacién del procedimiento

de registro de espectros propuesto (10 posiciones de mapeo, irradiando con un haz de 500
pm de didmetro), buscando determinar si el error de muestreo (Sy%) contribuye muy poco
al error global total (Sy%), se probé la hipétesis nula Hy: Sy* = S, y como hipétesis

alternativa Hy:S,% > S,°. La hipétesis nula se prueba mediante el valor F,,,, donde

xp’
Foxp = So%/S4%, el cual se compara con el F, o5 obtenido de las tablas para cierto niimero
de grados de libertad en el numerador y denominador. Los resultados para todas las

mediciones hechas con el macro-Raman se muestran en la Tabla 7.3.

Tabla 7.3 Valores F,,, calculados con la ecuacion (7.3) a partir las intensidades a 1601 cm-
1, medidas usando el macro-Raman sobre las mezclas con y sin compactar de PS y KHP
(primer grupo de mezclas segin la Tabla 7.1). Se muestran los resultados antes y después
de aplicar una normalizacién a vector unidad. F; o5 = 2.25.

5 Mezclas compactadas Mezclas sin compactar

8

£ | %p/p PS KHP PS KHP

g Antes | Desp Antes | Desp Antes | Desp Antes | Desp
@]

R~ norm |norm norm |norm norm norm norm |norm
> 1% 1.21|1.10 1.08]1.00 0.51]0.86 x| x

E 5% 1.98|1.67 4.84|6.14 0.93]0.90 2.19|1.19
o

+110% 0.62(0.76 3.36/6.10 8.81(4.05 8.02(6.82
> 1% 0.32{0.33 0.05(0.04 0.68|0.87 0.84(1.01
E 5% 1.61|1.16 2.22(2.97 0.78/0.86 2.30(1.26
=]

© 1 10% 0.69(1.29 2.47|6.60 3.95/0.73 22.78|3.42
> 1% 0.7710.84 1.00|1.16 0.56|0.68 1.2411.23
E 5% 0.94|1.37 6.02|11.78 3.10(4.76 4.62|1.53
=

110 % 1.17|1.04 2.92(9.04 13.10|1.60 29.81|11.09

* A esta concentracidn, para esta mezcla y potencia de laser, no fue posible distinguir
visualmente la banda a 1601 cm-!
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Considerando primero las mezclas compactadas, lo que se observa es que los F,, son

superiores al F, o5 en las intensidades registradas con las tabletas de KHP, a excepcion de
la concentracion de 1 % p/p. En las tabletas que contienen PS, los F,,, siempre son
menores que el Fy, o5, y en todos los casos la conclusion que se obtiene es la misma usando
los espectros con o sin normalizar. El resultado general de la comparacién es que la
estrategia de mediciones por mapeo resulta en un error de muestreo muy bajo para las
mezclas de PS, pero que algo falla para las de KHP. Sin embargo en la mezcla de KHP al 1 %
p/p aparentemente no hay error de muestreo, y éste s6lo se manifiesta cuando la
proporciéon de KHP se incrementa, lo cual no tiene ningin sentido. Aqui entonces hay que
detenerse y repasar las intensidades medidas con estos espectros. Evidentemente con un
1 % p/p el pico a 1601 cm! es un muy pequeno, distinguible a simple vista, pero las
intensidades que se estan tomando de los espectros registrados en modo mapeo estan en
el limite del error analitico del instrumento, de manera que no es posible probar las
hipétesis nula y alternativa mencionadas anteriormente. La normalizacién no cambia las
conclusiones de la prueba F porque del trabajo anterior se sabe que este pretratamiento
espectral no varia la dispersion de un conjunto de intensidades registradas en modo
repetitividad (dato del denominador en la ecuacién 7.3), mientras que la dispersion de los
datos de mapeo lo que refleja es la calidad de datos adquiridos bajo este modo de
adquisicién en cada tipo de mezcla (KHP/MCC o PS/MCC) cuando la irradiacion se hace

con un laser de 500 pm.

Se hicieron mediciones también sobre las mezclas sin compactar, mas que todo para
comparar los resultados respecto a lo obtenido en la medicion de un objeto de
dimensiones fijas (una tableta por ejemplo), ya que ninguna forma de dosificacién sélida
que se venda en polvo tiene una masa de 300 mg. Con el fin de aplicar la prueba F a los
datos de mapeo y repetitividad adquiridos sobre las mezclas en polvo, lo primero que se
hizo fue verificar si en los espectros se distinguia la banda de interés, y esto no ocurria en
la mezcla de KHP al 1 % p/p cuando se irradié a 400 mW. La menor sefial adquirida con
las mezclas en polvo hace que el predominio del error analitico en los valores medidos por
mapeo llegue hasta las mediciones hechas sobre la mezcla con 5 % de KHP a todas las
potencias. Unicamente teniendo un 10 % en peso de KHP se observa la contribucién del
error de muestreo al error global total que se describié anteriormente para las tabletas de
este compuesto. Respecto a las mezclas de PS, la explicacién de lo que ocurre con las
mezclas de este compuesto en polvo es un poco mas compleja. Para empezar hay que decir
que al comparar la dispersion de los tres valores de RSD % en los materiales en polvo y

como tabletas, registrados en cada posicion donde se hicieron las medidas en modo
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repetitividad, estos tres valores estan mas dispersos entre si en las muestras en polvo que
en las tabletas. Para las pruebas F se hizo una combinacion de los 3 valores de varianza de
repetitividad con el fin de poner el dato del denominador de la ecuacién (7.3), pero el
hecho de que haya una dispersion mayor en el valor de repetitividad segin qué posicion se
seleccione visualmente cuando se irradian las mezclas en polvo, podria ser una causa de
que en los datos de la derecha de la Tabla 7.3 aparentemente hayan diferencias en las
conclusiones obtenidas antes y después de normalizar. En la platina de muestras del FT-
Raman se puso una capa de 2 mm de polvo de cada mezcla, el cual fue suavemente
aplanado con una espatula. Dado que el PS se afladié como microesferas, éstas facilmente
pueden desplazarse por la matriz compuesta en su mayoria por MCC, alterandose la
homogeneidad de mezcla que tal vez habia inicialmente luego de mezclar los polvos en el
agitador mecanico, y entonces parece que el error de muestreo si que contribuye
significativamente al error global total de la estrategia de medicién por mapeo para las
mezclas de PS en polvo, no asi cuando la mezcla se ha compactado firmemente. Para las
mezclas en polvo se encontré que el error analitico predomina hasta las intensidades
registradas en la mezcla de 5 % p/p irradiando con una potencia de 600 mW, ya para la de
800 mW si que se observa la diferencia significativa en la dispersion de las mediciones

hechas por mapeo y de repetitividad.

7.3.2.5 Evaluacion de la estrategia de mapeo usando un diédmetro de irradiacion de 50 um

La Tabla 7.4 muestra los resultados de las pruebas F para las mediciones con el
microscopio Raman usando el objetivo 10X. Los datos que se muestran no sorprenden
luego de la explicacidn sobre el "doble analisis" que debe hacerse cuando el calculo del
F,xp da un valor inferior que el Fygs. Para el registro de estos espectros unicamente se
redujo la resolucién a 8 cm-1, respecto a los parametros seleccionados para la adquisiciéon
con el macro-Raman. Los barridos se mantuvieron en 32. Por tanto, el menor didmetro de
irradiacidn, la menor profundidad en el material de la cual se estan obteniendo los fotones
para el registro de los espectros, y unos parametros de adquisicién no tan optimizados
para este instrumento especifico (en el cual ademas, a diferencia del macro-Raman, no se
tiene un espejo parabodlico que ingrese al instrumento la mayor cantidad de fotones
posibles), hace que el error analitico predomine en todas las mediciones con excepcion de
la tableta de 10 % p/p de PS en MCC. En este caso el error de muestreo contribuye
significativamente al error global total como cabria esperar. La normalizacién de los

espectros no cambia las conclusiones del analisis.
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Tabla 7.4 Valores F,,), calculados con la ecuacion (7.3) a partir las intensidades a 1601 cm-
1, medidas usando el microscopio Raman (objetivo 10X) sobre las mezclas con y sin
compactar de PS y KHP (primer grupo de mezclas segin la Tabla 7.1). Se muestran los
resultados antes y después de aplicar una normalizacién a vector unidad. Fy g5 = 2.25

g Mezclas compactadas Mezclas sin compactar
_Ti’ % PS KHP PS KHP
§ p/p Antes | Desp Antes | Desp Antes | Desp Antes | Desp
~ norm | norm norm |norm norm |norm norm | norm
ol 5% *| * * | * * | * *| %
3 10 % 1.22]1.25 1.29|1.66 0.57/0.71 x|
ol 5% *| * * | * * | * *| %
R 10 % 1.71)2.03 1.20/1.23 1.12|2.86 1.95|1.60
ol 5% 2.17|2.61 1.15|1.11 | *|*
3 10 % 6.14(5.07 1.29/1.82 0.28/0.49 1.97]1.23

* A esta concentracidn, para esta mezcla y potencia de laser, no fue posible distinguir
visualmente la banda a 1601 cm-!. Las mezclas de 1 % p/p también se midieron en el
microscopio pero con ninguna de las potencias se pudo distinguir la banda de interés.

7.3.2.6 Mejora de los pardmetros de adquisicion de los espectros. Ejemplo para las mezclas de

KHP/MCC

Los parametros bajo los cuales se registraron los espectros con los que se hicieron todos
los calculos mostrados hasta ahora (que corresponden a lo indicado para el primer grupo
de mezclas segun la Tabla 7.1), se podria decir que son bastante tipicos con el fin de
obtener una relacién calidad de espectro/tiempo de registro aceptable, en especial con el
macro-Raman: 4 cm-1y 32 barridos resultan en un tiempo por espectro de 60 s. En el caso
del microscopio Raman con el fin de disminuir el ruido de la linea base la decisién que se
tomé en su momento fue reducir la resolucién a 8 cm! y mantener los mismos 32
barridos. Con estas condiciones el tiempo se redujo a 35 s por espectro, pero lo cierto es
que al momento de estas primeras mediciones no se hizo una adecuada optimizacién para
el registro de estos espectros, considerando todas las diferencias instrumentales y de
muestreo que resultan cuando se usa el macro-Raman, o el microscopio con el objetivo

10X.

Se decidi6 entonces repetir las mediciones para las mezclas de KHP con un nuevo conjunto

de parametros, teniendo como objetivo mejorar la relacion sefial/ruido de los espectros en
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los dos instrumentos. No obstante, la estrategia seguida no fue exactamente la misma para
cada instrumento: en el macro-Raman se buscd mantener el mismo tiempo de registro de
cada espectro luego de la optimizacién de los parametros, mientras que con el microscopio
Raman inevitablemente tenia que incrementar el tiempo de adquisicion. Los cambios se

resumen en la Tabla 7.5.

Tabla 7.5 Comparativa de los parametros de adquisicidon de espectros entre el primer y
segundo grupo de mezclas de KHP/MCC

Macro-Raman

Antes (primer grupo de mezclas) Después (segundo grupo de mezclas)
Resolucién Barrid Potencia Tiempo de | Resolucién Barrid Potencia Tiempo de
(cm'1) arridos (mW) registro (s) (cm1) arridos (mW) registro (s)
400 500
4 32 60 16 128 80
800 900

Microscopio Raman

Antes (primer grupo de mezclas) Después (segundo grupo de mezclas)
Resoluciéon Barrid Potencia Tiempo de | Resolucion Barrid Potencia Tiempo de
(cm'1) arridos (mW) registro (s) (cm1) arridos (mW) registro (s)
500
8 32 35 16 256 900 160
900

En la Figura 7.10 se muestran espectros registrados en modo repetitividad sobre tabletas
que contienen 1 % p/p (Figuras 7.10a y b) y 5 % p/p (Figuras 7.10c y d) de KHP,
registrados a la menor potencia en que se midieron espectros en cada grupo de mezclas
(400 o 500 mW). En las dos mezclas es evidente la disminucién en la SNR cuando los
espectros se registran a una mayor resoluciéon y menos barridos (para un tiempo de
registro practicamente constante). Esta comparaciéon de mantener un mismo tiempo de
adquisicién, y hacer los cambios correspondientes en la combinacién 'resoluciéon +
nimero de barridos' fue incluida por Richard McCreery en el capitulo sobre
espectrometros Raman no dispersivos de su libro, y justifica la disminucién de la SNR en
que para un tiempo determinado, con una mayor resoluciéon cada elemento de resolucion

esta recolectando menos fotones 25,

No obstante, el cambio de 4 a 16 cm'! fue considerablemente "brusco”, y eso lo resienten
los espectros adquiridos. A diferencia de los espectros de las mezclas de PS, para las

mezclas de KHP hay una banda mas a la izquierda de la banda de 1601 cm, la cual se debe
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400mW, 4 c™, 32 barridos 500mW, 16 em™, 128 barridos

0
10796 1692 1586 1482 1376 1272 1165 1061 967 884 801 1765 1665 1565 1464 1364 1264 1164 1063 971 886 309
0,2 0.2
(c) (d)

0 ke = ) 0
1796 1692 1586 1482 1376 1272 1165 1061 967 884 801 1765 1665 1565 1464 1364 1264 1164 1063 971 886 809

. -1 . -1
Desplazamiento Raman/ cm Desplazamiento Raman/ cm

Figura 7.10 Espectros registrados en el macro-Raman en modo repetitividad sobre una
tableta que contiene 1 % p/p de KHP (ay b) y 5 % p/p de KHP (c y d), para dos conjuntos
de parametros de adquisiciéon que resultan en tiempos de registro similares, pero con
distinto efecto sobre la SNR.

a los enlaces C=0 del KHP. De la misma manera que anteriormente se vio que al disminuir
la resolucién de 1 a 4 cm'!, en apariencia no cambia el ancho de banda natural en las zonas
donde se distinguen bandas debidas exclusivamente al KHP o PS (Figura 7.6), en el paso de
4 a 16 cm'! sf que varia, y se nota en la relacion de alturas de las bandasa 1601 y 1678 cm-
1. A 16 cm la proporcién de estas bandas no coincide con lo que se vio para el KHP puro
(comparar Figuras 7.10d y 7.6b). Pero tal y como se dijo anteriormente, al final lo que
importa es la capacidad de extraer la informacién que se pretende de los espectros, y en
adicion hay un estudio en el que se estimd una diferencia muy pequeia en la precision de
las mediciones en un andlisis cuantitativo por espectroscopia Raman al cambiar la
resolucién de 2 a 16 cm'l. En estas nuevas mediciones se disminuy6 la resolucién y se

aumento el numero de barridos para mejorar la SNR, pero también se aplicaron mayores
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Tabla 7.6 Valores F,,, calculados con la ecuacién potencias de laser (Tabla 7.5) y

(7.3) a partir las intensidades a 1601 cm-l, esto también sirve para mejorar
medidas usando el macro Raman sobre las la SNR, como se demostrd
mezclas con y sin compactar de KHP (segundo
grupo de mezclas segun la Tabla 7.1). Se muestran
los resultados antes y después de aplicar una la Tabla 7.2.

normalizacién a vector unidad. F g5 = 3.18

anteriormente con los datos de

La Tabla 7.6 muestra los

% Mezclas de KHP en el macro-Raman resultados de las pruebas F
Tgu % p/p Compactadas Sin compactar para el segundo grupo de
g Antes|Desp Antes|Desp
L norm | norm norm | norm mezclas. Lo primero que
1% 1.79/1.38 1.98/1.90 destaca es que para la mezcla
=| 3% 3.40(3.73 20.11{19.57 de 1 % p/p los Feyp crecen en
E 5 9% 6.7719.57 13.21110.56 comparacion a lo que se mostro
B 7% 22.99(33.56 100.98|87.94 para este nivel de
10 % 35.63|71.84 12.34(10.05 concentracién en la Tabla 7.3.
Incluso para la  mezcla
1% 2.30|2.46 1.19|1.61 compactada a 900 mW el F,y,
% 3% 7.76|6.92 6.9016.67 supera el Fyq5; de 2.25 que se
= 5% 12.44114.76 18.26/18.38 venia aplicando hasta ahora. Lo
7% 174.94|351.58 98.21|101.75 que ocurre es que para estas
10 % 32.01|18.24 91.16(91.89 mezclas sélo se registré un

grupo de espectros por

repetitividad (3 posiciones se
habian registrado con el primer grupo de mezclas), por lo que hay menos grados de
libertad en el denominador y el Fjqo5 sube hasta 3.18. Para el resto de niveles de
concentracion, considerando las mezclas compactadas las conclusiones son las mismas
que cuando los espectros se registraron a una mayor resolucién y con un nimero menor
de barridos. Pero en el caso de las mezclas sin compactar, ahora el limite en el que
predomina el error analitico ha bajado considerablemente. El aporte significativo del error
de muestreo al error global total era apreciable s6lo para las mezclas que contenian un 10
% en peso de KHP. Con los nuevos parametros de adquisicion, la hipétesis alternativa se
cumple a partir de la mezcla que contiene un 3 % en peso de KHP, indistintamente de la
potencia aplicada. Esto es resultado de una menor dispersion en el conjunto de
intensidades registradas en modo repetitividad, producto de los cambios en la
combinacion 'menos resolucion + mas barridos'. El que a 4 cm-! hubiesen desplazamientos

en la posicion del maximo de la banda de 1601 cm-! también queda descartado, se trata de
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una banda fina donde el
extremo superior de la banda
siempre cayé en el mismo

desplazamiento Raman.

Finalmente en la Tabla 7.7 se
muestran los resultados de las
mezclas usando los nuevos
parametros para el microscopio
Raman. En la selecciéon de las
condiciones de registro no se
tuvo en cuenta que los cambios
representarian un incremento
importante en el tiempo de
adquisicién, y efectivamente
cada espectro tomoé 4.5 veces
mas tiempo que cuando se
registr6 el primer grupo de
mezclas. Los resultados son
completamente distintos a lo
reportado en la Tabla 7.4 para el
primer grupo de mezclas: a 16
cml y 256 barridos el error

analitico ya no predomina en las

Tabla 7.7 Valores F,,,, calculados con la ecuacion
(7.3) a partir las intensidades a 1601 cm<,
medidas usando el microscopio Raman (objetivo
10X) sobre las mezclas con y sin compactar de
KHP (segundo grupo de mezclas segin la Tabla
7.1). Se muestran los resultados antes y después
de aplicar una normalizacién a vector unidad.
Fy95 =3.18

5 Mezclas de KHP en el microscopio
Rz .
£ % p/p Compactadas Sin compactar
g Antes | Desp Antes | Desp
o
- norm | norm norm | norm
1% X | ¥ k[ k
3% 7.35|6.75 |
5% 7.33|7.42 2.9816.90
% 7% 4.0214.41 5.53(4.74
§ 10 % 3.03(5.26 16.32]5.98
12 % 6.02|7.37 11.56|6.07
15 % 8.12(8.72 3.27(3.43
20 % 5.30(12.69 5.68(10.15

* A esta concentracién, para esta mezcla y
potencia de laser, no fue posible distinguir
visualmente la banda a 1601 cm-!

mediciones de mapeo, y se encuentra lo que se esperaria para el diAmetro de irradiaciéon y

la profundidad de la que extrae informacién el microscopio Raman: el error de muestreo

contribuye significativamente al error global de estimaciéon. Como se muestra en la Tabla

7.7 bajo estas condiciones se midieron 3 mezclas con una concentracién superior al 10 %

p/p,y atn para un 20 % p/p se estimo un F,,,, superior al Fy g5.

7.3.2.7 Conteo de particulas en cada mezcla

Retomando los conceptos de la Teoria de Muestreo mencionados en el Capitulo 1, en las

mezclas binarias la heterogeneidad constitucional viene dada principalmente por la

distinta composicién quimica de los materiales usados, aunque en realidad cada uno se
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encuentra ademas en un rango de tamafios y con distintas formas de particula. Luego se
puede mirar las mezclas desde mas arriba, ya sean como polvo suelto o tableta firme, y
hablar de la heterogeneidad distribucional, la cual tiene que ver con los incrementos, es
decir, los grupos de particulas de los cuales se obtienen los datos Raman posterior a la
irradiacion. Todas las mezclas se prepararon mediante pesado en una balanza, pero la
proporcion de particulas presentes en las mezclas, asi como el nimero de particulas del
cual se obtienen los espectros Raman, pueden variar segin se considere un mismo

porcentaje en peso de KHP o PS.

Se conoce el porcentaje en peso (% p/p) de cada mezcla, y en el caso de las tabletas se
conoce su masa y volumen, y por tanto la masa de cada compuesto que contienen. De la
bibliografia se puede obtener la densidad absoluta de cada componente (Tabla 7.8), y es
posible conocer el volumen de cada uno en cada mezcla con el fin de calcular un

porcentaje en volumen (% v/v). Seguidamente

Tabla 7.8 Densidad absoluta (p) cada volumen puede dividirse entre el volumen
del KHP, PS y MCC de cada tipo de particula para saber el nimero de
Compuesto p (g/cm3) particulas contenidas.
KHP 1.64

Respecto a la definicién de un volumen para cada
PS 1.08

particula, solo en el caso de las microesferas de
MCC 1.57

PS se puede calcular facilmente. El mismo

nombre del material indica la férmula para el
calculo. Para el KHP y la MCC es considerablemente mas complejo, y en este trabajo se usé
como apoyo las imagenes registradas en los distintos tipos de tabletas con los objetivos 10
X'y 40 X del microscopio. La Figura 7.11 muestra una imagen de la tableta que contiene 1
% p/p de PS en MCC vista con el objetivo 40X (a), y dos posiciones registradas con el
objetivo 10X sobre una tableta que contiene un 3 % p/p de KHP (c y d). Adicionalmente en
(b) se muestra una imagen obtenida con un microscopio electrénico de barrido (SEM por
sus siglas en inglés) de una MCC de 20 um que se vende para la fabricacién de

medicamentos sdlidos.

A partir de las imagenes por microscopia 6ptica y SEM de la MCC de 20 pm, se concluyd
que el material esta constituido mayoritariamente por particulas que parecen pequefias
varillas, no obstante con el fin de tomar en cuenta que hay una dispersion considerable en
la forma y tamafios de las particulas de MCC, el volumen total de MCC (luego del calculo
usando su densidad aparente y la masa que hay en cada tableta) se dividié entre 4, y cada

cuarta parte se dividié entre un volumen de particula distinto.
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-MCC1: varillas de 20 x4 x4 um N
-MCC2: varillas de 20 x4 x 8 um >
-MCC3: varillas de 20x8x 8 um 2

el 75 % del volumen de particulas son particulas
que tienen forma de prisma rectangular

-MCC4: varillas de 10 x 8 x 8 um > el 25 % del volumen de particulas
son particulas de forma casi cubica

Respecto al KHP, a partir de las imagenes obtenidas con el microscopio y considerando
que el rango de tamafios empleado se obtuvo a partir de molturacién y tamizado, se

supuso que estas particulas son esferas de 20 um de didmetro.

Figura 7.11 (a) Imagen de una tableta que contiene 1 % p/p de PS en MCC obtenida con
el objetivo 40X del microscopio Raman. (b) Imagen SEM de la MCC de 20 um (Tomada de
Reier, G.E. Avicel ® PH Microcrystalline Cellulose, NF, Ph Eur., JP, BP. FMC Corporation).
(c y d) Imagen de dos posiciones de la tableta que contiene 3 % p/p de KHP en MCC,
obtenidas con el objetivo 10X del microscopio Raman.

183



Finalmente con el niumero de particulas de cada compuesto que aproximadamente hay en
cada una de las mezclas preparadas mediante pesada, se puede calcular un porcentaje de

particulas de PS o MCC en el total de particulas. Los resultados se muestran en la Tabla 7.9.

Cuando se comparan los dos bloques de datos superiores aparece la justificaciéon de todo
lo que reveld la aplicacién de la prueba F midiendo las intensidades de la banda a 1601

cm! en cada tipo de mezcla. Ni siquiera un 10 % en peso de KHP en MCC contiene un

Tabla 7.9 Conversidn del % en peso que se prepar6 de cada mezcla mediante una balanza,
a % en volumen (usando la densidad absoluta de cada material), para finalmente estimar la
probabilidad de encontrar particulas de KHP/PS o MCC en cada mezcla. Se muestra ademas
el % de empaquetamiento en cada tableta. Los calculos corresponden al primer grupo de
muestras segin la Tabla 7.1

Porcentaie de Probabilidad de o {culas KHP
O KHP en 11/[ cc encontrar particulas de % partlliutalsd % de empaqueta-
< KHP o MCC e‘;:rti‘zuias ® | miento de la tableta
~ p/p v/v KHP MCC
[
E 1.03 0.98 0.0012 0.9988 0.12 84.2
E‘ 3.07 2.95 0.0042 0.9958 0.42 75.1
§ 5.27 5.07 0.0073 0.9927 0.73 77.0
= 6.82 6.57 0.0096 0.9904 0.96 74.0
10.25 9.88 0.0145 0.9855 1.45 78.5
Prom % empaq 77.8
Porcentaie de Probabilidad de o ul
PS en IV: cc encontrar particulas de /Oerlzztéf)ltla?sdeps % de empaqueta-
8 PS o MCC particulas miento de la tableta
=
S p/p v/v PS MCC
ﬂu-; 1.02 1.58 0.0348 0.9652 3.5 78.3
% 3.09 4.42 0.0874 0.9126 8.7 78.6
g 456 6.43 0.1247 | 0.8753 12.5 81.2
6.25 8.75 0.1676 0.8324 16.8 73.3
8.23 11.47 0.2179 0.7821 21.8 71.1
Prom % empaq 76.5
) Probabilidad de i
w Porcentaje de encontrar . % particulas PS
= particulas de % de empaqueta-
Q =9 PS en MCC en el total de .
O o T PS o MCC . miento de la tableta
g g p/p /v PS MCC particulas
383
© 3 o 1.02 0.97 0.0012 0.9988 1.2 78.3
(9]
g* E E 3.09 2.96 0.0042 0.9958 4.2 78.6
—_
_8 LS 4.56 4.38 0.0063 0.9937 6.3 81.2
‘§ < 6.25 6.00 0.0087 0.9913 8.7 73.3
. 8.23 791 0.0116 0.9884 11.6 71.1
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nimero de particulas de KHP superior al de una mezcla de 1 % en peso de PS en MCC.
Conceptualmente se puede entender que al tener el analito de interés en un tamafo mas
fino es mas probable encontrarse sus particulas, las cuales en nuestro caso son las
responsables de la intensidad Raman a 1601 cm-l. Entonces desde un principio se podia
prever que el error de muestreo de la estrategia de mediciones por mapeo probada a lo
largo de este trabajo, podria contribuir significativamente al error global total con una
mayor probabilidad en el caso de la mezcla KHP/MCC que en la PS/MCC. No obstante en el
calculo hay ademdas un paso previo en el que se pasa de masa a volumen usando la
densidad absoluta de cada compuesto. En la Tabla 7.8 se ve que la densidad absoluta del
KHP y la MCC son muy similares, mientras que la del PS es mucho menor. Se procedi6 a
recalcular los porcentajes de particula asignandole al PS la densidad absoluta del KHP
(tercer bloque de la Tabla 7.9), y aqui queda en evidencia que lo observado es una
combinacién del distinto tamafio de particula del analito + una distinta densidad absoluta
de cada material, donde lo segundo ocasiona una mayor diferencia en el porcentaje de

particulas del analito que incluye cada tipo de mezcla.

7.4 Conclusiones

El trabajo presentado surge de cierta bifurcaciéon que aparentemente existe entre los
estudios publicados sobre el uso de la espectroscopia Raman para diversos analisis
cuantitativos dentro del control de calidad farmacéutico, donde incluso hay trabajos
especificos sobre la definicién del limite de deteccion en la espectroscopia Raman 2627; y
por otro lado toda la teoria que de manera especial se ha desarrollado para procesos de
muestreo extractivos, que aborda la relacion entre el error de muestreo y el nimero de
particulas de la muestra, la masa de la muestra, o el nimero de muestras que se deben

tomar.

En la practica toda formulacion farmacéutica se produce afiadiendo distintas cantidades
medidas en peso de cada uno de los componentes, y como se ha discutido anteriormente el
fabricante determina de alguna manera el tamafio dptimo que debe tener cada uno de
ellos para garantizar algo tan fundamental como la uniformidad de contenido. No obstante
esto no es el tema de la tesis. Los trabajos que se han realizado en esta tesis tienen que ver
con la calidad del muestreo que se puede alcanzar con las configuraciones de los
instrumentos Raman disponibles en el mercado; y dado que el analisis se hace de manera
que el material no se altera durante su medicién, repasando los conceptos de la teoria de

la espectroscopia Raman es evidente que el factor tamafio de particula es muy importante.
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En el Capitulo anterior se presentaron nuevos resultados respecto a la evolucién de las
intensidades Raman en funcién del tamafio de particula. Ahora lo que se presenta es un
andlisis sobre el impacto del tamafio de particula en la eficiencia de una determinada
estrategia de registro por mapeo, dejando constante uno de los datos que mas vende
cuando se publica un nuevo estudio que presenta una aplicaciéon analitica de la
espectroscopia Raman: el porcentaje que representa lo que se estd determinando, del total

que constituye el material bajo estudio.

Sasi¢ y Whitlock presentaron en 2008 un trabajo 28 en el que demuestran que un
microscopio Raman (con un objetivo 20X) puede usarse para detectar una forma no
deseada de un API (la cual representa menos de 1 % p/p del total de la tableta), en un
medicamento que entre forma deseada y no deseada contiene alrededor del 6 % en peso
de API, por medio de un muestreo optimizado basado en la estadistica. Este en la practica
se refiere a un numero de posiciones de registro por mapeo que deben medirse para
asegurar la deteccion de la forma no deseada del API con un 95 % de confianza. No
obstante, en su trabajo no se toma en cuenta el tamafno de particula de lo que se esta
buscando, posiblemente debido a la dificultad de incorporar este factor en el diseiio
estadistico. En otro trabajo Steven Bell y colaboradores 9 muestran cémo al aumentar el
didmetro de irradiacion, los espectros registrados en distintas posiciones de tabletas
incautadas de extasis (las cuales tienen una homogeneidad de distribucién del activo muy
mala por ser de fabricacién artesanal) se van haciendo mas similares entre si. Los cristales
de la droga tenian un tamafio de 40 um, y el laser un didmetro de 150 um. Nosotros
aplicando también una estrategia de mediciones por mapeo, hemos hecho un analisis
usando la altura de una banda muy importante en el analisis de medicamentos por
espectroscopia Raman, para determinar si el error de muestreo es un contribuidor
despreciable del error global total, y dijimos que esto ocurre si el error total se puede

aproximar mediante el error analitico.

En muchos tipos de andlisis el paso que posee el mayor grado de incertidumbre es el
primer muestreo, seguidamente se obtienen submuestras y a la hora del ensayo analitico
éste ultimo aporta muy poca incertidumbre a la medicion 29. No obstante en la estrategia
de mediciones por mapeo que se evalug, el analisis de los F,y, calculados reflejaron toda

clase de situaciones:

-por un lado, que las intensidades medidas por mapeo en muchas ocasiones se

encontraban en el limite dado por el error analitico del instrumento, y por tanto no era
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posible evaluar la estrategia de mapeo para determinadas concentraciones de las mezclas

bajo ciertos parametros de adquisicién.

-se encontrd también que la estrategia de mediciones por mapeo aplicada a las mezclas

PS/MCC resulta en un error de muestreo que es despreciable respecto al error global total.

-y evidentemente para las mezclas KHP/MCC, se encontré que la combinacion de 10
posiciones de mapeo + un diametro de irradiacion de 500 um resulta en un error de

muestreo que impacta significativamente en el error global total.

Finalmente la distinta cantidad de particulas del analito que estan presentes para cada %
en peso en las mezclas PS/MCC o KHP/MCC es lo que justifica lo observado. Es evidente
que esta diferencia es detectada en los espectros registrados en cada mezcla, donde
podemos decir que el volumen muestreado (v,,) en el interior de la muestra sigue la
férmula v,, = mr?h X, con r=250 pm, h=1000 um (valor determinado en este estudio para
la MCC compactada), y X > 1, debido a la dispersién aleatoria de los fotones en el interior
de la muestra. Otra cosa que no se ha dicho es que alin cuando 10 posiciones de mapeo
puede parecer un nimero elevado de puntos (al menos desde un punto de vista practico
en el control de calidad farmacéutico, donde deben analizarse un nimero determinado de
unidades pertenecientes a un lote de fabricacidn), estos 10 espectros respecto al area de
las tabletas representan cubrir dnicamente un 1.4 % de la superficie de las tabletas. En el
siguiente trabajo se aplican todos los hallazgos experimentales de los trabajos presentados
en este capitulo y en el anterior, para la determinacién del contenido de API en tabletas
comerciales de baja dosificaciéon, analizando las mismas tabletas con distintos
espectrometros Raman de retrodispersion y transmision, donde el distinto volumen

muestreado en cada uno se reflejara en la precision de los resultados obtenidos.
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Anexo 7.1

Imagenes registradas con el microscopio Raman usando el objetivo 10 X, de la superficie
de las tabletas de MCC compactadas a distinta presion.

222 MPa

444 MPa

666 MPa

888 MPa
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Anexo 7.2

Imagenes registradas con el microscopio Raman usando el objetivo 40 X, de la superficie
de las tabletas de PS compactadas a distinta presion.

222 MPa

444 MPa

888 MPa
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CAPITULO 8

DESARROLLO DE METODOS ANALITICOS
PARA LA DETERMINACION DE
ACENOCUMAROL EN TABLETAS DE
SINTROM USANDO TECNICAS
ESPECTROSCOPICAS VIBRACIONALES

8.1 Introduccion

Cada producto farmacéutico autorizado para su comercializacion previamente ha pasado
por un largo proceso, en el cual se ha tenido que demostrar a las autoridades regulatorias
pertinentes que el producto es adecuado para el tratamiento de la condicién hacia la cual
esta dirigido. Estos requisitos estan relacionados tanto con la eficacia del producto como
con su seguridad 1. Cuando se considera el tema de la seguridad, hay un grupo de farmacos
que requieren especial atencion: los medicamentos de indice terapéutico estrecho (NTI
por sus siglas en inglés), para los cuales hay un rango de dosis muy pequefio en el cual el
medicamento produce un efecto beneficioso sin causar complicaciones severas y
potencialmente fatales. Un segmento de productos farmacéuticos ampliamente conocidos
por su NTI son los anticoagulantes orales, los cuales requieren un gran cuidado durante su

uso 2.

Alrededor de un mill6n de personas actualmente usan tratamientos orales en Espafia para
prevenir la coagulacion sanguinea excesiva que puede terminar en un accidente
cerebrovascular. Estos pacientes en su mayoria, pero no exclusivamente, son personas
mayores y el porcentaje de personas que estan sujetos a este tratamiento se incrementa
con la edad 3. Dado el actual envejecimiento que se observa en la sociedad espafiola, esto
representa un verdadero foco de atencién para las instituciones relacionadas con el

cuidado de la salud.

El Sintrom ® (API, acenocumarol) es el anticoagulante oral mas usado en Espafia 45. Este
medicamento requiere un control sanguineo regular y frecuente en cada paciente debido a
su ventana terapéutica estrecha, la gran variabilidad en la respuesta individual -la dosis

individual también puede cambiar durante el tratamiento, y debido a que tiene multiples
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interacciones con otros farmacos, incluso con los alimentos. Su ingesta es diaria y en

muchas ocasiones se prescribe indefinidamente 67.

Este anticoagulante es vendido como dos productos medicinales distintos: tabletas que
contienen 1 mg (Sintrom 1) o 4 mg (Sintrom 4), que corresponde a una proporciéon en
masa de 2 % y 0.7 % respectivamente. Las tabletas de Sintrom 4 tienen una cruz grabada
en una de sus caras, la cual ha llevado tanto a pacientes como a los profesionales de la
salud a considerar su divisiéon en mitades o cuartos para obtener subdosis (Figura 8.1). El
titular de la autorizacién de comercializacidn del Sintrom fue Novartis hasta noviembre de
2014, y posteriormente Novartis vendié los dos productos a otra compaiiia farmacéutica

llamada Merus Labs 8.

% o
Sintrom 1 mg e Sintrom 4 mg
comprimidos comprimidos
acenocumarol acenocumarol

ot .
Via oral 8 MERUS L ABS Via oral
60 comprimidos B = i 20 comprimidos

® 9

Figura 8.1 Disefio de la presentaciéon comercial de las tabletas de Sintrom 1 y Sintrom 4. Debajo se
muestran ambas caras de una tableta de cada producto. Las tabletas de Sintrom 1 y Sintrom 4
tienen un diametro de 5.1 y 13.2 mm, respectivamente (en la figura se ha tomado en cuenta la
proporcién real del tamafio de cada tableta).

Como parte del trabajo de esta tesis se hicieron dos estudios con el Sintrom. El primero se
encuentra publicado 9, y fue realizado con lotes adquiridos en distintas farmacias de
Barcelona durante los primeros seis meses del afio 2013, por lo que el titular de la
autorizacion de comercializacién era Novartis. La ficha técnica de los medicamentos
incluye un apartado sobre la forma farmacéutica, y para el conjunto de lotes analizados en
este primer estudio, respecto al Sintrom 4 tinicamente se indicaba que en una de las caras
del comprimido habia una cruz, pero no se menciona si esta tiene alguna funcionalidad 1.
Este estudio se hizo con el FT-Raman que se describid en el Capitulo 5, y que pertenece al

grupo de Quimiometria Aplicada de la UAB.
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El segundo estudio se hizo con lotes recolectados durante los primeros seis meses de
2016, por lo que el titular de la autorizacién de comercializacién era Merus Labs. Al
revisar la ficha técnica correspondiente a estos lotes, ahora si que se indica algo respecto a
la cruz grabada en las tabletas de Sintrom 4, textualmente: la ranura sirve Unicamente
para fraccionar y facilitar la deglucién, pero no para dividir en dosis iguales !1. Para este
segundo estudio todas las tabletas que se midieron (comerciales, y las confeccionadas en
el laboratorio para el conjunto de calibracién) se prepararon en la UAB, y posteriormente
fueron analizadas usando distintos instrumentos NIR y Raman en el Departamento de
Tecnologia Farmacéutica y Desarrollo del Centro de Investigacion de AstraZeneca en
Gotemburgo, Suecia, durante una estancia de 3 meses. El disefio de los experimentos y
todas las mediciones realizadas en los espectrémetros NIR y Raman fueron supervisados
por los doctores Anders Sparén y Olof Svensson, los cuales formaron parte del primer
estudio sobre el uso de la espectroscopia Raman por transmisién para la determinacion
del contenido de ingrediente activo en tabletas y capsulas 12, y desde entonces han
realizado diversos trabajos en esta técnica especifica. Las tabletas se trajeron de vuelta a
Barcelona y la obtencidn de los valores de referencia de las tabletas, asi como los modelos
de calibracién se obtuvieron bajo la supervisiéon de los cientificos de AstraZeneca y los

directores de esta tesis, Dr. Santiago Maspoch y Dr. Jordi Coello.

Volviendo al tema de los comprimidos de Sintrom 4 que sugieren su divisién para obtener
subdosis, en varios estudios se ha resefiado la falta de claridad en la informaciéon que
concierne a las tabletas ranuradas 13-15; no obstante la divisién de comprimidos es una
practica muy comun, considerada tanto por médicos como por pacientes cuando se medica

con esta forma farmacéutica.

La técnica analitica mas usada para la determinaciéon del API en productos farmacéuticos
es el HPLC 16-18, A pesar del amplio reconocimiento que tiene esta herramienta en la
calidad de los resultados obtenidos, esta implica el procesamiento de la muestra en varios
pasos que requieren su tiempo, el uso de reactivos, y por supuesto conlleva a la
destruccion de la muestra. Por otro lado, ya sea desde el punto de vista del control de
calidad clasico, o considerando los requisitos analiticos emergentes debido a la
implantacion progresiva de la iniciativa PAT en las lineas de produccién, las técnicas
espectroscopicas tales como NIR 19-21 y Raman 22-26 han probado ser alternativas reales al
HPLC tradicional. Ambas técnicas son rapidas, no requieren el uso de disolventes y son no
destructivas. Si bien es cierto que la implantacion de la espectroscopia Raman ha sido
claramente mas lenta que la del NIR, los avances en los instrumentos Raman han

impulsado el surgimiento de aplicaciones de esta técnica en los tltimos 10-15 afios 27.
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En el caso del analisis de formas farmacéuticas de dosificacion, el espectro Raman que
resulta esta dominado por la fuerte sefial debida a la dispersion inelastica de los anillos
aromaticos comunmente presentes en el(los) API(s), y menos a los excipientes, que son en
su mayoria compuestos alifaticos. Esto es una ventaja respecto a la espectroscopia NIR,

especialmente si se considera el analisis de productos de baja dosificacion.

En la actualidad existe un gran interés en desarrollar métodos cuantitativos para el control
de calidad de materias primas y productos terminados, haciendo uso de técnicas
espectroscopicas dada la rapidez con que se pueden obtener los resultados, lo que implica
un mayor nimero de muestras que se pueden analizar en un tiempo determinado y con la
ventaja de que son técnicas no destructivas. La transicion de los métodos tradicionales a
estas otras técnicas no sera rapida, ya que la industria farmacéutica se encuentra
fuertemente regulada, sin embargo las empresas estan destinando muchos recursos para
la investigacion sobre los alcances y limitaciones de estas metodologias. Durante la
estancia en AstraZeneca fue posible realizar mediciones utilizando los espectrometros
comerciales de infrarrojo cercano y Raman mas modernos, todos basados en los principios
de cada técnica espectroscépica, pero con variaciones en las geometrias de adquisicion de
los espectros, asi como en la cantidad de material que es irradiada y muestreada en cada
caso. En este trabajo primeramente se desarrollaron modelos especificos para cada
instrumento, y seguidamente se hizo una comparacion de los resultados de las
calibraciones y predicciones obtenidas en cada uno de ellos, asociando todos estos datos

con la calidad de la sefial y el muestreo que es posible con cada uno de ellos.

Como se mencioné antes, los comprimidos de Sintrom se midieron por espectroscopia
Raman y NIR. De los capitulos previos ha quedado en evidencia que el énfasis de la tesis ha
estado en todo momento en la espectroscopia Raman, sin embargo no se puede negar que
la técnica espectroscopica vibracional mas implementada a nivel industria farmacéutica es
NIR, y como parte de los resultados que se mostrardn en este Capitulo se presentan
modelos cuantitativos para el Sintrom 1 usando esta técnica bajo las modalidades
reflectancia difusa y transmitancia. A continuacién se presenta una breve explicacion

sobre la espectroscopia en el infrarrojo cercano.

8.2 Fundamentos de la espectroscopia en el infrarrojo cercano

La espectroscopia NIR en gran medida se volvié popular debido al volumen de material
relativamente grande que se muestrea durante la adquisicion del espectro. Esta técnica

caracteriza los materiales seglin su absorcion en la regiéon entre 4000 y 12500 cm, que
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corresponde a los modos vibracionales de sobretono (harmoénico) y combinacion, los
cuales son mucho mas débiles que los modos fundamentales medidos en el infrarrojo
medio (a esta técnica cominmente se le llama Infrarrojo de Transformada de Fourier,
FTIR). Dado que cada absorcion fundamental en la regién del infrarrojo medio tiene varias
bandas de sobretono y combinacién correspondientes, muchas de las cuales se
superponen y estan ensanchadas, los espectros NIR se caracterizan por rasgos espectrales
mucho mas amplios en comparacién a los espectros en el infrarrojo medio, y por lo
general no es posible hacer asignaciones directas de enlace para cada frecuencia particular
28, Las bandas observadas en NIR provienen predominantemente de los enlaces O-H, C-H y
N-H, y dado que estas subestructuras son muy comunes en las moléculas organicas, las
diferencias entre los espectros NIR de diferentes compuestos son por lo general muy
sutiles, lo que resulta en una selectividad molecular inherente mucho menor respecto al

FTIR 28,

Un espectrometro NIR por lo general estd compuesto por una fuente de luz, un
monocromador, un portamuestras o una interfaz de presentacion de muestra, y un
detector (Figura 8.2a), y es posible hacer mediciones en modo reflectancia y transmitancia
(Figuras 8.2b y c) 29. A pesar de la debilidad de las bandas NIR, su mayor ventaja esta en
que no hay requerimientos especiales sobre como preparar la muestra a diferencia del
FTIR; asi mismo los instrumentos NIR son mas sencillos de construir que los instrumentos

de FTIR 28,

Detector para (b) (c)
(a) Reflectancia difusa
%
- — -
Fuente de luz Monocromador Muestra Detector para

Transmitancia Reflectancia difusa Transmitancia

Figura 8.2 (a) Configuracion basica de un espectrémetro NIR. (b) y (c): Dos de los modos de
medicién en NIR: reflectancia difusa y transmitancia. Tomado de Reich, G. Near-infrared
spectroscopy and imaging: Basic principles and pharmaceutical applications

Lo mas ilustrativo en esta breve introduccién es hacer una comparacion de las tres
técnicas que se han mencionado en parrafos anteriores: FTIR, Raman y NIR. Esto se

presenta en la Tabla 8.1.
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Tabla 8.1 Comparativa de los instrumentos FTIR, Raman y NIR 28

FTIR Raman NIR
Alta, los espectros Alta, los espectros Baja, es dificil hacer una
Selectividad pueden interpretarse pueden interpretarse interpretacion directa de
directamente directamente los espectros
Mediciones influenciadas
Las mediciones estan La fluorescencia, aunque | por el agua. La sefial se ve
. fuertemente dependiendo del laser afectada por atributos
Interferencia . . . ..
influenciadas por la usado esta va a impactar fisicos tales como la
presencia del agua en distinto grado dureza de la particula,
tamafio y forma
Requiere una L, No hay preparacion
q_ , No hay preparacion , Y Prep
preparacion de muestra: ) previa de la muestra. Se
previa de la muestra. El i i
Pellets de KBr, , puede medir a través de
. . muestreo a través de . .
Muestreo suspensiones de Nujol o L , . materiales como el vidrio.
] ] vidrio o un plastico es , .
cristales para reflectancia ) Es comtn usar fibras
posible, y se pueden L
total atenuada (ATR por ; . opticas y el volumen
) S, acoplar fibras 6pticas
sus siglas en inglés) muestreado es grande
Por lo general son
) 8 Los hay de sobremesa y Los hay de sobremesa y
instrumentos grandes de ortatiles ortatiles
iles. iles.
Portabilidad laboratorio, disefiados . p L, . p L
. Permiten la medicion de Permiten la medicién de
para un ambiente
L. procesos. procesos.
estatico
En general las principales ventajas de la espectroscopia Raman respecto a la

espectroscopia en el infrarrojo cercano son las siguientes 30:
- El agua se puede usar como disolvente.

- La técnica es muy adecuada para la mediciéon de muestras biolégicas en su estado nativo

(nuevamente debido a que se puede usar el agua como disolvente).

- A pesar de que los espectros Raman resultan de las vibraciones moleculares en las
frecuencias del infrarrojo, los espectros pueden obtenerse mediante irradiacién en el

ultravioleta, visible o infrarrojo cercano.

- Hay muy pocas bandas de sobretono o de combinacién intensas, por lo que hay pocos

solapamientos espectrales.
- Las vibraciones totalmente simétricas son observables.

- Las intensidades Raman son proporcionales a la concentracion y la potencia del laser.

Por otro lado, dentro de las ventajas de la espectroscopia en el infrarrojo se pueden

mencionar 39:
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- La instrumentacién es mas sencilla y barata.

- Los espectros adquiridos son menos dependientes del instrumento que los espectros

Raman.
- El limite de deteccién es menor que en la espectroscopia Raman convencional

- Es mas adecuada para la deteccion de las vibraciones de los enlaces con una

polarizabilidad muy baja (por ejemplo enlaces C-F).

A modo de comparacion, en la Figura 8.3 se muestra un espectro Raman de una tableta
que contiene Unicamente acenocumarol, y a su derecha el espectro NIR de la misma

tableta.

14
1.2

1
4.

0.8

0.6

04 Estructura quimica
0.2 del acenocumarol

Intensidad Raman /U.A.

3000 2600 2200 1800 1400 1000 600 200

Desplazamiente Raman /cm

Intervalo registrado en modo reflectancia difusa )L\P
O
2 0.70 |
s M !.w/‘h wJJ
£ L
s |
I e e e e N |
o A\ |
s Intervalo registrado en Al |
8 40| modotransmitancia " ';;m !
5] : &b J
- PO 4
2 :
=] | (b)
0250 N~ 5

9200 8600 8000 7400 6800 6200 5600 5000 4400 3800

Nimero de onda/em™

Figura 8.3 Espectros obtenidos con un FT-Raman (a) y el FT-NIR usado en esta tesis (b) de una
tableta que contiene Unicamente acenocumarol. En (b) se comparan los intervalos que se registran
con el instrumento utilizado en modo reflectancia difusa y transmitancia.
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8.3 Presentacion de los instrumentos Raman dispersivos usados en esta tesis

Todas las mediciones correspondientes a este capitulo se realizaron con los siguientes

instrumentos:

- Dos instrumentos Raman por retrodispersion: se usé el FT-Raman descrito en el Capitulo
6, y un instrumento dispersivo acoplado a una sonda que permite la irradiacion de

grandes areas (conocida como sonda PhAT -Pharmaceutical Area Testing).

- Dos instrumentos Raman por transmisiéon: como se mencion6 en el Capitulo 3 no fue
hasta el afio 2005 cuando la geometria por transmisiéon se demostrd experimentalmente
por primera vez, de manera que se trata de tecnologia considerablemente reciente. Los
dos instrumentos usados salieron al mercado en 2010, y algo fundamental que los
diferencia de los instrumentos retrodispesivos mencionados antes, es que en su disefio
ambos fabricantes consideraron la ventaja de disponer de portamuestras que permitan la
colocacion de varias muestras (tabletas, capsulas o viales) y programar una secuencia de

medicién.

-Y en adiciéon se us6 un FT-NIR, con el cual se hicieron mediciones por reflectancia difusa y
transmitancia. Este instrumento también incorpora un carrusel para programar una

secuencia de medicién de muestras.

8.3.1 Instrumento Raman por retrodispersién dispersivo acoplado a una sonda PhAT

El instrumento Raman utilizado en todas las mediciones descritas hasta ahora, usa como
estrategia para reducir el problema del submuestreo el incorporar una platina motorizada
que permite obtener espectros de multiples posiciones del material bajo estudio. Con los
espectros registrados se procede al calculo del espectro promedio, y de esta manera un
instrumento con un didmetro de irradiacion considerablemente pequefio puede usarse

para hacer un andlisis cuantitativo representativo.

No obstante, la manera mas eficiente de registrar espectros Raman representativos de una
muestra consiste en la irradiacion simultanea de areas grandes con el fin de hacer el
muestreo de un volumen grande, sin necesidad de usar otras estrategias tales como la
rotacion de la muestra. El instrumento que se presenta en la Figura 8.4 permite hacer esto.
A la derecha en (a) y (b) se muestra un médulo que es el espectrometro Raman en si (o
como lo llama el fabricante, el analizador), el cual tiene acoplada una sonda PhAT (cilindro

azul con rojo), a la cual se pueden unir distintos lentes. Para cada lente el fabricante
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Distancia
focal

nominal:
400 mm

Distancia
focal
nominal:
125mm

Compartimento
de muestras

Figura 8.4 Espectrometro Raman modelo RamanRXN1 (Kaiser) acoplado a una sonda PhAT.
Distintos lentes se pueden colocar en el extremo inferior de la sonda, los cuales para ciertas
distancias entre la tableta y el lente, permiten obtener haces de laser de distinto tamafio. Se
muestra la configuraciéon para un haz de didmetro (a) 13 mm y (b) 3 mm. En (c) se muestra el
compartimiento donde se colocan las muestras.

establece una distancia focal nominal, con la cual finalmente se obtiene cierto didmetro de
irradiacidon especifico 3. Las sondas PhAT fueron desarrolladas por Kaiser Optical
Systems, y este es el fabricante también del espectrometro usado (modelo RamanRXN1).
En este instrumento el laser de excitacion (785 nm, diodo laser) se introduce usando un
arreglo de 50 fibras dpticas, el cual se magnifica para formar un area circular de
iluminacion grande. Seguidamente la sefial Raman dispersada se recolecta por las mismas
fibras dpticas y se lleva al detector CCD, el cual tiene una resolucién de 1024 x 256 pixeles
y se encuentra enfriado a -40 °C mediante una celda Peltier. Las sondas PhAT sacan
provecho de la recoleccion eficiente de sefial que resulta de una iluminacion global no
confocal, y por su parte el analizador almacena y co-adiciona las sefales de las fibras
individuales en 10 canales para minimizar el tiempo de adquisicion de los espectros 32. Por
tanto, de cada adquisiciéon que se hizo sobre cada tableta en realidad se guardan 10

espectros, pero estos no tienen la misma intensidad dado que cada uno refleja lo adquirido
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por cierto grupo de fibras épticas; en sentido las que estan mas al centro de la sonda
permiten obtener un espectro mds intenso. En la practica el programa del instrumento
permite seleccionar qué hacer con los datos adquiridos en los 10 canales, y para este

trabajo se procedi6 a sumarlos y obtener el espectro promedio.

La sonda PhAT ademdas de permitir mediciones sin contacto, admite también el
acoplamiento de una 6ptica de inmersién. Por otro lado, aparte de que el muestreo es muy
reproducible, tiene la ventaja de que el alineamiento se hace libre de enfoque 33, y esto es
muy importante para aplicaciones de monitorizacion de procesos donde es muy dificil
mantener una distancia de muestreo constante debido a la dinamica del proceso. Para este
tipo de aplicaciones un instrumento que requiera un enfoque muy preciso para hacer

mediciones de forma correcta es desventajoso 34.

Finalmente como se muestra en la Figura 8.4, las distintas tabletas se midieron usando dos
lentes distintos: con una distancia focal nominal de 400 mm se obtiene un diametro de
irradiaciéon de 13 mm con uno de los lentes, mientras que con el otro con una separacién
de 125 mm se obtiene un diametro de irradiacion de 3 mm. Esto de entrada es ideal
considerando los didmetros de las tabletas comerciales analizadas (13.2 y 5.1 mm, Figura
8.1), asf como el tamafio de las tabletas que se prepararon usando la prensa hidraulica
descrita en los Capitulos 6 y 7 (13.4 mm). Sin embargo como se explicara en la secciéon
experimental, con el fin de evaluar si la irradiacion de las tabletas grandes con el didmetro
de laser pequefio se traduce en una afectacion de los resultados por cuestiones de
muestreo, también se hicieron mediciones de las tabletas de 13.4 mm irradiando con el
lente que produce un didmetro de irradiaciéon de 3 mm. Esto dltimo es un analogo de las
mediciones de mapeo que se pueden hacer con el equipo MultiRAM, pero cambiando la

posicion de medicion por rotacién a mano de la tableta.

8.3.2 Instrumentos Raman por transmision

La Figura 8.5 muestra imagenes de los dos instrumentos de Raman por transmisién para
los cuales se desarrollaron modelos de calibracién, asi como el compartimento de
muestras que incorpora cada uno. El esquema de funcionamiento de ambos instrumentos
es muy similar: una primera fibra dptica conecta el laser con un primer colimador, del lado
opuesto al de irradiacion se encuentra la éptica de recoleccién y un segundo colimador

conectado al monocromador mediante un haz de fibras. Finalmente un CCD es usado para
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Compartimiento para las muestras
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la radiacion
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(f)

Figura 8.5 (a) Instrumento
Raman de transmision modelo
AccuRA (Horiba), en (b) se
muestra su compartimento de
muestras, con una platina que
permite la medicion de 24
tabletas en una misma
secuencia. (c) Instrumento
Raman de transmisién modelo
TRS100 (Cobalt), en (d) se
muestra la platina de muestras
genérica que viene incluida,
apta para unas cuantas
unidades de distintos tipos de
muestras. En (e) y (f) se
muestran los selectores del
didmetro de irradiacion y
recoleccion de la radiacion (en f,
pequefio = 4 mm, mediano = 6
mm, grande = 8 mm).

Tabla 8.2 Comparativa de los instrumentos Raman de transmisién usados

Atributo

Horiba AccuRA

Cobalt TRS100

Capacidad de la platina
de muestras

32 0 24 tabletas o capsulas

Hasta 300 tabletas,
capsulas o viales

L -
ongitud de onda 785 nm 830 nm
de irradiacion
Didmet
llame' r(?/ 4.3 mm, fijo 2-4-8 mm, seleccionable
de irradiacion
Didmetro del lent
rametro de en. ° c.],ue Fijo 4-6-8 mm, seleccionable
recolecta la radiacion
Temperatura del detector -70 °C -70°C

Preprocesamiento de los
espectros con el software
del instrumento

Suavizado por
interpolacién de puntos

Calibracioén del eje x usando un
estandar ASTM de poliestireno

Correccion de la intensidad
registrada (eje y) usando el estandar
SRM2246 (vidrio verde), el cual es
especifico para la excitacién Raman
usando un laser de 830 nm
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detectar la sefial Raman 3536, En estos instrumentos el detector se encuentra enfriado a -70

°C, también usando una celda Peltier.

La Tabla 8.2 resume las principales diferencias que se pueden mencionar de ambos
instrumentos. Los dos admiten la colocacién de platinas de muestras para distintas formas
farmacéuticas solidas (tabletas redondas, alargadas, cdpsulas), no obstante el instrumento
marca Cobalt fue disefiado para platinas mucho més grandes. Esto es sumamente
beneficioso, incluso para el presente estudio en el cual se midieron mas de 300
comprimidos. Sin embargo este instrumento llegé a AstraZeneca en el ultimo mes de la
estancia, y en ese momento Unicamente se disponia de una platina que admite la
colocacion de pocas unidades de distintos tipos de materiales (Figura 8.5d). Por este
motivo para las mediciones realizadas en este estudio se adaptaron las platinas del
instrumento Horiba al soporte de platinas del espectrémetro Cobalt. De esta manera en
ambos instrumentos se programaron secuencias de 24 tabletas, las cuales se fueron
midiendo gracias a los soportes motorizados en los ejes x-y que incorporan estos.
Considerando exclusivamente el paso de excitacién, la irradiaciéon a 830 nm tiene una
eficiencia del 80 % en comparacion a la de 785 nm, por lo que es posible que con el
instrumento Cobalt sea necesario hacer las mediciones aplicando potencias de ldser mas
elevadas. Este instrumento permite seleccionar el didmetro de irradiacion y el de la dptica
de recoleccion de la radiacion, sin embargo el primero se tuvo que dejar en 4 mm para
todas las tabletas dado que los agujeros de las platinas del Horiba tienen un didmetro de 5
mm (en este Ultimo el didmetro de irradiaciéon no es configurable). La selecciéon que es
posible realizar de los dos didmetros mencionados anteriormente con el instrumento
Cobalt da pie a unas consideraciones interesantes: un diametro de irradiacién mayor
ilumina un drea mas grande, por lo que se incrementa el volumen muestreado; no obstante
para una potencia de laser fija al incrementar el didametro de irradiacién ocurre una
disminucién en la densidad de potencia. Respecto al lente de recoleccién, uno mas grande
permite recolectar radiacion Raman en un area mayor, de manera que se incrementa el
volumen muestreado; sin embargo los lentes mas grandes desenfocan la recoleccién, y
como resultado hay una disminucién en la intensidad del espectro. En resumen hay 9
combinaciones posibles, y para nuestras tabletas se decidi6é usar el lente recolector de 4
mm para las tabletas pequefias (tabletas de Sintrom 1), y el de 8 mm para las tabletas

grandes (tabletas de Sintrom 4 y tabletas preparadas en la prensa hidraulica).

Por tultimo, el instrumento Cobalt permite ademas colocar las tabletas sobre un "vidrio
unidireccional”, que sirve como potenciador de haces. Haciendo uso de este soporte

cualquier fotén del laser que es reemitido hacia atras desde la superficie de la tableta es
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nuevamente reflejado hacia la muestra, y entonces el efecto neto de dirigir un nimero
mayor de fotones del laser hacia el material es un incremento en la cantidad de fotones
Raman que salen del lado opuesto al de irradiacion 37. De acuerdo a una nota técnica del
fabricante, usando este dispositivo es posible registrar espectros hasta 10 veces mas
rapido 38. Cuando se comproé este instrumento se solicitd con el vidrio unidireccional, sin
embargo por cuestiones de tiempo no fue posible realizar mediciones haciendo uso de

éste. No obstante es otra diferencia a mencionar respecto al instrumento marca Horiba.

8.3.3 Instrumento FT-NIR

El instrumento utilizado se muestra en la Figura 8.6. Se trata de un espectrometro muy
versatil. Aparte de las mediciones de muestras sélidas (ya sean comprimidos, o viales con
un polvo o granulado) por reflectancia difusa y transmitancia, este incluye un
compartimento de muestras especifico para la medicién de liquidos en cubetas o viales, el
cual tiene sistema de calentamiento (seccidn azul del médulo en la Figura 8.5a). Asi mismo
se pueden acoplar hasta dos sondas oOpticas para la mediciéon directamente en
contenedores. Para las mediciones realizadas se sac6 ventaja del carrusel de 30 posiciones
que incluye el instrumento, no obstante éste se puede reemplazar por otro moédulo que
permite el uso cubetas de didmetro mayor, e incluso hacer su rotacién durante el registro

del espectro de manera que el drea irradiada corresponda a un anillo.

Todas las mediciones se hacen con la misma fuente, sin embargo el detector es distinto en
cada caso: un detector de sulfuro de plomo a temperatura ambiente (RT-PbS) es utilizado
para las mediciones por reflectancia difusa, mientras que un detector InGaAs, el cual se
encuentra en un brazo movible del espectrémetro, se utiliza para las mediciones por
transmitancia. Al emplearse un detector distinto en cada modo de adquisicion, el intervalo
espectral que se registra también es distinto: 12800-3600 cm! (780-2780 nm) en
reflectancia difusa, y 12800-5800 cm-! (780-1725 nm) en transmitancia. El camino 6ptico
es el mismo en ambos instrumentos hasta llegar a la esfera integradora, el cual es un
modulo que se encuentra debajo de la ventana para la irradiacion de las muestras (Figura
8.6a). La esfera integradora tiene tres posiciones (Figura 8.7): abierto para las medidas
por reflectancia difusa, cerrado para la adquisiciéon del espectro del background (con lo
cual no es necesario quitar las muestras para el registro de este espectro) y la posicion de
lente, que sirve para que en las mediciones de transmision el haz enfocado de radiaciéon

infrarroja salga verticalmente hacia la muestra.
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Carrousel para muestras, utilizado para las
mediciones por reflectancia difusa y transmitancia

Ventana para la irradiacion
de las muestras

' Detector para las mediciones
por transmitancia

- e

Figura 8.6 Instrumento FT-NIR modelo MPA (Bruker) utilizado para las mediciones de las tabletas
de Sintrom. En (a) el carrusel de muestras incluye los soportes hechos en AstraZeneca para las
mediciones por reflectancia difusa de las tabletas de didmetro grande. (b) Carrusel de muestras
con los soportes de Bruker para las mediciones por transmitancia, los cuales tienen un iris
ajustable para centrar las muestras. En (b) y (e) se muestran los soportes para las mediciones por
transmitancia de las tabletas de didmetro grande, y en (c) para las tabletas de Sintrom 1. En (f) se
muestra la parte inferior de estos soportes, que tienen un agujero de 4.5 mm.

Los comprimidos se presentaron al instrumento usando portamuestras distintos para
cada tipo de medicion: en el caso de reflectancia difusa, las tabletas de didmetro mayor se
midieron usando unos soportes metélicos de color negro, disefiados en AstraZeneca para
estas tabletas en especifico. Estos tienen un agujero de diametro 11.5 mm, con lo cual se
maximizd la superficie de las tabletas que estaba siendo irradiada, siendo posible ademas
el uso del carrusel del instrumento. En el caso de las tabletas comerciales de Sintrom 1, se
hicieron pruebas utilizando soportes similares con un agujero de menor didmetro, sin
embargo se vio que la gran superficie metdlica que quedaba expuesta al momento de la

medicion resultaba en espectros con una gran interferencia, probablemente debida a las
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multiples reflexiones de la luz de irradiacion en la superficie de estos. Como alternativa se

usaron unos viales de vidrio disefiados por Bruker para las mediciones por reflectancia

difusa, los cuales fueron pensados para contener muestras en polvo, por lo que tienen un

cuello estrecho. Las tabletas de diametro mayor no pueden ser colocadas dentro de ellos,

pero si las tabletas pequefias de Sintrom 1. Se hicieron pruebas para verificar que el

material del que estan hechos no interfiere en los espectros adquiridos. Respecto a las

mediciones por transmitancia, se usaron unos portamuestras vendidos por Bruker que

son especificos para este modo de adquisicién, los cuales tienen un agujero de didmetro

4.5 mm en su parte inferior. En la parte superior tienen un iris ajustable, el cual sirve para

centrar las tabletas en cada portamuestras individual.

Detector para
transmitancia
ﬁ Posiciones de la esfera integradora
CERRADO
(para la medicion
K Muestra ABIER TQ i del background en
£ (para mediciones de reflectancia difusa)
reflectancia difusa)
Detector
Esfera para
integradora reflectancia LENTE
difusa (para las mediciones

=)

Radiacion procedente de la
fuente y el interferémetro

por transmitancia)

Figura 8.7 Esquema de la esfera integradora que forma parte del espectrémetro FT-NIR modelo
MPA. La ilustraciéon de la izquierda corresponde propiamente a una mediciéon por reflectancia

difusa, pero se incluye la ubicacién de los dos detectores usados para las mediciones realizadas.

8.4 Materiales y métodos

Como parte de este capitulo se detallaran las muestras y mediciones realizadas durante la

estancia en Suecia. Se haran algunas comparaciones para la descripcién de las mediciones

del equipo MultiRAM, respecto a los parametros que se usaron para el estudio que esta

publicado. Mas detalles sobre este primer estudio se encuentran en la referencia °.
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8.4.1 Muestras comerciales y compuestos de referencia

Varias cajas de 6 lotes de Sintrom 1, y 5 lotes de Sintrom 4 (Merus Labs, Madrid, Espafa)
se compraron en diferentes farmacias de Barcelona. En la Figura 8.8 se presentan las
caracteristicas de las tabletas analizadas. 12 tabletas fueron aleatoriamente seleccionadas
de todos los blisters de cada lote para las mediciones con los distintos instrumentos
Raman y NIR, tabletas que posteriormente fueron procesadas por un método de
cromatografia liquida para la obtencién de los valores de referencia. Acenocumarol puro
(aportado por Novartis) y alfa-D-lactosa (Acros) se usaron para obtener las tabletas
preparadas en el laboratorio que forman parte del set de calibracion, siendo la lactosa el
excipiente mayoritario de la formulacidn. Acetonitrilo (Panreac, grado UV-IR-HPLC) y

acido fosférico al 50 % (Panreac) se usaron para el método HPLC.

b

\\J
g

Tabletas preparadas en

/

o N

Tableta comercial

Tableta comercial

el laboratorio

de Sintrom 4 de Sintrom 1 ) .
(Sintrom 1y Sintrom 4)
Didmetro (mm) 13.2 5.1 13.4
Grosor (mm) 35 1.9 1.7
Masa (mg) 571.2 50.2 300
Contenido de API (mg) 4 1 -
% p/p de API 0.7 2 70-130% del

contenido nominal

Figura 8.8 Dimensiones de las tabletas comerciales de Sintrom, y de las tabletas
preparadas en el laboratorio usando una prensa hidraulica. Se muestran ambas caras de
las tabletas. Figuras a escala real

8.4.2 Tabletas preparadas en el laboratorio

Se prepararon tabletas en el laboratorio con un porcentaje en peso por debajo y por
encima del contenido nominal, mediante la adicién de pequefias cantidades de lactosa o
del ingrediente activo a tabletas comerciales previamente pulverizadas en un mortero 3°.

Estas mezclas en polvo fueron homogeneizadas en un mezclador Turbula T2C (WAB,
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Basilea), y luego fueron compactadas a 140 MPa en una prensa Perkin Elmer 15.001. La
preparacién de estas tabletas se basé en un disefio de experimentos, en el cual se
introdujeron como factores las distintas concentraciones respecto al valor nominal,
distintos lotes usados como base para la preparacion de las tabletas, y la presién de

compactacion. Los distintos niveles para cada factor se resumen en la Tabla 8.3.

Tabla 8.3 Variaciones incorporadas en las muestras preparadas en el laboratorio, que forman parte
del set de calibracién. Este conjunto se preparé para cada producto comercial

70-130 % de la concentracién nominal, en 5 niveles

Rango de concentracion e
equidistantemente separados

Presion de compactacion 120-140-160 MPa

Todas las combinaciones posibles de las dos variables
anteriores se realizaron 3 veces, en cada caso usando
como base un lote comercial pulverizado distinto

Lotes comerciales que se
pulverizaron

Todas las combinaciones de los factores anteriores fueron preparadas por duplicado, por lo que se
dispone de 90 tabletas preparadas en el laboratorio para cada producto comercial

8.4.3 Método de referencia por cromatografia liquida

El acenocumarol se extrajo de las tabletas siguiendo el procedimiento descrito por De Orsi
y colaboradores 40. Se siguieron también las condiciones descritas para el analisis
cromatografico, inicamente cambiando el gradiente de elucion: la fase movil utilizada
estaba constituida por una mezcla acetonitrilo-agua a pH 3 (ajustado con acido
ortofosférico), con una composicién inicial 60:40, y luego se aplicé un gradiente lineal
hasta un 80 % de acetonitrilo en 10 min. El caudal era de 1.5 mL/min. Se inyectaron 20 pL
y la temperatura de elucién fue de 25 °C. El tiempo de retencién del acenocumarol era de
aproximadamente 4 min. Se prepararon 7 disoluciones de calibracién, en una
concentracion entre 10 y 120 mg/L mediante el pesado del API puro; estas disoluciones y
los extractos de las tabletas fueron filtrados a través de una membrana de nylon (0.45
um). Para el analisis por HPLC se utilizé un instrumento Agilent 1100 (Santa Clara, CA,
EUA), con una columna C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um de tamafio de particula marca

Symmetry-Shield -Waters) y un detector de arreglo de diodos (A = 280 nm).

209



8.4.4 Adquisicion de los espectros, pretratamientos espectrales y quimiometria

Dado que en este trabajo se emplearon varios instrumentos, los pardmetros de adquisiciéon
especificos para cada uno seran mencionados al inicio del apartado correspondiente a
cada instrumento en la seccién de Resultados y Discusién. Respecto a los pretratamientos
espectrales, la secuencia general consisti6 en aplicar primero una correccion de linea base
y seguidamente una normalizacién; para lo primero se aplic6 una de las siguientes
opciones: las correcciones de linea base del Unscrambler (que fue el programa utilizado
para el pretratamiento de los espectros y todo el andlisis multivariable), las cuales
corrigen el offset y la pendiente de los espectros (abreviado 2BLC en este capitulo), una
segunda derivada de Savitzky-Golay, o el SNV; mientras que para normalizar los espectros

se us6 la normalizacién a vector unidad (abreviado UNorm) o el SNV.

Considerando que el mejor modelo de calibracion es el mas sencillo, se intenté construir
modelos usando solo las muestras sub- y sobredosificadas descritas en la seccién 8.4.2. En
este trabajo no se probd obtener una calibracion basada en la altura o area de pico a
diferencia del estudio que estd publicado, sin embargo esta es una manera valida para
obtener calibraciones con datos obtenidos por espectroscopia Raman, dada la elevada
resolucion de los espectros adquiridos. Con ninguno de los instrumentos se obtuvieron
predicciones satisfactorias usando modelos que inclufan sélo las tabletas preparadas en el
laboratorio, por lo que a continuacién se prob¢ la estrategia basada en un conjunto de
muestras de calibraciéon mixto. Esta metodologia de calibracion se report6 a finales de los
afios 1990 41 como una estrategia de calibraciéon expandida que incluye la variabilidad
quimica (dado que el rango de concentraciones esta extendido mediante la inclusion de
muestras sub- y sobredosificadas), pero también la variabilidad fisica de las muestras, al
afiadir comprimidos comerciales en el conjunto de muestras de calibracién. Las muestras
comerciales a incluir se seleccionan haciendo un PCA de todas las muestras analizadas, y
se escogen los dos lotes que se encuentran mas alejados del centro del modelo. De esta
manera los conjuntos de muestras de calibracion para ambos productos estaban
constituidos por las tabletas preparadas en el laboratorio, y 24 tabletas pertenecientes a
dos de los lotes comerciales analizados. Las predicciones que se obtuvieron con los
distintos modelos se consideraron aceptables si los valores de RMSEP eran bajos, y una
prueba t de datos pareados (HPLC vs valores Raman para cada tableta) mostraba que no
habia una diferencia estadisticamente significativa para un nivel de significancia de a =

0.05.
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Los modelos PLS se construyeron por validacién cruzada excluyendo secuencialmente una
muestra del conjunto de calibraciéon (procedimiento leave-one-out en inglés), y para la
seleccion del ndimero de variables latentes se establecié6 un limite de aumento de la
varianza residual del 6 %. Este se calcula de la varianza residual de dos componentes
consecutivos, entonces si la varianza del siguiente componente es menor que un 6 % mas
bajo respecto al componente previo, el nimero de componentes 6ptimos se deja en el
ndmero anterior. Este es el criterio que utiliza la versién 10.3 del programa Unscrambler
para sugerir un nimero 6ptimo de variables latentes, sin embargo se verificd el
incremento en el tanto por ciento de varianza explicada en Y al hacer la adicién de un

componente mas. Si el incremento rondaba el 1 % se afiadié una variable latente mas.

8.5 Resultados y discusion

8.5.1 Obtencion de los modelos de calibracion con el equipo Bruker MultiRAM

8.5.1.1 Pardmetros para la adquisicion de los espectros

El trabajo publicado como parte de esta tesis con el Sintrom, se llevo a cabo usando este
instrumento. En la Figura 8.9 se representa a escala real el tamafio de las tabletas medidas,
y la distribucién de los puntos sobre los cuales se hicieron mediciones por mapeo. Al pie
de la figura se comparan los parametros de adquisiciéon usados en el trabajo publicado, y

en el estudio comparativo que se esta presentando.

Como se observa en el pie de la figura, la potencia de laser fue el Gnico parametro que se
mantuvo constante. La resolucion en las segundas mediciones se redujo a 4 cm-! (solo los
FT-Raman permiten seleccionar la resolucién de los espectros), un valor acorde con el
ancho de banda natural que se puede esperar en los espectros obtenidos al analizar una
tableta farmacéutica. Eso si, el ruido de los espectros se disminuye considerablemente con
este cambio. Con la resolucion definida se probaron diferentes niimeros de barridos y se
concluyé que la diferencia entre 16 y 32 barridos era muy pequeiia, no obstante esta
reduccion se traduce en un 50 % menos de tiempo de adquisicién (dejando los otros
pardmetros constantes). Respecto al niimero de posiciones registradas en cada cara de las
tabletas, se hizo una pequefia reduccion en la cantidad de espectros para todas las tabletas
excepto para las tabletas ranuradas. Esto porque como se mostrard en el siguiente
Capitulo, la espectroscopia Raman se us6 para determinar el contenido de API en las

posibles mitades o cuartos que se pueden obtener luego de dividir, nuevamente
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Tableta comercial
de Sintrom 4

S\

Tableta comercial
de Sintrom 1

Tabletas preparadas en el
laboratorio para las calibraciones
del Sintrom 1y Sintrom4

Se irradiaron las
dos caras de las
tabletas comerciales

U

Solo se irradié una de las
caras de las tabletas de
calibracion, al no haber
marcas en estas tabletas

Primer trabajo Segundo trabajo
Potencia de ldser 800 mW 800 mW
Resolucion 1 cm? 4 cmt
Niumero de barridos 32 16
Espectros registrados ) Sintrom 1 9 ) Sintrom 1 7
por cara en cada Comerciales Sntrom 4 5 Comerciales Sintrom 4 1
tipo de tableta * Preparadas en el laboratorio 12 Preparadas en el laboratorio 7
Tiempo necesario por 3.5 min 0.5 min
espectro

* Solo las tabletas comerciales se irradiaron por las dos caras.

Figura 8.9 Tamafio relativo del haz del laser del espectrémetro FT-Raman MultiRAM (circulo
morado en las figuras, didmetro: 500 um), respecto al didmetro de las tabletas. El porcentaje de la
superficie irradiada fue del 6.7 %, y 1.7 % para las tabletas comerciales de Sintrom 1 y Sintrom 4,
respectivamente.

de una forma no destructiva. Para esto se consideré que 3 espectros por cada cuarto de
tableta era lo minimo que se debia registrar. Debe recordarse que con este instrumento se
puede definir con mucha precisién la posicién de irradiacién, y en este sentido se evitd

registrar espectros sobre las marcas que poseen las tabletas comerciales.

La Figura 8.10 muestra espectros adquiridos en una tableta que contiene acenocumarol, y
en una tableta de Sintrom 1 y Sintrom 4. Los espectros Raman registrados en todos los
instrumentos presentan las mismas bandas, y de todas las bandas observadas debe
destacarse el grupo centrado en 1600 cm-. Estas bandas estdn relacionadas a la vibracion
de los enlaces de los anillos aromaticos y enlaces C=0 de la molécula de acenocumarol, y
fueron muy importantes para el desarrollo de los modelos de calibracién. En el otro
extremo del espectro, un pequefio hombro que aparece a 513 cm-! es la dltima banda en la

que se podian distinguir las distintas concentraciones de API en las tabletas de calibracién
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preparadas en el laboratorio. Los espectros en el equipo MultiRAM se adquirieron entre
3600 y 50 cmt, por lo que se trata del instrumento que permite registrar el intervalo
espectral mas amplio. No obstante es totalmente valido usar intervalos espectrales mas
cortos, y de hecho todos los modelos que se desarrollaron para el Sintrom 1 y Sintrom 4 en
los distintos instrumentos, se hicieron usando uno de los 3 intervalos que se sefialan como

1-2-3 en la ampliacién de la Figura 8.10.
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Figura 8.10 Espectro Raman sin pretratar del acenocumarol (en azul), y una tableta comercial de
Sintrom 1 y Sintrom 4 (en rojo y naranja, respectivamente) registrados en el equipo MultiRAM. Se
ha resaltado un grupo de bandas centrado en 1600 cm, que se debe a vibraciones de las moléculas
del API. En el recuadro se ha incluido solo el espectro del Sintrom 1 y del acenocumarol, y se
muestran los tres intervalos que se probaron para generar todos los modelos de calibracién
mediante espectroscopia Raman.
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8.5.1.2 Determinaciones previas antes de la obtencion de los modelos: deteccion de las
distintas presiones de compactacion, y de las diferencias en los espectros que se adquieren de
las tabletas comerciales intactas, y las tabletas preparadas en el laboratorio que tienen una

composicion igual al valor nominal

De los parametros planificados en el diseno de experimentos del cual se basé la
preparacién de las tabletas hechas en el laboratorio, la presiéon de compactacion es el mas
interesante de estudiar por separado. Respecto a los distintos niveles de concentracién,
evidentemente es indispensable que los incrementos de excipiente o API realizados se
reflejen en los espectros adquiridos. En el Capitulo anterior se mostraron los resultados
para la compactacion de MCC en un intervalo de presiones mucho mas amplio que el
considerado en este estudio, y se vio que si bien en los espectros sin pretratar parece que
la presion menor se distingue de las otras presiones, al normalizar las diferencias
desaparecen. Esto cuando se realiza un PCA y se representan los scores del PC2 vs PC1

(Figura 7.3).

En el presente trabajo, si se hace un PCA incluyendo las 90 tabletas que se prepararon en
el laboratorio para cada producto, el PC1 muestra las tabletas en un orden 70-85-100-115-
130 % p/p de API respecto al valor nominal, por lo que deben graficarse componentes que
explican una menor cantidad de la varianza total para detectar algin efecto debido a la
presion de compactacion. Esto se muestra en la Figura 8.11, con las tabletas preparadas
para la calibracion del Sintrom 1 (a-f) y del Sintrom 4 (g-h). En todas las representaciones
correspondientes al Sintrom 1 se grafica el PC-2 o PC-3, vs PC-4 o PC-5, solo de esta forma
aparentemente se observa cierto orden segin la presion de compactacion, aunque hay un
solapamiento considerable. A la derecha de cada grafico de scores se representa el/los
loadings de los factores que explican el orden de colores que se muestra en los primeros, y
es llamativo que para los dos tipos de instrumentos (retrodispersién y transmision) se
observa una caracteristica espectral muy similar a la de una segunda derivada donde el eje
x se cruza a 1342 cm-l, posicién a la que aparece una banda muy intensa en los espectros

de las tabletas comerciales, del acenocumarol y de la lactosa.

Si bien parece que esta banda es la responsable de observar cierto agrupamiento segun la
presion de compactacion, no fue problematica para obtener las calibraciones del Sintrom
1, pero si para las del Sintrom 4; para obtener los modelos de este se recortaron los
espectros para eliminar todas las intensidades en el intervalo cubierto por esta banda

(aproximadamente 1365-1305 cm1). EI PCA que corresponde a las Figuras 8.11g-h se
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Figura 8.11 PCA’s de los espectros registrados con las tabletas preparadas en el laboratorio
compactando a tres presiones distintas; usando los espectros después de aplicar el pretratamiento
necesario para obtener el modelo de calibracién en el instrumento especifico, y se menciona el
intervalo espectral usado segin la Figura 8.10. (a-b) Tabletas para el Sintrom 1 en el equipo
MultiRAM -intervalo 2, pretratamiento: UNorm. (c-d) Tabletas para el Sintrom 1 en el equipo
RamanRXN1 y la sonda PhAT de 13 mm (un tUnico espectro por tableta) -intervalo 1,
pretratamiento: 2BLC + SNV. (e-f) Tabletas para el Sintrom 1 en el equipo AccuRA (un espectro por
tableta) -intervalo 3, pretratamiento: 2D SG45p + UNorm. (g-h) Tabletas para el Sintrom 4 en el
equipo AccuRA (un espectro por tableta) -intervalo 2, pretratamiento: 2ZBLC + UNorm.
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obtuvo eliminando esta banda, y como se puede apreciar es mucho mas dificil dar con

algiin agrupamiento segtin la presiéon de compactacidn.

La Figura 8.12 compara lo que ocurre para el Sintrom 1 y Sintrom 4 cuando se selecciona
uno de los 3 intervalos espectrales que se han considerado para la elaboracién de los
modelos, y se quita o no la sefial centrada en 1342 cm-1. El PCA que se muestra en las
Figuras 8.12a y b fue el utilizado en la seleccion de los lotes para el modelo del Sintrom 4

con el equipo MultiRAM. Se usé el intervalo 1 y se eliminé la sefial mencionada
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Figura 8.12 PCA’s usados en la selecciéon de los lotes de tabletas comerciales que formaron parte
del conjunto de muestras de calibracién, para la obtencién de los modelos en el equipo MultiRAM
siguiendo la estrategia de la calibracidon mixta. (a-b): PCA para el modelo del Sintrom 4 (intervalo 1
quitando la sefal a 1342 cm1). Con fines comparativos en (c-d) se muestra el PCA obtenido cuando
no se elimina la seflal mencionada anteriormente. (e-f) PCA para el modelo del Sintrom 1
(intervalo 2 completo). Estos PCA se generaron con los espectros pretratados (para ambos
productos Unicamente se aplicO6 una normalizacion a vector unidad en el intervalo
correspondiente).
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anteriormente, y a continuacién se hizo una normalizacién a vector unidad. De esta forma
los lotes 1 y 3 pasaron a formar parte del conjunto de muestras de calibracidn. El loading
del PC1 muestra que hay varios grupos de bandas que son relevantes para el
ordenamiento de los lotes, de los cuales se puede destacar el centrado en 1600 cm-L. Este
aparece en las tabletas comerciales debido a vibraciones del API (Figura 8.10), y se
observa claramente en este loading. Por otro lado, en el PCA de las Figuras 8.12c y d se
muestra lo obtenido para el mismo intervalo espectral y mismo pretratamiento sin
eliminar la sefial centrada en 1342 cm-l. Si bien en el loading del PC1 ligeramente se
distingue el grupo de bandas debidas al AP], el rasgo espectral con forma de segunda
derivada que cruza el eje x a 1342 cm-! es lo mas relevante para el ordenamiento de los
lotes en el grafico de scores correspondiente. Por dltimo, el PCA que se muestra en las
Figuras 8.12e y f fue el utilizado para la seleccion de los lotes comerciales que se pasaron
al conjunto de muestras de calibraciéon para el modelo del Sintrom 1 en el equipo
MultiRAM. En este caso se seleccion¢ el intervalo 2 (sin quitar la sefial centrada a 1342 cm-
1) y se aplic6 una normalizacion a vector unidad. En un extremo del modelo esta el lote 1,
pero en el otro aparecen superpuestos el lote 5 y 6. Como se mostrara posteriormente las
predicciones son igual de buenas si se trasladan los lotes 1 y 5, 0 1 y 6 al conjunto de
calibracion; por ahora lo que mas se puede resaltar es la forma del loading del PC1, el cual
muestra claramente el grupo de sefiales debidas al API, y el resto de la silueta se parece a

una tableta comercial de Sintrom 1.

Se verifico la apariencia del PCA para cada producto, usando los espectros recortados en el
intervalo con el cual se obtuvieron los modelos pero sin aplicar ningin pretratamiento
espectral, y como se aprecia para el Sintrom 4 en la Figura 8.13 el grafico de scores refleja
claramente el orden en el cual se registraron las tabletas. Durante la medicién de las
tabletas se fueron intercalando tabletas comerciales intactas y tabletas preparadas en el
laboratorio; respecto a las primeras se disponia de 12 tabletas por lote, las cuales se
fueron midiendo de tres en tres de los distintos lotes, y siempre poniendo en medio las
tabletas obtenidas con la prensa hidraulica. Evidentemente este efecto no es de interés, y

desaparece luego de aplicar la normalizacién a vector unidad (Figuras 8.12 a,b).

Anteriormente se discutid lo dificil que puede ser distinguir las tres presiones con las
cuales se compactaron las mezclas sub y sobredosificadas en el laboratorio. A pesar de
esto se procedid a hacer un PCA incluyendo ahora todas las tabletas comerciales intactas, y
las tabletas preparadas que corresponden a una composiciéon de 100 % el valor nominal.
Esto se muestra en la Figura 8.14, distinguiendo en el caso de las tabletas preparadas en el

laboratorio, las tres presiones usadas. Como se puede apreciar en todos los casos hay
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Figura 8.13 PCA de las tabletas comerciales de Sintrom 4, usando los espectros crudos en el
intervalo 1 y quitando la sefial centrada a 1342 cm-1. Nétese el ordenamiento de los puntos segun la
tanda en que se registraron las distintas tabletas, indistintamente del lote al que corresponde cada
una (que son los nimeros del 1 al 5 mostrados en el grafico de scores).

evidentes clusters segin sean tabletas intactas o preparadas en el laboratorio, por lo que
no hay ninguna presién que a través de este tipo de analisis, se acerque a la presion con la
cual el fabricante forma los comprimidos en la planta de manufactura. Muy probablemente
la causa real de los agrupamientos esta en lo distintos que son los equipos usados en la
industria para la obtencién de comprimidos, y la prensa hidraulica que estaba disponible
en el laboratorio. La relevancia de todo esto estad en que se hace muy evidente la necesidad
de aplicar la estrategia de la calibracién mixta con el fin de obtener los modelos de
calibraciéon para ambos productos en los distintos instrumentos. En los loadings que se
muestran nuevamente destaca la sefial con forma de segunda derivada que cruza el eje x a
1342 cm en el caso de los PCA obtenidos usando los espectros para los modelos del

Sintrom 1.
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Figura 8.14 PCA’s de los espectros registrados con las tabletas preparadas en el laboratorio con
una composiciéon 100 % el valor nominal, y las tabletas intactas que se midieron (pertenecientes a 6
o 5 lotes comerciales, Sintrom 1 o Sintrom 4 respectivamente); para esto se usaron los espectros
luego de aplicar el pretratamiento necesario para obtener el modelo de calibracién en el
instrumento especifico, y se menciona el intervalo espectral usado segin la Figura 8.10. (a-b)
Tabletas para el Sintrom 1 en el equipo MultiRAM -intervalo 2, pretratamiento: UNorm. (c-d)
Tabletas para el Sintrom 1 en el equipo RamanRXN1, usando la sonda PhAT de 13 mm para las
tabletas preparadas en el laboratorio, y la de 3 mm para las tabletas intactas -intervalo 1,
pretratamiento: 2BLC + SNV. (e-f) Tabletas para el Sintrom 1 en el equipo TRS100 -intervalo 1,
pretratamiento: SNV. (g-h) Tabletas para el Sintrom 4 en el equipo Raman RXN1, usando la sonda
PhAT de 13 mm para la irradiacién de los dos tipos de tabletas -intervalo 2, pretratamiento: 2BLC +
SNV. (i-j) Tabletas para el Sintrom 4 en el equipo AccuRA -intervalo 2, pretratamiento: 2BLC +
UNorm.

8.5.1.3 Modelos de calibracion para las tabletas de Sintrom 1y Sintrom 4 usando el equipo

MultiRAM

Siguiendo la estrategia de registro de espectros presentada en la Figura 8.9 (tabletas
preparadas en el laboratorio irradiadas sélo por una de las caras, tabletas comerciales por
ambas caras), se probaron distintos intervalos y combinaciones de pretratamientos
espectrales para encontrar los modelos de calibraciéon de cada producto. El modelo
seleccionado fue aquel que permitié obtener predicciones de un conjunto de muestras
externo (todos los otros lotes que no estan en los extremos del PCA), que no difirieran
significativamente de los valores correspondientes de referencia, usando para esto una
prueba t de datos apareados *. Estos modelos se distinguiran como M#S1 o M#S4 para el
Sintrom 1 o Sintrom 4 respectivamente, donde # se refiere al nimero de modelo que se

obtuvo para cada producto en cada instrumento (en algin caso hasta 3 modelos se

* Se determinaron ademas dos parametros que por cuestiones de espacio no se presentaran en las
tablas: la distribucién de los residuales, es decir, por cada lote que se predijo cuantas muestras
estan por arriba y por debajo de su correspondiente valor de referencia; y se verific6 que ninguna
de las muestras en su prediccion, difiriese en mas del 5 % respecto al valor obtenido por HPLC.
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obtuvieron, dependiendo de si se registraron las tabletas de distintas maneras, cambiando

la 6ptica de irradiacién/recoleccién de la radiacion).

La justificacion del porqué las tabletas compradas en la farmacia se irradiaron por las dos
caras, mientras que las preparadas en el laboratorio solo por una, radica en el
conocimiento previo que se tiene de la manufactura de cada tipo de comprimido: de las
primeras no se conoce nada, por lo que para estar del lado seguro se irradiaron por las dos
caras; mientras que para las tabletas preparadas en el laboratorio se inicié con una mezcla
en polvo que contiene la misma composicién de los comprimidos comerciales, se hicieron
pequefios afiadidos de API o lactosa y se compactaron una a una mediante una prensa
hidraulica. En este caso se conoce el proceso de obtencién del comprimido y por eso se
considerd que solo irradiar una de las caras era suficiente, aparte de que las tabletas que

se obtienen no poseen ninguna marca en su superficie.

No obstante un supuesto mas se puso a prueba: ;qué pasa si para un modelo de
calibracion desarrollado de cierta manera (por ejemplo, tabletas comerciales que se
incluyen en el modelo irradiadas por las dos caras, tabletas preparadas en el laboratorio
s6lo por una), en cierto punto se decide que para simplificar trabajo, las tabletas de nuevos
lotes que se quieren predecir sélo se irradiaran por una de las caras?. Finalmente, se
mostraran también modelos generados incluyendo sélo los espectros de una de las caras
de las tabletas, y haciendo la cuantificacidn del conjunto externo usando sélo los espectros
de esa misma cara. De esta forma se generaron 2 modelos mas para cada producto, que se
distinguirdn como M-AA-S1 y M-CG-S1, y M-AA-S4 y M-CG-54 segun se hayan incluido sélo

los espectros de las caras AA o CG para su obtencion.

Las Tablas 8.4 y 8.5 muestran los resultados para el Sintrom 1 y Sintrom 4 en el equipo
MultiRAM, respectivamente. La mayoria de tablas que se mostraran para los instrumentos
por retrodispersion incluyen 4 bloques, no obstante en la Tabla 8.4 hay dos modelos
M1S1, los cuales se generaron al seleccionar los lotes 1 y 6, 0 1 y 5 de acuerdo a la
distribucién de los scores mostrada en la Figura 8.12e. Respecto al Sintrom 1, las
predicciones que resultan de ambos modelos (M1S1 y M1S1 extra) no difieren
significativamente de los valores de referencia, siendo practicamente iguales las figuras de
mérito del conjunto de muestras de calibraciéon y prediccion. El bloque 2 incluye
nuevamente los valores de referencia y las predicciones del bloque 1, pero en adicion se
presentan los resultados cuando uUnicamente se toman los espectros de una cara para
predecir las muestras, usando el mismo PLS (el PLS del bloque 1). Como se dijo

anteriormente esto supone que se cre6 un modelo, pero que en cierto punto se decidié
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registrar espectros en solo una de las caras las tabletas que se quieren analizar. No
obstante, con esta determinacion también se puede verificar qué tan distintas son las caras
de la tableta respecto a la distribucién del API, asociando una mejor o peor distribucién
con las predicciones que resultan de cada cara. Como se puede apreciar las predicciones
son muy parecidas ya sea que se tomen los espectros de las dos caras o de una sola, y las
diferencias no son estadisticamente significativas de acuerdo a un ANOVA de un factor.
Por ultimo los bloques 3 y 4 corresponden a nuevos PLS, en los cuales desde la seleccion
de los lotes de tabletas comerciales que formaran parte del conjunto de calibracién, y la
posterior prediccidn de las tabletas restantes, se ha hecho incluyendo los espectros de sé6lo
una de las caras. Es por este motivo que los lotes que se trasladaron al conjunto de
calibraciéon no son los mismos en cada caso. Nuevamente las predicciones obtenidas no

difieren significativamente de los valores de referencia.

Los resultados para el Sintrom 4 con el equipo MultiRAM se muestran en la Tabla 8.5. El
modelo del bloque 1 (usando los espectros de ambas caras de las tabletas comerciales
para los conjuntos de calibracion y predicciéon) también permite obtener predicciones que
no difieren significativamente de los valores de referencia. La seleccion de los lotes para el
conjunto de calibracion se hizo con el grafico de scores de la Figura 8.12a. No obstante en
la comparativa del bloque 2 aparece algo muy interesante: para el mismo PLS, usando los
espectros de la cara AA las predicciones son significativamente mayores que los valores de
referencia, y lo opuesto ocurre si Unicamente se toman los espectros de la cara CG (sélo el
lote 4 se predice bien). Los parametros del error de la prediccién casi duplican el valor del
bloque 1, y el bias calculado muestra claramente la tendencia de las predicciones. Esta
diferencia entre las caras se investigé con mas detalle, pero por ahora para terminar la
explicacion de la Tabla 8.5, en los bloques 3 y 4 se presentan PLS generados incluyendo
solo los espectros de una de las caras y las predicciones correspondientes. Ahora las
pruebas t muestran que no hay diferencias significativas entre las predicciones y los
valores de referencia, aunque si que se observa un incremento en los parametros de error

respecto al bloque 1.

Se estudio6 el posible origen de la diferencia entre caras encontrada para las tabletas
comerciales de Sintrom 4, la cual no se detect6 para las tabletas de Sintrom 1. Para esto se
hicieron PCA’s usando los espectros individuales registrados en cada tableta, y también
calculando un espectro promedio por tableta (siempre con los espectros ya pretratados
acorde al modelo del bloque 1 de las Tablas 8.4 y 8.5). Los graficos de scores obtenidos se

muestran en la Figura 8.15. Considerando los espectros individuales, los graficos que
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Tabla 8.5 Figuras de mérito de los modelos de calibracién para el Sintrom 4 (valor nominal de las
tabletas: 0.7 % p/p) con el equipo MultiRAM, y comparativa de las predicciones obtenidas por
espectroscopia Raman con los valores de referencia. Para obtener estos resultados se usé el intervalo
espectral 1 (quitando la sefial centrada en 1342 cm™)

# 9 RMSEC HPLC (% Raman (% RMSEP
PLOQUEL factores Y-goxz? (% p/p) Prom ( p{ng) Prom ( ps/gj (% p/p) RSEP (%)
$ o E L2| 0.706 0.010 0.698 0.018 0.017 2.4
e N 3 99.3 | 0.016 |L4| 0.706 0.006 0.712 0.010 0.012 1.7
= L5| 0.713 0.007 0.718 0.013 0.011 1.6

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP = 0.014, RSEP = 1.9, Bias (% p/p)= 0.001

BLOQUE 2 HPLC (% p/p) Raman 2 caras Raman cara AA Raman cara CG
2% . Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD

E b=l gl L2 0.706 0.010 0.698 0.018 0.728 0.025 0.667 0.022
% "':“ % % L4 0.706 0.06 0.712 0.010 0.723 0.014 0.701 0.015
& 3° L5 0.713 0.07 0.718 0.013 0.737 0.019 0.699 0.020

Resultados conjuntos de todas las tabletas: AA->: RMSEP = 0.027, RSEP = 3.9, Bias (% p/p) = 0.021
CG->: RMSEP = 0.030, RSEP = 4.2, Bias (% p/p) = -0.019

BLOQUE 3 # % RMSEC HPLC (% p/p) Raman (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)

% E c L2| 0.706 0.010 0.717 0.025 0.024 3.4

S = g 3 98.6 0.023 |L4| 0.706 0.006 0.712 0.014 0.014 1.9

=3 = L5| 0.713 0.007 0.725 0.020 0.021 2.9

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP = 0.020, RSEP = 2.8, Bias (% p/p)= 0.010

BLOQUE 4 # % RMSEC HPLC (% p/p) Raman (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)

3 5; c L1| 0.707 0.007 0.694 0.018 0.021 3.0

8 v g 3 99.0 0.019 |L3| 0.702 0.014 0.705 0.010 0.015 2.2

=5°" L5| 0.713 0.007 0.712 0.020 0.019 2.6

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP = 0.018, RSEP = 2.6, Bias (% p/p)= -0.004

corresponden a PCA’s con mas de 1000 espectros (Sintrom 1) y 1400 espectros (Sintrom
4) muestran un solapamiento importante de los puntos rojos y azules (Figuras 8.15a y b).
No obstante al pretratar los espectros individuales y obtener dos espectros promedio por
tableta (uno por cara), aparece un agrupamiento de puntos para el caso del Sintrom 4

(Figuras 8.15c y d).

La Figura 8.15d muestra mediante un analisis multivariable que los espectros promedio
de cada cara de las tabletas de Sintrom 4 no son exactamente iguales. Una respuesta

rapida que se puede dar es relacionar lo observado al menor porcentaje de superficie que
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Sintrom 1 Sintrom 4

PC-2 (24%)

(b)

Espectros individuales

0,2 0,1 0 0,2 0,1 0
PC-1(51%) PC-1 (41%)

0,01

PC-2 (17%)
PC-2 (20%)

0,01

0,02 0,01
-0,06 -0,04 -0,02 0,02 -0,01 0 0,01 0,02

PC-1 (67%) PC-1 (44%)

Espectro promedio de
cada tableta

® CG @ AA

Figura 8.15 Graficos de scores incluyendo los espectros individuales pretratados segtiin el modelo
del Sintrom 1 (a) y Sintrom 4 (b). En (c) y (d) se muestra el grafico correspondiente cuando se usa
el espectro promedio de cada cara para todas las tabletas comerciales.

se cubrid durante la medicién de las tabletas comerciales de Sintrom 4 (1.7 %) en
comparacion a las de Sintrom 1 (6.7 %), no obstante lo cierto es que es un porcentaje muy
bajo en ambos casos. Otra opcidon que posiblemente es menos facil de detectar, esta
relacionada con la distribuciéon de las posiciones en las cuales se registraron espectros en
las caras de cada tipo de tableta: la distribucién fue la misma para el Sintrom 1, pero no
para el Sintrom 4, donde en el caso de la cara CG parece que todos los espectros se han
registrado en puntos cercanos al borde de la tableta (Figura 8.9). Esto se hizo asi por la
relativa dificultad que suponia registrar un espectro en el centro de la cara CG, sin medirlo
sobre alguna de las letras grabadas. La relevancia de esto radica en que la radiacién se
dispersa radialmente por debajo de cada posicion de irradiacion, y entonces si el espectro
se registra mas al borde de la tableta, tedricamente es mas probable que parte de los
fotones se pierdan en la interfaz muestra-aire. Se revisaron los valores predichos en cada
tableta al seleccionar los espectros de solo una de las caras, y se hizo un analisis adicional
con las 10 tabletas para las cuales los valores entre caras diferian mas. A continuacion los
24 espectros que se registraron en cada tableta se dividieron segtn la posicion en internos
y externos (Figura 8.16a). Los PCA’s que se hicieron con los 12 espectros de cada cara de
estas tabletas no mostraron ningtin agrupamiento segtn la posiciéon en que se midi6 cada

espectro, pero si que aparecen en los graficos de scores al incluir los 24 espectros de cada
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AA interior ==

(b) AA exterior ="}
CG interior y exterior =" [/

N/

1706 1685 1664 1643 1622 1600 1581 1560

(a)

(c) AA interior y exterior ="
CG interior y exterior == |

1706 1687 1668 1649 1629 1610 1591 1573

Figura 8.16 (a) Distribucion de los puntos de mapeo en las caras de las tabletas de Sintrom 4,
segun se encuentran mas en su interior (puntos azules), o mas a los bordes (puntos rojos). (b y c)
Superposicion de los 4 espectros que resultan de promediar los puntos azules y rojos de cada cara,
para dos tabletas del lote 2 que daban una diferencia muy grande en las predicciones. Las
diferencias eran del 9 % y 18 % para las tabletas representadas en (b) y (c). Este analisis se hizo
con los espectros pretratados.

tableta: los espectros de cada cara aparecen separados en la representacién PC2 vs PC1.
Se calcul6 el espectro promedio de los puntos azules y rojos para estas tabletas y se
superpusieron, y el resultado se muestra en las Figuras 8.16b y c para dos tabletas del lote
2, recortando en la zona donde aparecen las vibraciones del API. Como se puede apreciar
los espectros promedios de las caras AA son mas intensos que los espectros de las caras
CG, en total concordancia con las predicciones del bloque 2 de la Tabla 8.5. Por tanto, se
concluye que en la medicién de espectros por ambas caras de las tabletas comerciales de
Sintrom 4, se encontr6é mas API en la cara marcada con la cruz que en la cara que tiene

grabadas las letras CG.

Como ultimo punto de discusién respecto a las mediciones en el equipo MultiRAM, es
interesante considerar la dispersion de los valores predichos cuando se cuantifican los
espectros individuales. Para la obtencion de los modelos que se han presentado y las
predicciones posteriores, los espectros se pretrataron individualmente y luego se obtuvo
un espectro por tableta (ya sea preparada en el laboratorio o comprimido comercial). Los
modelos de calibracion si o si se construyen con el espectro promedio de cada tableta
perteneciente a este conjunto, esto con el fin de no hacerlo exageradamente complejo;
pero las predicciones se pueden hacer con los espectros individuales o usando un espectro
por tableta. En ambos casos el resultado es el mismo. Para el Sintrom 1 (contenido

nominal, 2 % p/p), los valores extremos que se predijeron en los espectros individuales

225



fueron 1.6 y 2.4 % p/p, y luego los RSD % para cada tableta (desviacion estandar de los 14
puntos/promedio de los 14 puntos *100) estaban entre 1.9 y 7.1 %. Respecto al Sintrom 4
(contenido nominal, 0.7 % p/p), los valores extremos de los espectros individuales fueron
0.53 y 1.18 % p/p, y los RSD % para cada tableta estaban entre 5.4 y 15.7 %. Estos
resultados no sorprenden si se toma en cuenta que las tabletas de Sintrom 4 son mucho
mas grandes, por lo que a pesar de que se tomaron 24 espectros por tableta, el porcentaje
de superficie irradiado es mucho menor que en los 14 espectros por tableta de Sintrom 1,
aparte de que estas ultimas tienen un mayor porcentaje en peso del analito. Alin a pesar de
las dispersiones observadas en los valores individuales, el promedio por tableta no difiere

significativamente del valor de referencia correspondiente.

8.5.2 Obtencion de los modelos de calibracion con el equipo Kaiser Raman RXN1

8.5.2.1 Pardmetros para la adquisicion de los espectros

Dada la versatilidad en el didmetro de irradiacién que es posible al cambiar el lente de la
sonda PhAT y considerando las dimensiones de los distintos tipos de tabletas, se
desarrollaron modelos para cada producto mediante distintas formas de registro de los
espectros. La Figura 8.17 resume las estrategias bajo las cuales se combinaron los
espectros registrados en las tabletas preparadas en el laboratorio y las tabletas intactas;

en total se probaron dos estrategias para el Sintrom 1 y tres estrategias para el Sintrom 4.

Este instrumento incorpora un laser con una potencia maxima de 400 mW, y para las
mediciones realizadas se usé una potencia de 300 mW. Seguidamente hay tres parametros
seleccionables: el tiempo de exposicién, el nimero de acumulaciones y la aplicaciéon
opcional del filtro de rayos césmicos. El tiempo de exposicion es el periodo en el cual la
sonda esta emitiendo la radiacién de excitacion y simultineamente recolecta la radiacion
emitida por la muestra. A mayor tiempo la intensidad de las sefiales crecen, y como se dijo
en la seccion 8.3.1 en realidad por cada medicion se graban 10 espectros (uno por cada
canal de la sonda); luego es posible ver el porcentaje de saturacién de cada canal, el cual es
mas alto entre mayor sea la sefial adquirida. El nimero de acumulaciones es el nimero de
veces que se recolecta un espectro en un periodo de tiempo, los espectros luego se co-
afiaden para producir un espectro final. Se hicieron mediciones preliminares verificando la
intensidad de las sefales y el porcentaje de saturacion de los canales, y se vio que al final
lo que importa es el producto 'tiempo de exposicion x numero de acumulaciones'. Por

ultimo en todas las mediciones se aplicé el filtro de rayos c6smicos. Al seleccionar esta
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Figura 8.17 Combinaciones que se hicieron de los distintos conjuntos de espectros registrados

usando el equipo Raman RXN1 acoplado a una sonda PhAT en las tabletas comerciales, y tabletas
preparadas en el laboratorio, para la obtenciéon de los modelos de calibracién del Sintrom 1 y
Sintrom 4. Colocando distintos lentes a la sonda, se tenian didmetros de irradiacién de 13 mm
(grande) y 3 mm (pequeio). El didmetro de laser y el tamafio de las tabletas estan representados a

escala real
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opcidn el tiempo de registro total se duplica: por cada nimero de acumulaciones que se
selecciona, cada una de ellas se contrasta con otra para verificar que no hayan rayos
cosmicos en los espectros antes de hacer la co-adicion final. Para todas las mediciones
realizadas con las tabletas de Sintrom se hizo una adquisicién, y los tiempos de
adquisicién seleccionados para la lente que permite irradiar 3 mm y 13 mm fueron de 60 s
y 150 s respectivamente (tiempo real de registro por espectro debido al filtro de rayos

cosmicos: 120 s y 300 s). Todos los espectros se adquirieron a una resolucion de 0.3 cm-1.

El uso de un tiempo de adquisiciéon distinto segtin el lente que se ha acoplado a la sonda
tiene que ver con la separacién entre este elemento y la tableta en cada caso (dato que
viene establecido por el fabricante para cada lente): con el fin de irradiar un area circular
de didmetro 13 mm hay 40 cm de separacién, mientras que para 3 mm la separacion es de
solo 12.5 cm. La radiacién que se reemite de la muestra sale dirigida en multiples
direcciones, y la recoleccidn sera distinta segun la distancia que haya hasta el elemento de
captacién; estd claro que entre mas cerca se encuentre éste, mas radiacién sera
recolectada. No obstante, alin con este incremento de tiempo no es posible compensar la
diferencia en la intensidad de las sefiales (y el porcentaje de saturacién del detector) al
usar un lente distinto. Esto se muestra en las Figuras 8.18a y b con un espectro adquirido
en una tableta comercial de Sintrom 1 y uno obtenido de una tableta preparada en el
laboratorio que contiene un 100 % el valor nominal del Sintrom 1, esta ultima irradiada
usando los lentes de 13 mm y 3 mm (para las estrategias 1 y 2 segun la Figura 8.17,
respectivamente). Es evidente que a pesar del incremento en el tiempo de exposicién
cuando se usé la sonda de 13 mm para irradiar las tabletas grandes, el espectro en este
caso es considerablemente menos intenso que cuando se usa la sonda de 3 mm, donde la
distancia de la tableta al elemento de recoleccién es mucho menor. No obstante luego de
recortar los espectros, corregir la linea base y aplicar una normalizacién (en este caso un
SNV), los espectros se superponen. Y esto es muy bueno en la obtencién de los modelos

multivariables generados con las distintas colecciones de espectros.

Es posible hacer alguna suposicidn respecto al volumen muestreado con cada lente al
comparar el porcentaje de saturacion de los canales que estan mas al centro de la sonda,
cuando se comparan los datos para las tabletas comerciales de Sintrom 4, y las tabletas
preparadas en el laboratorio con la misma composiciéon que el valor nominal. Esto no se
puede hacer para el Sintrom 1 dada la diferencia tan grande en los didmetros de cada tipo
de tableta, pero si para el Sintrom 4, donde las tabletas mencionadas anteriormente tienen
practicamente el mismo diametro pero distinto espesor. Y curiosamente usando la lente

que permite una irradiaciéon de 13 mm, el porcentaje de saturacién con las tabletas
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Figura 8.18 Comparacion de los espectros crudos adquiridos para tabletas de la misma
composicién pero dimensiones diferentes, midiendo en un caso mediante lentes distintos para
maximizar el area irradiada en cada tableta tipo de tableta (a), o midiendo ambos tipos de tableta
con el mismo didmetro de irradiacién (b). En (c) y (d) se representan los espectros recortados en
el intervalo 1 luego de aplicar las correcciones de linea base del Unscramber y un SNV.

comerciales en los canales que estdn mas al centro estaba entre el 12 y 13 %, mientras que
para las tabletas preparadas en el laboratorio rondaba el 8-9 %. Estas ultimas tabletas son
la mitad de gruesas que las tabletas comerciales, y esta diferencia de espesor podria ser la

causa de la menor saturacion de los canales centrales de la sonda.

8.5.2.2 Modelos de calibracion para las tabletas de Sintrom 1 usando el equipo Raman RXN1

acoplado a una sonda PhAT

Las Tablas 8.6 y 8.7 muestran las calibraciones obtenidas para el Sintrom 1, siguiendo las
Estrategias 1 y 2 segun se indic6 en la Figura 8.18, respectivamente. Considerando la
medicion de cada tipo de tableta usando el lente maximiza el area irradiada para cada
tamafio (Estrategia 1), los resultados son muy similares a los reportados en la Tabla 8.4

para estas tabletas en el equipo MultiRAM. El modelo generado usando los espectros de las
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Tabla 8.6 Figuras de mérito de los modelos de calibracién obtenidos al usar la Estrategia 1 para el
Sintrom 1 (valor nominal de las tabletas: 2 % p/p) con el equipo Raman RXN1, y comparativa de las
predicciones obtenidas por espectroscopia Raman con los valores de referencia. Para obtener estos

resultados se uso el intervalo espectral 1

9 HPLC (9 R 9
BLOQUE 1 # % RMSEC (% p/p) aman (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)

- L1 1.95 0.01 1.97 0.03 0.030 1.5
“No 5 L3 1.94 0.01 1.95 0.01 0.017 09
“a=33 2 98.1 | 0.047
=S >3 L4| 1.94 0.01 1.91 0.03 0.042 2.2

~ L5| 1.95 0.01 1.95 0.02 0.026 1.3

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.030, RSEP (%)= 1.5, Bias=-0.001

BLOQUE 2 HPLC (% p/p) Raman 2 caras Raman cara AA Raman cara CG
Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD
[7 ]
f89>| L1 1.95 0.01 1.97 0.03 1.96 0.04 1.97 0.03
°S= %5
3 gaQ L3 1.94 0.01 1.95 0.01 1.94 0.02 1.95 0.04
] |
TEIA[ L4 | 194 0.01 1.91 0.03 1.92 0.04 190 | 0.06
il L5 1.95 0.01 1.95 0.02 1.94 0.04 1.96 0.03
Resultados conjuntos de todas las tabletas: AA=>: RMSEP (% p/p)= 0.036, RSEP (%)= 1.8, Bias=-0.004
CG->: RMSEP (% p/p)= 0.045, RSEP (%)= 2.3, Bias= 0.001
9 HPLC (9 R 9
BLOQUE 3 # % RMSEC (% p/p) aman (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)
L1| 1.95 0.01 1.97 0.04 0.041 2.1
- 35 >
? =5 . 9081 | ooag I3 194 0.01 1.95 0.02 0.018 0.9
N . .
g = 3 L4| 194 0.01 1.93 0.04 | 0.036 18
(3]
© o L5| 1.95 0.01 1.95 0.04 | 0.039 2.0

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.035, RSEP (%)= 1.8, Bias= 0.003

9 HPLC (4% R 9
BLOQUE 4 # % RMSEC (% p/p) aman (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)
o L1| 1.95 0.01 1.97 0.03 0.031 1.6

- 3 =

g > & ) 98.1 0.048 L3| 1.94 0.01 1.94 0.04 0.040 2.1

Y ; E ’ ) L4| 1.94 0.01 1.90 0.06 0.069 3.5
=8 L5| 195 | 001 | 196 | 003 | 0033 | 17
Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.045, RSEP (%)= 2.3, Bias=-0.003

dos caras de las tabletas comerciales (bloque 1), permite obtener predicciones que no

difieren significativamente de los valores de referencia. Eso si, estas predicciones se

generaron usando s6lo dos factores en el modelo, mientras que para el modelo con el

equipo MultiRAM se usaron 4 factores. La magnitud del error de calibracién es muy
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similar en ambos casos. Por otro lado los resultados que se muestran en el bloque 2
también son muy similares a lo visto en el MultiRAM: las predicciones varian poco cuando
se usa un mismo modelo, y se cuantifican las tabletas del conjunto de prediccién usando
s6lo los espectros de una u otra cara. Finalmente en los bloques 3 y 4 se muestran los
resultados para nuevos modelos, generados con los espectros de s6lo una de las caras de
las tabletas, y prediciendo sélo con los espectros de esa misma cara. Al igual que con el
equipo MultiRAM, estos modelos también predicen valores que no difieren

significativamente de los valores obtenidos con el HPLC.

Los resultados para la Estrategia 2 se muestran en la Tabla 8.7. Debe mencionarse que
para el registro de las 3 posiciones en las tabletas preparadas en el laboratorio, estas
fueron rotadas 120 grados a mano, en algo parecido a las mediciones por mapeo con el
equipo MultiRAM, pero sin disponer de un médulo que permita el desplazamiento de las
tabletas. Para esta Estrategia solo se muestran los resultados correspondientes al bloque
1, y nuevamente las predicciones obtenidas no difieren significativamente de los valores
de referencia. Eso si, para obtener estas predicciones se incluyeron 4 factores en el modelo
de calibracién, a diferencia del modelo generado al irradiar toda la superficie de las
tabletas preparadas en el laboratorio, que inicamente requeria 2 factores. Esta diferencia
podria deberse a la disminucién considerable en el area irradiada: con las tres posiciones
usando la lente para una iluminacion de didmetro 3 mm se cubrié un 16 % de la superficie
de las tabletas preparadas en el laboratorio, mientras que con la lente para un diametro de
irradiacién de 13 mm se cubri6 un 94 % de la superficie de la tableta. A modo de
comparacion, en el equipo MultiRAM con las 7 posiciones en que se adquirieron espectros

Unicamente se irradié un 6.7 % de la superficie de estas tabletas.

Tabla 8.7 Figuras de mérito de los modelos de calibracién obtenidos al usar la Estrategia 2 para el
Sintrom 1 (valor nominal de las tabletas: 2 % p/p) con el equipo Raman RXN1, y comparativa de las
predicciones obtenidas por espectroscopia Raman con los valores de referencia. Para obtener estos
resultados se uso el intervalo espectral 2

9 HPLC (% R %
BLOQUE 1 # % RMSEC (% p/p) aman (% p/p) | RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)

g L1| 1.95 0.01 1.96 0.02 0.017 0.9

S
= o ) L2 1.94 0.01 1.95 0.02 0.022 1.1
K=23Z 4 97.8 | 0.048
S8 >3 L4| 1.94 0.01 1.93 0.03 0.023 1.2

a

N L5 1.95 0.01 1.97 0.02 0.027 1.4

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.022, RSEP (%)= 1.2, Bias= 0.007
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8.5.2.3 Modelos de calibracion para las tabletas de Sintrom 4 usando el equipo Raman RXN1

acoplado a una sonda PhAT

En el caso de los comprimidos de Sintrom 4 se generaron modelos siguiendo tres
estrategias (Figura 8.17). Los resultados para cada una se muestran en las Tablas 8.8, 89 y
8.10. Considerando la irradiacién de todas las tabletas con el haz de 13 mm los resultados
son muy buenos (Tabla 8.8): las predicciones del bloque 1 de la Tabla 8.8 no difieren
significativamente de los valores de referencia; y respecto al modelo, llama la atencién que

este contempla el mismo nimero de factores que los modelos del equipo MultiRAM (Tabla

Tabla 8.8 Figuras de mérito de los modelos de calibracién obtenidos al usar la Estrategia 1 para el
Sintrom 4 (valor nominal de las tabletas: 0.7 % p/p) con el equipo Raman RXN1, y comparativa de las
predicciones obtenidas por espectroscopia Raman con los valores de referencia. Para obtener estos
resultados se usé el intervalo espectral 3

BLOQUE 1 # % RMSEC HPLC (% p/p) Raman (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)
- o 2 L1| 0.707 0.007 0.709 0.009 0.005 0.8
g g 5;; 3 99.6 0.012 |L3| 0.702 0.014 0.699 0.003 0.015 2.1
S L5| 0.713 0.007 0.711 0.004 0.005 0.8

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.010, RSEP (%)= 1.4, Bias=-0.001

BLOQUE 2 HPLC (% p/p) Raman 2 caras Raman cara AA Raman cara CG
23 . Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD

E s j% L1 0.707 0.007 0.709 0.009 0.714 0.009 0.703 0.009
% "“:‘ E é L3 0.702 0.014 0.699 0.003 0.700 0.005 0.699 0.005
S L5 0.713 0.007 0.711 0.004 0.716 0.004 0.706 0.006

Resultados conjuntos de todas las tabletas: AA->: RMSEP (% p/p)= 0.011, RSEP (%)= 1.5, Bias= 0.003
CG~>: RMSEP (% p/p)=0.011, RSEP (%)= 1.6, Bias=-0.005

BLOQUE 3 # % RMSEC HPLC (% p/p) Raman (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)

I3z L1| 0.707 0.007 | 0.708 | 0.009 | 0.005 0.7

b §§ 3 99.6 0.012 |L3| 0.702 0.014 0.693 0.005 0.017 2.5

=88] L5| 0.713 0.007 0.709 0.004 0.007 0.9

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.011, RSEP (%)= 1.6, Bias=-0.004

soques| ¥ % | RMSEC HPLC (% p/p) Raman (% p/p) | RMSEP |, ., %)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)

% 3z L1| 0.707 0.007 0.710 0.009 0.007 1.0

$ S8 3 995 | 0013 [L3| 0702 | 0.014 | 0706 | 0005 | 0.016 | 22

=3 A L5| 0.713 0.007 0.714 0.005 0.006 0.9

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.010, RSEP (%)= 1.5, Bias= 0.003
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8.5), a pesar de que el drea cubierta en las tabletas comerciales con la sonda PhAT es del
97 %, mientras que para el FT-Raman con las 12 posiciones medidas tinicamente se
abarc6 un 1.7 % de la superficie. La varianza explicada en Y es ligeramente mayor y el
RMSEC ligeramente menor para los modelos con el equipo Raman RXN1, pero la diferencia

es minima.

En el bloque 2 se muestran las predicciones para el modelo del bloque 1, cuando se usan
s6lo los espectros de una de las caras. A diferencia de lo visto para el equipo MultiRAM en
el bloque 2 de la Tabla 8.5, con la sonda PhAT de 13 mm si bien los promedios de las
predicciones de los 3 lotes con los espectros de la cara AA son mayores que cuando se
usan los espectros de las dos caras, y la cara CG da lo opuesto, las diferencias son
significativas sélo para el lote 1 cuando se usa la cara AA, y para el lote 5 cuando se usa la
cara CG. La magnitud del bias de estas predicciones es comparativamente mayor que
cuando las predicciones se hacen usando los espectros de las dos caras. No obstante debe
destacarse que los lotes predichos con los modelos de cada instrumento son distintos
(comparar los bloques niimero 2 de las Tablas 8.5 y 8.8); eso si la pauta siempre fue
seleccionar los dos lotes mas alejados en la representacion del grafico de scores PC2 vs
PC1 usando los espectros recortados en alguno de los tres intervalos espectrales
probados, y luego de aplicar una combinacién especifica de pretratamientos. Con el fin de
comparar la Figura 8.15 (PCA’s de los espectros registrados en cada cara de las tabletas
comerciales de Sintrom 4 con el equipo MultiRAM), en la Figura 8.19 se presenta el PCA
obtenido al incluir los espectros de ambas caras de los 5 lotes de tabletas comerciales
adquiridos con la sonda PhAT de 13 mm, luego de aplicar el pretratamiento espectral
usado para el modelo de calibraciéon. Como se puede apreciar, el grafico de scores del PC2

vs PC1 no muestra ningn agrupamiento a diferencia de lo visto para el equipo MultiRAM.

PC-2 (14%)
PC-3 (9%)

A 0,5 0 0,5
PC-1 (36%) PC-2 (14%)

® CG @ AA

Figura 8.19 Graficos de scores incluyendo los espectros pretratados segun el modelo del Sintrom
Sintrom 4 (espectros adquiridos con el equipo Raman RXN1 usando el lente que permite una
irradiacién de 13 mm). (a) PC2 vs PC1, (b) PC3 vs PC2.
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Debe representarse el PC3 vs PC2 para notar la separacion de los espectros segun la cara
de la cual se adquirieron, con lo cual al hacer la irradiacién de las tabletas con una
iluminacién que cubre practicamente toda la superficie de la tableta, la diferencia entre
caras se detecta menos que en el caso de que los espectros se registren usando un laser de

didmetro mucho mas pequefio.

Las Tablas 89 y 8.10 muestran los resultados para la irradiacién de las tabletas
comerciales usando el lente que proporciona una iluminacién de 3 mm (Estrategias 2 y 3
de la Figura 8.17). Debe resaltarse que en el caso de la irradiacidon de los 4 cuartos de las
tabletas, esto Unicamente se hizo adquiriendo espectros de la cara AA, mediante la

rotaciéon a mano de los comprimidos cada 90 grados (porcentaje de area irradiada, 20.8

Tabla 8.9 Figuras de mérito de los modelos de calibraciéon obtenidos al usar la Estrategia 2 para el
Sintrom 4 (valor nominal de las tabletas: 0.7 % p/p) con el equipo Raman RXN1, y comparativa de las
predicciones obtenidas por espectroscopfa Raman con los valores de referencia. Para obtener estos
resultados se uso el intervalo espectral 3

BLOQUE 1 # % RMSEC HPLC (% p/p) Raman (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)
e U E L2| 0.706 0.010 0.707 0.013 0.008 1.1
§ g EE %5 3 99.2 0.017 |[L4| 0.706 0.006 0.709 0.007 0.008 1.2
L5| 0.713 0.007 0.717 0.006 0.008 1.1

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.008, RSEP (%)= 1.1, Bias= 0.003

Tabla 8.10 Figuras de mérito de los modelos de calibracion obtenidos al usar la Estrategia 3 para el
Sintrom 4 (valor nominal de las tabletas: 0.7 % p/p) con el equipo Raman RXN1, y comparativa de las
predicciones obtenidas por espectroscopia Raman con los valores de referencia. Para obtener estos
resultados se uso el intervalo espectral 3

BLOQUE 1 # % RMSEC HPLC (% p/p) Raman (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)
. > L1| 0.707 0.007 0.710 0.021 0.017 2.4
§ g §§ 3 99.4 0.014 |[L3| 0.702 0.014 0.702 0.004 0.015 2.1
Q L5| 0.713 0.007 0.710 0.009 0.010 1.4

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.010, RSEP (%)= 1.4, Bias=-0.0009

BLOQUE 2 HPLC (% p/p) Raman 2 caras Raman cara AA Raman cara CG
g% . Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD

E s j% L1 0.707 0.007 0.710 0.021 0.719 0.028 0.701 0.017
% 'c':“ % % L3 0.702 0.014 0.702 0.004 0.705 0.006 0.699 0.006
& 3° L5 0.713 0.007 0.710 0.009 0.722 0.012 0.698 0.010

Resultados conjuntos de todas las tabletas: AA=>: RMSEP (% p/p)= 0.021, RSEP (%)= 2.9, Bias= 0.008
CG~>: RMSEP (% p/p)=0.015, RSEP (%)= 2.2, Bias=-0.008
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%), mientras que cuando se adquiri6é un Unico espectro con este lente, se irradiaron las
dos caras de las tabletas comerciales (porcentaje de area irradiada en cada cara, 5.2 %).
Las figuras de mérito de los dos modelos son las mismas, y los valores predichos no
difieren significativamente de los valores de referencia. No obstante algo que se puede
destacar es que los bias son mas bajos cuando los modelos y las predicciones se generan
usando los espectros adquiridos en ambas caras de las tabletas (comparar los bloques 1 de

las Tablas 8.8 y 8.10, con los demas bloques de estas dos tablas).

Respecto a las Estrategias 2 y 3 se pueden hacer comentarios sobre las particularidades de
estas mediciones. En el caso de la irradiacién de todos los cuartos de las tabletas
comerciales de Sintrom 4 (Estrategia 2), existe la posibilidad de que los espectros
adquiridos contengan informaciéon generada de voliumenes de material que se hayan
muestreado mas de una vez: el didmetro de irradiacion son 3 mm, pero en el interior de la
muestra los fotones se desplazan radialmente, existiendo cierta posibilidad de que el
espectro que uno esperaria que contenga informacién de s6lo un cuarto, en realidad
también tenga informacion de los cuartos de tableta vecinos. Al respecto se puede decir
que para la determinacion del contenido de API en la tableta completa esto no representa
un problema, pero si que lo seria en el caso de que se quiera determinar el contenido de
API en los cuartos de tableta que se pueden obtener luego de su division. Esto es algo que

se investigé y los resultados se mostraran en el Capitulo siguiente.

Por otro lado, se ha incluido un bloque 2 para la Estrategia 3 con el fin de determinar qué
tan sensible es la irradiacion con un haz de 3 mm respecto a las diferencias entre caras. Ya
se vio que los 12 puntos muestreados con el MultiRAM son muy sensibles a esto, mientras
que al irradiar practicamente toda la superficie de la tableta esto practicamente no se
detecta. Curiosamente los resultados que se muestran en la Tabla 8.10, se encuentran en
medio de lo visto en los bloques 2 de las Tablas 8.5 y 8.8: con la cara AA siempre se predice
por encima, y con la cara CG por debajo en los 3 lotes que se cuantifican. Las diferencias
son numéricamente mayores que en el caso de una irradiacién con un haz de 13 mm, pero
son estadisticamente significativas inicamente para los valores del lote 5. La importancia
de la Estrategia 3 (irradiacién con un haz de 3 mm en las tabletas comerciales) estd en que
es muy similar a la irradiacién hecha en los instrumentos por transmision (irradiacion de
4.3 mm, y 4 mm para los equipos marca Horiba y Cobalt respectivamente, adquiriendo un
espectro en el centro de estas tabletas). Los resultados obtenidos para los espectrometros

Raman de transmision se presentan a continuacion.
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8.5.3 Obtencidon de los modelos de calibracion con el equipo Horiba AccuRA

8.5.3.1 Pardmetros para la adquisicion de los espectros

Dado que en las mediciones por transmision, la obtencién del espectro involucra las dos
caras de las tabletas (una es irradiada, y por la cara opuesta se recoge la radiacién de
interés), en la Figura 8.20 se representan a escala real las tres dimensiones de las tabletas
y el didmetro de irradiacién. Aqui se quiere resaltar que las tabletas preparadas en el
laboratorio para el Sintrom 1, tienen un espesor similar a las tabletas comerciales de
Sintrom 1, mientras que para el Sintrom 4 los dos tipos de tableta se asemejan en su
didmetro, pero el espesor de las preparadas en el laboratorio es la mitad del grosor de las
tabletas comerciales. No obstante a pesar de estas diferencias, con los dos instrumentos
por transmisién fue posible construir modelos que predijeran sin diferencia significativa

respecto a los valores de referencia.

Para las mediciones por transmision se pudo haber considerado la obtencion de espectros
irradiando cada una de las caras, volteando las tabletas de la misma forma que se hizo

para las medidas por retrodispersion. Sin embargo en base a lo reportado en la literatura

Tableta comercial

de Sintrom 4 de Sintrom 1 el laboratorio para las
calibraciones

|
% Las tabletas se colocaron sobre
Cara CG mirando ala CaraCG mirando ala la superficie de muestras, sin
fuente de irradiacion fuente de irradiacion ninguna preferencia respecto a
Cara © mirando al detector Cara ® mirando al detector cual cara se iba a irradiar

Figura 8.20 Representacion a escala real de los distintos tipos de tableta para los cuales se
generaron modelos de calibracion, y el didmetro de irradiacién con el equipo Horiba AccuRA (4.3
mm). La flecha inicamente indica el sentido de irradiacidn, evidentemente la radiacién sale por la
cara opuesta a la de irradiacién en multiples direcciones.
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respecto a la mucho menor dependencia de los espectros dependiendo de la cara irradiada
cuando se registra por esta geometria, y también en base a los trabajos previos realizados
por los cientificos de AstraZeneca en Raman por transmisidn, se decidié que se registraria
un Unico espectro por tableta. No obstante, este tnico espectro no se registré de la misma
forma en los dos instrumentos por transmision: para el AccuRA (Horiba) las tabletas
comerciales se colocaron siempre con la cara CG mirando a la fuente de irradiacion, y
recogiendo la radiacién por la cara AA en el caso del Sintrom 1, y por la cara marcada con
una cruz para el Sintrom 4, mientras que para el equipo TRS100 (Cobalt) las tabletas
comerciales se colocaron aleatoriamente respecto a la cara irradiada en la platina de

muestras.

Respecto a los parametros de adquisicion de los espectros en los instrumentos por
transmision, son configurables los mismos que se mencionaron anteriormente para el
equipo Kaiser: potencia de laser, tiempo de exposicién y nimero de acumulaciones, no
obstante los valores 6ptimos se determinan de una forma distinta. Los dos instrumentos
de Raman por transmisién incorporan un chip CCD que se satura al llegar a 65000 cuentas
(estas son las unidades en las que se determinan las intensidades en el eje 'y' de los
espectros), y entonces debe jugarse con los 3 parametros mencionados antes para no
sobrepasar este valor, con el fin de no tener bandas cuya parte superior se vea cuadrada.
Incluso los fabricantes recomiendan no registrar las bandas de interés hasta antes del
valor de saturacién: en el caso del equipo TRS100 el fabricante menciona que debe
trabajarse por debajo de las 40000 cuentas, ya que la sefial no es lineal por encima de este
valor. No es indispensable tener todo el espectro con las bandas completas, es decir, si a la
hora de registrar los espectros se sabe que las bandas de interés llegan hasta cierto
desplazamiento Raman, se pueden buscar las condiciones para las cuales se maximice el
pico mas intenso de interés, y de hecho para las mediciones realizadas las condiciones
Optimas se determinaron midiendo las intensidades de las bandas a 1342 cm1y 1086 cm-!
(ver Figura 8.10). Luego debe seleccionarse uno de los 3 tipos de tabletas que se
estudiaron para las mediciones de optimizacion. Entre mas delgadas sean las tabletas mas
luz llega al detector, por lo que el caso mas propenso a saturarlo corresponde a las tabletas
preparadas en el laboratorio (Figura 8.8). Luego de entre las 10 posibles tabletas a usar (5
niveles de concentracion para el Sintrom 1 y lo mismo para el Sintrom 4), se evalud cual de
ellas era mas propensa a dar espectros con una mayor pendiente, dado que con ésta es
mas facil alcanzar el limite de 40000 cuentas. Por este motivo se selecciond la tableta que
contiene un 70 % del valor nominal del Sintrom 4 para la optimizacién de los parametros.
En general la fluorescencia se asocia a los excipientes y las tabletas de esta composiciéon

contienen un 99.5 % p/p de compuestos que no son el API.
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La potencia maxima con la que se puede irradiar es de 500 mW y 1000 mW para los
equipos AccuRA y TRS100 respectivamente; con el primero habitualmente en AstraZeneca
habian trabajado a 300 mW, mientras que con el TRS100 finalmente se decidi6 irradiar
con la potencia maxima. Esta diferencia se tradujo en una disminucién considerable en el
tiempo de adquisicion total por espectro en el equipo marca Cobalt. El nimero de
acumulaciones no modifica el nimero de cuentas de las bandas espectrales, inicamente
sirve para mejorar la SNR de los espectros, por lo que antes de optimizar este nimero se
define el tiempo de exposicion, el cual fue de 20 s para el equipo AccuRA, y 2 s para el
TRS100; y al hacer 15 acumulaciones en el primero, y 64 en el segundo, el tiempo total de
registro fue de 5 min, y un poco mas de 2 min por espectro para los equipos AccuRA y
TRS100 respectivamente. En cuanto al intervalo espectral registrado en cada
espectrometro, en el instrumento Horiba los espectros se adquieren entre 2240 y 135 cm-
1, mientras que con el Cobalt es un poco mdas amplio, 2300-50 cm-t, y la resolucion de los
espectros con los cuales se trabaja (que no es configurable al igual que con el equipo
Kaiser) es de 0.3 cm'l y 1 cm! respectivamente. Finalmente respecto a la eliminacién de
los rayos cosmicos, en ambos instrumentos esto se hace automaticamente cuando se
selecciona un niimero superior a 1 acumulacién en el equipo Horiba, y 3 en el caso del

Cobalt.

En la Figura 8.21 se muestra el efecto de un pretratamiento espectral sobre las
intensidades de los espectros registrados en tabletas de distintas dimensiones pero con la
misma composicion (tabletas preparadas en el laboratorio de composiciéon 100 % el valor
nominal, y la tableta comercial correspondiente). Efectivamente las tabletas preparadas en
el laboratorio resultan en espectros crudos mas intensos en comparacién a las tabletas
comerciales, pero estos se superponen luego de la correccion de linea base y

normalizacion.

8.5.3.2 Comparativa de las mediciones en modo retrodispersion (instrumento Kaiser) y

transmision (instrumento Horiba), al irradiar el centro, o cada cuarto de tableta de Sintrom 4

A diferencia de las mediciones hechas con el equipo marca Kaiser, donde el lente que
permite una iluminacién de 3 mm se us6 para la obtencion de espectros en el centro de las
tabletas y en cada cuarto de tableta de Sintrom 4, en los instrumentos por transmisién los
5 lotes de Sintrom 4 Uinicamente se midieron registrando un espectro en el centro de cada

tableta. No obstante, como parte de un conjunto de pruebas preliminares con el equipo
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Figura 8.21 Espectros Raman de una tableta comercial (en rojo), y una tableta de calibraciéon
correspondiente al 100 % del valor nominal (en azul) de: (a) y (c) Sintrom 1, (b) y (d) Sintrom 4,
antes y después de aplicar las correcciones de linea base del Unscrambler y normalizacién a vector
unidad, registrados con el equipo Horiba AccuRA.

AccuRA se tomaron 3 tabletas del lote 1 y se registraron espectros en cada cuarto de
tableta (irradiando la cara CG), y ademas espectros en el centro irradiando las dos caras
(en total 6 espectros por tableta). Se dispone de este mismo conjunto de espectros para
estas 3 tabletas con el equipo Raman RXN1, y en la Figura 8.22 se compara la evolucién de
los espectros promedios de los 12 cuartos, las 3 caras AA, y las 3 caras CG con los
pretratamientos espectrales (para los modelos del Sintrom 4 en ambos instrumentos se
aplicaron las correcciones de linea base del Unscrambler y la normalizacién a vector
unidad como pretratamientos espectrales, usando los intervalos 2 y 3 para los equipos
Horiba y Kaiser respectivamente, eso si quitando siempre la sefal centrada en 1342 cm-1).
Como cabria esperar, la posicion en la cual se adquirieron los espectros se nota mas en los
espectros crudos y luego de las correcciones de linea base (esta tltima inicamente corrige
la pendiente de los espectros). No obstante, la separacién entre los espectros en las
Figuras (a-d) puede que no sea casual: en el modo retrodispersion los espectros obtenidos
en el centro de cada cara se diferencian mucho, estando el espectro de la cara AA por

encima del de la cara CG (lo cual esta acorde a la diferencia entre caras cuantificada
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Figura 8.22 Espectros adquiridos en tres tabletas de Sintrom 4 del lote 1, irradiando con un haz de
3 mm (Figuras a,c,e) o 4.3 mm (Figuras b,d,f) por Raman de retrodispersion (equipo Kaiser,

intervalo espectral 3) y transmisién (equipo Horiba, intervalo espectral 2). Con ambos

instrumentos se registraron espectros en los 4 cuartos de las tabletas (la linea azul representa el

promedio de los 12 cuartos), el centro de la cara marcada con una cruz (linea roja), y el centro de

la cara CG (linea verde).
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usando la Estrategia 3 para el Sintrom 4 en el equipo Kaiser -bloque 2 de la Tabla 8.10); y
por otro lado, en modo transmisién los espectros adquiridos en el centro de cada cara
estdn mas juntos, y el menos intenso corresponde al promedio de todos los cuartos (y se
observa que es considerablemente menos intenso). Luego al normalizar las diferencias son
mas dificiles de detectar, pero la secuencia de colores tiene mucho sentido: en modo
retrodispersion aparecen por encima el espectro promedio de los cuartos y el registrado
en el centro de la cara marcada con una cruz (todos estos espectros se adquirieron de la
misma cara), y por debajo el espectro de la cara CG; y en modo transmisiéon aparece el
espectro del centro de la cara con la cruz por arriba, luego el de la otra cara y por debajo el
espectro promedio de los cuartos. Estos cambios a pesar de ser pequefios, guardan mucha
relacién con lo reportado en la literatura sobre estas dos geometrias en las que se pueden
medir espectros Raman: el modo retrodispersion es mas sensible a la cara irradiada,
mientras que en transmision la dependencia de los espectros respecto a la cara irradiada,
y la cara por la cual sale la radiacion que atraviesa es menos importante. El hecho de que el
espectro promedio de los cuartos en modo transmisiéon resulte en intensidades un poco
menores podria deberse a una mayor importancia de la pérdida de radiacién en las
interfaces muestra-aire cuando no se irradia en el centro de la tableta, y la radiacion de

interés se recoge en el lado opuesto al de iluminacion.

8.5.3.3 Modelos de calibracion para las tabletas de Sintrom 1y Sintrom 4 usando el equipo

Horiba

Las Tablas 8.11 y 8.12 muestran las calibraciones y predicciones obtenidas para el Sintrom
1 y Sintrom 4 respectivamente, con los espectros adquiridos en el equipo marca Horiba. El
nuimero 6ptimo de factores para ambos modelos fue de 3, y las predicciones obtenidas no

difieren significativamente de los valores de referencia.

Tabla 8.4 Figuras de mérito de los modelos de calibracién para el Sintrom 1 (valor nominal de las
tabletas: 2 % p/p) con el equipo AccuRA, y comparativa de las predicciones obtenidas por espectroscopia
Raman con los valores de referencia. Para obtener estos resultados se uso6 el intervalo espectral 2

9 HPLC (¢ R 9
BLOQUE 1 # % RMSEC (% p/p) aman (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)

s L1| 1.95 0.01 1.95 0.03 0.023 1.2
=@ S L2| 194 0.01 1.95 0.03 0.025 1.3
a-235| 3 97.9 | 0.046
=3 >z L4| 194 0.01 1.93 0.04 0.036 1.9

S L5| 1.95 0.01 1.96 0.03 0.028 1.5

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.029, RSEP (%)= 1.5, Bias= 0.002
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Tabla 8.5 Figuras de mérito de los modelos de calibracién para el Sintrom 4 (valor nominal de las
tabletas: 0.7 % p/p) con el equipo AccuRA, y comparativa de las predicciones obtenidas por
espectroscopia Raman con los valores de referencia. Para obtener estos resultados se usé el intervalo
espectral 1 (quitando la sefial centrada en 1342 cm™)

BLOQUE 1 # % RMSEC HPLC (% p/p) Raman (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)
o o8 L2| 0.706 0.010 0.709 0.015 0.013 1.9
g E E(Eé % 3 99.3 0.016 |[L3| 0.702 0.014 0.703 0.006 0.017 2.4
L5| 0.713 0.007 0.713 0.011 0.012 1.7

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.014, RSEP (%)= 2.0, Bias= 0.001

8.5.4 Obtencion de los modelos de calibracién con el equipo Cobalt TRS100

8.5.4.1 Pardmetros para la adquisicion de los espectros

Dado que los parametros configurables en los dos instrumentos Raman por transmisién
son los mismos, en la seccion 8.4.4.1 se mencionaron también los valores para las
mediciones en el equipo Cobalt: 1 W de potencia de laser, 2 s de tiempo de exposicion y 64
acumulaciones. No obstante se omitid el asunto del didmetro de laser y el de la 6ptica de
recoleccion, que a diferencia del instrumento marca Horiba son seleccionables en este
espectrometro: el primero se dej6 en 4 mm debido a que se emplearon los mismos
portamuestras del equipo Horiba (que tienen un agujero de 5 mm), mientras que el de
recoleccion se dej6 en 8 mm para las tabletas de didmetro grande, y 4 mm para las
pequefias. Se us6 4 mm para las tabletas pequefias considerando que la diferencia entre el
didmetro de irradiacion y el didmetro de estas tabletas es muy pequefia, por lo que la
dispersion radial de los fotones en el interior de la muestra estd muy limitada dada la
cercania de la interfaz muestra-aire en los bordes de la tableta, aunque es verdad que
luego los fotones salen por la cara opuesta en multiples direcciones, y entonces no se
puede descartar el uso de didmetros de recoleccién mayores para estas tabletas. No
obstante se obtuvieron modelos adecuados para las condiciones de registro mencionadas

anteriormente.

Estos modelos se obtuvieron luego del preprocesamiento con lo que el fabricante llama
'estandar de Cobalt’, que es la combinacién de las dos correcciones para los ejes 'x' e 'y' de
los espectros que se mencionaron en la Tabla 8.2. Dado que con el instrumento Cobalt se

culmina la presentacion de los modelos obtenidos mediante espectroscopia Raman, en la
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Tabla 8.6 se muestra la relacién de alturas entre distintos picos de los espectros, y se ha
incluido por separado lo que se observa en los espectros crudos y luego del
"pretratamiento interno” en el instrumento Cobalt. Se reportan los resultados para las
tabletas comerciales de cada producto, y las tabletas preparadas en el laboratorio con un
contenido del 100 % el valor nominal, valores obtenidos al promediar todos los espectros
adquiridos en cada instrumento para cada tipo de tableta mencionado anteriormente. Con
el fin de medir la relacién de alturas sin el efecto de la pendiente de los espectros, para
estos calculos todos los espectros se recortaron en el intervalo 2 y se aplicaron las
correcciones de linea base del Unscrambler, las cuales son muy buenas en la eliminaciéon
de la pendiente de los espectros (en el caso del Sintrom 4 para estos calculos no se hizo la
eliminacion de la sefial centrada a 1342 cm-1). Por otro lado, en el pretratamiento de los
espectros para este apartado se incluyd una zona del espectro sin bandas al lado del grupo
de bandas del API, que se us6 para unos calculos respecto al ruido de la linea base que se

mostraran posteriormente.

Tabla 8.6 Relacion de alturas entre 3 picos de los espectros del Sintrom (los espectros de muestra
que se incluyeron corresponden a mediciones hechas con el equipo MultiRAM, luego de aplicar las
correcciones de linea base del Unscrambler).

05 0,4
1342
1086
04 1342
03
03 1086
02
02
01
" ap
API
185887 1699256 15934 13845 1226875 1005.33 | 1643.680 1672256 15064 137L4 1213258 103583
SINTROM 1 | SINTROM 4
Instrumento y tipo de tableta
1086/API 1342/1086 1086/API 1086/1342
Horiba (100 % Cal) 171 1.3 51.3 1.3
Horiba (tab comercial) 15.6 1.4 54.4 1.4
Cobalt (100 % Cal) PreProc 8.1 1.6 28.2 1.2
Cobalt (tab comercial) PreProc 7.2 1.7 29.6 1.3
Cobalt (100 % Cal) Raw 14.5 1.1 45.6 1.6
Cobalt (tab comercial) Raw 14.3 1.2 46.4 1.7
MultiRAM (100 % Cal) 7.2 1.6 21.5 1.1
MultiRAM (tab comercial) 6.7 1.6 20.3 1.1
Kaiser (100 % Cal) Spot grande 6.3 1.7 21.4 11
Kaiser (tab comercial) Spot peq 6.2 1.8 23.0 1.1
Kaiser (100 % Cal) Spot peq 6.7 1.7 - -
Kaiser (tab comercial) Spot grande - - 23.2 11
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Los valores de las tabletas comerciales y las tabletas preparadas en el laboratorio de la
misma composicion varian poco como cabria esperar. Luego respecto a los valores antes y
después de aplicar la correccion del 'estdndar de Cobalt', es evidente que antes de su
aplicacion la relacién de alturas es muy distinta a lo calculado para los otros instrumentos.
Pero en la tabla también se puede apreciar que los cocientes para el instrumento Horiba
son considerablemente distintos a los de los otros instrumentos, en especial cuando se
considera la relacion 1086/API: tanto para el Sintrom 1 como para el Sintrom 4 este
cociente es mucho mas alto que para los otros instrumentos. Esta diferencia en los
espectros obtenidos con el instrumento Horiba no se corrige con la normalizacién a vector
unidad de los espectros que ya previamente tienen corregida su linea base, tal como se
muestra en la Figura 8.23 para los espectros obtenidos con las tabletas comerciales de

Sintrom 1, registrados en los dos instrumentos usados de Raman por transmisidn.
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Figura 8.23 Espectros promedios de todas las tabletas comerciales de Sintrom 1 registrados en los
instrumentos Horiba AccuRA (Figuras a y c) y Cobalt TRS100 (Figuras b y d, en este caso partiendo
de los espectros ya corregidos con el 'estandar de Cobalt'). Se representa el cociente de la altura de
distintas bandas, antes y después de aplicar la normalizacién a vector unidad.
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8.5.4.2 Modelos de calibracion para las tabletas de Sintrom 1 y Sintrom 4 usando el equipo

Cobalt

Las Tablas 8.7 y 8.8 muestran las calibraciones y predicciones obtenidas para el Sintrom 1
y Sintrom 4 respectivamente, usando los espectros adquiridos con el equipo marca Cobalt.
El nimero 6ptimo de factores para el modelo del Sintrom 1 fue 4, uno mas que en el
modelo del equipo Horiba, aunque para el modelo del Cobalt tinicamente fue suficiente
con aplicar un SNV para la correccion de linea base y normalizacién de los espectros y
obtener el modelo de calibracién, mientras que para el Horiba se aplic6 una segunda
derivada a todos los espectros. Respecto al Sintrom 4, el modelo del instrumento Cobalt
tiene sélo 2 factores (modelo para el instrumento Horiba, 3 factores), las figuras de mérito
de la calibracién son muy similares y en ambos casos se realiz6 un paso de correccion de
linea base (correcciones del Unscrambler o segunda derivada), y luego la normalizacion a
vector unidad. Finalmente respecto al porcentaje de API encontrado en las tabletas
comerciales con estos modelos, las predicciones no difieren significativamente de los

valores de referencia.

Tabla 8.7 Figuras de mérito de los modelos de calibracién para el Sintrom 1 (valor nominal de las
tabletas: 2 % p/p) con el equipo TRS100, y comparativa de las predicciones obtenidas por espectroscopia
Raman con los valores de referencia. Para obtener estos resultados se usé el intervalo espectral 1

9 HPLC (9 R 9
BLOQUE 1 # % RMSEC (% p/p) aman (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)

L2| 1.94 0.01 1.96 0.02 0.021 1.1
o= L3| 1.94 0.01 1.95 0.02 0.014 0.7
4-32| 4 98.8 | 0.032
=3 > L4| 194 0.01 1.93 0.02 0.021 1.1

L5| 1.95 0.01 1.94 0.01 0.012 0.6

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.017, RSEP (%)= 0.9, Bias= 0.001

Tabla 8.8 Figuras de mérito de los modelos de calibracién para el Sintrom 4 (valor nominal de las
tabletas: 0.7 % p/p) con el equipo TRS100, y comparativa de las predicciones obtenidas por
espectroscopia Raman con los valores de referencia. Para obtener estos resultados se us6 el intervalo
espectral 2 (quitando la sefial centrada en 1342 cm™)

BLOQUE 1 # % RMSEC HPLC (% p/p) Raman (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)
«o o E L1| 0.707 0.007 0.708 0.014 0.010 1.4
g g Eé g 2 99.2 0.017 |L4| 0.706 0.006 0.712 0.010 0.013 1.8
L5| 0.713 0.007 0.712 0.009 0.009 1.3

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.011, RSEP (%)= 1.5, Bias= 0.002
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8.5.5 Obtencion de los modelos de calibracion para el Sintrom 1 con el equipo de

infrarrojo cercano Bruker MPA (modos reflectancia difusa y transmitancia)
8.5.5.1 Pardmetros para la adquisicion de los espectros

La Figura 8.24 resume las estrategias para el registro de las tabletas comerciales y
preparadas en el laboratorio de Sintrom 1 en modo reflectancia y transmitancia. La
justificacion del uso de distintos soportes se detalld6 en la presentacion de este
instrumento (seccién 8.3.3), por lo que ahora se quiere mostrar el impacto que tuvo sobre
los espectros adquiridos en modo reflectancia, el hecho de que las tabletas comerciales se
midiesen con un vidrio en medio (el del vial usado, que hizo posible emplear el carrusel de
muestras), mientras que la superficie de las tabletas preparadas en el laboratorio se
irradi6 directamente dado el agujero tan amplio que tenian los soportes que se disefiaron

en AstraZeneca para estas tabletas.

i

Soportes metalicos
hechos en AstraZeneca
para las tabletas de
mayor diametro

Viales vendidos

por Bruker para  Tableta comercial Tableta preparada en el
mediciones por de Sintrom 1 laboratorio para la

fl iadif
reflectancia difusa calibracién del Sintrom 1 (a)

Tableta comercial Tableta preparada en el

El agujero tiene 4.5 mm deSintrom 1 .Iaboratorio Pf"a la
de diametro calibracién del Sintrom 1 (b)

Figura 8.24 Representacion a escala real del didmetro de las tabletas, y el diametro de irradiacidn,
en las mediciones por reflectancia difusa (a) y transmitancia (b) de los comprimidos para los
modelos del Sintrom 1 por infrarrojo cercano. Notese que debido al uso de los viales para las
tabletas pequefias, en este caso se irradié el 100 % de la superficie de cada cara. Al igual que en las
mediciones Raman, las tabletas preparadas en el laboratorio se irradiaron sé6lo por una de las caras,
mientras que las tabletas comerciales se irradiaron en ambas caras (incluso en modo
transmitancia).
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En la Figura 8.25 se compara el efecto del uso de un vial para la medicién de las tabletas

comerciales de Sintrom 1 sobre la adquisicion en modo reflectancia difusa (a), con el

espectro obtenido al poner la misma tableta directamente en la ventana del espectrémetro

(b), y los espectros promedios de seis tabletas preparadas en el laboratorio con una

composicién 100 % el valor nominal (c) compactadas a tres presiones distintas (estos

medidos con el soporte para tabletas grandes mencionado anteriormente. De acuerdo al

disefio de experimentos que se usé, cada tableta a una presién distinta se compact6 por

duplicado, por eso se superponen 3 espectros). En la segunda fila se muestra el intervalo

espectral usado para la obtenciéon de los modelos (7095-4865 cm-l). Especificamente

Tableta comercial de Sintrom 1
puesta directamente en la ventana

del espectrémetro

Tableta comercial de Sintrom 1
dentro del vial de vidrio

Tabletas preparadas en el laboratorio con
un contenido 100 % el valor nominal,
compactada a 3 presiones distintas
(120-140-160 MPa)

14 16
o |1 (@) 15 (b) os| (€)
-~
Q 12 1,4
Q
S 1,1 13 0,5
8
P 1 1,2
S | os
Q ' 1,1 0.4
g 0,8
& 1
w
0,7 0,3
09
9137,909 8156,23 7232,41 6308,59 5413,7 4547.74 9137,91 8262,3 7481,2 6700,1 5919 5172,62 4329,8 9128,27 8262,3 7481,2 6700,1 5919 5176,48 4329,8
o 1 13
Q
3
S (d) (e)
v 0,3 12
S
o~
IS
Q
o
g 0,8
3 4 11
S
°
5
>
5 1
kS 7095,477 6678,89 6295,09 5911,29 5527,49 5143,69 7095,48 6719,39 6343,31 5965,29 5589,21 5211,19 7095,48 6717,46 6339,45 5961,43 5583,42 5205,41
0,08
(O] 0,05
Q h
S| 004 (g) 0,06 (h)
+
0,03 ) R
2 0,04 En la figura de la izquierda se
“ 0,02
Ry ' han superpuesto los espectros
0,02 .
<3 0,01 pretratados correspondientes a
Q .
E o o ~ las 3 presiones de
wv s
o 0,01 compactacion, y el espectro de
-~
-0,02 . .
] 0,02 ! la tableta comercial medido
Q 7095,477 6663,46 6266,16 5868,86 5471,56 5058,83 . L
@ dentro del vial de vidrio (trazado

-0,04
7095,48 6713,6 6349,09 5957,58 5564,13 5172,62

mas oscuro)

Figura 8.25 Comparativa del espectro registrado en una tableta de Sintrom 1 colocada directamente en

la ventana del espectrémetro (a), dentro del vial de vidrio (b, el modo en que se registraron todas las

tabletas comerciales) y tabletas preparadas en el laboratorio compactadas en las 3 presiones
contempladas en el disefio de experimentos (c). La segunda fila muestra el intervalo seleccionado para la
obtencidén de los modelos, y la tercera la apariencia de los espectros luego del SNV y la primera derivada
(en h se ha superpuesto el espectro de las 3 presiones con el espectro de la tableta comercial registrado

con esta dentro del vial).
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respecto a la figura (f), a pesar de que para el conjunto de tabletas representado se ve una
mayor pendiente al aumentar la presién de compactacién, esto no se observé en todos los
subgrupos de 6 tabletas con la misma composicién pero compactadas a presiones distintas
que se pueden hacer. Alcala y colaboradores 42 reportaron el efecto de la presiéon de
compactacion en la pendiente de los espectros en su trabajo, pero usaron un rango de
presiones mucho mas amplio que el considerado en este trabajo. Luego al pretratar los
espectros las diferencias debido a la presién practicamente desaparecen (Figura h); en un
PCA con todos los espectros de las tabletas preparadas en el laboratorio, estos
aparentemente aparecen acomodados por el orden de compactacién a lo largo del PC-4 en
el grafico de scores del PC-4 vs PC-3, con el primero que representa menos del 1 % de toda
la varianza, siendo la sefial con el maximo en 5250 cm-! la principal caracteristica del
loading de este PC. En la Figura h se puede apreciar que el espectro de la tableta registrado
en el vial, y el de las tabletas preparadas en el laboratorio con la misma composicidn, se

superponen considerablemente.

Respecto a la seleccidn de los parametros de adquisicidn, al ser un FT-NIR (y fabricado por
Bruker, al igual que el FT-Raman que se us6 durante esta tesis), las observaciones para
distintas resoluciones y nimero de barridos siguen la misma tendencia que en las
mediciones Raman, por este motivo con el fin de no incrementar demasiado el ruido de la
linea base (debido a una resolucién muy alta) y el tiempo de adquisicién (por hacer
muchos barridos), estos parametros se dejaron en 4 cm'! y 64 barridos. Bajo estas
condiciones cada espectro tomé aproximadamente 1 min, y se usaron las mismas

condiciones en modo reflectancia difusa y transmitancia.

8.5.5.2 Modelos de calibracion para las tabletas de Sintrom 1 por NIR en modo reflectancia

difusa

La Tabla 8.9 muestra los resultados por NIR en modo reflectancia difusa para las tabletas
de Sintrom 1. En el bloque 1 se muestra el modelo y las predicciones cuando se usan los
espectros registrados en ambas caras de las tabletas comerciales de Sintrom 1. El nimero
optimo de factores en el modelo es 5, y los 4 lotes fueron predichos sin diferencia
significativa respecto a los valores de referencia, no obstante el RSEP % global para los

lotes predichos es mas alto que para todas las mediciones hechas por Raman por
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Tabla 8.9 Figuras de mérito de los modelos de calibracién para el Sintrom 1 (valor nominal de las

tabletas: 2 % p/p) con el equipo MPA en modo reflectancia difusa, y comparativa de las predicciones

obtenidas por espectroscopia en el infrarrojo cercano con los valores de referencia.

# % RMSEC HPLC (% p/p) NIR (% p/p) RMSEP
BLOQUE 1 RSEP (%
Q factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p) %)
. L1 1.95 0.01 1.95 0.06 0.060 3.1
=%, A L2 1.94 0.01 1.94 0.03 0.029 1.5
=254 5 96.6 | 0.056
s S8 >\§ L3 1.94 0.01 1.96 0.04 0.043 2.2
@ L6| 1.95 0.01 1.97 0.03 0.038 2.0

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.045, RSEP (%)= 2.3, Bias= 0.007

BLOQUE 2 HPLC (% p/p) NIR 2 caras NIR cara AA NIR cara CG

w - Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD
é g L_ié L1 1.95 0.01 1.95 0.06 1.93 0.08 1.97 0.07
S S ; L2 1.94 0.01 1.94 0.03 1.91 0.06 1.98 0.05
'§ § S5 L3 1.94 0.01 1.96 0.04 1.94 0.06 1.98 0.06
A 3 L6 1.95 0.01 1.97 0.03 1.98 0.05 1.96 0.04

Resultados conjuntos de todas las tabletas: AA->: RMSEP (% p/p)= 0.068, RSEP (%)= 3.5, Bias=-0.008
CG—>: RMSEP (% p/p)= 0.059, RSEP (%)= 3.0, Bias= 0.022

# 9 RMSE HPLC (% NIR (% RMSEP
BLOQUE 3 % SEC (% p/p) % p/p) 5 RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)
TS L2| 1.94 0.01 191 0.05 0.065 3.3
P E ; oso | oo0gp |B| 9% | 001 | 194 | 006 | 0062 | 32
- . .
g = § L4| 194 0.01 1.93 0.07 0.064 3.3
(3o}
o - L6| 1.95 0.01 1.97 0.05 0.053 2.7
Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.061, RSEP (%)= 3.1, Bias= -0.005
# 9 RMSE HPLC (% NIR (9 RMSEP
BLOQUE 4 % SEC (% p/p) % p/p) S RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)
O L1 1.95 0.01 1.94 0.10 0.094 4.8
- 3 =
45 s 069 | o0ss [BL_194 0.01 1.96 0.07 | 0.066 3.4
< ; § ' ' L4| 1.94 0.01 1.94 0.07 0.064 33
= S = L5 1.95 0.01 1.87 0.12 0.140 7.2
Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.096, RSEP (%)= 4.9, Bias=-0.018

retrodispersion y transmisiéon. Luego al usar el mismo modelo pero cuantificando las

tabletas del conjunto de prediccién usando sélo los espectros de una cara (bloque 2), las

pruebas t dan que no hay diferencias significativas respecto a los valores de referencia, sin

embargo hay un nimero considerable de muestras que se predicen con una diferencia

superior al 5 % del valor que obtenido por HPLC (las predicciones para el lote 1 dan tres

muestras con una diferencia superior al 5 %, no obstante los residuales no estan

repartidos tan desigualmente respecto al nimero de unidades por encima y por debajo del
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Acenocumarol
\ AT | .,
/ e Figura 8.26 Representacién del
l loading del PC-1 del modelo usado
fe00qusy) oalgm” GUTLVNM Sisdy — Eapacm? para la cuantificacion de las tabletas
6064 cm™ 5749cm™
Loading factor 1 PLS de Sintrom 1 por reflectancia difusa

(en el centro), y el espectro del APl y

uno de los excipientes mayoritarios

luego del pretratamiento aplicado a
(\/’“ = Tl ¥ - = los espectros en el modelo (a los
extremos). Se resaltan las bandas del
API que se reflejan en el loading

Lactosa

valor de referencia). En un PCA incluyendo los espectros registrados en cada cara de la
tableta no es posible distinguir clusters segun la cara irradiada, lo cual concuerda con lo
visto con los espectros Raman para estas tabletas (ver por ejemplo Figuras 8.15a y c).
Finalmente en la Figura 8.26 se muestra el loading del PC-1 del modelo correspondiente al
bloque 1 (el PC-1 representa el 76 % de la varianza total de Y), y el espectro del
acenocumarol y la lactosa luego de los pretratamientos espectrales. Se resaltan las bandas
del API que parecen reflejarse en el loading del PC-1, y se ha incluido a modo de
comparacion el espectro de uno de los excipientes en mayor proporcion de la formulacion,

la lactosa.

Se procedié a rehacer los modelos usando unicamente los espectros adquiridos en una de
las caras (bloques 3 y 4), y nuevamente las pruebas t dan que no hay diferencia
significativa respecto a los valores de referencia, pero hay un nimero elevado de muestras
que dan por encima del 5 % de diferencia respecto al HPLC (por ejemplo, para el lote 1 en
el bloque 4, a pesar de que la diferencia en las medias es de solo 0.01, 4 de 12 las tabletas
predichas superan el 5 % de diferencia, y en el caso del lote 5 hay 3 tabletas con una
diferencia superior al 5 %, en este caso las medias son bastante mas distintas). Es posible
que mediante la aplicaciéon de una combinacién de pretratamientos distintos para la
elaboracién de los modelos usando una cara se obtuviesen mejores predicciones, sin
embargo para los modelos por Raman lo que se hizo fue mantener la misma combinaciéon

que se empled cuando se incluyeron los espectros de ambas caras.
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8.5.5.3 Modelos de calibracion para las tabletas de Sintrom 1 por NIR en modo transmitancia

Con el fin de completar los pardmetros de adquisiciéon para este modo de registro, debe
mencionarse que la unica forma en que se pudieron registrar las distintas tabletas de
Sintrom 1 (todas con un espesor cercano a 1.8 mm), fue usando uno de los filtros que
incorpora el espectrémetro para la prueba de linealidad fotométrica. El instrumento
incorpora tres filtros que permiten distintos niveles de transmision (los cuales se ubican
justo frente a la fuente NIR), y mediante el uso de uno de ellos fue posible reducir la
cantidad de luz que llegaba al detector. La tinica consecuencia que trae es la incorporacion
de una zona ruidosa desde 12800 cm-! hasta 10000 cm, lo cual a efectos de comparar los
intervalos que se registran en NIR por reflectancia difusa y transmitancia, hace mas
grande la diferencia entre ambos modos de adquisicion (ver Figura 8.3b). En la Figura 8.27
se muestra el espectro de una tableta comercial sin pretratar, y luego de la aplicacién del

SNV, el cual fue el Unico pretratamiento necesario para la obtenciéon del modelo de

calibracion.
4 05 3
@ (b) @
R Zona Intervalo 0
ruidosa usado para )
1{ debido al la obtencion 5B
filtro del modelo 0
°| atenuador o
1 {_H I

2 15 -2
12497,5 11566 10729 9855,3 8952,7 8063,6 7269 6408,84 9322,99 9006,7 8703,9 B406,9 8117,6 7803,23 7490,8 9322,99 9020,2 8715,48 8406,9 8117,6 7812,88 7504,3 7242

Figura 8.27 (a) Espectro NIR completo de una tableta comercial de Sintrom 1 registrado en modo
transmitancia. (b y c) Intervalo espectral seleccionado para los modelos (9323-7232 cm1), antes y
después de aplicar el SNV.

La Tabla 8.10 muestra los resultados de las calibraciones y predicciones para las tabletas
de Sintrom 1 usando los espectros NIR adquiridos en modo transmitancia. Respecto a las
figuras de mérito de la calibraciéon del bloque 1 (que corresponde a la inclusién de los
espectros obtenidos al irradiar las dos caras de las tabletas comerciales), la varianza
explicada en Y y el RMSEC son iguales a los valores del modelo para el modo reflectancia
difusa, aunque el modelo por transmitancia requiere Unicamente de 3 factores. Las
predicciones no difieren significativamente de los valores de referencia en ninguno de los
4 lotes predichos. Las predicciones para el mismo modelo del bloque 1, pero usando sélo
los espectros de una de las caras (bloque 2) también pasan la prueba t, aunque a diferencia
de lo visto en la Tabla 8.9 al usar solo los espectros de una de las caras no se incremento el

nimero de muestras que resultaban en una diferencia superior al 5 % respecto al valor de
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Tabla 8.10 Figuras de mérito de los modelos de calibracién para el Sintrom 1 (valor nominal de las
tabletas: 2 % p/p) con el equipo MPA en modo transmitancia, y comparativa de las predicciones

obtenidas por espectroscopia en el infrarrojo cercano con los valores de referencia.

9 HPLC (9 NIR (9
BLOQUE 1 # % RMSEC (% p/p) (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)

L1 1.95 0.01 1.95 0.03 0.027 1.4
| L2 1.94 0.01 1.94 0.02 0.014 0.7
“a=-3Z 3 969 | 0.055
S8 >0 L4| 1.94 0.01 1.95 0.04 0.040 2.1

L5 1.95 0.01 1.97 0.05 0.047 2.4

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.035, RSEP (%)= 1.8, Bias= 0.008

BLOQUE 2 HPLC (% p/p) NIR 2 caras NIR cara AA NIR cara CG
Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD
g g 9 L1 1.95 0.01 1.95 0.03 1.96 0.05 1.94 0.03
E e E% L2 1.94 0.01 1.94 0.02 1.94 0.02 1.95 0.03
E § S L4 1.94 0.01 1.95 0.04 1.96 0.07 1.94 0.05
& = L5 1.95 0.01 1.97 0.05 1.95 0.03 1.99 0.09

Resultados conjuntos de todas las tabletas: AA->: RMSEP (% p/p)= 0.047, RSEP (%)= 2.4, Bias= 0.008

CG~>: RMSEP (% p/p)= 0.055, RSEP (%)= 2.8, Bias= 0.008

BLOQUE 3 # % | RMSEC HPLC (% p/p) NIR (% p/p) RMSEP |, o..p %)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)
© L1| 1.95 0.01 1.96 0.04 0.036 1.8
25 12| 194 0.01 1.95 003 | 0032 | 17
5. 35 3 96.6 | 0057 L4| 1.94 0.01 1.95 0.03 0.028 1.4
=S L5| 1.95 0.01 1.95 0.04 0.034 1.7

Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.033, RSEP (%)= 1.7, Bias= 0.006

BLOQUE 4 # % RMSEC HPLC (% p/p) NIR (% p/p) RMSEP RSEP (%)
factores | Y-Exp | (% p/p) Prom SD Prom SD (% p/p)
-9 L1| 1.95 0.01 1.95 0.02 0.022 1.1
g :; ; 3 96.3 0.061 L2| 194 0.01 1.95 0.03 0.030 1.6
S = wu ) ) L4| 194 0.01 1.93 0.05 0.046 2.4
=3 L5 1.95 0.01 1.95 0.06 0.059 3.0
Resultados conjuntos de todas las tabletas predichas: RMSEP (% p/p)= 0.041, RSEP (%)= 2.1, Bias= -0.002

referencia. Luego el resultado de rehacer los modelos incluyendo sélo los espectros de una

de las caras de las tabletas comerciales también es bueno (bloques 3 y 4): las predicciones

pasan la prueba t, y se mantiene en cero el nimero de muestras que superan una

diferencia del 5 % respecto al valor de referencia, manteniendo evidentemente el mismo

intervalo espectral y pretratamiento que en el modelo que incluye los espectros

correspondientes a la irradiacién de las dos caras.
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El intervalo usado para el modelo con los espectros adquiridos por transmitancia también
esta disponible en los espectros de reflectancia difusa. Ambos intervalos (9323-7232 cm-!
y 7095-4865 cm-1) se encuentran separados por una sefial fina que aparece a 7184 cm, la
cual es bastante particular considerando el patrdn tipico de los espectros NIR. Esta se debe
al talco 43 que contienen las tabletas de Sintrom 1, y lo que se ve es que la zona alrededor
de este pico en los espectros de reflectancia difusa es mucho mas ruidosa que en los
espectros por transmitancia, por lo que habria que usar un intervalo mas corto que el
usado en los modelos por transmitancia, si se quiere aplicar este mismo rango espectral
para el modelo con los espectros adquiridos por reflectancia difusa. Es posible que este
mayor ruido se deba al vidrio de los viales con los cuales se registraron los espectros de

las tabletas pequefias en modo reflectancia difusa.

8.5.6 Sobre el uso de distintos intervalos espectrales y combinaciones de pretratamientos

para la obtencion de los modelos cuantitativos por espectroscopia Raman

A lo largo de la presentacion de los distintos modelos que se obtuvieron para todos los
instrumentos Raman, el tema de los pretratamientos espectrales que se aplicaron apenas
ha sido mencionado. En la mayoria de los casos se hizo un paso de correccién de linea
base, ya fuese usando las correcciones del Unscrambler, una derivada o SNV, y siempre eso
si una normalizacién a vector unidad o SNV. En este punto es posible preguntarse por qué
tanta variedad de pretratamientos con el fin de obtener los modelos, si siempre estamos
hablando de espectroscopia Raman e incluso en dos de los cuatro instrumentos la
irradiacion se realiza con un laser de 785 nm (instrumentos marca Kaiser y Horiba). En la
Figura 8.28 se muestra el espectro promedio de todas las tabletas comerciales sin
pretratar, registrado en cada uno de los instrumentos. La diferencia que se observa en los
espectros de partida, y mas especificamente la distinta pendiente que presentan éstos,
probablemente es la causa de que para cada instrumento se haya usado una combinacién
distinta de pretratamientos. Como se puede apreciar los espectros obtenidos con el FT-
Raman son los que presentan menos pendiente, y en el otro extremo estan los espectros
del equipo Horiba; en el primero la irradiaciéon se hace con un laser de 1064 nm por lo que
la fluorescencia esta considerablemente mas reducida que para las otras radiaciones de
excitacion. Las tres longitudes de onda de laser usadas se encuentran en el infrarrojo
cercano, sin embargo la diferencia en nandmetros es mucho mayor para el FT-Raman y

por este motivo al comparar los espectros de los otros 3 instrumentos, se pueden justificar
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Figura 8.28 Comparativa de los espectros promedios adquiridos para las tabletas comerciales de
Sintrom 1 y Sintrom 4 en los distintos instrumentos Raman. Los espectros se han recortado en el
intervalo 3, y se muestran sin aplicar ningiin pretratamiento espectral.
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las diferencias no en un menor o mayor impacto de la fluorescencia, sino en la distinta

forma en que cada instrumento hace la eliminacién de la radiaciéon Rayleigh.

. . ) , La Tabla 8.11 muestra la
Tabla 8.11 Relacién altura de pico de API/ruido de la linea

base (segin se definieron estos términos para generar los relacién pico API/ruido de
datos de la Tabla 8.6) en los espectros de las tabletas

. . . , la linea base para los
comerciales de Sintrom 1 y Sintrom 4 registrados en los

distintos instrumentos Raman. espectros adquiridos en
Instrumento y tipo de tableta SINTROM 1 SINTROM 4 los distintos instrumentos
Horiba (100 % Cal) 60.0 16.0 Raman, habiendo aplicado
Horiba (tab comercial) 57.0 12.0 Anicamente las
Cobalt (100 % Cal) PreProc 222.2 102.6

Cobalt (tab comercial) PreProc 4959 71.9 correcciones de linea base

i 0,

MUI?RAM (100 % Cal). 37.2 169 del Unscramber con el fin
MultiRAM (tab comercial) 38.8 16.2

Kaiser (100 % Cal) Spot grande 67.3 28.9 de eliminar la pendiente de
Kaiser (tab comercial) Spot peq 234.6 61.8 los espectros (lo que se
Kaiser (100 % Cal) Spot peq 208.5 -

Kaiser (tab comercial) Spot grande - 37.9 hizo para los espectros que

se muestran en la Tabla

8.6). Lo primero que se
puede mencionar es que la relacién siempre es mas alta para los espectros del Sintrom 1
que para los del Sintrom 4, lo cual tiene mucho sentido debido a la diferencia en el
porcentaje de API que contiene cada comprimido comercial. Considerando las mediciones
por retrodispersion, en el caso del MultiRAM no hay diferencia en los valores entre las
tabletas comerciales y las tabletas preparadas en el laboratorio; y para el instrumento
Kaiser no hay diferencias siempre que se use el mismo lente para la irradiacion: el
cociente calculado es menor cuando se usa el haz de 13 mm que cuando se irradia con un
didmetro de 3 mm, y esto tiene que ver con la diferencia tan grande que hay en la distancia
entre este elemento Optico y la superficie de la muestra en cada caso. Para los
instrumentos por transmisién se puede decir que la relaciéon calculada es mayor en las
tabletas preparadas en el laboratorio que para las tabletas comerciales, y esto es
especialmente evidente para el caso del Sintrom 4, donde hay mucha diferencia en el
espesor de cada tipo de tableta, y entonces mds fotones llegan al detector entre mas
delgado sea el comprimido. No obstante, para el instrumento Cobalt el cociente para las
tabletas comerciales de Sintrom 1 es mucho mayor que para las tabletas preparadas en el
laboratorio. Aqui debe recordarse que las tabletas pequefias se registraron en este
instrumento con un lente colector mas pequeno (4 mm, mientras que se usaron 8 mm para
las tabletas de mayor didmetro). El fabricante indica que el lente grande recoge la sefal en

un area mayor pero que la desenfoca, por lo que hay una disminucién en la intensidad, y
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efectivamente esto es lo que se refleja en las mediciones de las tabletas preparadas en el

laboratorio y comerciales de Sintrom 1 con el equipo Cobalt.

8.5.7 Comparativa de los modelos por espectroscopia Raman y NIR

La Tabla 8.12 resume las figuras de mérito de los modelos presentados en secciones
anteriores y los valores predichos para cada lote con su desviacion estandar; y se ha
incluido para cada modelo el porcentaje de area irradiado en cada cara de los distintos
tipos de tableta. Ya se sabe que los espectros adquiridos provienen de un volumen y no de
un area muestreada, y para calcular lo primero se necesita una profundidad de
penetracion de la radiacion. De esto se hicieron aproximaciones con el equipo MultiRAM,
para materiales que tienen un tamafio de particula considerablemente pequefio (~ 20 um).
Ahora se tratard de aproximar este dato en las tabletas analizadas para los dos

instrumentos de Raman por retrodispersiéon que se usaron.

Respecto al equipo Kaiser, Wikstrobm y colaboradores 4* hicieron mediciones para
determinar el volumen de muestreo con la sonda PhAT usando el lente que permite una
irradiaciéon de 3 mm. Las mediciones se hicieron con teofilina anhidra pero no se menciona
el tamafio de particula del material con el cual prepararon comprimidos de distinto
espesor. Hicieron entonces experimentos similares a los reportados en los capitulos
anteriores para el KHP, PS y MCC y encontraron que las intensidades dejaban de crecer
para un espesor de 2 mm. En nuestras mediciones para el KHP y MCC de 20 um esto
ocurria a 1.3 mm y 1 mm, y como parte de las conclusiones del trabajo con el KHP se dijo
que la profundidad de penetracién dependia del tamafio de particula, siendo mayor entre
mas grandes sean estas. En el Capitulo 1 se citaron algunos excipientes farmacéuticos y
sus tamafios de particula, y el valor mas bajo mencionado fue de 50 um, por lo que se
puede decir que la profundidad de penetraciéon en la mezcla multicomponente que
constituyen las tabletas de Sintrom es bastante mayor respecto a los reportados como
parte de esta tesis para los compuestos puros estudiados. El punto al que se quiere llegar
es que, sin decirlo con un 100 % de seguridad, es probable que en todas las tabletas
irradiadas para los modelos de Sintrom 1 se haya muestreado todo el espesor de la tableta.
El grosor de las tabletas preparadas en el laboratorio era de 1.7 mm, y el de las tabletas
comerciales 1.9 mm, ambos valores por debajo de los 2 mm profundidad de penetracion
reportada en la literatura para la sonda PhAT con el lente de 3 mm de irradiaciéon. Aqui
podria radicar parte de la justificaciéon de que usando un mismo modelo, pero incluyendo

s6lo los espectros de una de las caras las predicciones sean practicamente las mismas que
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LSC

Tabla 8.12. Comparativa de los resultados de calibracién y prediccidn para las tabletas de Sintrom 1 y Sintrom 4 con los distintos instrumentos Raman
y NIR usados a lo largo de este trabajo.

Raman NIR
HPLC Retrodispersion Transmision
= LOTE : . L s
£ MultiRAM - Kaiser . Horiba Cobalt Retrodispersion Transmision
- & Estrategia 1 Estrategia 2
E g g Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD
*E § X 1 1.95 0.01 Set de calibracién 1.97 0.03 1.96 0.02 1.96 0.03 Set de calibracion 1.95 0.06 1.96 0.03
) § N 2 1.94 0.01 1.96 0.02 Set de calibracion 1.95 0.02 1.95 0.03 1.96 0.02 1.94 0.03 1.94 0.02
§ 3 1.95 0.01 1.95 0.02 1.95 0.01 Set de calibracién | Set de calibracion 1.95 0.02 1.96 0.04 Set de calibracién
4 1.94 0.01 1.92 0.02 191 0.03 1.93 0.03 1.93 0.04 1.93 0.02 Set de calibracion 1.95 0.04
5 1.95 0.01 1.96 0.02 1.95 0.02 1.97 0.02 1.96 0.03 1.94 0.01 Set de calibracién 197 0.05
6 1.95 0.01 Set de calibracion | Set de calibracién | Set de calibracion | Set de calibracién | Set de calibracion 197 0.03 Set de calibracion
% irradiado en tableta comercial 6.7 34.6 34.6 71.1 61.5 100 77.9
% irradiado en tabletas prep @ lab 1.0 94.1 15.0 10.3 8.9 73.7 11.3
Numero de factores 4 2 4 3 4 5 3
% Y-Exp 98.6 98.1 97.8 97.9 98.8 96.6 96.9
RMSEC (% p/p) 0.037 0.047 0.048 0.046 0.032 0.056 0.055
RMSEP (% p/p) 0.025 0.030 0.022 0.029 0.017 0.045 0.035
Bias (% p/p) 0.004 -0.001 0.007 0.002 0.001 0.007 0.008
Raman por retrodispersion Raman por transmisién
= HPLC -
.E LOTE MultiRAM - Kalse.r - Horiba Cobalt
<+ £ o Estrategia 1 Estrategia 2 Estrategia 3
g g E Prom SD Prom | SD Prom SD Prom | SD Prom SD Prom SD Prom SD
E :§ E 1 0.707 0.007 Set de calibracion 0.709 0.009 Set de calibracion 0.710 0.021 Set de calibracion 0.708 0.014
(7 § S 2 0.706 0.010 0.698 | 0.018 Set de calibracién 0.707 | 0.013 Set de calibraciéon 0.709 0.015 Set de calibraciéon
§ 3 0.702 0.014 Set de calibracion 0.699 | 0.003 Set de calibracion 0.702 | 0.004 0.703 0.006 Set de calibracion
4 0.706 0.006 0.712 0.010 Set de calibracion 0.709 0.007 Set de calibracion Set de calibracion 0.712 0.010
5 0.713 0.007 0.718 0.013 0.711 | 0.004 0.717 0.006 0.710 | 0.009 0.713 0.011 0.712 0.009
% irradiado en tableta comercial 1.7 97.0 20.8 5.2 10.6 9.2
% irradiado en tabletas prep @ lab 1.0 94.1 94.1 94.1 10.3 8.9
Numero de factores 3 3 3 3 3 2
% Y-Exp 99.3 99.6 99.2 99.4 99.3 99.2
RMSEC (% p/p) 0.016 0.012 0.017 0.014 0.016 0.017
RMSEP (% p/p) 0.014 0.010 0.008 0.014 0.014 0.011
Bias (% p/p) 0.001 -0.001 0.003 -0.0001 0.001 0.002




si se incluyen los espectros de las dos caras que se irradiaron de las tabletas comerciales.
En el caso del Sintrom 1 parece que hay una relacién entre la robustez del modelo y el
volumen que se ha muestreado en los distintos tipos de tableta para su obtencién, esto
porque la Estrategia 1 para el instrumento marca Kaiser resulté en un modelo cuyo
ndmero 6ptimo de factores era 2, el nimero mas bajo de todos los mostrados para el
Sintrom 1. Los porcentajes de irradiacion de las tabletas preparadas en el laboratorio y las
tabletas comerciales varian mucho en cada modelo, sin embargo debe tenerse en cuenta
que la mayoria del modelo estd conformado por tabletas preparadas en el laboratorio, y
las ultimas son indispensables para incluir la variabilidad fisica en el modelo, dada la
distinta forma de preparaciéon de las tabletas de la planta de manufactura, de los
comprimidos que se obtienen mediante la prensa hidraulica utilizada. Aparte del asunto
del muestreo en la literatura el tema de la combinacién de pretratamientos espectrales
también se menciona como un factor que puede llevar a un modelo mas o menos complejo
(con mas o menos factores). Por ejemplo, Rantanen y colaboradores mencionan que el uso
de derivadas puede llevar a modelos que requieran mas factores para llegar al nimero
6ptimo, esto como resultado de un pretratamiento que incrementa el peso de pequeias
diferencias espectrales e incluso el nivel de ruido del espectro. Al respecto en los modelos
en los cuales se aplicaron derivadas a los espectros, se escogieron ventanas lo
suficientemente grandes con el fin de reducir el ruido de los espectros resultantes, sin
tampoco perder la informacién contenida en ellos (en la estrategia 2 con el instrumento
Kaiser la ventana de la segunda derivada fue de 19 cm, y de 15 cm-! para el modelo del
Horiba). Finalmente queda comparar los modelos Raman con los obtenidos por infrarrojo
cercano. El modelo NIR por reflectancia difusa requiri6 5 factores a pesar del elevado
porcentaje de irradiacion de los distintos tipos de tabletas. Entonces aqui la justificacion
podria estar relacionada con la considerablemente menor selectividad del NIR en
comparacion a la espectroscopia Raman. Tomando en cuenta que las tabletas analizadas
contienen Unicamente un 2 % p/p de API, no parece extrafio que el modelo requiera mas
factores. Incluso con 5 factores, la varianza explicada en Y llega al 96.6 %, un valor "bajo"
respecto a lo explicado por Raman independientemente de la geometria del instrumento.
El modelo NIR por transmitancia es mas sencillo, lo cual tiene sentido considerando el
intervalo tan estrecho con el cual se obtuvo el modelo. Como se mencioné anteriormente
no era posible usar este intervalo para el modo reflectancia difusa dado el mayor ruido

que presentaban los espectros en esta zona.

Por otro lado el Sintrom 4 represent6 el reto mayor respecto a la obtencién de los modelos

de calibracion, considerando el menor porcentaje en peso que contienen estas tabletas. No
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obstante, como se demostro en el estudio del Capitulo 7, la eficiencia de cierta estrategia
de medicion de los comprimidos depende de la distribucidn y porcentaje de particulas de
cada tipo que esté presente en la mezcla heterogénea bajo estudio, y no del porcentaje en
peso que es el nimero mas accesible previo al analisis. Se usaron distintas estrategias de
medicion de espectros, tomando en cuenta la mayor superficie disponible para irradiar en
estas tabletas y el factor tiempo de registro, el cual en todas las mediciones se procur6 que
no superase los 5 min por espectro. Lo mas destacable es que, dicho en palabras sencillas,
todos los modelos Raman son igual de buenos, indistintamente de la geometria del
instrumento y volumen muestreado. Para el instrumento Kaiser se generaron 3 modelos, y
no sorprende que todos requieran la misma cantidad de factores si estos contienen
mayoritariamente tabletas de 13.4 mm, las cuales para los 3 modelos se irradiaron con un
haz de 13 mm, por lo que el porcentaje irradiado es sumamente alto. Pero luego a la
izquierda tenemos el modelo para el MultiRAM, donde el porcentaje irradiado es
muchisimo menor en las tabletas comerciales y preparadas en el laboratorio. La causa
podria estar entonces en la calidad de las tabletas, respecto al tamafio de particula
adecuado del API y su homogenizacién en la tableta. Si el material bajo estudio se ha
preparado adecuadamente, los pretratamientos espectrales si que sirven para eliminar
variaciones no deseables en los espectros del conjunto de calibraciéon y en los de las
muestras que se quieren cuantificar. Tales variaciones incluyen fluctuaciones en la
intensidad de la radiacion de irradiacién, cambios en la linea base y efectos relacionados
con el tamafio de particula o su morfologia, o incluso cierta deteccion del orden en el cual
se registraron las tabletas como se mostro en el PCA de la Figura 8.13 para las tabletas de
Sintrom 4 en el MultiRAM. Se puede decir que estos efectos se han eliminado de los
espectros adquiridos, y los errores de muestreo son evidentemente bajos. No obstante
debe recordarse que en los resultados para el Sintrom 4 en modo retrodispersion, se vio
que las predicciones no eran buenas si para un mismo modelo, se decide predecir tabletas
usando Unicamente los espectros de una de las caras irradiadas. Esto podria deberse a dos
motivos: por un lado, evidentemente el usar solo los espectros de una de las caras implica
un menor volumen muestreado que si se incluyen las dos caras, o que esto no tenga que
ver con muestreo sino a diferencias entre las caras de las tabletas. Aqui debe recordarse
que las tabletas comerciales de Sintrom 4 tienen casi el doble de espesor que las
equivalentes del Sintrom 1. Al respecto se vio que en los espectros se detecta una mayor
cantidad de API si se irradia la cara marcada con la cruz que la cara CG. Esto se detecto
para las tabletas comerciales de Sintrom 4, pero respecto a las de Sintrom 1 no se puede
decir con seguridad si esto ocurre o no, dado que es altamente probable que se haya

muestreado todo el grosor de estas tabletas, por lo que no se detectan diferencias entre las
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caras. Finalmente se puede hacer un comentario respecto a las diferencias en los modelos
de los Raman por transmision para el Sintrom 1 y Sintrom 4. En el caso del Horiba los dos
modelos requieren 3 factores, pero con el Cobalt el modelo del Sintrom 1 requirié un
factor mas y el del Sintrom 4 uno menos; en el caso del primero debe recordarse que se
usaron dos oOpticas para la recoleccion de la radiacién, mientras que en el segundo se usé
el lente recolector mas grande que permite configurar el TRS100. Esto podria justificar la
diferencia entre el nimero de factores en estos modelos, considerando que el didmetro de

irradiacion es practicamente el mismo.

8.6 Conclusiones

La determinacion no destructiva del contenido de API en tabletas de Sintrom 1 y Sintrom 4
mediante espectroscopia Raman y espectroscopia NIR es plenamente viable. Diferentes
estrategias para la irradiacion de la muestra y posterior recolecciéon de la radiacién de
interés fueron probadas, variando el volumen muestreado y en todos los disefios probados
fue posible predecir el porcentaje de activo sin diferencia significativa respecto a los
valores de referencia. Esto habla bien de la calidad de los productos analizados, respecto al
adecuado control del tamafio de particula del API y los excipientes que se refleja en los
productos terminados, pero que seguramente es producto también de la verificacion de la
homogeneidad de la mezcla multicomponente antes de la compactacion. Para el didmetro
de irradiacion mas pequefio, siguiendo un razonamiento meramente intuitivo se
comprobd que es necesario adquirir espectros en mas de una posicién de la superficie;
luego para didmetros de irradiacién mas grandes también puede hacerse el analisis no
destructivo a partir de un Unico espectro, sin riesgos de que el espectro no provenga de un
espécimen sino que se deba a una muestra lo suficientemente representativa del total que
constituyen los lotes estudiados (cada tableta individual completa). Por otro lado los
pretratamientos espectrales aplicados cumplen con el fin de mantener la informacién pero
eliminando diferencias que no son de interés, por ejemplo, las distintas pendientes que
presentan los espectros individuales adquiridos. Se trata de algo que no es repetible entre
muestras, pero que luego de aplicar las correcciones de linea base del Unscrambler o una
derivada se hace desaparecer de los datos. Incluso en el caso de los modelos para el equipo
MultiRAM fue posible obtener modelos y predicciones adecuadas tnicamente aplicando
una normalizacién. En todo caso, la apariencia de los espectros crudos era distinta entre

los distintos instrumentos, lo cual requiere el uso de uno u otro intervalo espectral y
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combinacién de pretratamientos espectrales, a pesar de que se usaron 4 espectrémetros

Raman.
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CAPITULO 9

EVALUACION DE LA UNIFORMIDAD DE LAS UNIDADES
DE DOSIFICACION EN LOS COMPRIMIDOS DE
SINTROM 1Y SINTROM 4

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE
API| EN LAS MITADES Y CUARTOS DE LOS
COMPRIMIDOS DE SINTROM 4 POR
ESPECTROSCOPIA RAMAN

9.1 Introduccion

La demostracion de que un lote de produccién tiene la calidad adecuada se hace mediante
la verificacidon del cumplimiento de la especificacion del producto. Es comin que varias de
las pruebas en una especificaciéon se refieran a metodologias establecidas por las
farmacopeas, y a ciertos criterios de aceptacion estipulados en ellas. Una de estas pruebas
es la evaluacién de la Uniformidad de las Unidades de Dosificaciéon (abreviado UDU), la
cual se encuentra armonizada entre las Farmacopeas Europea (-EP por sus siglas en inglés,
capitulo general 2.9.40) y la de Estados Unidos (-USP por sus siglas en inglés, capitulo
general 905).

Esta prueba se usa con el fin de asegurar la consistencia de las unidades de dosis, y para
esto cada unidad en un lote debe tener un contenido de la sustancia activa en un rango
estrecho alrededor del valor declarado en la etiqueta. Evidentemente se trata de una
propiedad critica de un lote de determinado medicamento. Ademés de esta prueba, la
Farmacopea Europea aun incluye dos capitulos anteriores, 2.9.5 Uniformidad de masa de
las preparaciones de dosis individual y 2.9.6 Uniformidad de contenido de las
preparaciones de dosis individual (Uniformidad de Contenido, prueba CU por sus siglas en
inglés), los cuales aun aplican para medicamentos que fueron aprobados antes de la

introduccién de la prueba UDU. Se considera que la prueba UDU es superior a la CU dado

265



que tanto los lotes aceptados como los rechazados son examinados con mas precision

usando la prueba mas reciente.

Por otro lado, la divisién de comprimidos es una practica bastante comun considerada por
pacientes y médicos. Existen diversos motivos por los que se recurre a esto, los cuales
incluyen aumentar la flexibilidad de la dosis, facilitar la deglucién y el ahorro en costos
para pacientes y los sistemas de salud. A pesar de que es una practica ampliamente
extendida, en diversos estudios se ha resaltado lo delicado del acto de divisiéon. Por
ejemplo, las tabletas divididas pueden estar sujetas a una mayor fragmentaciéon y
friabilidad, y también se han reportado fluctuaciones significativas en la uniformidad de
masa de las mitades de tableta, lo cual hace mas amplia la variabilidad en la dosis cuando
se usan fracciones de tableta respecto al caso de suministrar Unicamente comprimidos

completos.

La divisién de comprimidos se ha abordado en diversas ocasiones en los estandares de las
farmacopeas, asf como por parte de agencias regulatorias y de manera especial por la FDA.
La Tabla 9.1 resume el estado actual de las pruebas requeridas y propuestas relacionadas
con la uniformidad de contenido del API, segin la ultima edicion de la Farmacopea
Europea y de Estados Unidos, y por parte de la FDA, siendo la FDA la ultima entidad que
propuso una guia que trata exclusivamente sobre la verificacion de los comprimidos
ranurados, la cual estd dirigida a la industria farmacéutica. La principal idea de esta
propuesta es que cada porcion dividida de una tableta completa debe considerarse una

unidad de dosis, por lo que debe cumplir con lo establecido por la prueba UDU.

Como parte de este trabajo se determiné la uniformidad de contenido, y la variacién de
masa, de los fragmentos en los que se pueden dividir los comprimidos de Sintrom 4, que
son los que tienen una ranura grabada y de los cuales actualmente en su ficha técnica se
menciona que solo sirve para facilitar la deglucién pero no para dividir en dosis iguales.
Tal como se dijo en el capitulo anterior, esta aclaracién no estaba incluida en la ficha
técnica de los comprimidos analizados para el trabajo que esta publicado como parte de
esta tesis, pero lo cierto es que la divisién de los comprimidos de Sintrom 4 sigue siendo
un habito comun, ya sea a mano o usando un cortador de tabletas. No obstante en la
practica también se realiza la division de comprimidos que no contienen ninguna ranura.
Recientemente la FDA publicé un estudio sobre la aplicacidn de la guia publicada por ellos
para la determinacién de la uniformidad de dosis de tabletas con y sin ranuras; las
primeras tienen un contenido de API muy elevado y tanto los comprimidos completos

como luego de dividir (a mano y usando dos cortadores de tableta) pasan la prueba UDU
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Tabla 9.1 Resumen de las pruebas para evaluar el contenido de API y la variacién de masa en
tabletas completas y sus fracciones, de acuerdo a la EP, USP y FDA. Se ha dado énfasis a lo que es
requerido para comprimidos de baja dosificacion, que es la categoria a la cual pertenece el Sintrom

1y Sintrom 4.

Tableta completa

Porcion de tableta

Uniformidad de las Unidades de Dosificacién
(UDU, incluida en la EP y USP): Se divide en
dos pruebas (uniformidad de contenido o
variacion de masa), dependiendo del
contenido de API (umbral: 25 mg o 25 %
p/p)- Incluye un término relacionado con el
contenido nominal del medicamento. Se
calcula un valor de aceptaciéon (AV por sus
siglas en inglés).

Uniformidad de contenido de las preparaciones
de dosis individual (incluida en la EP): Es una
prueba anterior a la UDU, y es requerida
para productos que contienen menos de 2
mg o 2 % p/p de API. Se estima la desviacion
respecto al valor promedio de las 10
unidades analizadas que pertenecen a un
lote. No se toma en cuenta el valor nominal
del medicamento.

Actualmente no hay pruebas en la EP ni en la
USP para la verificacién de la uniformidad de
contenido en las porciones de una tableta,
que deba realizarse como prueba de rutina.
En el afio 2013 la FDA publicé una guia para
la industria en la cual se propone la
aplicacidén de la prueba UDU: cada porcién de
una tableta se considera una nueva unidad
de dosis, y todas deben evaluarse. Esto es
distinto a la prueba incluida en la EP sobre la
evaluacidn de la subdivision de tabletas (ver
abajo), para la cual solo se toma uno de los
fragmentos en los que se divide la tableta y el
resto son descartados.

Uniformidad de masa de las preparaciones de
dosis individual (incluida en la EP): No se
requiere si se realiza la prueba de
Uniformidad de contenido.

Prueba de subdivision de tabletas (incluida en
la EP): La calidad de la divisién debe
evaluarse para determinar la uniformidad
en la masa de las porciones del
comprimido. Se determina la desviacién
respecto al valor promedio de la fracciéon
en el lote analizado.

Determinacién de la pérdida de masa
(incluida en la guia de 1a FDA de 2013): La
pérdida debe ser inferior al 3 % cuando se
dividen los comprimidos.

(se analizaron comprimidos de 6 fabricantes), mientras que las segundas se dividieron
usando dos cortadores de tableta y ninguno de los 5 fabricantes analizados pas6 la prueba
considerando fragmentos de tabletas (si aprobaban para el caso de tabletas completas). En
este trabajo se analizaron distintos fabricantes de cada producto porque la guia de la FDA
menciona que las propiedades de division de los medicamentos genéricos debe ser igual al
del medicamento de referencia. No estd de mas mencionar que los andlisis del contenido

de API se hicieron por HPLC. Finalmente respecto a la division de los comprimidos de
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Sintrom 1, en la literatura se menciona la fragmentacién de estos comprimidos, e incluso
la obtencion de octavos de tableta de Sintrom 4, aunque se reconoce lo dificil que puede

ser esto para un adulto mayor (los cuales son los principales usuarios del Sintrom).

En este capitulo se presentan los resultados de la verificacion de los lotes de Sintrom 1y
Sintrom 4 analizados mediante técnicas espectroscopicas al aplicar las pruebas de las
Farmacopeas, asi como de la evaluacion de las mitades y cuartos de tableta de Sintrom 4
que se pueden obtener luego de su fraccionamiento, esto ultimo siguiendo la guia
publicada por la FDA en el ano 2013. Para las tabletas completas se dispone de los datos
obtenidos por HPLC y por espectroscopia Raman y NIR, de los cuales se demostré en el
capitulo anterior que no difieren significativamente entre ellos (valores de referencia
versus cada técnica espectroscopica). Respecto a la evaluacién de las mitades y cuartos de
tableta de Sintrom 4, se presentard una comparaciéon entre las mediciones con el equipo
MultiRAM, y el equipo Kaiser con una sonda PhAT usando el lente que permite una
irradiacion de 3 mm (equipos en los que se registran los espectros en modo
retrodispersion). Para el primero dado que siempre se marcaron las posiciones de mapeo
siguiendo el mismo patron, es facil saber cuales 3 espectros pertenecen a cada uno de los 4
cuartos; mientras que para el equipo Kaiser se "reutilizaron" los espectros de la Estrategia
2 del capitulo anterior (es decir, cuando se irradié cada uno de los 4 cuartos de las tabletas
comerciales de Sintrom 4). Al hacer la evaluacién de las posibles fracciones de tableta
mediante espectroscopia Raman, y recordando que los espectros provienen de un
volumen muestreado en el interior de la tableta, es fundamental asegurarse que la
cuantificacién de una de las mitades no recoge informacidén de la otra mitad, o que al hacer
lo mismo para un cuarto de tableta, no se estdn muestreando los cuartos vecinos. Para esto
se hicieron pruebas adicionales midiendo un conjunto de tabletas comerciales de Sintrom
4 antes y después de dividir, y los resultados de estas mediciones se mostraran en

apartados posteriores.

9.2 Materiales y métodos

El detalle de las muestras analizadas y condiciones de registro de los espectros se
presentaron en el capitulo anterior. Las Uinicas mediciones adicionales que se realizaron
corresponden a las tabletas cuantificadas con los instrumentos retrodispersivos antes y
después de dividir a mano, a continuacion se explica brevemente en qué consistio este

experimento.
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9.2.1 Pruebas para la determinacion del efecto de la dispersion de la radiacion en el

interior de los comprimidos de Sintrom 4

Se tomaron 10 tabletas adicionales de las cajas correspondientes al lote 3, de las cuales se
registraron espectros por la cara AA con el equipo MultiRAM y con la sonda PhAT y el
lente 3 mm de irradiacion, con este ultimo irradiando cada cuarto de tableta y también en
el centro de la superficie. Este grupo de tabletas se manipul6 con especial cuidado, ya que
era de interés seguir en todo momento de cual cuarto de tableta se estaba registrando el
espectro; se tomd la masa de las tabletas completas y se procedi6 a su divisién a mano.
Seguidamente se midi6é la masa de cada cuarto y se registrd un espectro en cada cuarto de
tableta dividida. Para estas mediciones era de interés comparar los espectros antes y
después de dividir, y si hay diferencias significativas en los valores predichos en los

cuartos de tableta, por lo que los fragmentos no se procesaron por HPLC.

9.3 Resultados y discusion

9.3.1 Aplicacion de la prueba UDU a los lotes analizados de Sintrom 1 y Sintrom 4

La Uniformidad de las Unidades de Dosificacion (UDU) se define como el nivel de
uniformidad en la cantidad de la sustancia activa entre las unidades de dosificacion.
Evidentemente cada unidad en un lote debe tener un contenido de API en un intervalo
estrecho alrededor del valor nominal; por tanto hay dos aspectos que deben considerare:
la proximidad del valor promedio del lote al valor declarado en la etiqueta, y las
diferencias entre unidades de dosificacion (en este caso, entre comprimidos de un mismo
lote). Estos conceptos se expresan matemdaticamente mediante el célculo del Valor de

Aceptacion (AV por sus siglas en inglés), el cual se define como:
AV = |M—-X|+ ks (9.1)
donde

X es el valor promedio del porcentaje declarado en la etiqueta de las unidades analizadas.
M=98.5%siX<985%, M=Xs1985%<X<101.5%,yM=1015%siX > 1015 %.
s es la desviacion estandar del valor promedio del porcentaje declarado en la etiqueta.

k es la constante de aceptabilidad, k = 2.4 para 10 unidades.

Y el AV maximo para pasar la prueba es de 15.0.
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Como primer paso para la aplicacién de la prueba UDU debe hacerse la conversion de los
porcentajes en peso de los valores de referencia, y los valores predichos por técnicas
espectroscopicas, a miligramos de ingrediente activo por comprimido. Estos valores se
muestran en la Tabla 9.2. Con los datos de las Tablas 8.12 y 9.2 se puede calcular un valor
de RSD % para cada lote en cada instrumento, usando las unidades en las que se reportan
los resultados en cada tabla. La comparacion de los valores predichos por los distintos
modelos respecto a los valores de referencia se hace usando porcentajes en masa, dado
que lo que interesa es comparar la precisién de los distintos métodos. Luego en la prueba
UDU se evalda qué tan distintos son los valores encontrados para las tabletas analizadas,
respecto al valor nominal del medicamento (los miligramos de API en cada comprimido). Y
se observa que hay un incremento considerable en el RSD % cuando se usan los datos de
mg/tableta, el cual es 4 veces mayor respecto a los valores usando % p/p para el Sintrom
1, y aproximadamente 1.5 veces mas grande usando los datos para el Sintrom 4. El
aumento en los RSD % se debe al aporte que hace la variabilidad en la masa de los
comprimidos sobre el error total. La variabilidad en las masas es relativamente similar
para ambos tipos de comprimidos (un 1.2 %, y 1.7 %, usando para el calculo todos los

comprimidos comerciales de todos los lotes analizados de Sintrom 1 y Sintrom 4,

Tabla 9.2 Valores de referencia de los lotes analizados de Sintrom 1 y Sintrom 4, y las predicciones correspondientes
obtenidas por espectroscopia Raman y NIR, expresados en mg de API/comprimido

Sintrom 1 / 1 mg de acenocumarol por comprimido

Raman NIR
B HPLC Retrodispersion Transmisién
=) - . ‘e s
K R Ti
) MultiRAM . aiser . Horiba Cobalt etrodispersion ransmision
Estrategia 1 Estrategia 2
Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD
1 0.96 0.02 | Set calibraciéon 0.97 0.02 0.96 0.02 0.96 0.02 | Set calibracion 0.96 0.04 0.96 0.02
2 0.97 0.01 0.98 0.02 | Set calibracion 0.97 0.02 0.97 0.02 0.97 0.02 0.96 0.02 0.96 0.02
3 0.97 0.02 0.97 0.02 0.97 0.02 Set calibraciéon | Set calibracion 0.97 0.02 0.98 0.02 Set calibracion
4 0.94 0.02 0.94 0.02 0.93 0.03 0.94 0.03 0.94 0.03 0.94 0.02 | Set calibracion 0.95 0.02
5 0.96 0.02 0.96 0.02 0.96 0.03 0.97 0.02 0.96 0.02 0.95 0.02 | Set calibracion 0.97 0.03
6 0.96 0.02 Set calibracion Set calibracién Set calibraciéon | Set calibraciéon Set calibracion 0.97 0.01 Set calibracion
Sintrom 4 / 4 mg de acenocumarol por comprimido
Raman por retrodispersion Raman por transmisién
= HPLC
= Kai
S MultiRAM - alSEl" - Horiba Cobalt
Estrategia 1 Estrategia 2 Estrategia 3
Prom SD Prom | SD Prom SD Prom I SD Prom SD Prom SD Prom SD

1 3.92 0.04 Set calibracion 3.93 0.05 Set calibracion 3.94 0.12 Set calibracion 3.93 0.09
2 3.95 0.11 3.90 | 0.15 Set calibracion 3.96 I 0.13 Set calibracion 3.96 0.12 Set calibracion

3 3.93 0.12 Set calibraciéon 3.92 | 0.06 Set calibracion 3.93 | 0.05 3.94 0.05 Set calibracion
4 391 0.06 3.95 0.09 Set calibracion 3.93 0.06 Set calibracion Set calibracion 3.95 0.09
5 3.98 0.06 4.01 0.07 3.97 | 0.04 4.01 0.06 3.97 | 0.06 3.98 0.08 3.98 0.08
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respectivamente), pero dado que los comprimidos de Sintrom 1 pesan en promedio
Unicamente 50 mg, el impacto es mucho mayor para los resultados en mg de API/tableta

de estos comprimidos, que para los de Sintrom 4 (masa promedio ~550 mg).

Seguidamente siguiendo las indicaciones de la prueba UDU, las cuales son iguales ya sea
que se mire la EP o la USP, se puede calcular el AV. Los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla 9.3, y para estos se usaron los valores de las 12 unidades analizadas de cada
lote, a pesar de que el procedimiento de la farmacopea indica que deben analizarse solo 10
unidades del lote en verificacién. Como se puede apreciar todos los lotes resultaron en
valores de aceptacién por debajo de 15, de manera que las unidades que conforman los
lotes analizados de Sintrom 1 y Sintrom 4 son uniformes respecto al contenido de
ingrediente activo. Dado que anteriormente se demostré que los valores obtenidos por las
técnicas espectroscopicas y por HPLC no difieren de forma significativa, la conclusion es la

misma indistintamente del método usado para la determinacién del contenido de API.

Tabla 9.3 Valores de aceptacién para las tabletas completas de Sintrom 1 y Sintrom 4, calculados usando los valores
de referencia (HPLC), y los valores predichos por espectroscopia Raman y NIR.

Sintrom 1
Valores de Aceptacién
LOTE . Kaiser Kaiser _ NIR o
HPLC MultiRAM ESTRATEGIA 1 ESTRATEGIA 2 Horiba Cobalt Retrodispersion NIR Transmisién
1 6.4 Set calibracion 6.6 6.8 7.6 Set calibracion 111 7.8
2 5.3 5.1 Set calibracién 6.2 6.5 6.1 7.1 5.9
3 6.4 6.7 6.7 Set calibracién Set calibracién 6.5 5.8 Set calibracién
4 7.9 9.3 12.2 10.5 11.9 9.0 Set calibracion 9.6
5 7.5 7.1 8.6 7.9 8.1 8.3 Set calibracién 9.6
6 6.7 Set calibracién Set calibracién Set calibracion Set calibracion Set calibracion 3.5 Set calibracién
Sintrom 4
Valores de Aceptacién
MultiRAM MultiRAM . . .
LOTE 2 caras s6lo cara AA Kaiser Kaiser Kaiser
HPLC ESTRATEGIA ESTRATEGIA | ESTRATEGIA Horiba Cobalt
(Bloque 1 (Bloque 3 1 2 3
Tabla 8.5) Tabla 8.5)
1 2.9 Set calibracién Set calibracién 3.1 Set calibracion 6.9 Set calibracion 5.5
2 6.5 9.6 10.6 Set calibracién 7.5 Set calibracién 7.3 Set calibracién
3 7.6 Set calibracién Set calibracién 3.7 Set calibracion 3.4 3.1 Set calibracién
4 4.1 5.6 5.4 Set calibracién 4.1 Set calibracién Set calibracién 5.7
5 3.5 4.5 7.0 2.6 3.7 3.9 4.8 4.6
M N

N: Modelos usados para la determinacion del contenido de API en las mitades y cuartos de tableta que se pueden obtener luego de su division.
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9.3.2 Anadlisis del contenido de API en los posibles fragmentos de las tabletas de Sintrom 4

por espectroscopia Raman

9.3.2.1 Comparativa de los espectros registrados en el centro, o en los cuartos de las tabletas,

usando el mismo diametro de irradiacion

En el capitulo anterior se presentaron modelos, y las predicciones para un conjunto de
muestras externo, para los espectros registrados con el equipo Kaiser y la sonda PhAT con
la lente de 3 mm acoplada, ya sea irradiando los 4 cuartos de la tableta de Sintrom 4
(Estrategia 2 segtn la Figura 8.17), o adquiriendo Ginicamente un espectro en el centro de
las dos caras de las tabletas (Estrategia 3). El modelo de la Estrategia 3 se puede rehacer
incluyendo sélo los espectros adquiridos en el centro de la cara AA, y a continuaciéon
comparar las predicciones que se obtienen con las que resultan de la aplicaciéon de la
Estrategia 2 (irradiacion de los 4 cuartos, también s6lo por la cara AA). Se hizo una prueba
t de muestras emparejadas y se vio que la diferencia no es significativa al comparar las
predicciones en cada caso (esto Unicamente se puede hacer para el lote 5, que es el inico

lote que se predice en comun entre las Estrategias 2 y 3, ver Tablas 8.9 y 8.10).

Como se menciond en la secciéon experimental, de 10 tabletas de Sintrom 4 se tomaron
diversos espectros antes y después de dividir. Estando completas se registraron espectros
usando la iluminacién de 3 mm del equipo Kaiser en el centro y en cada cuarto de la cara
AA. La Figura 9.1 muestra el espectro promedio para cada posiciéon de irradiacidon (centro
o cuartos), ya sean crudos, luego de las correcciones de linea base del Unscrambler, y
luego de las BLC + normalizacion a vector unidad; y se muestra el grafico de scores del PC2
vs PC1 obtenido al incluir los espectros pretratados. Los espectros crudos registrados en el
centro de la tableta son mas intensos que los adquiridos en los cuartos, pero luego de la
normalizacion los espectros se superponen considerablemente. No obstante en un PCA de
los espectros pretratados aun es posible distinguirlos segin la posicién en que se
adquirieron. Es evidente entonces que la irradiacion ya sea en el centro de las tabletas o en
los cuartos, donde en el segundo caso hay una zona alrededor de la posicion de irradiacién
que estad relativamente cercana a la interfaz muestra-aire, se refleja en los espectros
adquiridos. Esta comparacidn se hizo para el equipo MultiRAM, pero para la irradiacion de
0.5 mm que es posible usando este instrumento no se notd esta diferencia (ver Figura
8.16). Esto es una primera sefial de que el riesgo de tomar informacién de los otros
cuartos, al hacer la irradiacién sobre uno de ellos, es mayor cuando mas grande es el area

irradiada.
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Figura 9.1 Comparacién de los espectros promedios registrados en el centro (en azul), y en los
cuartos de las tabletas de Sintrom 4 (en rojo), usando el equipo Kaiser con la sonda PhAT y la lente
que permite una irradiaciéon de 3 mm. (a) Espectros crudos, (b) Espectros luego de las correcciones
de linea base del Unscramber (BLC), (c) Espectros luego de las BLC + normalizacion a vector unidad
(UNorm). En (d) y (e) se muestra el grafico de scores del PC2 vs PC1, y el loading del PC1,
incluyendo los espectros individuales luego de la combinacién BLC + UNorm

9.3.2.2 Comparativa de los espectros adquiridos en los cuartos de tableta, antes y después de

su division a mano

Los resultados que se muestran en esta seccion corresponden al conjunto de tabletas de
las cuales se siguié cuidadosamente su registro como comprimido completo, y luego de su
divisién a mano para identificar en todo momento parejas de espectros -cuarto antes y
cuarto después- de dividir. Los espectros promedios de los cuartos antes y después de
dividir se muestran en la Figura 9.2, y en la Figura 9.3 los graficos de scores y el loading
del PC-1, generados con los espectros luego de la BLC + UNorm. Con los espectros crudos,
y luego de las correcciones de linea base, el espectro promedio de los cuartos
considerando la tableta completa es mdas intenso que el de los cuartos luego de la
fragmentacidn. Esto se aprecia tanto para el equipo MultiRAM (Figuras 9.2 a-c) como para
el Kaiser (Figuras 9.2 d-f), aunque la diferencia es mayor para el segundo. Luego de la

normalizacion los espectros promedios practicamente se superponen.

En el PCA de los espectros pretratados del equipo MultiRAM (Figuras 9.3 a-d) se nota
cierta agrupacion de los cuartos segln se irradiaron como tableta completa o luego de

pretratar. Se representd la elipse de Hotelling sobre el grafico de scores, y se procedi6 a
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Cuartos antes y después de dividir, equipo MultiRAM
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Figura 9.2 Espectro promedio de los cuartos antes (en azul) y después de dividir (en rojo)
adquiridos con el equipo MultiRAM y el equipo Kaiser usando una sonda PhAT y la lente para una
irradiacién de 3 mm. Se muestran los espectros crudos (a,d), luego de las BLC (b,e) y luego de las
BLC + UNorm (c-f).

identificar a qué cuarto correspondian los scores fuera de la elipse, y se vio que hay un par
de cuartos cuyos espectros promedios aparecen fuera, o muy cerca del area delimitada por
la elipse, tanto cuando se considera la tableta completa y luego de dividir (cuartos 6Q1 y
5Q4). En las Figuras 9.3 c-d se repite el PCA quitando los scores que estan fuera de la
elipse, y como se puede apreciar la mayoria de puntos azules (cuartos usando la tableta
completa) estan separados de los rojos (cuartos luego de dividir). Lo mismo pero para los
espectros adquiridos en el equipo Kaiser se muestra en las Figuras 9.3 e-f. Aqui es mucho
mas evidente la separacion de los cuartos segln se registraron antes o después de dividir,
y curiosamente aparecen dos cuartos fuera de la elipse, que corresponden al mismo cuarto

de tableta antes y después de dividir (nuevamente el cuarto 6Q1).

Se puede hacer una ultima comparacién considerando unicamente los cuartos luego de
dividir, seleccionando aquellos que resultaron en masas mas distintas. La Figura 9.4
muestra los espectros promedios de los cuartos mas y menos pesados, y como se puede

apreciar el promedio de los cuartos mas pesados (linea azul) es mas intenso que el de los
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Figura 9.3 Gréficos de scores PC2 vs PC1, de los cuartos de tableta de Sintrom 4 antes (en azul) y
después de dividir (en rojo). (a-d) usando los espectros del equipo MultiRAM, para c-d se repitio el
PCA removiendo los scores que estan fuera de la elipse de Hotelling, (e-f) usando los espectros del

equipo Kaiser.

cuartos de menor masa (linea roja). Esto se aprecia incluso luego de las BLC, aunque es
mas evidente para las mediciones en el equipo Kaiser. No obstante de los PCA incluyendo
los espectros de estos cuartos, se puede decir que se hace dificil diferenciar clusters segin

la masa del cuarto del cual se registraron los espectros (Figura 9.5).
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Espectro promedio cuartos mas pesados y mas livianos, equipo MultiRAM
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Espectro promedio cuartos mas pesados y mas livianos, equipo Kaiser
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Figura 9.4 Espectro promedio de los cuartos mas pesados (en azul) y menos pesados (en rojo)
luego de dividir las tabletas, adquiridos con el equipo MultiRAM y el equipo Kaiser usando una
sonda PhAT y la lente para una irradiacién de 3 mm. Se muestran los espectros crudos (a,d), luego
de las BLC (b,e) y luego de las BLC + UNorm (c-f).
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Figura 9.5 Gréficos de scores PC2 vs PC1, de los cuartos de tableta de Sintrom 4 mas pesados (en
azul) y menos pesados (en rojo). (a-b) usando los espectros del equipo MultiRAM, (c-d) usando los
espectros del equipo Kaiser.
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9.3.2.3 Cuantificacion de los cuartos de tableta de Sintrom 4, antes y después de su division a

mano mediante espectroscopia Raman

Habiendo descrito lo que se aprecia a simple vista mediante la superposicion de espectros,
y lo que revela una herramienta multivariable como es el PCA, queda evaluar qué tan
distinto se cuantifican los cuartos de tableta cuando se usan los espectros registrados en
los comprimidos completos o los fragmentos divididos. En cada cuarto hay 1 mg de
acenocumarol, pero dadas las dimensiones de estas tabletas esta cantidad representa
aproximadamente un 0.7 % p/p de API. La Tabla 9.4 muestra el promedio y la desviacién
estdndar para el porcentaje en peso del API en los 40 cuartos analizados antes y después
de dividir, y se ha incluido ademas los resultados en el caso de que estos 40 cuartos se
distribuyan en 4 grupos de 10 cuartos, tomando un cuarto de cada tableta. En ninguno de
los casos la diferencia en las predicciones antes y después de dividir es significativa luego
de aplicar una prueba t de datos emparejados, tanto para el equipo MultiRAM como para
el Kaiser. Dado que en este calculo Gnicamente se estd determinando el porcentaje de API
presente en una cuarta parte de la masa total que constituye, es posible considerar los
valores de la Tabla 9.4 como el valor predicho con cada instrumento para el comprimido
completo, siguiendo la "extrafia" estrategia de adquirir el(los) espectro(s) solo en un
cuarto de tableta. Recordando que las 10 tabletas usadas para este experimento
pertenecen al lote 3, y que el valor de referencia para este lote es de 0.702 % p/p (Tabla
8.12). considerando el equipo Kaiser los resultados obtenidos para estas tabletas son
bastante coherentes, mientras que con el equipo MultiRAM la media de los 40 cuartos es
un poco menor, pero eso si hay mucha variacién dependiendo del cuarto usado en la
cuantificacion. El experimento con el equipo Kaiser se asemeja a la Estrategia 3 segun la

Figura 8.17, sélo que usando uUnicamente el espectro de la cara AA, y desplazando la

Tabla 9.4 Valores predichos (en % p/p) para los cuartos de las 10 tabletas de Sintrom 4 de las
cuales se registraron espectros antes y después de dividir a mano. Para las predicciones del equipo
MultiRAM se usé el modelo del bloque 3 de la Tabla 8.5, mientras que los valores del equipo Kaiser
corresponden al modelo de la Estrategia 2 de esta instrumento (Figura 8.17)

Equipo MultiRAM Equipo Kaiser
Antes de dividir | Después de dividir | Antes de dividir | Después de dividir
Prom SD Prom SD Prom SD Prom SD
40 cuartos 0.696 0.033 0.689 0.029 0.701 0.014 0.700 0.026
4 Grupo 1 0.685 0.021 0.693 0.037 0.704 0.023 0.709 0.051

grupos | Grupo 2 0.689 0.024 0.695 0.022 0.702 0.009 0.698 0.011

de 10 Grupo 3 0.699 0.039 0.685 0.028 0.702 0.009 0.700 0.010

cuartos | Grupo 4 0.710 0.043 0.682 0.027 0.697 0.010 0.693 0.009
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posicion de irradiacién a uno de los cuartos de tableta; y en el caso del equipo MultiRAM lo
que se esta haciendo es cuantificar la tableta completa a partir del promedio de sélo 3

espectros, cada uno adquirido al irradiar con un haz de sélo 0.5 mm de didmetro.

Dado que no se dispone de valor de referencia para las 10 tabletas con las que se generé la

Tabla 9.4, se hicieron pruebas t de datos emparejados para:

- Los valores predichos irradiando solo un cuarto de tableta vs los valores de referencia
para el HPLC, esto para los lotes 2, 4 y 5 tanto en el caso del equipo MultiRAM (usando el
modelo del bloque 3 de la Tabla 8.5, dado que todo este estudio solo tiene que ver con la
cara AA de las tabletas), como para el equipo Kaiser (Estrategia 2 segun la Figura 8.17,

usando el modelo del bloque 1 de la Tabla 8.9).

- Los valores predichos irradiando usando solo un cuarto de tableta vs los valores

predichos cuando se irradian los 4 cuartos de tableta.

Y en ninguno de los casos la diferencia es significativa, por lo que aparentemente la
"estrategia extrafia" de adquirir espectro(s) sélo en uno de los cuartos de tableta, sirve
para obtener predicciones cuya diferencia es pequefia respecto al valor del HPLC, y al
valor que se predice al usar los espectros de los 4 cuartos. Se procedid a aplicar la prueba
UDU a los valores predichos mediante esta estrategia y los valores de aceptaciéon que
resultan se muestran en la Tabla 9.5. En el caso de las predicciones del equipo Kaiser todos
los AV estan por debajo de 15, por lo que a pesar de estar haciendo la cuantificaciéon
irradiando en una posicion relativamente extrafia (al menos no es la mas intuitiva si se
quiere adquirir un Unico espectro y el haz de irradiaciéon tiene un didametro de 3 mm), la
conclusién respecto a la uniformidad de contenido de los lotes es la misma que se report6
en la Tabla 9.3 para otras estrategias de adquisicion "mas légicas". Pero por otro lado,
segun las mediciones con el equipo MultiRAM y dependiendo del cuarto con el cual se haga

la cuantificacion, los lotes 2 y 5 no pasarian la primera parte de la prueba, que es la que se

Tabla 9.5 Valores de aceptacién para las 4 posibles combinaciones de los cuartos de las tabletas
de Sintrom 4, con el fin de evaluar el contenido del API en los comprimidos completos. En el caso
del equipo MultiRAM, cada cuarto de tableta corresponde al promedio de 3 espectros.

Valores de aceptacion, registro de los Valores de aceptacion, registro de los
cuartos con el equipo MultiRAM cuartos con el equipo Kaiser
Grupo 1 | Grupo 2 | Grupo 3 | Grupo 4 Grupo 1 | Grupo 2 | Grupo 3 | Grupo 4
de cuartos de cuartos de cuartos de cuartos de cuartos de cuartos de cuartos de cuartos
B2 10.7 13.0 14.7 17.7 B2 11.9 8.9 8.0 6.5
B4 7.8 10.1 9.6 7.4 B4 4.4 5.8 4.6 6.3
B5 15.3 10.4 17.8 10.8 B5 4.7 5.6 6.1 6.7
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hace analizando sélo 10 unidades de dosificaciéon. Entonces tendrian que analizarse 20
unidades mas de cada lote y repetir el calculo del AV. Debe mencionarse nuevamente que
los resultados de la Tabla 9.3 muestran que los lotes estan bien respecto a este atributo
critico de calidad, y entonces el error esta en el procedimiento de registro de los espectros.
La causa probablemente esta en que al considerar hacer un promedio de solo 3 espectros
para cuantificar la tableta completa de Sintrom 4, el valor que se predice puede fluctuar
mucho dependiendo de la proporcién de API o excipientes que se encuentre el haz de 0.5
mm en cada punto de medicién. En el capitulo anterior se vio que los valores que se
predicen de las tabletas de Sintrom 4 usando espectros individuales pueden variar desde
0.53 hasta 1.18 % p/p (valor nominal 0.7 % p/p), y evidentemente estaremos mas cerca
del valor real entre mas espectros (mas posiciones de la superficie) se registren. Se hizo la
prueba de predecir las tabletas completas de Sintrom 4 usando un espectro de cada cuarto
de la tableta (nuevamente para el equipo MultiRAM). Se probaron 2 combinaciones de 4
espectros, y en uno de los casos las predicciones obtenidas no difirieron significativamente
de los valores de referencia pero en el otro si; para el segundo caso se aplic6 la prueba
UDU y dos de los 3 lotes resultaron en AV por arriba de 15. Por tanto, la estrategia de
registrar un espectro en cada cuarto de las tabletas comerciales de Sintrom 4, tampoco es

adecuada para predecir el contenido de API en el comprimido completo.

9.3.2.4 Sensibilidad de la espectroscopia Raman en la irradiacion de un cuarto de tableta de
Sintrom 4 antes y después de dividir, versus el valor cuantificado antes y después de dividir. ¢ Es

vdlido el andlisis no destructivo de los posibles fragmentos?

De los resultados presentados en las secciones anteriores, debe sacarse una conclusién
respecto a si la espectroscopia Raman es una herramienta valida para evaluar el contenido
de API en las posibles mitades o cuartos que se pueden obtener al fraccionar las tabletas,
ya sea a mano o usando un cortador de tabletas. En el apartado 9.3.2.1 se mostré que con
los espectros adquiridos usando la sonda PhAT, ain luego de las correcciones de linea
base y normalizacion, se agrupan segin se hayan adquirido en el centro de la superficie
irradiada o sobre alguno de los cuartos. Todo este analisis se hizo con las tabletas intactas.
Se present6 también una comparativa incluyendo soélo espectros adquiridos en los
comprimidos fragmentados, luego de identificar cudles eran los cuartos de mayor y menor
masa. Aqui en los PCA practicamente no se nota agrupamiento segin la masa del cuarto
del cual se adquirieron los espectros (Figura 9.5). Y finalmente la primera parte de la

seccidn 9.3.2.2 compara lo que ocurre en los cuartos antes y después de dividir. En ambos
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instrumentos se observa un agrupamiento segun los espectros son de la tableta completa
o dividida, quedando muy en evidencia para el equipo Kaiser. No obstante en la
cuantificacién de todos los cuartos que se pueden obtener de las 10 tabletas analizadas
antes y después de dividir, se ve que las diferencias en las predicciones no son
significativas (Tabla 9.4). En este punto debe recordarse que la divisién se hizo a mano,
aplicando cierta presion sobre ambas caras de la tableta para finalmente lograr romperlas,
y como posible causa del agrupamiento observado se propone una deformacién a nivel
interno de los comprimidos debido a la presién aplicada. Esta presién podria aumentar el
numero de particulas que son muestreadas en el interior del material, y esto llevaria a la
obtencion de espectros mas intensos que cuando no se ha alterado de ninguna manera la
tableta en medicién. Dicho lo anterior, a continuacién se presenta el analisis cuantitativo
para las posibles mitades y cuartos de tableta que se pueden obtener de los comprimidos

de Sintrom 4, pero realizado de manera no destrucitva.

9.3.2.5 Determinacion del contenido de APl en las mitades y cuartos de los comprimidos de

Sintrom 4 por espectroscopia Raman

La Tabla 9.6 presenta los resultados de la cuantificacion del API para las dos maneras en
las que se pueden dividir los comprimidos de Sintrom 4 para obtener mitades (tomando la
pastilla en posicion @, se pueden obtener mitades a lo largo de la linea vertical u
horizontal), y los resultados de la aplicacién de la prueba UDU a estos fragmentos. Para
estos calculos, 1a masa que se introduce para pasar de % p/p predicho por Raman a mg de
API/mitad es la mitad de la masa registrada para el comprimido completo. Los valores
determinados por espectroscopia Raman con ambos instrumentos para las mitades pasan
la prueba UDU, aunque es evidente que los AV estan mas préximos al valor limite en el
caso del equipo MultiRAM (las cuantificaciones de estos posibles nuevos comprimidos de

2 mg se hicieron usando 6 espectros en el caso de este instrumento).

Los resultados para la cuantificacion en los cuartos de tableta se muestran en la Tabla 9.7.
Aqui se puede apreciar que para el equipo Kaiser todos los cuartos de los 3 lotes
analizados aprueban la prueba UDU, pero haciendo el analisis usando los 3 espectros por
cuarto registrados en el equipo MultiRAM, la conclusién es que algunos grupos de cuartos
de los lotes 2 y 5 no pasan la prueba. Los AV reportados en la primera mitad de la Tabla
9.7 son los mismos que se indicaron en la Tabla 9.5 para el caso de la cuantificaciéon de la
tableta completa irradiando s6lo uno de los cuartos, esto debido a que para los valores de

la Tabla 9.7, se asume que cada cuarto pesa exactamente la cuarta parte del comprimido
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Tabla 9.6 Contenido promedio (mg de API/mitad) y desviacién estdndar (n=12) encontrado en las
mitades de los comprimidos de Sintrom 4 usando los equipos MultiRAM y Kaiser. Se muestran

también los valores de aceptacion correspondientes para la prueba UDU.

Primer grupo de mitades Segundo grupo de mitades
Mitad 1 Mitad 2 Mitad 1 Mitad 2
- mg de API B2 2.00 0.08 2.02 0.12 2.01 0.09 2.01 0.10
é / mitad B4 1.96 0.05 1.99 0.04 1.97 0.06 1.98 0.06
% ySD B5 2.03 0.07 2.02 0.09 2.04 0.10 2.01 0.06
=
%‘3 B2 10.0 14.0 11.4 12.0
£ | av(ubuy) B4 6.7 5.3 6.8 6.7
= B5 8.7 10.7 12.7 6.6
mg de API B2 1.99 0.08 1.97 0.05 1.98 0.07 1.97 0.06
5 / mitad B4 1.95 0.03 1.97 0.04 1.97 0.04 1.96 0.03
ﬁs ySD B5 2.01 0.03 2.00 0.04 2.00 0.03 2.01 0.04
3
i B2 9.2 6.5 8.5 7.3
S | av (uDU) B4 4.6 5.0 4.6 4.1
B5 4.0 4.4 3.9 4.5

completo. Y tal como se dijo antes, el motivo de esta diferencia entre instrumentos esta en
lo deficiente que resulta hacer la cuantificacién promediando sélo 3 espectros, adquiridos
estos con una irradiacién de 0.5 mm. Finalmente en la Tabla 9.7 se han incluido los
resultados para la prueba antecesora a la UDU, la prueba de Uniformidad de Contenido de
las Preparaciones de Dosis Individual. Un lote supera la primera parte de esta prueba si
tomando aleatoriamente 10 unidades de dosificacion, todas se encuentran entre el 85 y
115 por ciento del contenido promedio (en esta prueba no se evaliia qué tan desviado esta
este promedio respecto al valor indicado en la caja del medicamento). Como se puede
apreciar en la Tabla 9.7 usando esta prueba ahora todos los cuartos del lote 2 cumplen,
pero hay un cuarto en el lote 5 que da por encima del 115 % del valor promedio. Al igual
que con la prueba UDU tendrian que analizarse 20 unidades mas de este lote, y de las 30
unidades no mas de una podria estar fuera de los limites indicados anteriormente (y
ninguna fuera del 75-125 %). El que ahora el lote 2 pase esta prueba alternativa de

uniformidad no es extrafio, por tratarse de una prueba menos exigente que la UDU.
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Tabla 9.7 Contenido promedio (mg de API/cuarto) y desviacién estdndar (n=12) encontrado en
los cuartos de los comprimidos de Sintrom 4 usando los equipos MultiRAM y Kaiser. Se muestran
también los valores de aceptaciéon correspondientes para la prueba UDU, y el valor minimo y
maximo encontrado al aplicar la prueba de Uniformidad de Contenido de las Preparaciones de
Dosis Individual (para aprobar la prueba usando 10 unidades, todos los valores deben estar entre

el 85y 115 %).

Primer grupo Segundo grupo Tercer grupo Cuarto grupo
de cuartos de cuartos de cuartos de cuartos
mgde APl | B2 099 | 004 | 101 | 005 | 1.02 | 006 | 1.00 | 0.07
/ cuarto B4 0.97 0.03 0.99 0.04 1.00 0.04 0.99 0.03
= ySD B5 1.02 0.06 1.01 0.04 1.02 0.07 1.00 0.05
% B2 10.7 13.0 14.7 17.7
S | avupu) | B4 7.8 10.1 96 7.4
é B5 15.3 10.4 17.8 10.8
S
< Prueba B2 93.1-108.4 % 92.5-107.8 % 91.3-112.3 % 88.6-113.1 %
anterior B4 95.7-104.3 % 93.7-108.4 % 96.3-111.3 % 94.2-104.6 %
alaUDU B5 93.1-110.9 % 92.4-105.5 % 93.2-120.2 % 93.8-109.3 %
mgde APl | B2 099 | 005 | 099 | 004 | 097 | 003 | 099 | 0.03
/ cuarto B4 0.98 0.02 0.98 0.02 0.99 0.02 0.99 0.03
ySD B5 1.00 0.02 1.00 0.02 1.01 0.03 0.99 0.03
g
E B2 119 8.9 8.0 6.5
© | AV (UDU) B4 4.4 5.8 4.6 6.3
5 B5 4.7 5.6 6.1 6.7
S
Prueba B2 94.3-113.9 % 94.2-106.7 % 95.5-106.1 % 95.9-105.7 %
anterior B4 97.1-103.2 % 95.1-102.4 % 96.9-104.4 % 93.5-102.8 %
alaUDU B5 95.6-101.9 % 96.2-103.0 % 96.3-103.7 % 95.6-106.3 %
9.3.3 Evaluacidn de las masas de los fragmentos que se obtienen al dividir los comprimidos

de Sintrom 4

La prueba de subdivisiéon de comprimidos incluida actualmente en la Farmacopea Europea
establece que deben tomarse 30 tabletas del mismo lote y dividirse a mano. Seguidamente
a diferencia de la propuesta de la FDA para la determinacién de la uniformidad de
contenido en las posibles fracciones que se pueden obtener del comprimido, donde todos
los fragmentos deben analizarse para verificar si cumplen la prueba UDU, en el presente
caso Unicamente se toma una de las mitades, o uno de los cuartos del comprimido para
calcular un promedio correspondiente a las 30 unidades iniciales. El resto de fragmentos

se descarta. Con el fin de pasar esta prueba, la masa de los 30 fragmentos (ya sean mitades
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o cuartos) debe estar dentro del 85-115 % de la masa promedio (maximo una masa
individual puede estar fuera de este rango). En caso de haber mas de uno fuera del 85-115

%, o con solo que uno esté fuera del 75-125 % el lote no pasa esta prueba.

No obstante, cominmente los médicos recomiendan hacer uso de cortadores de
comprimidos en caso de que deba recurrirse a esta practica. La superficie de estos
dispositivos es apta para evitar que la tableta se desplace una vez se ha colocado en la
posicion correspondiente, y entonces el paciente Unicamente debe cerrar el cortador,
aplicando un poco de presion, para hacer la divisién. En la Tabla 9.8 se compara el
resultado de esta prueba, dividiendo a mano y usando un cortador de tabletas modelo
Safety Shield (marca Ezydose). Se incluye ademas la estimacidn de la pérdida de masa
luego de dividir en mitades, y luego de la segunda divisién hasta los cuartos. Esta prueba
se hace con 15 comprimidos, y la pérdida debe ser menor al 3 % en comparacién a la

tableta completa.

Tabla 9.8 Pruebas considerando masas para evaluar la subdivisiéon de los comprimidos de
Sintrom 4 en mitades y cuartos (n=30). La pérdida maxima en la divisién se determiné siguiendo
la guia de la FDA del 2013 (n=15). Se muestran los resultados cuando se hace la divisién a mano, o
usando un cortador comercial de comprimidos.

Divisién a mano Divisién con cortador
Mitades Cuartos Mitades Cuartos

Masa promedio (MA), mg 271.4 140.7 279.4 141.8
85-115 % de MA, mg 230.7-312.2 | 119.6-161.8 237.5-321.3 | 120.6-163.1

Masa minima, mg 240.7 108.3 261.2 122.8

Masa mdxima, mg 319.3 175.4 310.4 152.9

# de muestras fuera de los limites 2 5 0 0
Pérdida mdxima (%) 0.56 0.34 0.78 0.55

Los resultados de la Tabla 9.8 muestran que a pesar de que la prueba de subdivisiéon
incluida en la Farmacopea Europea no requiere medir la masa de todos los fragmentos que
se obtienen al dividir, el promedio de las mitades y los cuartos seleccionados al azar, se
aproximan mucho ya sea que se dividan a mano o usando un cortador. No obstante la
separacion de los valores individuales respecto al promedio es muy distinta segiin cémo se
haga la divisién: a mano no se pasa la prueba ni siquiera para la fragmentacién a mitades,
mientras que usando el cortador todas las 30 mitades y los 30 cuartos se encuentran entre
el 85 y el 115 % del valor promedio. En el trabajo publicado como parte de esta tesis
Unicamente se realizé la division a mano, y en aquel momento la prueba se pasé

considerando las mitades pero no para los cuartos. Para aquellos comprimidos en su ficha
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técnica no se indicaba nada sobre la funcionalidad de la grabacion en forma de cruz que
tienen los comprimidos de Sintrom 4, sin embargo para las tabletas analizadas en el
trabajo presentado en el capitulo anterior, ahora si que se menciona que ésta inicamente
sirve para facilitar la deglucién y no para obtener dosis igual. Textualmente lo que indica
la Farmacopea Europea en la descripcion de esta prueba, es que efectivamente las tabletas
pueden dividirse en partes, ya sea para facilitar la toma o cumplir con la posologia, y que
en el segundo caso la subdivision debe evaluarse y quedar autorizada por el ente
correspondiente. Dado que el actual fabricante del Sintrom ha puesto una nota aclaratoria
en la informacién que tiene aprobada de su producto, legalmente ya no esta obligado a
cumplir con la prueba de subdivisidn, sin embargo la revisiéon de guias para pacientes que
son tratados con Sintrom demuestra que en la practica el comprimido de 4 mg se usa para
obtener dosis de 2 o 1 mg. Respecto a la pérdida de masa debido a la divisidn, la pérdida
usando el cortador de comprimidos es ligeramente mayor a cuando la fragmentacién se
hace a mano, sin embargo en ambos casos se estd muy por debajo del limite del 3 % que

establece la guia de la FDA.

En la metodologia de analisis propuesta para las posibles nuevas unidades de dosificacion
que se pueden obtener al dividir las tabletas de Sintrom 4, la tinica forma de pasar del %
p/p que se obtiene por espectroscopia Raman a mg de API/masa de unidad de dosis es
asumiendo que cada mitad y cuarto tienen la masa que resulta de dividir el dato del
comprimido completo entre 2 o 4. De esta forma se obtuvieron los AV de las Tablas 9.6 y
9.7. No obstante, de los 10 comprimidos que se analizaron antes y después de dividir a
mano, se dispone del dato cuantificado por espectroscopia Raman para cada cuarto, y la
masa exacta de cada fragmento dividido. En la Tabla 9.9 se muestran los resultados para
estas porciones de tableta: de los 40 cuartos generados, que corresponden a 10 tabletas, se
puede tomar uno de cada comprimido completo y hace 4 grupos de 10, y de los datos de
mg de API/porcion de tableta aplicar la prueba UDU (se han incluido solo los datos
correspondientes al equipo Kaiser, dado que ya se demostré que la cuantificacion
mediante el promedio de 3 espectros que se hace con las mediciones del equipo MultiRAM,
no es adecuada para el analisis de los cuartos de tableta). Los datos de esta tabla combinan
el efecto del contenido del API en cada area irradiada y la dispersion de las masas de los
fragmentos luego de la division a mano, pero visto desde el punto de vista de un paciente
lo que se muestra es la variacion en la dosis que puede ingerir a partir de la division a
mano de los comprimidos comerciales de Sintrom 4. Los resultados no son para nada

buenos, para la mayoria de grupos de cuartos la dosis maxima es un 70 % mayor que el
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Tabla 9.9 Contenido promedio (mg de API/cuarto) y desviacién estdndar (n=10) encontrado en
los cuartos de los comprimidos de Sintrom 4 obtenidos luego de su divisién a mano. El % p/p de
las nuevas unidades de dosificaciéon se determiné con el equipo Kaiser. Se muestran también los
valores de aceptacion correspondientes para la prueba UDU.

Primer grupo | Segundo grupo | Tercer grupo | Cuarto grupo
de cuartos de cuartos de cuartos de cuartos
mg de API/cuartoy SD 1.10 | 0.19 0.98 0.12 095 | 0.17 | 0.85 0.15
mg minimo en los 10 cuartos 0.89 0.71 0.74 0.69
mg maximo en los 10 cuartos 1.53 1.19 1.20 1.19
AV (UDU) 53.7 29.5 443 49.1

valor minimo de estas 10 "nuevas" unidades de dosificacion. Luego las pruebas UDU dan
mal. Con solo considerar la desviacidn estandar de los 10 valores de contenido de AP],
convertidos cada uno a porcentaje del valor nominal (1 mg por cuarto) en 3 de los 4

grupos ya se supera el valor limite de 15.0.

9.4 Conclusiones

Los comprimidos de Sintrom 1 y Sintrom 4 analizados por espectroscopia Raman y NIR
poseen una uniformidad de contenido adecuada, la cual se demuestra mediante la prueba
harmonizada UDU incluida en la Farmacopea Europea y la de Estados Unidos. El desarrollo
del proceso de manufactura y la formulaciéon de medicamentos como el Sintrom, que son
de baja dosificacién, implican una serie de retos adicionales para el fabricante; uno de
estos es alcanzar la uniformidad de contenido debido a la baja concentracién del API, y en
este sentido se puede decir que este parametro critico de calidad estuvo bajo control en

los lotes analizados.

Como parte de esta tesis se propuso también el uso de la espectroscopia Raman para la
determinacién no destructiva del contenido de API en los posibles fragmentos de tableta
que se pueden obtener luego de la division de los comprimidos de Sintrom 4. Mediante el
anadlisis de un conjunto de tabletas, de las cuales se irradiaron los cuartos antes y después
de dividir, se demostré que las predicciones no difieren significativamente ya sea que el
analisis se haga con el comprimido completo o con los cuartos divididos. En las distintas
comparaciones que se presentaron de los espectros adquiridos, aparecen clusters seglin
estos provienen del comprimido completo o dividido, sin embargo al haber hecho la
divisién a mano, los pequefios cambios que pueden ocurrir en el interior y en la superficie

de los materiales pueden verse reflejados en los espectros adquiridos. Al fin y al cabo la
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informacién de interés, que es cuantificar el contenido de API en cada cuarto pero sin

necesidad de hacer la fragmentacion, se extrae adecuadamente.

La guia publicada por la FDA sobre comprimidos ranurados se aplicé a los datos del
contenido de API en las mitades y cuartos de comprimido de Sintrom 4, los cuales se
obtuvieron haciendo uso de dos instrumentos retrodispersivos. Los valores cuantificados
en las mitades de comprimido pasan la prueba UDU, y se llegd a la misma conclusién en
ambos instrumentos; no obstante los resultados de esta prueba fueron distintos para cada
espectrometro: todos los cuartos de los 3 lotes analizados la pasan segun el equipo Kaiser,
pero en el caso del equipo MultiRAM en 2 de los 3 lotes analizados hay algin grupo de
cuartos que resulta en un AV superior a 15.0, por lo que estos posibles nuevos
comprimidos no cumplirian. La causa de esta diferencia esta en que para el andlisis de los
cuartos con el equipo MultiRAM, y disponiendo de una irradiaciéon de didmetro 0.5 mm,
s6lo 3 espectros se promediaron, y anteriormente se demostrd que los valores predichos
en cada posicién con este instrumento pueden estar muy dispersos, pero que a pesar de
esto luego la media se acerca mucho al valor que se obtiene mediante otros instrumentos
con los cuales la irradiacién es mucho mayor, eso si promediando un mayor ndimero de
espectros. La estrategia de 3 puntos por cuarto no es adecuada para analizar el contenido
de API en ese cuarto, pero posiblemente adquiriendo unos cuantos espectros mas es
posible llegar a la misma conclusién que con la sonda PhAT del equipo Kaiser y su lente
que irradia 3 mm. Finalmente la aplicacion de la prueba de subdivisién de comprimidos
incluida actualmente en la Farmacopea Europea, la cual requiere hacer la fragmentacion a
mano, resulté en una dispersién de los valores de masa de las mitades y cuartos de tableta
mayor que el limite establecido en la prueba. En comparacién, cuando se usa un cortador
de tabletas comercial para la fragmentacion, los resultados fueron adecuados tanto para
mitades y cuartos. No obstante, dado que el fabricante aclara que esta marca sélo sirve
para facilitar la degluciéon y no para obtener dosis menor concentracion, el fabricante no

esta obligado a demostrar que sus comprimidos cumplen con esta prueba.
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