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RESUMEN

En esta tesis se han planteado distintas aplicaciones de las técnicas espectroscopicas
vibracionales para su aplicacion en la industria farmacéutica. En esta industria, se requiere
garantizar la calidad de los productos tanto a su llegada como antes de su liberacion. Por ello,
es importante el tiempo de analisis requerido en cada una de las etapas de fabricacion de un
medicamento, para garantizar la liberacion antes de la caducidad del producto. Las técnicas
NIR y Raman son una gran alternativa a las técnicas mas tradicionales para garantizar la calidad
de los productos, reduciendo significativamente el tiempo de analisis. En este trabajo, se ha
demostrado su aplicabilidad para la identificacion de los materiales de partida, la identificacion
de producto acabado, la determinacion del contenido del API en comprimidos y geles, asi como

la evaluacion de la uniformidad de contenido del API.

La primera parte del trabajo demuestra la capacidad de la espectroscopia vibracional para la
identificacion de materiales de partida y producto acabado. Primero, se ha demostrado la
aplicabilidad de la espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIR) para la identificacion de los
materiales de partida recibidos en una industria farmacéutica. La identificacion mediante esta
técnica permite reducir el tiempo de entrada de los distintos materiales a fabrica, asi como la
verificacion a tiempo real de todos ellos. Este método de identificacién se ha construido
mediante una biblioteca de espectros NIR representativo de cada uno de los productos recibidos,
que ha sido validada posteriormente. Ademas, se han identificado los factores mas importantes
que contribuyen a la obtencion de un resultado fuera de especificacion (OOS) tras la realizacion
de un analisis de riegos. Una vez identificados los factores, se han propuesto acciones
mitigadoras de este riesgo. En segundo lugar, se ha demostrada la utilidad de instrumentos
portatiles NIR y Raman junto con técnicas de reconocimiento de pautas (PRM) para la

identificacion de comprimidos fabricados por siete industrias farmacéuticas distintas.

La segunda parte del trabajo demuestra la capacidad de estas técnicas para la determinacion del
contenido de API tanto en comprimidos como en muestras de gel. Por un lado, se ha realizado
un analisis univariante mediante una adicioén estandar para la determinacion del API en geles
comerciales. La obtencidn de los espectros se ha realizado con un Raman portatil equipado con
una sonda que esta en contacto con el gel. De esta forma, no es necesaria la preparacion de un
conjunto de muestras de calibracion. Por otro lado, se ha evaluado la uniformidad de contenido
(UC) en comprimidos. Esta evaluacion se ha realizado mediante el uso de la intensidad Raman

de un pico caracteristico del API. La monitorizacidén de esta intensidad permite obtener una
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imagen de la distribucion del API en la superficie del comprimido tras la definicién de un mapeo
de puntos. Ademas, se ha realizado una optimizacion del nimero de puntos necesarios para

obtener una imagen fiable y representativa del APIL.

La ultima parte de este trabajo estd basado en el desarrollo y validacién un modelo de
regresion por minimos cuadrados (PLS) para la cuantificacion de dos APIs en comprimidos
farmacéuticos. Este modelo se ha construido con datos NIR obtenidos con un equipo de
sobremesa y un equipo portatil, para asi evaluar la utilidad de los instrumentos portatiles en

aplicaciones de cuantificacion.
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LISTADO DE ABREVIACIONES

Acronimo Significado en inglés Significado en espaiiol
1D Ist derivative 1* derivada
2D 2nd derivative 2% derivada
AL - Alter
ALP - Alprazolam
ALS Asymmetric Least Squares Minimos cuadraticos asimétricos
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FDA Food and Drug Administration -
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FT Fourier Transform Transformada de Fourier
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IBU - Ibuprofeno
IBUNa - Ibuprofeno sodico
ICH International Council Harmonization -
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LD Linear Discriminant Lineales discriminantes
LDA Linear Discriminant Analysis Analisis lineal discriminante
LIS - Lisinopril
LOOCV Leave One Out Cross Validation -
MA - Mabo
MIR Mid Infrared Infrarrojo medio
MP - Material de partida
MY - Mylan
Nonlinear Iterative Partial Least Minimos cuadrados parciales iterativos no
NIPALS .
Squares lineales
NIR Near Infrared Infrarrojo cercano
NO - Normon
00S Out Of Specification Fuera de especificacion
P Probability Probabilidad



Acronimo

Significado en inglés
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PCT
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PF
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PLS-DA

POL
PRE
PRM

RMSEC

RMSECV

RMSEP
ROC
RPN
RSD

SEL
SEN
SG

SIMCA
SNV

TP
TPR
TRA
ucC
UDU
uv
VAL
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VI

Process Analytical Technology
Principal Component

Principal Component Analysis
Principal Component Analysis-Linear
Discriminant Analysis

Partial Least Squares
Partial Least Squares-Discriminant
Analysis

Pattern Recognition Method

Root Mean Square Error of
Calibration

Root Mean Square Error of Cross
Validation

Root Mean Square Error of Prediction
Relative Operating Characteristics
Risk Priority Number

Relative Standard Deviation

Severity

Selectivity
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Savitzky-Golay

Soft Independent Modelling of Class
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Tecnologia analitica de procesos
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Regresion por minimos cuadrados
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Precision

Método de reconocimiento de pautas
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Error cuadratico medio de calibracion

Error cuadratico medio de validacion
cruzada

Error cuadratico medio de prediccion
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Numero de prioridad del riesgo

Desviacion estandar relativa

Severidad

Selectividad

Sensibilidad

Modelado suave independiente por analogia
de clases

Variable normal estandar

Negativo verdadero

Positivo verdadero

Tamafio de particula

Tramadol

Uniformidad de contenido

Uniformidad de contenido de dosis unitarias
Ultravisible

Conjunto de validacién

Variabilidad
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El sector de la industria farmacéutica evoluciona constantemente implementando
tecnologias innovadoras con el objetivo del control global del proceso de fabricacion. Una
de las principales guias con pautas para la llegar a este objetivo es la publicada por la FDA
sobre la tecnologia analitica de procesos (PAT, por sus siglas Process Analytical
Technology) [1]. Esta guia intenta suministrar herramientas para mejorar el conocimiento
del proceso de fabricacion y controlar la calidad de los materiales de partida, intermedios y
producto acabado a tiempo real. De esta forma, se podria establecer una estrategia de control
del proceso de fabricacion de un producto farmacéutico. Algunas de las herramientas mas
destacadas para lograr entender el proceso de fabricacion implican el uso de tecnologias
rapidas de andlisis, acopladas a técnicas de tratamiento de gran cantidad de datos que
permitan extraer informacion. Idealmente, con la aplicacidon de tecnologia PAT se podria

lograr la adquisicion de datos entiempo real del proceso estudiado.

Las técnicas espectroscOpicas vibracionales son una buena opcion para la
implementacién de la tecnologia PAT y se han convertido en un buen aliado para la industria
farmacéutica, tanto en el proceso de fabricaciéon como en el control de calidad de los
productos. Estas técnicas presentan ciertas ventajas, como una reducciéon del tiempo de
analisis y de preparacion de las muestras, obtencion de resultados muy rapidos, el ser no
destructivas y que son sostenibles desde el punto de vista medioambiental (no es necesario
el uso de disolventes, por ejemplo). La aplicacidn de estas técnicas permite lograr una mejora
en el conocimiento del proceso, una mayor robustez y flexibilidad [2]. Las principales
aplicaciones se basan en la identificacion de los materiales de partida y producto acabado,
la caracterizacion de formas polimdrficas y la cuantificacion de los APIs y excipientes de la
formulacién. Sin embargo, gracias al avance en la miniaturizacioén de los instrumentos, se
han empezado a usar estas técnicas para estudiar distintas etapas de un proceso de fabricacion
como la homogeneizacidn, la granulacidn, el secado, el recubrimiento y la compresion, en
caso de productos solidos [3]. El uso de estas técnicas espectroscdpicas solo es posible si se
combina con el uso de la Quimiometria, que es la herramienta que permite entender y

manipular todos los datos espectroscopicos generados.

La aplicacion de estas técnicas en la industria farmacéutica ya estd bien asentada
gracias a distintas guias publicadas para su uso. Por ejemplo, en 2014, la Agencia Europea

del Medicamente (EMA, por sus siglas European Medicine Agency) publicd una guia sobre
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el uso de la técnica NIR en la industria farmacéutica y los documentos necesarios para su
aprobacion [4]. Ademads, la FDA publicé otra guia para la implementacién de la técnica NIR
en la industria farmacéutica [5]. Por otro lado, la Farmacopea Europea (EP) ha incluido
monografias para estas técnicas, ademas de una monografia dedicada exclusivamente a la

Quimiometria [6-8].

En las siguientes secciones de la introduccion, se explicard extensamente las técnicas
espectroscdpicas utilizadas en esta tesis, NIR y Raman, asi como las técnicas quimiométricas

que se han utilizado para el tratamiento de los datos obtenidos.

2. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION EN EL
INFRARROJO CERCANO

2.1. Introduccion

El descubrimiento de la region del infrarrojo (IR) se atribuye al astronomo William
Herschel. Un dia, del afio 1800, W. Herschel se preguntd qué color de la zona del espectro
visible propagaria el calor proveniente del sol. Us6 un prisma de cristal para generar un
espectro mientras media los cambios de temperatura de cada color con un termdémetro.
Durante el experimento, observo ligeros aumentos de la temperatura en distintas regiones
del espectro, en funcidn del color. Al salir a comer, se dejé el termdmetro sobre la mesa,
justo fuera del espectro, junto la banda roja. Al volver, la temperatura habia aumentado
mucho. En ese momento, postuld una banda invisible de luz mas alla del rojo, que la
denomino rayo de calor (Heat Ray en inglés) [9]. Fue en 1835 cuando se confirmo que esta
nueva banda invisible tenia una longitud de onda mayor que la del visible y paso6 a llamarse
infrarrojo. La Figura I. 1 muestra a W. Herschel junto a una representacion del experimento

que efectuo.

Figura I. 1. W. Herschel y el descubrimiento del infrarrojo.- Reproducido de [10].
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A pesar de que la radiacion NIR se detect6 antes que la radiacién del infrarrojo medio
(MIR por sus siglas en inglés Mid-Infrared), fue esta ultima la que gand mas importancia.
David L. Wetzel, publico un articulo titulado “Near-Infrared Reflectance Analysis — Sleeper
Among Spectroscopic Techniques” en 1984 donde mencionaba las ventajas de esta técnica,
asi como sus posibles aplicaciones en la industria [11]. De este modo, la década de los 80s

fue donde se vio impulsada la aplicabilidad de la espectroscopia NIR [12].

La Figura 1. 2 muestra algunos de los avances mas importantes en la evolucion de esta

técnica.

1 @ 1960 @ 1970
Descubrimiento Primer Instrumentos de

de la region del espectrometro NIR filtros de
infrarrojo comercializado interferencia
@ 2000 4
Espectréometro v’ Espectrémetros NIR Espectrometros
FT-NIR avanzados de rejilla NIR de rejilla de
de barrido. Equipos barrido

NIR para proceso

” 2015
Instrumentos Espectrometros

portatiles y de miniaturizados
proceso

Figura 1. 2. Hitos destacados de la técnica NIR.

2.2. Fundamento teorico

La espectroscopia NIR se puede definir como una técnica de absorcion de la radiacién
al interaccionar con la materia. Esta interaccion produce cambios en los estados

vibracionales de la molécula.

La mayoria de las moléculas se encuentran en el nivel fundamental a temperatura
ambiente. Los atomos o grupos de atomos que participan en el enlace se desplazan
juntamente con una frecuencia. Esta frecuencia estd determinada por dos propiedades: la

fuerza del enlace y la masa de cada uno de los 4tomos o grupos.

El modelo mas simple para entender la interaccion de la radiaciéon y la materia en la
zona espectral del NIR es mediante una molécula diatomica. Si consideramos la molécula

como dos masas esféricas unidas mediante un muelle, que tendra una determinada constante
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de fuerza (k), la Ley de Hook establece que la energia de este sistema viene determinada por

la Ecuacion I-1, donde u es la masa reducida de ambas masas [13—15].

h |k
E=— |- (I-1)
2T |u
Mediante la suposicion de un oscilador arménico se puede describir de una manera
mas simplificada la vibracién molecular de un enlace. En el modelo armdnico, la energia
potencial (V) esta directamente relacionada con la funcién del desplazamiento de los 4&tomos

segun la Ecuacion I-2.
1
V= 5 kx? (I-2)

En la Figura 1. 3 se puede ver una representacion del modelo arménico, donde se
observa el comportamiento de la energia potencial como funcion del desplazamiento de los
atomos. Como puede verse, esta relacion es una funcion parabodlica que se encuentra centrada

en la distancia del equilibrio.

A
o 5 B e o
= Potencial armoénico Potencial anarmonico Disociacion
—_— \ | ;
© I T 1
e = ]
5 - A
g v=3 | W
o _ v=2
© i T 1/
2| @0 ol LY/
- v=Ob/ N__/ v=0
L
o0
I | ~
de de :

Distancia interatémica

Figura I. 3. Energia potencial en funcién de la distancia interatomica para un modelo armonico.

Esta primera aproximacion de un modelo armdnico no tiene en consideraciéon que un
sistema molecular no puede estar regulado por un perfil de energia continua. El sistema solo
puede tener algunos niveles de energia discretos (E,) que se definen mediante la mecanica

cuantica, segliin la Ecuacién I-3, donde v representa el nimero cuantico vibracional, E;, la
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energia asociada con el nivel cuantico vth, y v la frecuencia de la vibracién fundamental,

que se define mediante la Ecuacion 1-4.

1
E, = (v + E) hv (1-3)
1 [k
v=— |- (1-4)
2T |u

En el modelo armonico, existe una restriccion que indica que solo pueden ocurrir
transiciones entre niveles adyacentes (Av = +1). Ademas, la diferencia de energia entre los
niveles adyacentes es siempre la misma, como se aprecia en la Figura I. 3. Sin embargo, la
energia de la radiacidn electromagnética que se absorbe al promover la excitacion de la
molécula a un nivel vibracional superior, deberia ser la diferencia entre dos niveles
adyacentes de energia (Ecuacion I-5). En el oscilador armonico, como Av = 1, la diferencia

de energia entre niveles es siempre la misma.

AE = E’UZ - Evl == Avhv (I—S)

La principal desventaja del modelo armdnico es la restriccion entre transiciones donde
Av > 1, de esta forma, la mayoria de las bandas observadas en la regién NIR estarian
prohibidas, como, por ejemplo, las correspondientes a los armdnicos. Considerando esto, la
Figura I. 3B muestra una situacion mas realista para una molécula diatémica, segiin un
oscilador no armonico. A diferencia del modelo armoénico, los niveles de energia ahora no
son equidistantes y puede haber transiciones con Av > 1, como por ejemplo Av = +2,+3, ....
Estas transiciones que ahora estdn permitidas son las denominadas primero, segundo, y asi
sucesivamente, armdnico. También se pueden observar bandas de combinacion de distintas
transiciones vibracionales. Sin embargo, la probabilidad de estas transiciones disminuye
mucho y, por tanto, su intensidad. Las principales caracteristicas de las bandas que aparecen

en la region NIR son:

(1) Bandas relacionadas con los armonicos y combinaciones, no so6lo de niveles de
energia adyacentes, sino que también combinaciones de segundo o tercer orden (v; +

20,).

(2) Dificil asignacion dado el gran solapamiento de bandas.
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(3) La intensidad de las bandas disminuye al disminuir la longitud de onda, debido que
en esta region aparecen las bandas de combinacion de mayor orden. De esta forma,

se puede dividir un espectro NIR en distintas secciones [16]:
- Regidn del primer armoénico y bandas de combinacion (2000 — 2500 nm)
- Regidn del segundo armoénico y bandas de combinacion (1100 — 2000 nm)
- Regidn del tercer y cuarto armonico (700 — 1100 nm).

(4) Muchas de las bandas en la regiéon NIR son originadas por grupos funcionales que
contienen un atomo de hidrogeno (OH, CH, NH). Esto esta relacionado con la

constante de anarmonicidad de un enlace XH.

En el espectro vibracional, pueden aparecer otras sefiales aparte de las ya comentadas
relacionadas con los armonicos y bandas de combinacion. Dos ejemplos son la resonancia
de Fermi y la Darling-Dennison [14]. La de Fermi puede aparecer si dos niveles
vibracionales pertenecen a la misma simetria de un producto y tienen una energia similar.
Este efecto produce la aparicion de dos bandas de absorcion muy intensas a una frecuencia
mayor o menor que la esperada [17,18]. Un ejemplo estudiado de este efecto se ha visto para
el espectro del CO2[19,20]. En el caso de la resonancia de Darling-Denninson, tiene especial
importancia en el espectro del agua, pero puede suceder para otras moléculas, en el caso de

que tengan enlaces X-H simétricos equivalentes [14,21].

2.3. Instrumentacion

Los instrumentos NIR pueden contener una gran variedad de dispositivos dependiendo
de las caracteristicas de la muestra que se va a analizar. Pero, esquematicamente, un equipo
NIR esta formado por cinco elementos: una fuente de radiacion, un selector de longitud de
onda, un compartimento de contacto con la muestra, un detector y un ordenador o procesador

de la sefial.
2.3.1. Fuente de radiacion

La fuente de radiacién mas popular es la que utiliza una radiacion térmica generada al
calentar un filamento mediante una carga de corriente eléctrica. Un ejemplo seria una

ldmpara halogenada que usa filamentos de tungsteno [13,14,22]. Otras de las fuentes de
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radiacidn usadas son las LED. Su bajo consumo, precio, tamafio y larga vida hace que este
segundo tipo de fuente sea usado en instrumentos NIR miniaturizados [23]. Ademas de estas

dos fuentes, una mas reciente son los laseres de diodo sintonizable.
2.3.2. Selector de longitud de onda

Los instrumentos NIR se pueden diferenciar segin el selector de longitud de onda
empleado: discreto o continuo. Los selectores discretos son los que irradian la muestra con
un numero determinado de longitudes de onda mediante filtros o LEDs. Los continuos
incluyen una red de difraccion, filtros acusto-opticos (AOTF por sus siglas en ingles
Acousto-Optical Tuneable Filters) o la instrumentacion con Transforma de Fourier (FT)
[24]. Algunas de las caracteristicas principales de los selectores mencionados se presentan

enla Tabla 1. 1 [14].

Tabla I. 1. Caracteristicas de los principales selectores de longitud de onda.

Sistema de seleccion Descripcion

Filtros de interferencia Estos filtros son de estructura sencilla, con una lamina fina
dieléctrica que se coloca entre dos laminas semitransparentes.

Filtros acusto-6pticos (AOTF) Capaz de realizar la seleccion de la longitud de onda mediante
una modulacion eléctrica externa. Modulan la intensidad a
través de la interaccion de las ondas generadas en un cristal de
TiO, birrefringente.[25-27]

Transformada de Fourier Mediante el uso de un interferometro se modula la informacion
de la fuente de radiacidon, permitiendo la adquisicion
simultanea de varias longitudes de onda.

Monocromador Reparten la radiacion en funcion de la longitud de onda
seleccionada.

2.3.3. Compartimento de la muestra

La espectroscopia NIR se puede usar para realizar medidas de distintos tipos de
muestra como liquidos, sélidos, soluciones, gases, etc. Por ello, existen distintas formas de
medida: reflectancia, transmitancia y transflectancia [28-31]. La seleccion del modo de
adquisicion depende de varios factores entre los cuales se encuentran las caracteristicas de
la muestra o la localizacion. La Figura 1. 4 muestra una representacion de estas tres formas,

donde la principal diferencia entre todas es la posicion del detector [13,14,22,24].
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Transmitancia Reflectancia Transflectancia

m—— Detector
s Reflector

Figura I. 4. Modos de adquisicién mediante la espectroscopia NIR.

En el modo de transmision, el haz de luz se propaga a través de la muestra y se mide
justo al salir de ésta, con el detector justo en el lado opuesto de la fuente de radiacion. En el
modo de reflectancia, el haz de luz y el detector se encuentran en el mismo lado de la
muestra, pero los detectores se colocan a unos 45° para evitar la reflexion de la superficie.
En algunos casos, también se incorpora una esfera integradora antes del detector para
concentrar la luz reflejada de la muestra antes de su llegada al detector. La concentraciéon de
la luz se produce mediante la captura e integracion de la luz de varias direcciones. En el caso
del modo de transflectancia, se utiliza una combinacién de los modos de transmitancia y
reflectancia. La muestra se posiciona de igual manera que en el modo de reflectancia, pero
se incluye un reflector en el lado opuesto de la fuente de radiacion, justo detrds de la muestra.
La funcion de este reflector es la de reflejar la luz, que es transmitida otra vez a través de la

muestra para hacerla llegar al detector.

Dependiendo del modo de adquisicion usado, la luz atenuada por la muestra se conoce

como reflectancia o transmitancia. Sin embargo, normalmente estos parametros se

transforman a unidades de absorbancia aparente (log (%) ; log (%))

2.3.4. Detector

Los detectores transforman la energia de la luz incidente en una sefial eléctrica analoga,
que se amplifica y transforma en digital y se procesa mediante un ordenador. Junto con los
amplificadores, los detectores, se consideran las fuentes mas comunes del ruido de los
instrumentos, que se conoce como el ruido aleatorio. Para reducir al maximo este ruido
aleatorio, la estrategia que se suele tomar es la realizacion de un promedio de espectros para

una misma muestra, mejorando asi la relacion S/N [22,32].
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Los principales detectores usados en la region espectral NIR son compuestos por
materiales fotosensibles. En el rango de longitudes de onda de 400 — 1100 nm, los detectores
mas comunes son los de silicio (Si) [33]. Los detectores de sulfuro de plomo (PbS) o indio-
galio-arseniuro (InGaAs) cubren hasta longitudes de onda mayores, 2500 nm para los PbS y

1700 nm para los InGaAs.

2.4. Avances en la Espectroscopia NIR

La instrumentacion en la espectroscopia se puede dividir en espectrometros de mesa,
que son los que se pueden emprar solo en un laboratorio, y espectrometros mas autdnomos
que se pueden desplazar y usar on-site. Normalmente, este segundo tipo de espectrometros

se clasifican en transportables y de mano dependiendo de sus dimensiones y peso [14,34].

En la Gltima década, gracias a la introduccidn de estos instrumentos miniaturizados, se
ha abierto un gran abanico de posibilidad para la realizacion de aplicaciones innovativas de

desarrollo y para la aplicacion en la industria [34—-38].

La Figura I. 5 muestra un resumen de las publicaciones relacionadas con los
instrumentos NIR hasta la actualidad. Como puede verse, su implementacion ha ido
aumentando con los afios. Esto se debe principalmente a su mejora instrumental y a su gran

abanico de posibilidad de utilizacion en distintos sectores farmacéuticos.
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Figura I. 5. Evolucién en el nimero de publicaciones que contienen como palabras clave NIR y Portatiles (Portables)
0 Handheld por afio. Datos extraidos de la base de datos de Scopus.
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3. ESPECTROSCOPIA RAMAN

En el 1921, durante un viaje por mar, el fisico Indio Chandrasehara Venkata Raman,
realiz6 algunos experimentos que publico en forma de carta titulada “The Colour of the Sea”
[39]. Los experimentos de C.V. Raman demostraron que el color del mar era un resultado
directo de la dispersién molecular de la luz e independiente de la absorcion de la reflexion
de la luz del cielo [40]. Posteriormente, no mucho mas tarde, volvid a publicar una carta
donde explicaba la dispersion molecular de la luz en so6lidos y liquidos. En base a estos
hallazgos, junto con algunos colaboradores, empezaron una serie de experimentos acerca de
la dispersion de la luz en distintas muestras de liquidos, asi como teorias acerca del potencial
de sus experimentos. Con todo esto, descubrieron el efecto de la dispersion ineldstica,
llamado Efecto Raman en 1928 [41]. Este hito le hizo ganar en 1930 el premio Nobel de

Fisica.

El desarrollo y avance en la Espectroscopia Raman fue un proceso relativamente lento
debido a diversos factores como la dificultad de adquisicién, la fluorescencia y la
descomposicion de los productos. En 1970, gracias a la disponibilidad de nuevos laseres,
esta técnica empezd a ganar importancia. Aln y asi, seguia siendo complicado obtener un
sistema Optico ajustado para una buena deteccion, por lo que se limitaron mucho las

aplicaciones de la Espectroscopia Raman [42—44].

El cambio e inicio de la revolucidn que supuso la espectroscopia Raman llego
alrededor de los 90 gracias a la mejora de los laseres, de la tecnologia de los detectores, del
desarrollo de nuevos filtros opticos, y en el perfeccionamiento de los programas de analisis

de los datos.

La Figura I. 6 muestra un esquema de la evolucién de esta técnica con los afios

[44,45].

3.1.Principios basicos de la Espectroscopia Raman

Las moléculas estan formadas por atomos de una determinada masa y que estan
conectados mediante enlaces elasticos, los cuales pueden realizar movimientos periodicos.
Cada molécula tiene un nimero vibracional de grados de libertad. Por ejemplo, las moléculas
poliatdmicas con »n atomos, contienen 3n — 6 vibraciones normales que determinaran su
espectro vibracional. El espectro dependera también de la masa de los atomos, la fuerza de

los enlaces y su geometria. La frecuencia de la vibracidon de una molécula diatdmica viene
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determinada por la Ecuacién I-6, donde f es la constante de fuerza y m;, m, la masa de los

atomos. [42,43,46]

(I-6)
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Figura I. 6. Avances en la espectroscopia Raman.

Segun la mecanica cuantica, una molécula puede llegar a absorber una cantidad de
energia (hv,) para alcanzar el primer estado vibracional excitado. Si al irradiar una molécula
¢ésta absorbe esa energia (hv;), el espectro presenta una banda de absorcion a la frecuencia
vs. La dispersion Raman no exige que la energia de la radiacion incidente sea igual a la
diferencia de energia entre el estado fundamental y excitado, como en el caso de la absorcion.
Si la molécula es irradiada mediante una radiacion monocromatica de energia hv,, durante
el impacto inelastico de la irradiacion del haz de luz monocromatica puede haber un
intercambio de energia hv. Solo un pequefio nimero de fotones experimenta un cambio de
energia tras la colision con la molécula. Si el foton incidente proporciona una cantidad de
energia hv a la molécula, la energia del fotén dispersado se reduce a h(vy — v). Por el
contrario, si el foton es el que recibe la energia de la molécula, la energia del foton dispersado

sera de h(vy + v). De esta forma, los fotones son dispersados con mayor o menor energia
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segun la Ecuacion I-7. La dispersién en la que se produce un intercambio de energia entre
el fotéon y la molécula es lo que se denomina dispersion Raman y los valores hvgson la

energia del espectro Raman.

hvg = hvy  hvg 1-7)

Dependiendo si el foton recibe o proporciona la energia, la dispersion se denomina,
respectivamente, anti-Stokes o Stokes. La Figura 1. 7 muestra un esquema de la dispersion

Raman y Rayleigh [43].

Anti-Stokes Raman scattering

WUQ% . %ﬂc%e Rayleigh scattering

Stokes Raman scattering

Figura 1. 7. Representacion de la dispersion Raman y Rayleigh. Reproducido de [43].

La gran mayoria de los fotones que chocan con la molécula no experimentan un
impacto inelastico, sino un impacto eldstico; dando lugar a una radiacion que se denomina
dispersion Rayleigh, con la misma energia que la de la luz incidente. Ademds de estos
procesos, también puede suceder que haya moléculas irradiadas donde la energia de los
fotones no sea suficientemente alta para permitir la transicién de €stos al nivel electronico
excitado. En este caso, los fotones volveran al nivel fundamental con menor energia. Este
proceso se conoce como fluorescencia y conlleva la obtencion de un espectro Raman

distorsionado [47].

La Figura I. 8 muestra un resumen de estos tres procesos comentados, en el caso de

absorcion, dispersion y fluorescencia [48].
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Figura L. 8. Observacion de la excitacion a un nivel vibracional desde el nivel fundamental (So) mediante la absorcién
IR, dispersién Raman, y la fluorescencia. Reproducido de [48].

3.1.1. Teoria clasica del efecto Raman

Para empezar con la descripcion de la teoria clasica del efecto Raman, se debe
considerar que cuando una molécula es irradiada por una onda electromagnética con
frecuencia v, el campo eléctrico oscilatorio, E, de la onda electromagnética produce un
cambio en la distribucion de los electrones de la molécula. Este hecho conlleva la induccion

de un momento dipolar (¢) (Ecuacion I-8) [49,50].

u=akE (I-8)

Donde el factor proporcional entre el campo eléctrico externo y el momento dipolar
inducido es la polarizabilidad («). Finalmente, tras distintas conversiones matematicas, se
acaba obteniendo la Ecuacion I-9 para el momento dipolar inducido. En esta ecuacion, g
representa el grupo de todos los modos normales individuales, después de realizar una
expansion de la polarizabilidad mediante la serie de Taylor.

1 /0a
u(t) = ay - Eq - cos(vyt) + E(%) - qo - Eq - cos[(vo — vg)t]
qo

1,0 "
a
+3(30) o oreestlro vl
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Esta ecuacion constituye el concepto de la dispersion Raman en el caso de una
dispersion de luz general. El momento dipolar inducido dependiente del tiempo (t), contiene

tres términos de frecuencia distintos:

(1) El primer término, es el producto de la polarizabilidad y el campo eléctrico vibrando
a la misma frecuencia, vy, que la luz de incidencia. Por lo que corresponde a la
dispersion Rayleigh.

(2) El segundo término, oscila con diferencias entre el laser y la frecuencia del modo
normal molecular. En este caso, se hace referencia a que la radiacion emitida por el
momento dipolar inducido se desplaza hacia el rojo con respecto a la frecuencia de
excitacion. Este término representa la dispersidon ineldstica y es la fuente de la
dispersion Stokes, que se presenta normalmente en el espectro Raman.

(3) El ultimo término representa una fuente de radiacion que se desplaza hacia el azul con
respecto a la frecuencia del laser. Este caso es el denominado dispersion anti-Stokes,

que tiene una intensidad mucho menor que la Stokes.

Con todo esto se puede ver como la Ecuacién I-9 revela algunos prerrequisitos que se

deben cumplir para que la dispersion Raman suceda. Para que se produzca este efecto, el

oa .. . . ..,
factor (a) - qo * E, debe ser distinto a cero. Dado que ni g, ni E, son cero, la condicion
qo

. d : : :
que se debe cumplir es que (ﬁ) # 0. Por tanto, las vibraciones que cambien la
do

polarizabilidad seran las denominadas “activas” en la espectroscopia Raman.

La polarizabilidad se puede definir como una forma de medir la deformidad de un
enlace tras la irradiacion de la molécula. Al irradiar una molécula, el campo eléctrico
generado interactia con los electrones del enlace entre ambos atomos, deformando asi el
enlace. Es por esto por lo que la polarizabilidad varia en funcion de la distancia entre los dos
nucleos involucrados en el enlace. Por ejemplo, una molécula homonuclear no tiene un
momento dipolar cuando se produce una vibracion de estiramiento que varia la distancia
entre los dos nucleos. Sin embargo, esta vibracién si que resulta en un cambio en la
polarizabilidad del enlace entre los 4&tomos. El valor de polarizabilidad serd maximo cuando

mayor sea la separacion y minimo cuando se encuentren mas cercanos [51].

La principal diferencia entre ambos tipos de dispersion Raman es su intensidad, donde

la anti-Stokes es mucho menor que la Stokes. Ademas, estos dos tipos de dispersion son
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mucho menos intensos que la dispersion Rayleigh. La intensidad de la radiacion Raman

dispersada, I, viene determinada por la Ecuacién I-10 [46].

2

da
I *IoN (—) I-10

RXV 20 (I-10)
Donde I, es la intensidad del laser, N el numero de moléculas dispersadas, v la

frecuencia del laser, a la polarizabilidad y Q la amplitud de la vibracion.

La teoria clésica de la espectroscopia Raman permite entender y obtener una vision de
la dispersion Raman, pero no permite explicar todos los efectos, como la diferencia en la
intensidad entre los dos tipos de dispersion: Stokes y anti-Stokes. En este caso, seria

necesario realizar una profundizacion mediante la teoria cudntica del efecto Raman.

3.2. Instrumentacion

Los instrumentos Raman se componen principalmente de cuatro elementos: la fuente

de radiacion (laser), configuracion optica, selector de longitud de onda y el detector.

La intensidad Raman depende de la potencia del laser usada para excitar la dispersion,
de la polarizabilidad de la molécula y de la frecuencia del laser usada, tal y como se ha visto
en la ecuacion I-10 presentada anteriormente. Considerando que la polarizabilidad es una
propiedad de la molécula, hay dos parametros relacionados con el instrumento que si se
pueden seleccionar por el operario para obtener una mejor respuesta. Por ejemplo, la
dispersion depende de la frecuencia del laser, por tanto, para mejorar la sensibilidad se debe
usar la mayor frecuencia posible, lo que supondria trabajar en la region UV. Sin embargo,
normalmente no se trabaja en esta region dado que muchos productos absorben la radiacion

UV y, existe un riesgo de degradacion de la muestra [42].

En la espectroscopia Raman existen principalmente dos configuraciones Opticas para
la coleccion de la luz, la configuracion de 90° y 180° [52]. En la configuracién de 90°, la luz
dispersada es recogida en la direccion perpendicular de la excitacion, En el caso de la de

180°, 1a coleccion se realiza en la direccidon opuesta.
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3.2.1. Laseres

Esta parte del instrumento Raman es la fuente para la generacién de la dispersion
Raman. Los avances en la tecnologia y la mejora en componentes, permite que hoy en dia

haya una gran variabilidad de tipos de laser.

El primer laser que se uso en el primer instrumento Raman comercial fue el laser HeNe
rojo de 632,8 nm en ondas continuas en el 1963 [53,54]. Sin embargo, este laser fue
rapidamente sustituido por unos con mayor potencia (Ar" y Kr") que proporcionaban
numerosas lineas de excitacion en la regidon de 350 — 700 nm (region del visible y UV) sobre
los 70s. En los 80s, llegaron los laseres de estados solidos, como por ejemplo el YAG a 1064
nm, que fueron una revolucion para la aplicacidn tanto de la espectroscopia Raman como

NIR.

Generalmente, los instrumentos Raman que usan laseres con longitud de onda menor
a 750 nm suelen ser dispersivos, mientras que los que usan una mayor longitud de onda se
clasifican como instrumentos Raman de transformada de Fourier (FT). El rango de longitud
de onda para los laseres Raman va desde la regiéon UV (< 200 nm) hasta la regién NIR (1064

nm). Las longitudes de onda de los laseres mas frecuentes se presentan en la Tabla 1. 2 [43].

Tabla I. 2. Laseres mas frecuentes usados en la instrumentacion Raman.

Tipo de laser Longitud de onda (nm)
HeNe 632,8
Kr" 413,1 y 647,1
Ar* 488,0 y 514,5
Diodo 660 — 880
Nd:YAG 1064
Doble frecuencia Nd:YAG 532

De la Tabla I. 2 se puede ver que existen dos grupos de laseres dependiendo de la
longitud de onda de excitacion: en la region NIR o la region del visible. Ademds de estas
opciones presentadas, se estan empezando a usar también laseres a longitudes de onda 1280

y 1550 nm [42].

Actualmente, uno de los pardmetros mas importantes a considerar a la hora de
seleccionar la frecuencia del laser es si la muestra puede presentar fluorescencia. En caso
afirmativo, una de las mejores opciones es usar un laser diodo (780 nm) o un laser a mayor

longitud de onda, como seria el Nd:YAG (1064 nm). En cambio, en el caso de que la muestra
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no presente fluorescencia, la mejor opcion es usar laseres de menor longitud de onda, por

ejemplo, en el rango de 470 a 650 nm.

En el caso de los laseres con excitacion en la region del visible, estos proporcionan
una mejor relacion sefial-ruido (S/N) en el espectro Raman y estan acoplados a detectores
mas economicos, dado el gran flujo de fotones que simplifican su deteccidon. Sin embargo,
la Unica desventaja de este grupo de laseres es que la excitacion de la fluorescencia puede
interferir en la sefial Raman y que las muestran se pueden llegar a quemar si no se usa una
potencia adecuada. En cambio, los laseres con excitacion en la region NIR, proporcionan
una sefial Raman mas débil al detector, por lo que se necesita que este sea mas sofisticado y
optimizado. Este tipo de laseres se usan para experimentos con muestra biologicas dada la

gran probabilidad de fluorescencia de este tipo de muestras.

La Tabla I. 3 presenta algunos de los laseres comerciales mas usados, asi como sus

principales aplicaciones.

Tabla I. 3. Laseres comerciales usados en los espectrometros Raman. Reproducida de [55].

Fuente de excitacion

Tipo de laser vy
longitud de onda

Técnicas Raman

Aplicaciones ¢

NIR e Laser diodo: 785,  Espectroscopia Muestras  biologicas,
830 nm Raman FT polimeros y objetivos
e Laser estado Espectroscopia generales
solido: Nd:YAG Raman
(1064 nm) Espectroscopia
Raman mejorada de
superficie
Visible e Laserion: He-Ne  Espectroscopia Compuestos
(633 nm), He-Cd Raman normal organicos, arte,
(442 nm), Ar" Espectroscopia arqueologia, forenses,
(488, 514 nm) Raman mejorada de semiconductores,
e Laser estado superficie Time- minerales y otros
solido: Nd:YAG resolved Raman objetivos
(532 nm) spectroscopy
Resonance Raman
spectroscopy
uv e Laserion: He-Cd  Espectroscopia Proteinas y
(325 nm), Ar" Raman-UV semiconductores
(244, 257 nm) Resonance Raman
spectroscopy
Time-resolved Raman
spectroscopy
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3.2.2. Selector de longitud de onda

La principal funcion del espectrometro es realizar la separacidon de la luz dispersada
segun la longitud de onda para la obtencidn del espectro Raman y rechazar asi la dispersion
Rayleigh, que es mucho mads intensa. Aproximadamente, la intensidad de la dispersion
Rayleigh es mas de un millon de veces la intensidad Raman [53]. Teniendo en cuenta esta
gran diferencia en la intensidad entre ambos tipos de dispersion, es de gran importancia
atenuar al maximo la dispersion Rayleigh antes de su llegada al espectrégrafo (medidor de
la longitud de onda). Si esta dispersion no se viera reducida, enmascararia la dispersion

Raman, interfiriendo en el espectro Raman obtenido.

Actualmente, existe una gran variedad de métodos para la seleccion de la longitud de
onda, pero la gran mayoria de los instrumentos Raman usan espectrometros dispersivos o de
transformada de Fourier (FT). En el contexto histdrico, los espectrometros dispersivos
fueron desarrollados primero usando detectores de canal simple fotomultiplicadores (single-
channel photoomultiplier PMT), donde se median los fotones dispersados en una tnica
longitud de onda. En cambio, los espectrémetros FT-Raman se desarrollaron a finales de

1986 debido a limitaciones tecnoldgicas [56,57].

3.2.2.1. Espectrometros Raman dispersivos
Los elementos principales de un espectrometro dispersivo son la rendija de apertura,
espejo colimador, la red de difraccion, el espejo de enfoque y la rendija de salida. La Figura
L. 9 muestra un esquema de este tipo de espectrometro. La luz entra por la rendija de apertura,
pasando por el espejo colimador, asi la luz es colimada y direccionada a la red de difraccion.
Después de la separacidn, el haz de difraccion se enfoca hacia la rendija de salida mediante

el espejo de enfoque.

Su principal funcionalidad es realizar la separacion espacial de los fotones con distinta
energia que provienen de la muestra. El grado de separacién (o dispersion), es una funcion
del espacio de la ranura en la red de difraccion. Cuanto mas estrecha sea la ranura, mayor

serd la dispersion y la ventana espectral serd mas estrecha.

Ademas, como se ha comentado anteriormente, la dispersion Raman es mucho menor
que la Rayleigh por lo que se necesita un mecanismo para atenuar esta dispersion. Este

proceso se conoce como el rechazo de la luz en un espectrémetro.
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Los principales filtros que se usan para obtener esta atenuacion son los notch filters,
que remueven la radiacion de la misma frecuencia que el laser, y los Edge filters, que
remueven la luz a una determinada frecuencia para que solo la dispersion Stokes y otra a una
menor energia, como la fluorescencia, sean transmitidas [58—60]. Ambos filtros se han usado
para atenuar la luz Rayleigh en un monocromador simple. Sin embargo, también es posible
atenuar esta luz mediante un monocromador multiple [61]. Como ejemplo, el uso de un
monocromador triple es capaz de reducir esta dispersion en un 10'?, mientras que uno doble
un 10® y el uso de uno simple un 10#[62]. Sin embargo, el uso de mas de un monocromador

resulta en un tamafio y configuracion mas complejos, asi como un mayor coste.

Dispersivo Transformada de Fourier
s ewaot

Divisor de haz

< \\
+—>r
Espejo movil Notch
I I Filter

Figura I. 9. Ejemplo y comparativa de un espectrometro dispersivo (Czerny-Turner) y un FT (Michelson
interferometro). Reproducido de [63].

ccD REJILLA APERTURA

3.2.2.2. Espectrometros FT-Raman

A diferencia de los espectrometros dispersivos, el FT-Raman consiste principalmente
en un interferometro. En este caso, la fuente de excitacion del laser se direcciona hacia la
muestra mediante un espejo Optico y una lente, que ademas recolecta la dispersion (Rayleigh
y Raman) de la muestra. El espejo dicromatico, transmite la dispersion Rayleigh de menor
longitud de onda y reflecta la dispersion Raman de mayor longitud de onda hacia el divisor
de haz. A través del divisor de haz, parte de la sefial Raman es transmitida a un espejo fijo y
la otra reflejada hacia un espejo movil. Debido a la diferencia en el camino 6ptico, causada

por el espejo movil, los dos haces de luz reflejados de los dos espejos provocan una
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interferencia constructiva y destructiva. La sefial de todas las frecuencias es registrada en el

detector simultdneamente obteniendo asi el interferograma (Figura L. 9).

La resolucidn espectral (A4) de un espectrometro FT-Raman se puede determinar

considerando el rango maximo de movimiento del espejo (Axmax), (Ecuacion I-11) [64].

1
AXmax

A (I-11)
Los FT-Raman presentan un mayor rendimiento, precision y exactitud, ademas de una
resolucion espectral mayor. Ademas, si se usa como fuente de excitacion el NIR (1064 nm),
la fluorescencia se ve muy reducida. Por este motivo, este tipo de espectrometros se usan
especialmente en muestras que presentan una alta probabilidad de fluorescencia, como seria
en el analisis forense o para aplicaciones farmacéuticas. Ademas, como las medidas de un
FT-Raman se realizan en la regiéon NIR, donde las muestras tienen una absorcion minima,
se puede usar una potencia de laser mayor. Otra de las principales diferencias entre ambos
tipos de espectrdmetros es el ruido. Al realizar una adquisicion de un espectro con un FT-
Raman, se produce ruido de manera natural a lo largo de todo el rango espectral. Este
aumento del ruido viene determinado por la capacidad de atenuacion de la dispersion
Rayleigh. Finalmente, otra diferencia entre ambos es la sensibilidad. Un espectrémetro
dispersivo acoplado a un detector CCD tiene uno o dos 6rdenes de magnitud de sensibilidad

mayor a los FT, en el caso de que no haya fluorescencia [65].
3.2.3. Detectores

Considerando la baja intensidad de la dispersion Raman, los detectores a usar deben
ser muy sensibles. Los detectores mas populares en los instrumentos Raman son los
dispositivos de carga acoplada (CCD, Charged Coupled Device), que empezaron a usarse

en aplicaciones Raman a finales del 1980 [66,67].

Los CCDs estan formados por una matriz de elementos o pixeles, del cual la estructura
principal es un diodo semiconductor de 6xido de metal sobre un sustrato de silicio [68,69].
Cada elemento (o pixel) del detector es un capacitador fotoactivo que recolecta y mantiene
una carga dependiendo del nimero de fotones dispersados que le llegan. Los detectores CCD
estan formados por una matriz de pixeles 2D. Los pixeles horizontales se calibran para que
cada uno se corresponda con un numero de onda del eje, mientras que los verticales son los

miden la fuerza de la sefial Raman. Lo que se obtiene es una figura electronica de la sefial
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Raman que posteriormente se convierte en el espectro [43]. La principal funcion es el
desplazamiento de la carga acumulada en cada uno de los pixeles simultaneamente a los
pixeles adyacentes hasta que logran llegar al ultimo nivel, donde se realiza su lectura
individual, obteniendo el histograma presentado en la figura, como un ejemplo [63]. Cada
pixel es un elemento de resolucion especifica a cada numero de onda y con una cantidad

variable de fotones.

En este tipo de procesos, hay una variabilidad de pardmetros que pueden influir en la
respuesta, como, por ejemplo, el ruido asociado con cada elemento del detector, el ruido que
se genera durante el desplazamiento y la lectura, la eficiencia de la matriz para detectar los
fotones y la rapidez de lectura del detector. En este caso, el ruido asociado al detector se
puede reducir disminuyendo la temperatura, normalmente de -20 a -70°C, donde los métodos
mas emprados son el enfriamiento criogénico con nitrogeno liquido y el enfriamiento

termoeléctrico [68—70].

A parte de esta técnica, se han desarrollado otras para aumentar la eficiencia en la
deteccidon como por ejemplo los CCD intensificados (ICCD) y los CCDs con multiplicacion

de electrones (EMCCD) [71].

En el caso de la deteccion de la sefial Raman en la region NIR, los detectores mas

emprados son el de InGaAs y el de Ge, que se usan junto con los espectrémetros FT-Raman.

Espectroscopia
Raman

Espectroscopia |l Espectroscopia
Raman Anti- Raman
Stokes mejorada con
coherente punta

Espectroscopia

Espectroscopia Dispersion
Raman P p p

Raman de estimulada
Resonancia Raman

Microscopia

Raman
confocal

mejorada de
superficie

Figura I. 10. Esquema de las técnicas recientemente desarrolladas en la espectroscopia Raman.

3.3. Avances en la Espectroscopia Raman

Hoy en dia existen muchos tipos de técnicas de espectroscopia Raman conocidas,
gracias a los avances en la tecnologia dptica. Algunas de las modalidades Raman mas usadas

se presentan en la Figura I. 10.
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Las principales caracteristicas y ventajas de estas técnicas han sido presentadas en
distintos articulos publicados, asi como sus principales aplicaciones en comparaciéon a la

espectroscopia Raman por retrodispersion [51,72-78].
3.3.1. Instrumentos portatiles

La tecnologia usada para los espectrdmetros Raman portatil empezo alrededor de los
90, especialmente con las cdmaras CCDs que usan laseres diodo a 785 nm [66,79,80].
Muchos de los disefios de este tipo de instrumentos portatiles han sido reportados en libros
y articulos [34,81-84]. Recientemente, J. Jehli¢ka ez al. publicaron un listado de algunos de
los instrumentos comerciales disponibles donde incluian algunos de los pardmetros mas
importantes como sus dimensiones, el laser, la resolucidon espectral y el tipo de conexion

usado [85].

Existen distintos tipos de instrumentos portatiles, los de mano (handheld en inglés),
los portatiles, los transportables y los del tamafio como la palma de una mano [86]. Sus
principales ventajas en comparacion a los instrumentos convencionales son sus dimensiones,
asi como su peso, y su menor coste. Pero, lo mas importante es la posibilidad de llevar el
espectrometro a la muestra, en vez de la muestra al espectrdmetro. Esta caracteristica permite

reducir el tiempo de analisis.

La Figura I. 11, muestra un resumen de las publicaciones relacionadas con los
instrumentos Raman hasta la actualidad. Como puede verse, su implementacién ha ido
aumentando con los afios. Esto se debe principalmente a su mejora instrumental y a su gran

abanico de posibilidad de utilizacion en distintos sectores farmacéuticos.

3.4. Aplicaciones de la espectroscopia Raman

Considerando las caracteristicas de esta técnica, puede implementarse en distintos
sectores como, por ejemplo, en la industria farmacéutica, alimentaria, forense, para
aplicaciones relacionadas con el arte y la arqueologia, identificacion de polimeros,
colorantes y pigmentos, asi como para la caracterizacion de materiales inorganicos [73,87—

95].
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Figura I. 11. Evolucién en el numero de publicaciones que contienen como palabras clave Raman y Portatiles
(Portables) o Handheld por afio. Datos extraidos de la base de datos de Scopus.

En esta tesis, la espectroscopia Raman se ha usado para aplicaciones relacionadas con
la industria farmacéutica. Las principales aplicaciones en esta industria estdn relacionadas
con la identificaciéon de los productos, tanto materiales de partida como producto acabado,
la determinacién de la uniformidad de contenido, la investigacion y cuantificacion de
distintas formas polimorficas, o para la determinacion de la homogeneizacion del API en

comprimidos.

Ademas de todas estas aplicaciones, la espectroscopia Raman se ha convertido en una
herramienta muy util para la implementacion PAT en la industria farmacéutica. Esto se debe
a que se puede obtener informacidon quimica y fisica durante distintas operaciones unitarias,
pudiendo asi obtener informacion a tiempo real del proceso de fabricacion [77,96-98].
Algunas de las operaciones unitarias que pueden estudiarse son la sintesis, cristalizacion,
homogeneizacion, granulacidon, compresion y recubrimiento [99-102]. El mayor peso de la
espectroscopia Raman en la aplicacion de operaciones unitarias estd desarrollado para
formas farmacéuticas sdlidas. Por ejemplo, De Beer et al han aplicado esta técnica para
determinar el punto final de la etapa de homogeneizacion durante el proceso de fabricacion

de un producto farmacéutico [103].
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En relacién con los instrumentos portatiles, su principal aplicabilidad esta relacionada
con la identificacion de materiales de partida o producto acabado [104—107]. En referencia
al andlisis cuantitativo, estudios recientes han evaluado su capacidad para este tipo de

aplicacién [108].

4. QUIMIOMETRIA

La Quimiometria es una disciplina de la quimica que usa las matematicas, estadistica

y la logica formal para:

(a) Disefiar o seleccionar procedimientos dptimos para el desarrollo experimental
(b) Proporcionar la maxima y relevante informacidon quimica mediante el analisis de los
datos quimicos

(c) Obtener conocimiento de los sistemas quimicos

De este modo, la aplicacion de la Quimiometria resulta en una mejora de los procesos
analiticos en sus distintas etapas, que se traduce en una mejora de la calidad de los resultados

[109].

En la aplicacion de la espectroscopia vibracional es posible la realizacion de un analisis
univariante o multivariante de los datos. En el primer caso, se considera una unica variable
en el estudio; Por ejemplo la intensidad de una banda determinada a una longitud de onda
del espectro obtenido [110]. En cambio, en el andlisis multivariante, se emplean
determinadas técnicas que permiten realizar el andlisis de los datos de mas de una variable a
la vez, extrayendo y simplificando la informacion [111]. En el uso de la espectroscopia NIR,
es dificil aplicar un analisis univariante dado el solapamiento y las bandas anchas del
espectro. En la espectroscopia Raman puede ser posible aislar una banda concreta, pero
también es habitual el estudio multivariante por la complejidad y gran informacion contenida
en los espectros. La Tabla I. 4 muestra algunos ejemplos de los tipos de analisis
multivariable mas aplicados en la espectroscopia NIR y Raman, asi como los métodos mas

usados [31,112,113].
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Tabla I. 4. Analisis de los datos NIR y Raman mediante el uso del analisis multivariable.

Analisis

Objetivo

Métodos usados

Procesamiento de los espectros

Exploracion de resultados

Analisis cualitativo

Analisis cuantitativo

Reducir la informacién no
deseada, como el ruido, y
aumentar la relacion S/N
Magnificar pequeias diferencias
espectrales entre muestras
Investigar y encontrar relaciones
entre muestras (tendencias)
Clasificar las muestras en
distintos grupos en base a
diferencias espectrales
Encontrar outliers o resultados
fuera de especificacion
Correlacionar los datos
espectrales con parametros
cuantitativos de la muestra
(contenido, humedad, etc)

Suavizado
MSC

SNC
Normalizacion

Analisis de componentes
principales (PCA)
PLS-DA

SIMCA

SVM

LDA

Bibliotecas de espectros
PLSR

MLR

PCR

ANN

4.1. Perspectiva historica

Los inicios de la Quimiometria se establecen en 1969 tras una publicacion relacionada
con la aplicacion de maquinas de aprendizaje (learning machines) para clasificar un espectro
de masas de baja resolucion [114-116]. Tras estas publicaciones se abrid una nueva
posibilidad de transformar largas cantidades de datos en informacion ttil. Posteriormente,
en 1977, se introdujo el algoritmo del modelado suave independiente por analogia de clases
(SIMCA en inglés) para el modelado de datos multivariables [117]. Mientras, en 1974, el
interés ya habia crecido tanto que justificé la creacion de una sociedad de Quimiometria

[118].

4.2. Pretratamientos espectrales

Para facilitar el analisis quimiométrico (exploratorio, cualitativo o cuantitativo) es
habitual empezar con un preprocesado de los datos para mejorar sus caracteristicas y
eliminar efectos indeseados que complicarian su tratamiento posterior [119,120]. Los
métodos de procesado mas habituales en los datos espectroscdpicos no requieren de un valor
de referencia, por lo que se consideran independientes de referencia. La Figura I. 12 muestra

una posible clasificacion de estos métodos en funcidn de su principal objetivo [121].
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Savitzky-Golay (SG)

Figura I. 12. Clasificacion de los principales métodos de procesado de espectros para datos espectroscopicos.

4.2.1. Correccion del efecto de la dispersion

La dispersion de la luz es un efecto muy comun en las técnicas analiticas donde se usa
como fuente de radiacioén un haz de luz. Este efecto puede ocasionar cambios en la intensidad
de las bandas o en la pendiente del espectro. Algunos de los métodos de procesado mas
habituales para mitigar este efecto son los presentados en la Figura 1. 12. A continuacidn,

se detallaran los usados durante el desarrollo de esta tesis.

- Variable normal estindar (SNV). Este método corrige el espectro (x4g)

mediante dos coeficientes, siendo uno el valor promedio del espectro (a,) y el otro
su desviacion estandar (s). El espectro corregido (xsyp) se calcula segin la
Ecuacion I-12. Este pretratamiento permite mitigar variaciones multiplicativas
entre espectros por diferencias en sus propiedades fisicas, o diferencias derivadas
de la preparacion o presentacion de la muestra, asi como pequefias variaciones

debidas a la optica del espectrometro [122,123].

Xorg — @
Xsny = —Orgs - (I-12)

- Correccion de la linea base. Este pretratamiento es comun para los datos

espectroscopicos obtenidos con un instrumento Raman. El principal objetivo es
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disminuir tanto la dispersiéon Rayleigh como el efecto de la fluorescencia [124].
Este tipo de métodos sustraen el desplazamiento de la linea base o la pendiente. Los
mas comunes se basan en una transformacion wavelet o mediante la aplicacion de
un ajuste polinémico [125,126].

La transformada de wavelet descompone la sefial original en distintas
contribuciones, localizadas y caracterizadas por un valor escalado y una posicion.
Cada contribucion a cada uno de los niveles o escalados, es la informacion de la
seflal original a distintas frecuencias [125,126]. En esta tesis, se ha utilizado un
algoritmo basado en la transformada de wavelet llamado baseline wavelets (BW) y
que ha sido detallado por Z. Zhang et al.[127]. Esta transformada, BW; consta de
tres pasos: la deteccion de los maximos de los picos, la estimacidon de la amplitud
de las bandas y, por ultimo, el ajuste del fondo (background).

El algoritmo basado en el suavizado de Whittaker para la correccion de la
linea base también ha sido usado en esta tesis. Este algoritmo se denomina también
minimos cuadrados ponderados, o minimos cuadrados asimétricos (ALS por sus
siglas Asymmetric Least Squares). Whittaker public6 en 1922 un algoritmo para el
suavizado de los espectros que después mejord Eilers [125,126]. Posteriormente,
Cobat et.al introdujeron una correccion de linea base automatica basandose en los
algoritmos de Whittaker y Eilers [128]. Esta correccidon se basa en encontrar el
mejor ajuste de linea base a los datos obtenidos, mientras que también se penaliza
la rugosidad de la linea base. La funcién (F) resultante que se minimiza para obtener

la linea base es la presentada en la Ecuacion 1-13.
N N-d
F=) o =20t +1 ) (4% (I-13)
i i

Donde y; son los datos experimentales, z; la linea base estimada, A el factor
de penalizacién para la segunda derivada, w; el peso, y A% el operador de la
diferencia finita de orden d. En la aproximacion ALS, la asimetria se introduce
mediante el parametro p (0 < p < 1). Valores altos de este pardmetro producen un
mayor niumero de regiones con intensidades negativas en el espectro resultante. El
factor de la penalizacion, A, se puede asemejar al orden del polinomio, por lo que,

mediante este factor se controla la curvatura de la linea base [129,130].
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Por ultimo, también se ha utilizado un algoritmo de correccion de linea base
lineal. Este algoritmo realiza una correccidn lineal entre las dos variables del
espectro seleccionadas, corrigiendo su pendiente. De este modo, estas dos variables
se transforman y convierten a un valor de y = 0, mientras que las demds variables
se ajustan mediante esta correccidn lineal a un nuevo valor determinado. Lo mas
importante de este pretratamiento es asegurar que las variables seleccionadas
siempre son el valor minimo en todos los espectros a pretratar [131].

Normalizacién. Este método de procesado tiene como objetivo la disminucién de

la influencia de variacidon no deseada entre muestras.

La normalizacion vectorial (VN), primero realiza el calculo del espectro
promedio (a,,) para todos los valores & de las muestras (V) en el rango de longitudes
seleccionado. Este espectro promedio se sustrae de los individuales a'(k),
centrando asi todos los resultados alrededor de y = 0. Posteriormente, se calcula la
suma de los cuadrados de todos los valores k y el espectro se divide por la raiz

cuadrada de esta suma (a'’(k)), segun las Ecuaciones I-14 — I-16.[132]

ap = 200 (-14)

a'(k) = a(k) — ay, (I-15)
'(k

a''(k) = e (I-16)

v 2(a'(k))?

Otro tipo de normalizacién es la de normalizar al valor méximo observado
para todas las variables de la muestra. En este caso, la respuesta es un vector con
un valor maximo unidad. El espectro normalizado se calcularia mediante la
Ecuacion I-17, donde w; es el peso de la normalizacion de la muestra i calculado

segun la Ecuacion I-18, y x; el vector de los valores observados de la muestra

[133].

Xinorm — xiWi_1 (I-17)

w; = Max(x;) (I-18)

Una alternativa a la normalizacion al valor maximo es la denominada
normalizacién a éarea unidad. Este tipo de transformacion lo que realiza es una

normalizacién de los espectros mediante el calculo de su area debajo de la curva,
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resultando asi en la obtencion de la misma area para todos los espectros de las

muestras estudiadas [131].
4.2.2. Aplicacion de derivadas

La correccion de los espectros mediante la aplicacion de una derivada se usa
comunmente para reducir los efectos aditivos y multiplicativos. Los métodos mas comunes
son los filtros polindmicos de Savitzky-Golay (SG) y la derivada de Norris-Williams
[134,135]. La Figura 1. 13 muestra una representacion del efecto de la aplicacion de una
primera o segunda derivada a un pico gaussiano. En este caso, la primera derivada es capaz
de sustraer una linea base constante, mientras que la segunda es capaz de corregir una linea
de base con una cierta pendiente [136]. Este método de procesado es muy util en casos donde
hay un solapamiento de bandas, pero en determinados casos, el ruido se magnifica. Una de

las formas para intentar reducir el ruido al aplicar una derivada es mediante el algoritmo SG.

El algoritmo de SG incluye un primer paso donde se realiza un suavizado. Para poder
realizar la transformacion de una primera deriva, se ajusta primero un polinomio mediante
una ventana de puntos simétrica. Una vez calculado el ajuste, se calcula la derivada de la

funcién. En la Figura 1. 13 se muestra una representacion de este algoritmo.

(A) (B)
Datos originales
® 9
¢ &
@
L]
o
Primera derivada =
a3 . 8 =
LT
=2 & i
5 o
o = &
o % . ®
i ® g0
27 1S .
Segunda derivada @ PY L ]
@ o ® b
o0

Longitud de onda

Figura I. 13. (A) Ejemplo de la aplicacion de una derivada y segunda derivada en una banda gaussiana. (B) Ejemplo de
la aplicacion de una derivada mediante el algoritmo de SG. Adaptado de [136].
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Tras la presentacion de los métodos usados durante esta tesis para el procesamiento de
los datos espectroscopicos, el paso mas critico es la seleccion del pretratamiento o
combinacion de pretratamientos a utilizar [137]. Existen distintas aproximaciones que han
sido usadas para la seleccion de la mejor estrategia de procesado. La primera de ellas es la
simple prueba y error, que consiste en la aplicacion de distintas combinaciones para la
realizacion del analisis cualitativo o cuantitativo. En este caso, tras el desarrollo de todos los
modelos con cada uno de los pretratamientos, el que proporcione mejores resultados sera el
seleccionada para su proposito [121,138]. Otra posibilidad es la realizaciéon de una
inspeccion visual de los datos antes y después de su procesado. La aplicacion de esta
posibilidad es mas complicada, dado que depende de los datos a analizar. La tultima
aproximacion se basa en el uso de parametros cualitativos para medir la calidad de los
espectros preprocesados. El objetivo de esta ultima aproximacién es evaluar los
pretratamientos realizados para ver qué combinacion resulta en un menor niimero de
artefactos. Por ejemplo, se ha uso el coeficiente de correlacion de Pearson para evaluar la
similitud entre los espectros. Al obtener una mayor similitud entre los espectros tras el
pretratamiento, la reduccion de los artefactos habrd sido mayor [139,140]. Esta
aproximacion ha sido mas empleada para datos cromatograficos que para datos

espectroscopicos.

4.3. Analisis cualitativo

El andlisis cualitativo de los datos espectroscopicos se realiza mediante el uso de
métodos de reconocimiento de pautas (PRM por sus siglas Pattern Recognition Methodls).
Estos métodos se clasifican en supervisados o no supervisados dependiendo de si se conoce
la clase perteneciente de la muestra (supervisados) o no (no supervisados). La Figura I. 14

presenta un esquema de los PRM mas usados con su correspondiente clasificacion.
4.3.1. Medida de la similitud

Para establecer una medida cuantitativa que indique si muestras o variables se parecen entre
si en mayor o menor medida, se utiliza la similitud. La similitud se puede calcular a partir
del coeficiente de correlacion entre los valores de las variables o del calculo de la distancia

entre muestras o grupo de muestras.
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Figura I. 14. Clasificacién de los PRM.

El método de correlacion mas usado es el de Pearson, que proporciona una medida

de la correlacion lineal entre dos vectores segiin la Ecuacion 1-20.

. Xl =0 —y)
VEZil — 02Xy — 7)?

(1-20)

Donde x; y y; son los elementos de los vectores de la intensidad que representan los
espectros a comparar, y X y ¥ los valores promedios de x; y y;, respectivamente [141,142].
Cuanto mas cercano a 1 es el coeficiente de correlacion, mayor es la similitud entre las
variables. Esta medida de la similitud ha sido muy usado en la espectroscopia vibracional

[143-145].

La medida de la similitud a partir de la distancia se basa en la idea de que cuanto mas
se parecen dos objetos, menor serd la distancia entre ellos cuando se representan en un
espacio multidimensional. Existen distintas maneras de calcular la distancia, segun las
propiedades de los objetos estudiados, siendo las mas usadas la Euclidea y la de

Mahalanobis.

- Distancia Euclidea. Es el tipo de distancia mdas sencillo y se define en la

terminologia vectorial segiin la Ecuacién 1-21 [146].
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dig =~ (tia — %2) (xi4 — %4)’ (I-21)

Donde 4 representa la clase, i la muestra, x;, representa el vector que corresponde

con la medida de la muestra 4 y X4 el punto central.

- Distancia de Mahalanobis. Esta distancia, a diferencia de la Euclidea, considera

que algunas variables pueden estar correlacionadas entre si. La distancia entre dos

objetos k 'y / viene dada por la Ecuacion 1-22 [147].

diy = v (e — )€1 — )’ (I-22)

Donde C~! representa la matriz de varianza-covarianza entre las variables.

4.3.2. Analisis de las componentes principales

La exploracion de resultados se realiza cominmente mediante métodos no
supervisados, destacando el analisis de las componentes principales (PCA por sus siglas
Principal Component Analysis). Mediante este analisis se logra una visualizacidn del sistema
bajo estudio pudiendo detectar similitudes entre muestras, identificar aglomeraciones o
tendencias sistematicas, encontrar las variables que tienen una mayor influencia o identificar

posibles resultados anomalos (outliers).

El PCA es una técnica que se basa en la una reduccion de las variables originales a un
numero inferior de variable que sean ortogonales entre si y que se denominan Componentes
Principales (PC). El objetivo principal de esta técnica es simplificar y reducir el nimero de
variables de los datos originales, pero manteniendo la méxima informacién, y detectar
patrones o relaciones entre muestras. Se debe hallar el nimero de componentes principales

(PC), que explican la variabilidad existente en los datos originales analizados.

El procedimiento de reduccidn de las variables se resume en la Figura 1. 15. Cada una
de las muestras del conjunto de datos se puede representar como un punto en el espacio de
las variables, donde cada una de las variables representa un eje de coordenadas. Una vez
proyectadas las muestras en este espacio, se normalizan para centrarlas. A partir de aqui, se
buscara el primer PC (PC1) que, segun la aproximacion de Pearson, es el que explica la
mayor variabilidad de los datos (el de mayor varianza), por lo que este componente cruzara

el centro del espacio de las variables. EI PC2 sera ortogonal al PC1 dado que explicara
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variabilidad no incluida en el primero (son independientes) y cruzara también el centro del
espacio. Este paso se repetiria sucesivamente para encontrar los demas PCs hasta llegar a
cubrir el 100% de la varianza explicada. Una vez encontradas todas las direcciones, se
proyectan las muestras en el espacio de los PCs, con unas nuevas coordenadas llamadas
scores. Considerando esta aproximacion, el espacio de los PCs acaba siendo una rotacion

del espacio de nuestras variables, pero con una menor dimensionalidad [ 148].

PC2

Figura I. 15. Interpretacion grafica de un PCA.

Matematicamente, su interpretacion se basa en una transformacién de los datos
originales (Xyxp) @ un nuevo eje de coordenadas ortogonal compuesto por los

componentes principales (Ecuacion I-19), donde los scores son representados por T, los

loadings por P y los residuales por E.

X=TPT +E (1-19)

La matriz de los loadings (Pgyxr)) proporciona informacion de las variables de los
datos originales (X(yxuy) donde F es el nimero de PCs. Matematicamente, son la relacion
entre los ejes antiguos (variables) y los nuevos ejes (PCs), por lo que son los angulos entre
ambos. La matriz de scores (Pgyxry) proporciona informacion sobre las muestras y es la
distancia de las muestras proyectadas al centro de los nuevos ejes. Por tltimo, E es la matriz

de los residuales.
4.3.3. Métodos discriminantes

En este tipo de métodos lo que se quiere lograr es una asignacion de las muestras a una
clase o clases representadas en el conjunto de entrenamiento mediante el establecimiento de

unos limites.

Uno de los métodos mas utilizados para este propdsito es el andlisis lineal
discriminante (LDA por sus siglas Linear Discriminant Analysis). Es un método de

clasificacion muy basico que se basa en el uso de la informacién de las clases. Su principal
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funcién es encontrar direcciones en los datos que maximicen la varianza entre clases y la
minimicen dentro de una misma clase. Estas direcciones son las denominadas discriminantes
lineales (LD). La principal diferencia con el PCA es que al ser éste un método no
supervisado, busca la méxima varianza entre todas las muestras sin tener en cuenta la
informacion de las clases. En cambio, el LDA contiene la informacién de las clases, por lo
que la direcciéon de maxima varianza que encuentra puede ser distinta a la del PCA. La

Figura I. 16 muestra esta caracteristica [149].

(&) . (5}
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Figura I. 16. Interpretacion grafica de la direccion encontrada en un PCA y en un LDA.

El LDA, se basa en dos suposiciones. La primera es que todas las muestras de cada
clase se encuentran distribuidas normalmente alrededor de su punto central (valor
promedio), lo que significa que cada clase se distribuye como una gaussiana multivariable.
La segunda es considerar que todas las clases tienen la misma matriz de varianza-covarianza.
Si se consideran estas suposiciones, se puede calcular la probabilidad (p(g|x)) de que una

muestra x pertenezca a una determinada clase g segtn la Ecuacion I-23 [150].

plgl) = "L 205 7o) 1:23)

Donde X, es el valor central de la clase g, S la matriz de varianza-covarianza dentro

de la clase, m, la probabilidad de observar una muestra de esa clase antes de realizar la

: S, .. N\ o _ : :
medida, C la constante de normalizacion y el término (x — xg) S 1(x — xg) la distancia de

Mahalanobis al cuadrado de la muestra respecto al centro de la clase. La asignacion de la

muestra se realiza en funcion del valor de probabilidad obtenido con una de las clases.
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Las principales ventajas de este método son su facilidad de uso y robustez. Sin
embargo, presenta dos claras desventajas. La primera esta relacionada con que el numero de
muestras debe ser mayor al numero de variables y la segunda con las dos suposiciones
necesarias. La primera desventaja, se suele solventar mediante la realizacion previa de un
PCA. De esta forma, se reduce primero la dimensionalidad y posteriormente se aplica el

LDA alos scores del PCA obtenido. Esto se denominard LDA-PCA.

Otro método discriminante es el andlisis discriminante por minimos cuadrados (PLS-
DA por sus siglas Partial Least Squares Discriminant Analysis). Este método discriminante
se basa en el algoritmo de regresion PLS, que se explica en la Secciéon 3.4.2, con alguna
modificacion para poder realizar el analisis cualitativo. En este caso, se usa el método PLS2.
El método PLS2 se usa cuando los predictores son una matriz con mas de una variable. Esta
matriz incluird la informacién de la clase a la que pertenecen las muestras, pero en vez de
usar una clasificacion categdrica, se usa una binaria con asignacién de un valor 0 en caso de
no pertenecer a la clase, o de 1 en el caso contrario (Figura I. 17). A partir de estas matrices,

el método PLS buscard una relacion entre ambas mediante la realizacion de un ajuste por

regresion.
2 classes > 2 classes
1 110]0
PLSDA | 1 PLSDA |1} 010
1 0[1(0
X X
0 011(0
0 0|0f1
0 0|01

Figura I. 17. Interpretacion de las matrices para un modelo PLS-DA.

4.3.4. Métodos de modelado

En estos tipos de métodos, la construccion se basa en el desarrollo de un modelo
especificamente para una clase de interés y, posteriormente, combinar distintos modelos.
Uno de los métodos mas conocidos es el modelado suave independiente por analogia de

clases (SIMCA por sus siglas Soft Independent Modeling of Class Analogies).
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SIMCA se basa en la realizacion de una coleccion de PCAs, donde se desarrollara un PCA
para cada una de las clases de interés. Tras la realizacion del PCA, se establecerd un umbral
para pertenecer a esa clase y al predecir nuevas muestras, si estas pertenecen a la clase se
encontrardn dentro del umbral, mientras que si no pertenecen seran identificadas como

outliers [150,151]. La Figura L. 18 muestra un resumen del método.

La identificacion de la muestra como perteneciente o no a la clase se realiza mediante
la deteccion de Qutliers mediante los valores estadisticos: Hotelling’s T? o los residuales Q.
El primero detecta valores extremos pero pertenecientes al modelo o clase mientras que el
segundo detecta valores que no pertenecen a este. Los residuales Q son el valor al cuadrado
de los residuales del célculo del PCA (Ecuacion I-19). Cuanto mayor sea este valor Q,
mayor sera la probabilidad de que la muestra sea un outlier. El valor de T? es una medida de

la distancia desde el origen en el espacio de los componentes principales.

1. Calculo del PCA de cada clase

PC2
(]
s O -
< A ‘
g PC1
> g ©
Variable 2
2. Proyeccion de otras muestras 3. Definicion del umbral de la
en el espacio del PCA clase
PC2 PC2
©e0
.0
PS O
)
» PCl
g ©

Figura I. 18. Representacion de un modelo SIMCA 'y sus principales pasos.

El establecimiento de los limites para pertenecer a cada una de las clases se puede

realizar de distintas maneras.
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- El modelo SIMCA identificard la muestra i como perteneciente a la clase g si se
cumplen las condiciones presentadas a continuacion. Este método se basa

principalmente en el establecimiento de unos limites estadisticos.
Qg < Q Tig* < Toosg
ig = 0,95,9 y ig — 10959

- Otra opcion es mediante el célculo de una distancia para definir el umbral
(Ecuacion I-24). Con este método se obtiene un umbral mas ajustado a las
muestras, pero el umbral establecido es fijo. Una opcidn para hacer el umbral movil

es modificar el criterio de que la distancia deba ser < 1.

2 2 2
dy= |(2) + () <1 (:24)
Q0,95,g T0,95,g

Las principales ventajas de este método es su facilidad de uso y interpretacion dado

que se basa en los modelos PCA. Sin embargo, si se quiere combinar mas de una clase, suele
haber muchas muestras que no se identifican como ninguna de las clases. Otra limitacion es

que se debe interpretar el modelo PCA para cada una de las clases.

Por ultimo, otra opcién de desarrollo de un modelo discriminante cualitativo es la
construccion de las denominadas bibliotecas de espectros, que se describird con detalle en

los Capitulos V 'y VI de la tesis.
4.3.5. Parametros para evaluar el rendimiento de la clasificacion

El andlisis de los métodos cualitativos se realiza mediante la llamada tabla o matriz de
confusion, la cual incluye informacidn sobre los resultados de la clasificacion (positivos o
negativos) para cada clase [152—154]. Esta matriz de confusidon es una matriz cuadrada
donde las filas y columnas representan las clases experimentales y predichas. De esta matriz,
se puede extraer informacién como el nimero total de muestras, el nimero de muestras que

corresponden a una clase, y el nimero de muestras que se predicen a una u otra clase.

Los parametros usados para definir la calidad del método de clasificacion estdn

basados en respuestas del tipo binario, donde principalmente existen cuatro situaciones:

- Positivos verdaderos (TP). Muestras que son clasificadas como positivas v,

realmente lo son. Equivalente a decir que se clasifican como pertenecientes a la

clase A y realmente lo son.
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- Negativos verdaderos (TN). Muestras que son clasificadas como negativas vy,

realmente lo son.

- Falsos positives (FP). Muestras que son clasificadas como positivas, pero

realmente son negativas. Equivalente a decir que se clasifican como pertenecientes
a la clase A, cuando en realidad no lo son.

- Falsos negativos (FN). Muestras que son clasificadas como negativas, pero

realmente son positivas. Equivalente a decir que no se clasifican como

pertenecientes a la clase A, cuando en realidad si lo son.

Estos parametros son los que se pueden extraer también de la matriz de confusién
(Figura L. 19). Ademas de estas cuatro situaciones, se pueden usar otros parametros para
evaluar las propiedades analiticas del método. La sensibilidad (SEN), especificidad (ESP) y
precision (PRE) sirven para evaluar la clasificacion obtenida para cada una de las clases
individualmente [155]. La sensibilidad representa la habilidad de identificar correctamente
las muestras pertenecientes a una clase; la precision esta relacionada con la pureza de la
clase, lo que evalua la habilidad de evitar malas predicciones, y la especificidad esta

relacionada con la habilidad de rechazar muestras de otras clases [156,157].

Matriz de
confusion | Clase predicha

fi -
= Sensibilidad  Tasa de FN
g ta -| FN TP/@ FN/@

g -9 -| TN Tasa de FP Especificidad
@) FP/@ TN/©

Precision Exactitud ndice de Youden
TP/l (TP+INYE+E (TP/@ JHTN/@)-1

Figura I. 19. Representacion de una matriz de confusion con sus parametros.

Ademas de estos parametros, también se pueden evaluar otros como la exactitud o el
indice de Youden. La exactitud (EXA) proporciona una estimacion del error del modelo. En
el caso del Indice de Youden, expresa un compromiso entre la proporcion de muestras que
se identifican correctamente y las que no, proporcionando informacioén sobre la fiabilidad
del modelo de clasificar la clase A, por ejemplo. A continuacién, se detallan las ecuaciones
para el calculo de estos parametros (Ecuaciones I-25 a 1-29). Todos estos parametros se

expresan como un porcentaje o relacion en la escala, normalmente, del 0 al 1.
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TP
SEN = s (1-25)

TN
ESP = TN T FP (I-26)

TP
PRE = Tp 3 Fp (27
EXA= o8+ ;11\9] : IZ; ¥ FP (1-28)
Youden = SEN + ESP — 1 (1-29)

La validacién de un método cualitativo se basara en la estimacion de estos parametros
analiticos donde el objetivo serd lograr los mayores valores de estos parametros, es decir,
valores proximos a 1. Una forma de evaluacidn de estos métodos es mediante la construccion
de curvas caracteristicas operativas relativas (ROC por sus siglas Relative Operating
Characteristic). En estas curvas se representan los valores de SEL y ESP en funcion del
umbral establecido como limite a pertenecer a una clase. Mediante estas curvas se logra
establecer el umbral dptimo, es decir, el umbral que permite una mejor clasificacion de las

muestras [155].

4.4. Analisis cuantitativo

La calibracion es el proceso mediante el cual se puede relacionar los datos adquiridos
de la muestra bajo estudio, por ejemplo, un espectro, con otras propiedades de interés, como
la concentracion. En este ambito, existen dos tipos de calibracion: univariante y
multivariante. En la univariante, la informacion disponible de las muestras es unica, por
ejemplo, el valor de absorbancia a una determinada longitud de onda. En cambio, en la
multivariante, se dispone de més de una variable por muestra, como seria el caso de un

espectro.
4.4.1. Calibracion univariante

Este tipo de calibracion estd representado por un vector x con dimensioén
(1 x n), donde n es el nimero de muestras disponibles. Asimismo, se dispone de un vector
y de dimensién (1 X n), que contiene los valores de la propiedad analitica de interés (por
ejemplo, concentracion). La variable x contiene las variables independientes y y las

dependientes. Al ajustar un modelo lineal con estos datos se obtiene la Ecuacion I-30, donde
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b es un escalar, el coeficiente de regresion que relaciona la respuesta con la propiedad de

interés.
y = bx (I-30)

Al usar una calibracidn univariante, se deben cumplir dos requerimientos para poder
predecir muestras desconocidas. El primero, es que la respuesta debe ser selectiva vy, el
segundo, que la relacidn entre x y y debe ser lineal. En el caso de que la respuesta no sea
selectiva, es decir, que no solo dependa del analito de interés, las predicciones no seran

apropiadas.
4.4.2. Calibracion multivariante

La calibracién multivariante se basa en el desarrollo de un modelo cuantitativo para la
prediccion de unas propiedades de interés a partir de unas variables predictoras. Un ejemplo
de aplicacidn es en la espectroscopia vibracional, donde se quiere encontrar la concentracion
de un componente o componentes a partir de un espectro [158]. Esta calibracion presenta

una serie de ventajas en comparacion a la univariante que se denominan de primer orden:

- Se usa un nimero mayor de variables (mas de una longitud de onda, por ejemplo)
durante el desarrollo del modelo

- El modelo no es dependiente de una unica variable

- Se pueden realizar predicciones aun con una resolucioén de la sefial baja

- Se puede realizar el andlisis incluso con interferencias, dado éstas se han modelado

en la calibracion

El desarrollo de estos modelos multivariantes necesita de dos tipos de muestras. El
primero es el denominado conjunto de calibracion, del cual se tiene la informacion de la
propiedad analitica bajo estudio. El segundo es el conjunto de validacion, con muestras no
usadas en el desarrollo del modelo, pero de las cuales se sabe la propiedad analizada, para
verificar la prediccidon del modelo. La distribucidn de las muestras suele ser de un 70% para

calibraciéon y un 30% validacion. modelo.

Existen distintos métodos para la realizacion de una calibracion multivariante como el
MLR (Multi-linear Regression), PCR (Principal Component Regression) y PLS (Partial
Least Squares) [159,160].

55



INTRODUCCION

Actualmente, el método mas empleado es el denominado regresion por minimos
cuadrados parciales (PLSR), y uno de los algoritmos mas utilizados es originario de Herman
Wold, cuando en 1975 propuso una modificacion del algoritmo NIPALS para encontrar los
componentes principales [161]. Su aplicabilidad en quimica analitica empezo por los 80s, y
hoy en dia, es uno de los métodos mas ttiles para resolver problemas con mayor nimero de

variables x que objetos, como es el caso de la espectroscopia.

Este método matematico se basa en la transformacion de los datos para encontrar la
maxima covarianza entre los predictores (X) y la respuesta (Y), manteniendo la maxima
correlacién con Y. Esta es la principal diferencia con el otro método de reduccidon de
variables presentado, el PCA, dado que el PLS tiene en cuenta la informacion de la respuesta
(Y). Previamente a la descomposicion, es aconsejable centrar los datos y, en el caso de que
las variables tengan valores muy distintos o estén expresados en diferentes variables,
también escalar los datos para darle el mismo peso a cada una de las variables (Ecuaciones
I-31 y I-32). El centrado permite mantener las unidades originales mientras que el método
de escalado denominado “autoescalado a varianza unidad” realiza un ajuste cambiando las
longitudes de los ejes. Este ultimo pretratamiento se debe usar en el caso de que haya una

gran diferencia en la varianza de las muestras.

Xcentrado = Xik — Xk (I-31)
Xik — Xi
Xgup = ————— (1-32)
Sk
Donde x es el valor de la matriz en la fila i y columna £, y s la desviacion estandar

de la columna.

Para poder encontrar las variables latentes y calcular los modelos PLS, se pueden
emplear diferentes algoritmos; uno de los mas conocidos es el algoritmo basado en los
minimos cuadrados parciales iterativos no lineales (NIPALS por sus siglas Nonlinear
Iterative Partial Least Squares)[162]. Este proceso se basa en un calculo iterativo para
encontrar los scores y loadings que maximizan la covarianza entre los scores de X y Y. Con
este algoritmo, primero se descompone la matriz de las variables X segun la Ecuacién I1-33,
obteniendo asi nuestro espacio de las variables normalizado. Sin embargo, en este caso,
también disponemos de la matriz Y, la cual podemos proyectar también en el espacio

(Ecuacion I-34). Para encontrar la direccion con mayor correlacion entre X y Y, se rotara el
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plano que englobe los datos de la matriz X hasta obtener la correlaciéon maxima. Para ello,
se realiza una representacion de los scores de ambos, para poder realizar las rotaciones hasta
tener la maxima correlacion entre los scores (Ecuacion I-35). En este caso, los componentes
principales se denominan variables latentes, dado que ya no son ortogonales entre ellas al

buscar la maxima correlacion entre X y Y (Figura L. 20) [163].

X=TPT+E (1-33)
Y =UQT +F (1-34)
U = RT (1-35)

Donde X es la matriz de las variables, Y la matriz de la respuesta, T y U los scores, P

y Q los loadings y E 'y F los residuales.

X scores (T)

Datos ]
XyY)

Figura I. 20. Representacion de un modelo PLS. Adaptado de [164].

Los pasos de este algoritmo son:

1) Aleatorizar la matriz de U

2) Calcular el peso de la matriz U con respecto a la matriz X.
3) Mediante los pesos, se calculan los scores de X.

4) Evaluar mediante los scores calculados, los loadings de Y.
5) Recalcular la matriz de U mediante los loadings de Y.

6) Calcular los loadings de X considerando T (scores de X)
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Estos pasos se resumen en la Figura L. 21.

K t, u,

=

A

Y e = o i =y [T

]
I
I
I
I
1
I
I
I
__________ = s S ) |
L
1
I
L

Figura 1. 21. Representacion del algoritmo NIPALS. Adaptado de [165].

4.5. Construccion de un modelo quimiométrico

El desarrollo y evaluacion de los modelos quimiométricos, tanto cualitativos como
cuantitativos, consisten en distintas etapas hasta alcanzar su propdsito: la aplicacion del
mismo para conseguir resultados. La Figura L. 22 muestra un esquema de las etapas, que se

describirdan con mas detallas en las siguientes secciones.

Recopilacion

Calibracion Validacién < Mantenimiento
de datos

Figura I. 22. Esquema de los pasos a seguir para la construccion de un modelo quimiométrico.

En el marco de esta tesis, la industria farmacéutica, existen distintas guias de agencias
regulatorias que ofrecen indicaciones a seguir para cumplir con el marco regulatorio. Las
principales guias publicadas de la EMA y FDA estan destinadas al uso de la espectroscopia
NIR, pero se pueden extender a otras técnicas espectroscopicas [4,5]. Ademas de estas guias
especificas para NIR, se pueden usar las guias ICH sobre indicaciones de la validacion de
un método analitico (ICH Q2) y el nuevo borrador sobre el desarrollo de un proceso analitico
(ICH Ql14) [166,167]. Otras fuentes de informacidon sobre el desarrollo de modelos
quimiométricos se pueden encontrar en los capitulos especificos publicados en las
farmacopeas, tanto la europea como la estadounidense, sobre Quimiometria, Raman, y NIR

[6-8,168].
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4.5.1. Recopilacion de datos

La recopilacion de datos engloba distintas etapas como la preparacion de las muestras,
el andlisis por el método de referencia, la adquisicion de los espectros y la separacion de los

conjuntos en uno de calibracion y otro de validacion.

(1) Preparacion de las muestras. Uno de los pasos mas criticos durante el desarrollo

de un modelo quimiométrico es el disefio y preparacion de un conjunto de muestras
lo mas representativas posibles del objetivo del estudio. Por este motivo, deben
incluir la mayor variabilidad posible que pueda tener influencia en la sefial analitica,
como, por ejemplo, distinto proceso de fabricacion o distintos proveedores del API.

Existen distintos procedimientos para la preparacion de estas muestras
representativas. El primero, pero el mas dificil por temas econdmicos, es la obtencion
de las muestras en una planta piloto para simular lo mas fielmente posible el proceso
de fabricacidon del producto. Otra opcion es la obtencion de las muestras en el
laboratorio mediante la mezcla de todos los ingredientes de la formulacién a la
concentracion nominal del producto. En esta opcidn, se puede variar la concentracion
de las muestras para obtener un rango de concentracion, pero serd muy dificil incluir
la variabilidad de fabricacion en el modelo. Por ultimo, otra alternativa es mediante
sobre y baja dosificacion del producto acabado para cubrir un intervalo de
concentraciones alrededor del valor nominal [169-171].

Un procedimiento habitual para intentar incluir la variabilidad del proceso de
fabricacion en el modelo es la introduccion de muestras de produccion en el conjunto
de calibracion. De este modo, aunque las muestras se hayan preparado en un
laboratorio, se incluye variabilidad del proceso en el modelo como, por ejemplo, el
tamafio de particula, fuerza de compresion entre otros parametros fisicos.

En el analisis cuantitativo, se incluirdn las muestras preparadas seguin alguna
de las estrategias comentadas mas diversos lotes del producto acabado. En el caso
del analisis cualitativo, solo sera necesario incluir la variabilidad de distintos lotes de
fabricacion para mejorar la robustez de los métodos.

(2) Obtencion del valor de referencia. Una vez preparado el conjunto de muestras, es

necesario la obtencion de su valor de referencia (concentracion, contenido en agua,

etc.) mediante un método analitico validado. Los métodos usados para la extraccion
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de la informacién analitica suelen ser destructivos, por lo que, el primer paso es la

obtencién de los espectros de todas las muestras.

(3) Adquisicion de los espectros. En el caso de querer usar el modelo construido en la

industria farmacéutica, tanto los conjuntos preparados como las muestras de
produccién se deben analizar usando el mismo instrumento. Normalmente, para la
adquisicion del espectro, se pueden configurar distintos parametros en el
instrumento, como el nimero de barridos o la potencia del laser, en el caso del
Raman. Una de las opciones para encontrar las condiciones de adquisicion Optimas
es mediante un disefio de experimentos (DoE por sus siglas Design of Experiments).
Esta herramienta permite estudiar la influencia de mas de un factor simultdneamente
para evaluar una determinada respuesta, asi como la interaccion entre

factores.[172,173]

(4) Separacién del conjunto de muestras. El esquema generalizado usado para la

separacion del conjunto muestras para la creacion del modelo de calibracion y su

evaluacion se presenta en la Figura 1. 23.[174]

Pruebas con distintos parametros Prediccion nuevas muestras
Conjunto Muestr:
(‘1 e callillfrsatlcailf’n(llf) Test set o Modelo Muestras de
: Crossvaidation optimo validacion
muestras entrenamiento

Validacion con los mejores parametros

Errores de validacion de cada prueba

Figura I. 23. Esquema de la division del conjunto de muestras preparado para el desarrollo del modelo.
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Como puede verse en la Figura 1. 23, existen dos conjuntos de muestras que
se utilizan durante el desarrollo del modelo. El primero lo constituyen las muestras
de calibracidon/entrenamiento, que son las que se emplean para la construccion del
modelo, ya sea cuantitativo o cualitativo. Este conjunto es el que contiene la mayoria
de las muestras para incluir la mayor variabilidad y el mayor intervalo de

concentracion posible.
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Como parte de la construccion del modelo, es necesario evaluar y optimizar la
capacidad de prediccion o clasificacion del modelo construido. Si se dispone de
suficientes muestras, se puede destinar una gran parte de ellas para ver como se
comporta el modelo construido (lo que en algunos programas se denomina 7est set).
Lo mas habitual es que el nimero de muestras disponible sea limitado, por lo que se
verifica el comportamiento del modelo con una verificaciéon interna, mediante el
método de Validacion cruzada (CV por sus siglas Cross-Validation). Con este
método, se selecciona aleatoriamente un grupo de muestras, originalmente presentes
en el conjunto de calibracion, como muestras para evaluar el modelo creado con el
resto de las muestras de calibracion. El procedimiento se realiza repetidamente hasta
que todas las muestras han quedado fuera del conjunto de calibracion alguna vez, o
hasta que se ha realizado un numero prefijado de iteraciones. En cada una de las
iteraciones el modelo es ligeramente distinto, ya que se ha realizado con una fraccion
de las muestras originales, y se ha evaluado también con otro conjunto de muestras
distinto, calculando el error de prediccion en la validacion cruzada en cada iteracion.
Finalmente, se acumulan los resultados de cada uno de los modelos creados para
hallar el optimo. Existen distintas formas de realizar la seleccion aleatoria; una de
ellas consiste en el método LOOCYV por sus siglas Leave One Out Cross-Validation,
donde, en cada iteracion, se deja fuera del conjunto de calibracion una de las
muestras, calculando el modelo con el resto. Otra opcidn es utilizar un patrén fijo
para seleccionar las n muestras que se quedaran fuera en cada iteracion, o hacer una
seleccion aleatoria de las mismas. La Figura 1. 24 muestra estos tres tipos de CV

comentados.

Por ultimo, el conjunto de validacidén externa esta formado por muestras
independientes, que no se han utilizado durante la construccion del modelo. Al
evaluar este conjunto de muestras externas con el modelo construido, se estudia la

capacidad predictiva del modelo [175].

Existen distintos métodos para la separacion del conjunto de muestras. Es
habitual seleccionar aleatoriamente, entre todas las muestras disponibles, un grupo
de ellas y utilizarlas como conjunto externo de validacién, usando el resto de las
muestras para el proceso de calibracion. [176]. También se puede realizar esta

seleccidn utilizando un algoritmo (algoritmo de Kennard-Stone) que seleccione las
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muestras mas representativas para el conjunto de calibracion. Considerando la
distribucion de los datos y seleccionando aquellos que son mas representativos del

conjunto para calibracién [177].

LOOCV Por bloques Aleatoria

Prediccion | Calibracion

Figura 1. 24. Representacion de los tres tipos de CV. En gris, se indican las muestras que se seleccionan para la
validacién cruzada, calculando su resultado a partir de las muestras en blanco.

4.5.2. Calibracion

En esta etapa del proceso de modelado es donde hay que seleccionar un intervalo de
longitudes de onda, aplicar distintos pretratamientos, evaluar la presencia de outliers y

construir el modelo cualitativo o cuantitativo.

Uno de los primeros pasos es la realizacién de un analisis exploratorio mediante un
PCA. Esta herramienta nos permite realizar una visualizacidn de los espectros para detectar
posibles outliers y asegurar que las muestras seleccionadas para el conjunto de calibracion
son representativas de todo el conjunto. Pueden existir dos tipos de valores andmalos, los
que se definen como valores extremos pero pertenecientes al modelo y los que no pertenecen
al modelo. El primer tipo se podra identificar por estar alejado en el grafico de scores,
mientras que el segundo por tener un residual alto. Si estos resultados se incluyeran en el
modelo, introducirian mucha complejidad llegando a causar problemas de robustez. Por eso
es tan importante realizar esta exploracion de los datos previa al inicio del modelado.
Después de la evaluacion de los espectros, se deben encontrar las longitudes de onda

asociadas a la presencia del analito de interés, para poder incluir estas regiones en el modelo.
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Una vez descartados los espectros anomalos, identificadas las zonas del espectro asociadas

al analito de interés, se puede empezar a construir el modelo quimiométrico.

La construccion del modelo se realiza mediante el uso del conjunto de muestras de
calibracion. En este punto, se ensayan distintos pretratamientos, intervalos de longitud de
onda y se selecciona un determinado nimero de variables latentes en el caso de usar un
método de reduccion de variables (PCA, PLS, etc.). La seleccion del nimero de variables
latentes que se va a usar en el modelo es crucial. En el caso de construir un modelo de
reduccion de variables cualitativo, el ajuste del nimero de variables latentes a usar se
realizard mediante el grafico de la varianza explicada frente al nimero de variables. Asi, se
podra seleccionar como nimero dptimo aquel que no presente una mejora significativa al
introducir un factor mas. En el caso de un modelo PLS, no se evalua solamente la varianza
explicada por cada variable latente, sino que se necesita certificar que el modelo produce
errores de prediccion aceptables. Este proceso es el que se logra mediante la validacion
cruzada presentada anteriormente y el posterior calculo del error cuadratico medio de
prediccion o de validacion cruzada (RMSECV y RMSEP, por sus siglas Root Mean Square
Error of Cross Validation o Prediction). El calculo de estos parametros se define en las

Ecuaciones 1-36 y 1-37 [178].

n . — )2
RMSECV = Zl:l({l‘ %) (1-36)
C
n . — )2
RMSEP = Zl:lor]l‘ ) (I-37)
1%

Donde y; es el valor de referencia, ¥, el valor predicho por el modelo, n. el numero de

muestras de calibracion y n,, las muestras de prediccion.

Como se ha comentado anteriormente, la determinacion del nimero de variables
latentes es muy importante para el desarrollo de un modelo PLS. En el caso de seleccionar
un menor nimero al ideal (o Optimo), habra informacion fuera del modelo desarrollado,
resultando en un modelo con falta de ajuste. En cambio, si se selecciona un nimero mayor
al optimo, se incluird informacién no necesaria o redundante en el modelo. Esta
sobreinformacion implicaré que las predicciones seran acuradas solo para los datos incluidos

en el modelo. Esta segunda situacién es la que se denomina un modelo sobre ajustado.[179]
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Mediante una representacion del valor de RMSECV vs el nuimero de factores se puede

escoger este ultimo parametro, donde se seleccionara el valor que presente el minimo error.
4.5.3. Validacion

La validacion de los modelos quimiométricos desarrollados se debe realizar segun los
requerimientos de las agencias reguladoras [4,5,166,167]. Estas guias proporcionan
informacion para la validacion de los métodos, tanto cualitativos como cuantitativos, para
poder aplicar estos modelos en el ambito de una industria farmacéutica, dado que los

modelos se deben presentar para su previa aprobacion por las agencias.

En el nuevo borrador de la guia ICH Q2(R2), se ha presentado un ejemplo de los
requerimientos que se deben cumplir para la determinacién del contenido de un API
mediante la espectroscopia NIR. Los pardmetros analiticos para evaluar son la especificidad,
exactitud, precision, linealidad y robustez en un modelo cuantitativo, mientras que en el
cualitativo solo es necesaria la evaluacion de la especificidad. A continuacion, se detallan

los pardmetros mencionados.

o [Especificidad o selectividad. Evaluar que el modelo construido es capaz de
identificar el analito en presencia de otros componentes, como podrian ser
excipientes. Para un modelo cualitativo, este pardmetro se medira segin el porcentaje
obtenido de FP y FN en su validacién. Para un modelo cuantitativo, lo que se evalua
es que no haya outliers, que se predice el parametro bajo estudio y que la variabilidad
del proceso se encuentra incluida en el conjunto de calibracion.

e Linealidad y rango. Sirve para evaluar la relacion lineal entre los valores predichos
por el modelo y los valores de referencia. Normalmente se evalla estadisticamente
mediante la pendiente, la ordenada al origen y el valor del coeficiente de
determinacion (R?). Lo que se requiere, es que el pendiente sea estadisticamente igual
a1,y laordenada a 0. Ademas, se sugiere que el valor de R? debe ser superior a 0,95.
Sin embargo, existen otras herramientas estadisticas para la evaluacién de este
parametro. Una opcion es la alternativa que sugirieron Mulson y Rodbar, donde se
determina si la region de confianza de la pendiente y la ordenada contienen los puntos
[b=1, a=0] mediante la representacion de una elipse [180,181].

e Exactitud. Este pardmetro analitico sirve para evaluar el grado de similitud entre los

valores predichos y los obtenidos mediante el método de referencia. En el caso de un
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método multivariante, este parametro se debe evaluar en el rango de concentraciones
establecidos. Una herramienta util para analizar este pardmetro es la realizacion de
una prueba t de datos pareados para establecer si existen diferencias significativas
entre los valores encontrados y los de referencia.

e Precision. La precision se define como el grado de similitud entre una serie de
medidas de una muestra obtenidas bajo las mismas condiciones (repetibilidad), con
variaciones dentro del mismo laboratorio (precision intermedia) o fuera del
laboratorio (reproducibilidad). En el caso de los modelos multivariante, normalmente
se evaluda la repetibilidad realizando un minimo de seis determinaciones a la misma
muestra, y la precision intermedia, evaluando las diferencias entre distintos analistas.

e Robustez. La robustez expresa la capacidad del modelo de mantenerse constante a
pesar de la presencia de pequefios cambios, es decir, evalua la capacidad del modelo
para no verse afectado por pequefas variaciones. En este caso, se debe cubrir tanto

la variabilidad fisica como quimica, asi como variaciones en el proceso.

Mediante la evaluacion de estos parametros analiticos, se podra considerar que el

modelo cualitativo y/o cuantitativo han sido validados satisfactoriamente para su aplicacion.
4.5.4. Mantenimiento

Los métodos quimiométricos deben ser evaluados regularmente para poder garantizar
que su desarrollo esta bajo control. A pesar de realizar esta monitorizacion, si se detecta un
cambio en alguno de los pardmetros criticos (proceso, proveedor, equipo, etc.) también se
debe realizar un control del modelo. Mediante estos controles periddicos se quiere garantizar
la robustez de los métodos. Este proceso se engloba dentro de lo establecido como gestion
del ciclo de vida para los métodos multivariables. Recientemente, en el nuevo borrador de
la ICH Q14 se ha propuesto un modelo de gestion del ciclo de vida para los métodos

multivariables enfocado a la industria (Figura 1. 25) [167].

En el caso de detectar que el modelo no se encuentra bajo control, se procedera a

realizar una actualizacidén del modelo para su reajuste.
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Figura 1. 25. Diagrama del flujo de gestion del ciclo de vida de un método multivariante.
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1. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es ofrecer una alternativa a los métodos tradicionales

de andlisis de identidad y cuantificacion de los productos farmacéuticos mediante la

aplicacién de técnicas espectroscopicas y el uso de la Quimiometria. Estas técnicas ofrecen

grandes ventajas en comparacion a los métodos tradicionales como la rapidez de los

resultados, la no destruccion de la muestra, y la no necesidad de disolventes ni de preparacion

de la muestra a analizar. A raiz del objetivo principal, se han creado distintos subobjetivos

dependiendo del propdsito: identificacién o cuantificacion.
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1) Identificacién.

Evaluacién de la idoneidad de dos instrumentos NIR y Raman portatiles para
la identificacion y discriminacién entre fabricantes de un mismo producto
farmacéutico.

Puesta a punto de una biblioteca de espectros NIR para la identificacion y
cualificacion de 398 materiales de partida recibidos en una industria
farmacéutica.

Disefio de un analisis de riesgos para poder asociar, a cada material de partida
incluido en la biblioteca de espectros NIR, el riesgo de obtener un falso
negativo en su identificaciéon. A partir de los resultados se propondran

distintas acciones mitigadoras del riesgo.

2) Cuantificacion.

Puesta a punto de un método para determinar el contenido de API en un gel
comercial mediante un instrumento Raman portatil y un analisis univariante.
Desarrollo de un método multivariable para la cuantificacion del contenido
de dos APIs en un preparado farmacéutico con datos NIR obtenidos con un
equipo de sobremesa y uno portatil.

Optimizacion de un proceso de analisis Raman para la obtencién de la
uniformidad de contenido de comprimidos, utilizando un mapeo de puntos en

la superficie de los comprimidos,
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1. INSTRUMENTACION

En esta seccidn se presentan los distintos instrumentos utilizados en esta tesis.

1.1. Espectroscopia Raman

1.1.1. Espectrometro MultiRaman

El equipo MultiRaman de Bruker (Bruker, Billarica, MA, USA) es un espectrometro
equipado con tecnologia de transformada de Fourier (FT) equipado con un laser Nd:YAG
como fuente de excitacion (1064 nm), que permite reducir los efectos derivados de la
fluorescencia (Figura III.1). Ademads, el equipo contiene un recipiente acoplado al
instrumento para introducir nitrégeno liquido, lo que permite tener controlada la temperatura
del detector de Ge, proporcionando asi una mayor sensibilidad (menor ruido de fondo). La
configuracién del equipo permite obtener informacion en el intervalo espectral de 3600 —

50 cm’!.

La irradiacion de la muestra se realiza en el compartimento llamado autosampler, el
cual lleva integrado una platina y una camara. Asi, la adquisicidon de los espectros se realiza
colocando la muestra encima de la platina y ajustando la posicién de irradiacion del laser
desde el propio software mediante una previsualizacion de la cadmara. De esta forma, se
pueden realizar mediciones en distintas posiciones de la muestra (por mapeo) controlando
los ejes x-y-z de la platina. Ademas, uno de los accesorios del equipo permite obtener el
espectro de un producto solido afiadiendo una pequeiia cantidad (mg) en una cubeta con la

ayuda de otros accesorios que hacen la funcién de embudo.

Antes de empezar la adquisicion de los espectros, es posible ajustar distintos
parametros con el fin de obtener bandas bien definidas. Se puede modificar tanto la potencia
del laser como el nimero de barridos y el intervalo de longitud de onda. Ademas, es
importante ajustar el eje z de la platina hasta que veamos en la cdmara la muestra bien
enfocada. Una vez ajustados los parametros, se irradiara la muestra con el laser, el cual tiene

un haz de iluminacion de 500 um de didmetro.
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Figura III.1. Instrumentos Raman usados en la tesis. A la izquierda equipo de sobremesa, y a la derecha equipo portable.

1.1.2. Espectrometro i-Raman ® Plus

El equipo i-Raman ® Plus de B&W TEK (BW TEK, Newark, DE, USA) es un
espectrometro Raman portable con unas dimensiones de 16,9 cm x 33,3 cm x 24,2 cm
(Figura IIL.1). En este caso, la longitud de onda de excitacion usada es de 785 nm, con una
potencia de laser maxima de 320 mW. El detector es un dispositivo de carga acoplada de
alta eficiencia cuantica (CCD por sus siglas en inglés), enfriado a -2°C y con alto rango
dindmico. La configuracion del equipo permite obtener informacion en el intervalo 3350 —

150 cm™, con una resolucién inferior a 4,5 cm’'.

La irradiacidon de la muestra se realiza a través de una fibra optica que se acopla al
instrumento. En esta tesis, se han usado dos fibras dpticas distintas: la BAC101 y la BAC102
(Figura III. 2). La sonda BACI101 esta disefiada para realizar andlisis in-situ, ya que el
cuerpo es de acero inoxidable, lo que le permite que esté en contacto directo con la muestra.
El didmetro de la sonda es de 12,7 mm y tiene una longitud de 203,2 mm; la fibra de
excitacion tiene un didmetro de nicleo de 105 um y la fibra colectora de 200 um con una
distancia de trabajo de 0,8 mm en agua. Por otro lado, la sonda BAC102 no puede estar en
contacto directo con la muestra, por ello lleva acoplado un regulador de distancia, para
asegurar un mejor enfoque minimizando la contaminacion de la lente. El didmetro de la
sonda es de 9,42 mm con una longitud de 76,2 mm. Las fibras de excitacion y colectora

tienen el mismo didmetro que la sonda BAC101 y una distancia de trabajo de 5,5 mm.
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Para la adquisicion de los espectros, es necesario acoplar al instrumento i-Raman la
sonda que vaya a usarse y ajustar la posicion de ésta. Antes de la medida, se pueden ajustar
tres parametros mediante el software: la potencia del laser, el nimero de barridos, y el tiempo
de integracion (de 100 ms a 30 min). Ademads, una vez adquirido el espectro de la primera
muestra, hay que realizar un espectro de la dark current para poder sustraer la influencia de
la luz ambiental en los registros. Una vez finalizadas las medidas, se puede ajustar el

intervalo de numeros de onda para guardar los datos.

(A) BAC101 (B) BAC102

Figura III. 2. Sondas usadas para la adquisicion de espectros con el equipo Raman portable. (A) Sonda BAC101; (B)
Sonda BAC102.

1.2. Espectroscopia NIR

1.2.1. Espectrometro Model 5000

Espectrometro Model 5000 de FOSS (FOSS NIRSystem, Silver Spring, MD, USA)
equipado con un médulo Rapid Content Analyzer (Figura I11. 3). La radiacion NIR obtenida
esta comprendida entre 1100 y 2500 nm, con una resolucidon de 2 nm. Para este instrumento,

cada espectro es el resultado del promedio de 32 barridos.

Los espectros NIR de los comprimidos se adquirieron posicionando cada comprimido

directamente sobre la ventana del instrumento, ajustando el iris para controlar la apertura de
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la ventana por donde entra el haz de luz. Previamente al registro de las muestras, se adquiere

un espectro del blanco, constituido por una placa de ceramica que incorpora el instrumento.

L. Y reenY 0 EVA

Figura IIL 3. Instrumentos NIR usados en la tesis. A la izquierda equipo de sobremesa, y a la derecha equipo portable.

1.2.2. Espectrofotometro MicroNIR

Espectrofotometro MicroNIR™ OnSite (VIAVI, Milpitas, California, USA) (Figura
III. 3). Tiene una fuente de irradiacion formada por un par de ldmparas de tungsteno
integradas y como sistema de dispersion un filtro de variable lineal (LVF, siglas del inglés
Linear Variable Filter), que se encuentra acoplado a un detector de diodos lineal. Con esta
configuracién, la radiaciéon NIR esta comprendida entre 950 nm y 1650 nm, con una

resolucidn espectral de 6 nm.

En este caso, para la adquisicion de los espectros, se colocé el instrumento dentro de
una caja para evitar asi la luz ambiental. Previamente a la adquisicion de las muestras, se
debe ajustar el tiempo de integracidon y el nimero de barridos y, realizar dos espectros: dark

current y espectro de referencia (estandar con un 99% de reflectancia difusa).
1.2.3. Espectrometro MPA-NIR

Espectroémetro MPA T (Bruker, Billarica, MA, USA) ubicado en las instalaciones de
una industria farmacéutica. Tiene una fuente de irradiacion formada por una lampara de

halégeno. Equipado con tecnologia de FT con una esfera integradora y una sonda de fibra
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oOptica para la adquisicidon de los espectros. Con esta configuracion, la radiacion NIR esta

comprendida entre 12500 — 3750 cm™!, con una resolucién de 8 cm™.

Todas las medidas NIR usadas con este instrumento se han realizado en una cabina de
muestreo localizada en el almacén de recepcion de muestras de la industria. Una vez por
semana, el equipo pasa una prueba de cualificacion del funcionamiento (PQ, siglas del inglés
Performance Qualification) y cada dia se registra un espectro de referencia antes de empezar

las medidas.

1.3. Técnica instrumental de referencia. HPLC.

La determinacion del contenido de los distintos principios activos analizados se ha
realizado mediante un cromatografo HPLC Agilent 1100 (Agilent, Santa Clara, CA, USA).
El equipo cuenta con una bomba binaria G1312A, muestreador automadtico e inyector

GI1313A y un detector de diodos en linea G1315B DAD.

Para el desarrollo de este trabajo, se han usado dos métodos de referencia basados en
HPLC. El primero para la cuantificacion de Tramadol y Paracetamol en comprimidos
farmacéuticos; y el segundo para la determinacion del contenido de Ibuprofeno en muestras

de gel comercial.

1.4. Otros instrumentos

Otros instrumentos que se han utilizado para el desarrollo de la tesis han sido una

prensa y un homogeneizador (Figura III. 4).

- Prensa (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Instrumento usado para compactar
mezclas y asi obtener comprimidos de dimensiones 1,3 mm aproximadamente
mediante unos moldes especificos.

- Homogeneizador (Turbula T2C, WAB, Basel, Switzerland). Instrumento usado para

la homogeneizacién de mezclas mediante rotaciones en los 3 ejes.
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Figura III. 4. Otros instrumentos usados para el desarrollo del proyecto. A la izquierda, la prensa, y a la derecha el

homogeneizador.

2. REACTIVOS

Durante el desarrollo de los distintos proyectos, ha sido necesario el uso de reactivos

y patrones. En la Tabla III. 1 se especifican todos los reactivos y patrones usados, asi como

la marca comercial, riqueza y uso principal.

Tabla III. 1. Descripcion de los reactivos y productos usados.

Reactivo / Producto Marca y calidad Uso

Acetonitrilo Fisher (HPLC) Disolvente HPLC
Metanol Fisher, > 98% (HPLC) Disolvente HPLC

Acido fosférico Panreac 85%. PA, HPLC

Sigma-Aldrich, Certified
Ibuprofeno (IBU) ‘ Patrén
Reference Material
Sal sodica de IBU (IBUNa) Sigma-Aldrich, > 98% Patron
Sigma-Aldrich, EP Reference
Paracetamol (PCT) Patrén
Standard
Lisinopril (LIS) Sigma-Aldrich, > 98% Patréon
Clorhidrato de tramadol ‘ ‘
Sigma-Aldrich, > 99.5 Patron
(TRAHCI)
Almidon de maiz Sigma-Aldrich. PA Excipiente
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3. METODOS

3.1. Determinacion de TRA v PCT en comprimidos

La cuantificacion del contenido de TRA y PCT en comprimidos farmacéuticos se basd
en los resultados de un método validado y publicado [1]. Sin embargo, como los primeros
resultados obtenidos no produjeron valores de recuperacion adecuados debido a una
deficiente disolucidon de ambos APIs, se introdujeron algunos cambios para poder mejorarlo.
Las condiciones finales usadas en el método HPLC se muestran en la Tabla I11. 2. El analisis
HPLC se realizé con una columna Symmetry-Shield RP18 (Waters) de 5 pm de tamaifio de

particula, con unas dimensiones de 250 mm x 4,6 mm.

Tabla III. 2. Descripcion de las condiciones de trabajo utilizadas en la determinaciéon de TRA y PCT en comprimidos

mediante HPLC.

Fase mévil: 40:60 v/v Metanol-Agua Fase estacionaria: Intersil
(ajustada a pH 3,4 con acido C18
fosforico)

Flujo: 1 mL/min Inyeccion: 20 pm
Longitud de 224 nm Tiempo de analisis: 10 min

onda:

La determinacion del contenido de ambos APIs en los comprimidos farmacéuticos se
realizd después de moler el comprimido, pesando aproximadamente 200 mg del polvo
homogeneizado que se disolvié en metanol, enrasando en un matraz de 100 mL. Una vez
disuelto, se trasvasaron 2 mL a un matraz aforado de 25 mL y se enrasé con la fase mdvil
para obtener una disolucion de, aproximadamente, 130 y 15 ppm de PCT y TRA. Antes de

la inyeccidn, se filtraron todas las disoluciones con un filtro de membrana de 0.45 pm.

Para poder determinar la concentracion de los APIs, se construyeron dos curvas de
calibracién, cada una con siete valores de concentracidn en el rango de 5 — 23 ppm para el
TRA y de 60 — 170 ppm para el PCT. Los tiempos de retencion para TRA y PCT fueron de
2,1 y 4,2 min, respectivamente. En la Figura III. 5, se muestra un cromatograma de uno de

los comprimidos analizados.
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Figura III. 5. Cromatograma obtenido para un comprimido comercial.

3.2. Determinacion de IBU en geles

La determinacion del contenido de IBU en los geles comerciales es una modificacion
de un método de HPLC publicado [2]. La Tabla IIl. 3 muestra las condiciones de trabajo
utilizadas. En este caso, se usd una columna Symmetry C18 (Waters) de 3,5 um, con
dimensiones 150 mm x 4,6 mm. Antes de la inyeccion, se filtraron todas las disoluciones

con un filtro Nylon de 0,45 um (Fisherbrand).

Tabla III. 3. Descripcion de las condiciones de trabajo utilizadas en la determinacion de IBU en muestras de gel

mediante HPLC.
Fase movil: 40:60 v/v Disolucion acuosa (20 Fase estacionaria: Intersil
mM écido fosférico) -Acetonitrilo C18
Flujo: 1.5 mL/min Inyeccion: 20 pL
Longitud de 220 nm Tiempo de analisis: 7 min

onda:

En la Figura III. 6 se muestra un ejemplo de un cromatograma de una muestra
comercial de gel. El pico del ibuprofeno aparece a un tiempo de retencion de 4 min,

determinado después de la inyeccidn del patron.

Representando el area del pico frente a la concentracidn, se prepard una recta de
calibrado inyectando 7 disoluciones en un intervalo de concentracion entre 6,5 y 42 ppm,

preparadas a partir de un patrén de IBU (= 98%, Sigma Aldrich).

Para realizar las adiciones estandar, se prepararon diariamente disoluciones a partir de
sal sddica de ibuprofeno, IBUNa. Se pesaron 1,25 g de IBUNa y se diluyeron en un matraz
de 5 mL con agua milliQ. Una vez disuelto, se prepar6 una disolucién de 250 ppm en un
matraz de 1 L con agua milliQ y, finalmente, se diluy6 a 25 ppm con fase movil en un matraz
de 20 mL. Esta ultima disolucion se inyectd en el HPLC para determinar la concentracion

real de IBUNa utilizado.
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Para la cuantificacion de las muestras, se pes6 1 g de producto y se disolvid en 50 mL

de fase movil. Con el fin de disolver bien el gel, la disolucién estuvo 20 minutos en un bafio

de ultrasonidos. Posteriormente, se prepard una disolucion de aproximadamente 22 ppm con

fase movil y se inyecto en el HPLC.
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Figura III. 6. Cromatograma obtenido para una muestra de gel comercial.

4. PROGRAMAS PARA LA ADQUISICION Y

TRATAMIENTO DE LOS DATOS

Los espectros Raman, NIR y los datos de referencia fueran tratados usando los

siguientes programas informaticos:
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OPUS (Bruker, Billerica, MA, USA) en sus versiones 6.5, 7.2 y 7.8. Programa
disefiado para el control del espectroémetro MultiRaman y MPA-NIR. Permite el
registro de los espectros, asi como su visualizacion. Ademads, gracias al paquete
incorporado Ident, permite la creacion y desarrollo de bibliotecas de espectros.

BW Spec (BWTEK ahora Metrohm). Programa disefiado para el control del Raman
portable. Permite la adquisicion de espectros, asi como su visualizacion. Se puede
optar por una adquisicion en continuo, pudiendo ver a tiempo real el comportamiento
de la muestra mediante los espectros adquiridos.

VISION 2.5.1 (FOSS NIRSystems, Silver Spring, MD, USA). Programa disefiado
para el control del espectrofotometro NIR de sobremesa. Permite el registro de los
espectros, su visualizacidn, pretratamientos y la construcciéon de modelos, tanto de
identificacion como de cuantificacion.

MicroNIR™ ProSite v2.5. Programa disefiado para la adquisicion de los espectros

NIR usando el instrumento portatil mediante una conexion de puerto USB. Permite
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la visualizacién de los espectros, asi como la aplicacién de los pretratamientos
espectrales mas habituales (normalizacion y derivadas).

The Unscrambler X 10.5 (Trondheim, Norway). Programa disefiado para la
aplicacion de algoritmos quimiométricos. Permite la aplicacion de pretratamientos y
la construccidon de modelos tanto de identificacion como de cuantificacion.

SOLO v8.2.1 (Eigenvector Research Inc, WA, USA). Programa disefiado para la
aplicacion de algoritmos quimiométricos. Permite la aplicacidon de pretratamientos y
la construccion de distintos tipos de modelos cualitativos y cuantitativos.
MATLAB® R2014b (MathWorks®, Massachusetts, USA). Programa disefiado para
programar distintas aplicaciones.

ChemStation. Programa para la manipulacion del instrumento HPLC.
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1. INTRODUCCION

La identificacidon de un producto farmacéutico acabado se realiza con alguno de los
siguientes objetivos: el control de calidad del farmaco, realizado por el propio fabricante,
con el objetivo de comprobar que tiene unas caracteristicas iguales a la de su produccion
habitual; la identificacion del fabricante que ha producido un farmaco determinado y la

identificacion de fraudes. En esta tesis se abordan los dos primeros casos.

La metodologia empleada para la identificacion de un producto farmacéutico acabado,
utilizando técnicas espectroscopicas, se basa en la aplicacién de un modelo quimiométrico
cualitativo a la muestra desconocida que se desea identificar. Este modelo se debe haber
desarrollado usando fuentes fiables e incluyendo la mayor variabilidad posible relacionada
con el producto a identificar; por ello, es de gran utilidad tener la informacion quimica y
fisica del producto, ya que se pueden obtener espectros distintos del mismo medicamento
comercializado por distintas marcas, debido al uso de diferentes materiales de partida o a un

proceso de fabricacion distinto.

Una alternativa para el aumento de la discriminacion es la utilizacidén de algoritmos
que permiten construir modelos de clasificacidn parciales, con distintas caracteristicas para
cada uno de ellos, hasta conseguir la discriminacion final. Este es el mecanismo utilizado
con las llamadas “bibliotecas de espectros” y que se aplica habitualmente para la
identificacion del producto acabado producido por un fabricante. Se puede comprobar que
es distinto a todos los demas productos fabricados en la factoria (identificacidon) y que tiene
las mismas caracteristicas que el producido habitualmente (cualificacion). En este caso, los
modelos quimiométricos se aplican comparando el espectro de la muestra desconocida con
una base de datos que contiene, como una clase de datos individual, los espectros de cada
uno de los productos fabricados habitualmente, incluyendo su correspondiente variabilidad.
Esta base de datos se denomina una biblioteca de espectros. En este capitulo solo se ofrecen
los resultados del uso de una biblioteca para el problema concreto estudiado, sin entrar en
una descripcion profunda respecto a su creacidn y utilizacidon. Estos aspectos se discuten en
los capitulos V y VI de esta tesis, donde se abordard su uso en una aplicacién a escala

industrial.

La utilizacién de instrumentos espectroscopicos portatiles o de mano son una clara

apuesta para la identificacion de producto acabado [1-3]. Algunas de las ventajas mas

100



INTRODUCCION

destacables de estos instrumentos son su portabilidad, preci6 mas econémico que los de
sobremesa y su aplicabilidad tanto in-situ como in-line. Dadas sus ventajas, estudios
recientes han evaluado su uso para aplicaciones cualitativas o cuantitativas en la industria

farmacéutica [4-7].

El objetivo de este capitulo es evaluar el desempefio de dos instrumentos portatiles,
que utilizan la espectroscopia NIR y Raman, en la identificacién de comprimidos recubiertos
y en la discriminacion del origen de su fabricacion, ya que hay siete industrias farmacéuticas
que comercializan el mismo producto. Para poder realizar la evaluacion, se han estudiado
diferentes métodos de clasificacion (SIMCA, PCA-LDA y PLS-DA) y, con cada
instrumento, se han registrado espectros de los productos de cada fabricante para la
construcciéon de los modelos de clasificacion, comparando, finalmente, los resultados
obtenidos. También se ha ensayado la discriminacion de las muestras por fabricantes
utilizando el software comercial OPUS 7.8 para crear una biblioteca de espectros. Los
espectros del producto de cada fabricante forman cada una de las distintas clases de una

biblioteca.

Aunque todos ellos utilizan variables latentes para su construccion, la diferencia entre
los modelos SIMCA, PLS-DA, PCA-LDA vy la biblioteca de espectros es la manera de
construirlos. Como se ha descrito en el capitulo anterior, para SIMCA, el objetivo de calcular
los PCs individuales de cada clase es crear un modelo individual para cada una de ellas y
exponer sus diferencias, con lo que una nueva muestra se clasificara como perteneciente al
modelo mas cercano, aunque también puede clasificarse como distinta a todos los demas (no
pertenece a ninguna de las clases consideradas). Tanto en PLS-DA como en PCA-LDA, las
variables latentes se calculan, con distintos algoritmos, conjuntamente para todas las clases,
creando fronteras en el espacio que permitan una separacion directa entre ellas, por lo que
cualquier muestra nueva se identifica, obligatoriamente, a un lado u otro de la frontera. El
uso de una biblioteca de espectros combina ambos enfoques, permitiendo la separacion de
algunas clases del conjunto total y estudiar posteriormente las clases que no se han
conseguido separar cambiando los parametros del algoritmo. El procedimiento se puede
repetir hasta que se consigue la separacion completa de las clases. Cada vez que se repite
este procedimiento, se trabaja con un conjunto distinto de datos; se dice que cambia el nivel

de la biblioteca, permitiendo que una muestra nueva se identifique en cascada por los
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distintos niveles hasta hallar la clase a la que pertenece. También se puede obtener como

resultado que la nueva muestra no se identifica con ninguna de las clases existentes.

2. MATERIALES
2.1. Muestras

El producto farmacéutico analizado es Alprazolam (ALP). ALP es una benzodiazepina
que se usa comunmente para los trastornos de ansiedad. Este producto, es comercializado
por distintas industrias farmacéuticas en dosis de 0,25; 0,50; 1 y 2 mg del principio activo.
En este caso, se han analizado los comprimidos de 1 mg de siete fabricantes distintos: Alter®
(AL), Cinfa® (CI), Mabo® (MA), Mylan® (MY), Normon® (NO), Pensa® (PE) y Pfizer®
(PF).

Dependiendo del fabricante, el producto acabado presenta diferencias tanto en el
aspecto como en la composicion. Un pardmetro que tienen en comun todos ellos, es que los
comprimidos son de color azul, méds o menos intenso, dependiendo de la marca. Esto sirve
para poder discriminar facilmente entre las distintas presentaciones disponibles del mismo
principio activo, ya que a cada concentracion de API se le asigna un color en particular. El
color de los comprimidos no tiene gran impacto en caso de la espectroscopia NIR, sin
embargo, tiene un impacto directo en Raman debido a los efectos de la fluorescencia. En la
Tabla IV. 1 se muestran las caracteristicas fisicas (aspecto, color) de los comprimidos, asi
como informacion relacionada con su fabricaciéon y comercializacién. La Tabla IV.
2;Error! No se encuentra el origen de la referencia. presenta su composicidn, para poder

englobar las diferencias entre fabricantes.

Tabla IV. 1. Caracteristicas fisicas de los comprimidos recubiertos de cada uno de los fabricantes.

Responsable Titular de la
Marca Imagen
fabricacion comercializacion
AL Lacer S.A Laboratorios Alter, S.A
CI Laboratorios Cinfa, S.A Laboratorios Cinfa, S.A
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Responsable Titular de la
Marca Imagen
fabricacion comercializacion
MA Laboratorios Cinfa, S.A MABO-FARMA
McDermott Laboratories ‘
Mylan Pharmaceuticals, S.
MY Ltd. t/a Gerard L
Laboratories
Laboratorios Normon S. .
NO A Laboratorios Normon S. A
Laboratorios Dr. Esteve,
PE Pensa Pharma, S. A
S.A.
Pz Pfizer Italia S.r.1 Pfizer S. L

Como se puede observar en las Tablas, no todos los comprimidos tienen la misma
forma ni el mismo tono azul. El colorante usado para proporcionar el tono azulado, en casi
todas las marcas, es la Indigotina E-132, mientras que las marcas AL y PF usan distintos
colorantes. Para poder apreciar mejor estas diferencias, en la Figura IV. 1 se muestran una

imagen de todos los comprimidos.

MY NO PE CI AL MA PF

Figura IV. 1. Comparacion del color para todos los comprimidos. El orden es el siguiente: MY, NO, PE, CI, AL, MA
y PF.

A partir de la informacion proporcionada en la jError! No se encuentra el origen de
la referencia., se puede ver que hay excipientes que estan presentes en todas las
formulaciones, pero que hay otros que son caracteristicos de una tnica marca. Por ejemplo,
la marca AL es la unica que presenta en su formulacion Talco. Otro aspecto importante que
resaltar es que la fabricacion de CI y MA se realiza por el mismo laboratorio (Laboratorios
Cinfa, S.A), aunque la comercializacidon es propia de cada marca. En consecuencia, su

formulacion es idéntica, por lo que la discriminacidn entre ambas marcas serd imposible.
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Tabla IV. 2. Composicion de los comprimidos recubiertos de cada uno de los fabricantes. Se sefiala con una X en caso de que el excipiente forme parte de la formulacion.

AL CI MA MY NO PE

Lactosa monohidrato X

X
Celulosa micocristalina X
X

el
<R X

X
X
Almidon de maiz X X
Talco

Carboximetilalmidon sodico (Tipo A)

)RR X X

il

Estearato de magnesio
Povidona
Silice coloidal anhidra
Docusato sodico

IR I I

Benzoato sodico
Oxido de aluminio hidratado
Indigotina (E-132)
Almidén de patata

Polividona X
Diéxido de silice coloidal X

RO R R X
R RKX X X XX

il

Laca azul de aluminio
Dioctil sulfosuccinato sodico 85 % con benzoato
sodico 15%
Amaranto (E-123) X
Colorante azul patente V (E-131) X

A e
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2.2. Adquisicion de espectros

Los espectros de las muestras estudiadas en este apartado han sido registrados usando
los instrumentos portatiles NIR (MicroNIR) y Raman (i-Raman plus) presentados en el
capitulo IIl (Materiales y métodos). En el caso del instrumento Raman, las lecturas se

realizaron usando la sonda BAC102.

La adquisicion de los espectros de las muestras asignadas al conjunto de calibracién
se realizo registrando tres comprimidos de cada marca en cuatro dias distintos, y siempre
realizando un total de tres espectros por comprimido. Para PF sdlo se han usado 31 espectros
en el conjunto de calibracion, debido a errores de adquisicion en 5 espectros registrados. En
el caso del conjunto de validacién, se adquirieron espectros de 10 comprimidos extra para
cada marca al cabo de un mes, realizando también tres mediciones por pastilla. En el caso
de los espectros adquiridos con el MicroNIR, las repeticiones se lograron rotando el

comprimido, mientras que, para el i-Raman Plus, cambiando la posicion de la sonda.

Los parametros de registro para el MicroNIR han sido un tiempo de integraciéon de 10
ms y un total de 100 barridos. En el caso del i-Raman Plus, el tiempo de integracién ha sido
de 2000 ms, con un total de 1 barrido y la potencia del laser de un 80%, que equivale

aproximadamente a 277 mW.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis exploratorio de los datos

Una vez adquiridos los espectros, el primer paso para construir un modelo cualitativo
es realizar un analisis exploratorio de los datos. En la Figura IV. 2, se pueden observar los
espectros sin procesar, obtenidos con ambas técnicas, de todas las marcas comerciales
analizadas. Como se ha comentado anteriormente, el primer aspecto importante a resaltar es
la gran influencia del color de los comprimidos en los espectros Raman. El color influye en
la fluorescencia del espectro e implica lineas de base no horizontales de los espectros Raman,
con distinta pendiente seglin el color. Por el contrario, en los datos sin procesar obtenidos
con NIR, a simple vista no pueden apreciarse diferencias significativas entre marcas. A la
vista de los espectros obtenidos, es necesaria la aplicacion de pretratamientos espectrales
con el objetivo de reducir ruido, corregir la dispersion de la luz en NIR o la fluorescencia en

Raman y maximizar las diferencias entre marcas para su posible discriminacion.
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Figura IV. 2. Espectros NIR (izquierda) y Raman (derecha), sin procesar, de todas las marcas comerciales y en todo
el rango espectral, para ambos instrumentos.

3.2. Modelos construidos con los datos NIR

Para la construccion de los modelos de clasificacion, el primer paso es la seleccion del
rango de longitudes de onda a utilizar, asi como el pretratamiento aplicado a los espectros.
Por ello, se han evaluado distintos pretratamientos en el intervalo de 1050 — 1676 nm,
estudiando dos propiedades analiticas de un método cualitativo: la especificidad (ESP) y la
sensibilidad (SEN). Estos parametros evaluan la capacidad del método para identificar si
cuando una muestra se compara con una clase, realmente no pertenece a ella (especificidad),
o si que pertenece a ella (sensibilidad). A partir de los valores obtenidos se ha escogido un
unico pretratamiento y se ha optimizado. En la construccion de los modelos basados en
SIMCA y PLS-DA, para realizar la comparacion de los distintos pretratamientos usados, se
han escogido los componentes principales recomendados por el propio software (The
Unscrambler X 10.5). Por otro lado, en el caso de los modelos PCA-LDA, se han escogido

7 componentes principales para todos ellos.

Los resultados de los parametros de ESP y SEN se encuentran en la Tabla IV. 3 y en
la Tabla IV. 4. Cuanto mas cercano a 1 sean los valores de ESP y SEN, mejor es el

comportamiento del modelo de clasificacion.
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Tabla IV. 3. Valores de ESP y SEN obtenidos al aplicar distintos pretratamientos para cada marca con los modelos
cualitativos construidos con datos NIR.

SIMCA PLS-DA PCA-LDA
Pretratamiento N° de
ESP SEN ESP SEN ESP SEN
factores

SNV 13
AL 1,00 0,97 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 0,83 0,11 1,00 0,97 0,97 0,72
MA 0,85 0,00 1,00 1,00 0,95 0,83
MY 1,00 0,97 1,00 1,00 1,00 1,00
NO 1,00 0,97 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 0,85 0,06 1,00 0,97 1,00 0,92
PF 0,84 0,000 1,00 1,00 0,99 0,97

1D* 9
AL 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Cl 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MA 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MY 1,00 1,00 1,00 0,97 1,00 1,00
NO 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 0,95 1,00 1,00 0,97 1,00 1,00
PF 1,00 0,68 1,00 1,00 1,00 1,00

2Db* 8
AL 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 0,98 0,92 1,00 0,97 1,00 1,00
MA 0,99 0,89 1,00 1,00 1,00 1,00
MY 1,00 1,00 1,00 0,94 1,00 1,00
NO 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 0,97 1,00 0,99 1,00 1,00 1,00
PF 1,00 0,81 1,00 0,97 1,00 1,00

SNV + 1D* 12
AL 1,00 0,97 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 0,83 0,08 1,00 0,97 0,97 0,72
MA 0,84 0,00 1,00 1,00 0,95 0,81
MY 1,00 0,97 1,00 1,00 1,00 1,00
NO 1,00 0,97 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 0,85 0,00 1,00 0,89 1,00 0,94
PF 0,83 0,00 0,99 0,94 0,99 0,97
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SIMCA PLS-DA PCA-LDA
Pretratamiento N° de
ESP SEN ESP SEN ESP SEN
factores
SNV +2D* 9

AL 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

CI 0,83 0,14 1,00 0,94 0,98 0,78

MA 0,85 0,00 0,99 1,00 0,96 0,89

MY 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

NO 1,00 0,97 1,00 1,00 1,00 1,00

PE 0,87 0,00 1,00 1,00 1,00 0,94

PF 0,83 0,10 1,00 0,97 0,99 0,97

Tabla IV. 4. Valores globales (considerando todas las marcas) de ESP y SEN al aplicar distintos pretratamientos a los
modelos cualitativos construidos con datos NIR.

SIMCA PLS-DA PCA-LDA

Pretratamiento ESP SEN N de ESP SEN ESP SEN
factores

SNV 091 0,44 13 1,00 0,99 0,99 0,92

1D* 0,99 0,95 9 1,00 0,99 1,00 1,00

2D* 0,99 0,94 8 1,00 0,98 1,00 1,00

SNV + 1D* 091 0,43 12 1,00 0,97 0,99 092

SNV + 2D* 091 0,46 9 1,00 0,99 0,99 0,94

Como se puede observar en las Tablas V.3 y V.4, los modelos construidos con primera
y segunda derivada presentan una mayor especificidad y sensibilidad que el resto de los
modelos construidos aplicando también SNV. Por este motivo, se descartan los modelos
usando SNV. Respecto a los resultados obtenidos con las derivadas, tanto los valores de
especificidad como sensibilidad son elevados y parecidos. Finalmente, se decide usar el
pretratamiento basado solo en la aplicacion de una segunda derivada porque necesita un

modelo mas sencillo (8 factores en lugar de 9) en el caso del modelo PLS-DA.
3.2.1. Construccion de los modelos NIR

La Figura IV. 3 muestra los espectros del conjunto de calibracion tras la aplicacion
de una segunda derivada (con 11 puntos de suavizado) en el rango 1050-1676 nm, asi como
la representacion de los scores, para poder visualizar las diferencias entre las marcas

comerciales.
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Figura IV. 3. Arriba se pueden observar los espectros del conjunto de calibracion tras la aplicacion de una 2D (11
puntos de suavizado) y abajo el grafico de los scores, indicando el % de varianza explicada por cada componente
principal.
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Una vez escogido el pretratamiento, se ha ajustado el nimero de factores a usar con el
fin de optimizar los modelos obtenidos. En el caso de SIMCA, cada marca tiene su propio
numero Optimo de factores para definir su modelo individual. Las condiciones utilizadas
para la construccion de los modelos finales se encuentran en la Tabla IV. 5 Ademas, la
Tabla I'V. 6 muestra la tabla de contingencia de estos modelos, asi como diversos pardmetros
analiticos evaluados. En esta tabla, TP significa “positivos verdaderos” es decir, muestras
que se clasifican como pertenecientes a una clase concreta y realmente lo son. TN son los
“negativos verdaderos”, muestras que se clasifican como no pertenecientes a la clase vy,
realmente, no pertenecen a ella. FP son los “falsos positivos”, muestras que se clasifican
como pertenecientes a una clase concreta cuando en realidad no pertenecen a ella. FN son
los “falsos negativos”, muestras que no se clasifican como pertenecientes a una clase
concreta, cuando en realidad si que pertenecen a ella. La exactitud, EXA, precision, PRE, y

el indice de Youden se han descrito en la Seccion 4.3.5 del capitulo anterior.

Tabla IV. 5. Resumen de los parametros de los modelos SIMCA, PLS-DA y PCA-LDA utilizando datos NIR.

Parametro Resultado
N° de muestras 247
Intervalo de longitudes de onda 1050 — 1647 nm
Pretratamiento 2D (ventana de
11 puntos)
N° de factores
SIMCA
AL 1
CI 8
MA 6
MY 3
NO 1
PE 4
PF 5
PLS-DA 8
PCA-LDA 7

Tabla IV. 6. Parametros analiticos de la evaluacion de los modelos cualitativos de los datos NIR.

Parametro
Marca indice
TP TN FP FN SEN ESP PRE EXA
Youden
SIMCA
AL 36 211 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 11 209 2 25 0,31 099 031 0,89 0,30
MA 34 186 25 2 094 0,88 094 0,89 0,83
MY 36 210 1 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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Parametro
Marca TP TN FP FN SEN ESP PRE EXA Indice
Youden
NO 36 211 0 1 0,97 1,00 0,97 1,00 0,97
PE 35 205 6 1 097 097 097 0,97 0,94
PF 25 216 0 6 0,81 1,00 0,81 0,98 0,81
PLS-DA
AL 36 211 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 35 211 0 1 0,97 1,00 0,97 1,00 0,97
MA 36 211 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MY 34 211 0 2 0,94 1,00 094 0,99 0,94
NO 36 211 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 36 209 2 0 1,00 0,99 1,00 0,99 0,99
PF 30 216 0 1 0,97 1,00 097 1,00 0,97
PCA-LDA
AL 36 211 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 36 211 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MA 36 211 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MY 36 211 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
NO 36 211 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 36 211 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PF 31 216 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se puede ver que los resultados obtenidos
mediante SIMCA son peores que los obtenidos con PLS-DA y PCA-LDA. Los valores de
sensibilidad y precision son menores, lo que supone que el modelo no es capaz de predecir
verdaderamente las muestras que pertenecen a un grupo determinado como, por ejemplo,
PF. Esto se ve también reflejado en los resultados del Indice de Youden, que indican que el

modelo SIMCA tiene un rendimiento bajo.
3.2.2. Validacion de los modelos NIR construidos

La validacion de los modelos se ha realizado acorde a las recomendaciones de las guias
de las agencias reguladoras [8,9]. Asi, se ha evaluado la capacidad de clasificacion de los
modelos prediciendo el resultado de la identificacién de diez pastillas de cada marca

comercial, las cuales no han sido usadas durante su desarrollo. Los mismos parametros
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analiticos evaluados durante la calibracion se han usado también para la validacion. La

Tabla IV. 7 muestra los resultados.

Tabla IV. 7. Resultados de la validacidon de los modelos cualitativos utilizando datos NIR.

Parametro
Marca indice
TP TN FP FN SEN ESP PRE EXA
Youden
SIMCA
AL 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 8 54 6 2 0,80 0,90 0,80 0,89 0,70
MA 4 59 1 6 0,40 098 040 0,90 0,38
MY 10 59 1 0 1,00 0,98 1,00 0,99 0,98
NO 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PF 9 60 0 1 0,90 1,00 090 0,99 0,90
PLS-DA
AL 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 9 60 0 1 0,90 1,00 090 0,99 0,90
MA 10 59 1 0 1,00 098 1,00 0,99 0,98
MY 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
NO 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 10 59 1 0 1,00 098 1,00 0,99 0,98
PF 9 60 0 1 0,90 1,00 0,90 0,99 0,90
PCA-LDA
AL 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 10 60 0 0 1,00 1,00 1,000 1,00 1,00
MA 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MY 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
NO 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 10 59 1 0 1,00 0,98 1,00 0,99 0,98
PF 9 60 0 1 0,90 1,00 090 0,99 0,90

Los resultados de la validacion muestran la misma tendencia que los obtenidos durante
la construccion de los modelos con los datos NIR. El modelo SIMCA presenta valores de
sensibilidad, precision y exactitud menores que los otros dos modelos construidos. En el
caso de los modelos PLS-DA y PCA-LDA, los resultados son parecidos, aunque el modelo

PCA-LDA presenta resultados algo mejores para los parametros analiticos estudiados.
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Ademas, con los tres modelos, los parametros evaluados son un poco peores para la marca
PF. Esto es debido a la confusion de uno de los comprimidos, que siempre se considera,
errébneamente, que pertenece a la marca PE. En resumen, la validacién de los modelos PCA-

LDA es satisfactoria.

3.3. Modelos construidos con los datos Raman

En la construccion de los modelos cualitativos con los datos de los espectros obtenidos
con el instrumento i-Raman plus, se han probado distintos pretratamientos en el rango
espectral de 1800 — 149 cm™. Dado el efecto de la fluorescencia causado por el color de los
comprimidos, en este caso, se ha probado también un pretratamiento con el fin de reducir
este efecto (baselinewavelets, BW) y otro para corregir el pendiente de la linea base (BLC).
En el caso de la aplicacion del BW, es necesario establecer dos parametros para su
aplicacion, el umbral y la lambda. Los valores seleccionados han sido lambda 100 y un
umbral de 0,3. Por otro lado, para la correccion de la linea base, se ha usado el algoritmo
Automatic Whittaker Filter, con lamba igual a 1000 y un valor de p de 0,0001, proporcionado
por el software SOLO. La informacion de estos pretratamientos, asi como el significado de
sus parametros puede verse en la Seccion 4.2.1 del Capitulo I. La Figura IV. 4, muestra los
espectros del conjunto de calibracion una vez aplicados estos dos pretratamientos. En ambos
casos, puede verse que los espectros pertenecientes a una misma marca presentan mucha

dispersion en la intensidad Raman.

En este caso, y siguiendo la misma pauta que en los modelos para los datos NIR,
durante la construccion del modelo se ha usado el nimero de factores recomendado por el
propio software en el caso de SIMCA y PLS-DA, mientras que para el modelo PCA-LDA
se ha establecido el numero de componentes principales en 7. La Tabla IV. 8 y Tabla IV.
9 muestran los resultados de ESP y SEN obtenidos al aplicar distintas combinaciones de

pretratamientos para las muestras de calibracion.
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Espectros (suavizado + BW)
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Figura IV. 4. Espectros del conjunto de calibracion para los datos Raman al aplicar un suavizado y BW (arriba), o un
suavizado y BLC (abajo). La leyenda de colores es la misma para ambas figuras.
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Tabla IV. 8. Valores de ESP y SEN obtenidos al aplicar distintos pretratamientos para cada marca con los modelos
cualitativos construidos con datos Raman.

SIMCA PLS-DA PCA-LDA
Pretratamiento N° de
ESP SEN ESP SEN ESP SEN
factores

Suavizado + SNV 10
AL 1,00 0,97 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 0,97 0,86 1,00 0,92 1,00 0,94
MA 0,98 0,78 1,00 0,97 0,99 0,97
MY 0,89 0,67 1,00 1,00 1,00 0,94
NO 1,00 0,94 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 1,00 0,89 1,00 1,00 1,00 0,94
PF 0,93 0,08 1,00 1,00 0,98 0,96

Suavizado + 1D* 8
AL 1,00 0,81 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 0,83 0,06 1,00 0,83 0,98 0,75
MA 0,84 0,06 1,00 0,83 0,96 0,86
MY 1,00 0,11 1,00 1,00 1,00 1,00
NO 1,00 0,92 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 0,86 0,44 1,00 0,92 1,00 0,92
PF 0,76 0,00 1,00 1,00 0,99 1,00

BW + Suavizado 8
AL 0,95 0,06 1,00 0,94 1,00 0,72
CI 0,83 0,00 0,98 0,42 0,94 0,69
MA 0,83 0,03 0,97 0,36 0,95 0,64
MY 0,89 0,14 0,99 0,67 0,96 0,67
NO 1,00 0,42 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 0,72 0,03 0,98 0,69 0,94 0,67
PF 0,75 0,00 1,00 0,00 0,94 0,63

BW + Suavizado + 1D 10
AL 0,98 0,36 1,00 0,97 1,00 1,00
CI 0,83 0,00 0,99 0,83 0,97 0,75
MA 0,83 0,03 1,00 0,61 0,96 0,81
MY 1,00 0,11 1,00 0,89 1,00 0,92
NO 1,00 0,81 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 0,73 0,22 1,00 0,94 1,00 0,97
PF 0,76 0,04 1,00 0,63 0,98 1,00
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SIMCA PLS-DA PCA-LDA
Pretratamiento N° de
ESP SEN ESP SEN ESP SEN
factores
Suavizado + BLC 9

AL 0,94 0,44 1,00 1,00 1,00 1,00

CI 0,85 0,08 1,00 0,75 0,97 0,75

MA 0,85 0,11 0,99 0,64 0,96 0,81

MY 1,00 0,11 1,00 1,00 1,00 0,92

NO 1,00 0,97 1,00 1,00 1,00 1,00

PE 0,80 0,17 1,00 0,81 1,00 0,97

PF 0,79 0,00 0,99 0,92 0,98 1,00

Suavizado + BLC + 1D 8

AL 1,00 0,72 1,00 1,00 1,00 1,00

CI 0,84 0,06 1,00 0,92 0,98 0,69

MA 0,84 0,08 1,00 0,81 0,95 0,86

MY 1,00 0,11 1,00 1,00 1,00 1,00

NO 1,00 0,92 1,00 1,00 1,00 1,00

PE 0,84 0,42 1,00 0,89 1,00 0,92

PF 0,76 0,00 1,00 1,00 0,99 1,00

Tabla IV. 9. Valores globales (considerando todas las marcas) de ESP y SEN al aplicar distintos pretratamientos a los
modelos cualitativos construidos con datos Raman.

SIMCA PLS-DA PCA-LDA
Pretratamiento N° de

ESP SEN ESP SEN ESP SEN

factores
Suavizado + SNV 0,97 0,74 10 1,00 0,98 0,99 0,97
Suavizado + 1D 0,90 0,34 8 1,00 0,94 0,99 0,93
BW + Suavizado 0,85 0,10 8 0,99 0,58 0,96 0,72
BW + Suavizado + 1D 0,88 0,22 10 1,00 0,84 0,99 0,92
Suavizado + BLC 0,89 0,27 9 1,00 0,87 0,99 0,95
Suavizado + BLC + 1D 0,90 0,33 8 1,00 0,94 0,99 0,92

Los espectros sin procesar obtenidos para todas las marcas (Figura IV. 2) presentaban
mucha fluorescencia. En consecuencia, las bandas no se encuentran bien definidas, sino que
se hallan enmascaradas por este efecto. Al corregir la fluorescencia aplicando el algoritmo
de BW, no se observan diferencias significativas entre marcas. Por ello, los peores resultados

son los obtenidos tras aplicar BW. En el caso de la correccion de la linea base, sucede un
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poco lo mismo, aunque los valores de ESP y SEN son algo mejores. La discriminacion entre

marcas se vuelve mas compleja, lo que se ve reflejado en los resultados.

Por el contrario, los mejores resultados de discriminacion se consiguen cuando se
aplica un suavizado para reducir el ruido espectral seguido de SNV. Considerando estos
resultados, se puede concluir que, al eliminar la variabilidad asociada al color de las
muestras, ya sea corrigiendo la fluorescencia o la linea base, la discriminacidn entre marcas
empeora en el caso del instrumento i-Raman Plus. La influencia del color es tan grande que
la identificacion de las marcas se realiza por su propiedad fisica (el color) y no por su

composicion quimica.
3.3.1. Construccion de los modelos Raman

Para poder visualizar las diferencias entre los espectros de las distintas marcas
comerciales, en la Figura IV. 5, se muestran los espectros de calibracion tras la aplicacion
de un suavizado (11 puntos) y SNV en el intervalo espectral de 149 — 1800 cm™, asi como
la representacion de los scores. En el grafico de scores presentado, puede verse que la marca
comercial que se encuentra mas alejada de las demas es NO, que resulta ser la que presenta

un tono azulado mas intenso en sus comprimidos (Figura IV. 1).

Una vez escogido el pretratamiento, se ha ajustado el nimero de factores a usar con el
fin de optimizar los modelos obtenidos. Las condiciones utilizadas para la construccion de
los modelos finales se encuentran en la Tabla I'V. 10. Ademas, la Tabla IV. 11 muestra la

tabla de contingencia de estos modelos, asi como diversos parametros analiticos evaluados.

Tabla IV. 10. Resumen de los pardmetros de los modelos SIMCA, PLS-DA y PCA-LDA utilizando datos Raman.

Parametro Resultado
N° de muestras
Intervalo de numero de onda 149 — 1800 cm’!
Pretratamiento Suavizado (11 puntos) + SNV
N° de factores
SIMCA
AL 2
CI 3
MA 3
MY 4
NO 5
PE 5
PF 5
PLS-DA 7
PCA-LDA 8
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Figura IV. 5. Arriba se pueden observar los espectros del conjunto de calibracion tras la aplicacion de un suavizado
(11 puntos) y SNV. Abajo, el grafico de los scores.
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Tabla IV. 11. Parametros analiticos de la evaluacion de los modelos cualitativos para el instrumento i-Raman Plus.

Parametro
Marca Indice
TP TN FP FN SEN ESP PRE EXA
Youden
SIMCA
AL 35 204 0 1 0,97 1,00 0,97 1,00 0,97
CI 31 202 2 5 0,86 0,99 0,86 0,97 0,85
MA 32 200 4 4 0,89 0,98 0,89 0,97 0,87
MY 24 184 20 12 0,67 090 0,67 0,87 0,57
NO 36 204 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 34 204 0 2 094 1,00 094 0,99 0,94
PF 4 202 14 20 0,17 094 0,17 0,86 0,10
PLS-DA
AL 36 204 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 29 200 4 7 0,81 098 0,81 0,95 0,79
MA 33 202 2 3 092 099 092 098 0,91
MY 36 204 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
NO 35 204 0 1 0,97 1,00 097 1,00 0,97
PE 36 204 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PF 24 216 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PCA-LDA
AL 36 204 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 34 203 1 2 094 1,00 094 0,99 0,94
MA 35 202 2 1 097 09 097 0,99 0,96
MY 36 204 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
NO 36 204 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 34 203 1 2 0,94 1,00 094 0,99 0,94
PF 23 214 2 1 0,96 0,99 096 0,99 0,95

Los resultados de los parametros obtenidos durante la construccion de los modelos con
los datos Raman muestran claramente que el modelo SIMCA no tiene una capacidad de
discriminacion adecuada para estos productos. En el caso de los modelos PLS-DA y PCA-
LDA, los parametros analiticos mejoran hasta el punto de que es posible realizar la
identificacion de todas las marcas, con la excepcion de CI y MA que, tal y como era de

prever, no se pueden separar entre si.
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3.3.2. Validacion de los modelos Raman construidos

La validacion de los modelos se ha realizado siguiendo las recomendaciones de las
guias reguladoras, como en el caso de la validacion de los modelos con el instrumento
MicroNIR. La Tabla IV. 12 muestra los resultados de los parametros analiticos evaluados

durante la calibracidon que se han usado también para la validacion.

Tabla IV. 12. Resultados de la validacion de los modelos cualitativos para los datos Raman.

Parametro
Marea TP TN FP FN SEN ESP PRE EXA Indice
Youden
SIMCA
AL 9 60 0 1 0,90 1,00 0,90 0,99 0,90
CI 10 59 1 0 1,00 0,98 1,00 0,99 0,98
MA 9 60 0 1 0,90 1,00 0,90 0,99 0,90
MY 0 50 10 10 0,00 0,83 0,00 0,71 -0,17
NO 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PF 0 50 10 10 0,00 0,83 0,00 0,71 -0,17
PLS-DA
AL 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MA 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MY 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
NO 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PF 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PCA-LDA
AL 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
CI 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MA 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MY 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
NO 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PE 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
PF 10 60 0 0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Los resultados de la identificacién de los diez comprimidos muestran que el mayor

numero de confusiones entre marcas se encuentran en el modelo SIMCA, donde no es
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posible la discriminacion entre las marcas MY y PF, aunque su composicion es ligeramente
distinta. Por ejemplo, MY contiene povidona en su formulacion mientras PF no. Por otro
lado, los resultados de identidad con los modelos PLS-DA y PCA-LDA son satisfactorios
para todas las marcas comerciales. En este caso, no se encuentran confusiones entre ninguna
marca. Por ello, se considera que tanto el modelo PLS-DA como el PCA-LDA son ttiles
para su objetivo: discriminacidon entre marcas comerciales de un mismo producto

farmacéutico, mientras que el modelo SIMCA no podria usarse para este proposito.

3.4. Construccion de una biblioteca de espectros

Cada una de las marcas de productos se ha introducido como una clase independiente
dentro de la biblioteca. El procedimiento seguido para la construccion de la biblioteca ha
sido encontrar el pretratamiento y rango espectral que proporcionara una mayor separacion
entre las distintas clases de muestras (marcas) y evaluar asi su valor de selectividad, para
poder determinar si es posible o no su separacion. El valor de selectividad determina el grado
de discriminacién entre marcas. A mayor valor, mayor diferencia entre las clases. Al igual
que en la construccion de modelos quimiométricos cualitativos, el conjunto de datos usado
para la creacion de las bibliotecas ha sido los espectros adquiridos de tres comprimidos en
cuatro dias distintos y la validacidn externa de la biblioteca se ha realizado con las lecturas
de los diez comprimidos extras. Ademads, como se disponia de datos suficientes, se ha
realizado una validacion interna de la biblioteca. Para ello, los espectros de los 3 primeros
dias se han utilizado como conjunto de calibracion y el del cuarto dia como conjunto de
prediccion para realizar la validacion interna. En el Capitulo V, se explica en mas detallades

la construccidn de una biblioteca de espectros.

Tras la optimizacion de todos los pardmetros, en la Figura IV. 6 se muestra la
estructura final obtenida para ambos instrumentos y, en las Tabla IV. 13 y Tabla IV. 14 se
muestran los parametros usados en cada uno de los niveles para el instrumento MicroNIR y
MicroRaman, respectivamente. El nivel principal de la biblioteca es el denominado IP1,
donde el nimero indica el nivel y, en el caso de las sub-bibliotecas, la letra diferencia entre
las creadas para un mismo nivel. En este caso, se ha necesitado un nivel més durante la
construccion de la biblioteca de espectros Raman, como puede verse en la estructura. Sin

embargo, en el caso del NIR, con solo tres niveles se ha podido discriminar entre ellas.
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Figura IV. 6. Estructura de ambas bibliotecas de espectros. A la izquierda para los datos NIR y a la derecha para los
datos Raman.

Tabla IV. 13. Parametros de clasificacion seleccionados para el nivel de identificacion (nivel 1) y de cualificacion para la
construccion de la biblioteca NIR.

Nivel Rango espectral (nm) Pretratamiento Numero de factores
1 1081.5-1639.0 2D (9 puntos) 2(2,4)
2.1 1608.1 —1360.3 2D (21 puntos) 1(1)
3 1465.6 = 1385.1 2D (25 puntos) + VN 1(2)

1316.9 - 1236.4
2.2 1632.8 -951.5 VN 1(2)

Tabla IV. 14. Parametros de clasificacion seleccionados para el nivel de identificacion (nivel 1) y de cualificacion para la
construccion de la biblioteca Raman.

Nivel Rango espectral (cm') Pretratamiento Método de discriminacion
1 1703 - 419 VN 2(2,3)
2.1 1525 - 741 VN 2(2,3)
3 339-143 VN 1(2)
4 1600 - 488 VN 1(2)
2.2 1818 - 246 VN 1(2)

Con estas condiciones, se consigue la separacion entre todas las marcas, con la
excepcion de CI y MA. Para estas marcas, se ha decidido crear una categoria conjunta
llamada Laboratorio Cinfa, S.A, dado que su composicion es la misma. De esta manera, su

identificacion mediante las bibliotecas construidas sera conjunta.

El histograma de selectividad obtenido se presenta en la Figura IV. 7. para ambos
instrumentos. En OPUS 7.8, todos los resultados con selectividad menor a 1 son
representados en rojo. A pesar de esta asignacion del color, no hay confusion entre ninguna

de las marcas incluidas en la biblioteca de espectros [10].
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Figura IV. 7. Valores de selectividad obtenidos una vez validada la biblioteca de espectros NIR (iiquierda) y Raman
(derecha).

Las bibliotecas de espectros construidas se han validado realizando una prueba de
identificacion a los espectros de los diez comprimidos extra. Los resultados de la validacion

externa se muestran en la Tabla IV. 15.

Tabla IV. 15. Resultados de la identificacion de las muestras de validacion (n = 10) clasificando los resultados como
muestras identificadas correctamente (OK), no identificadas o con un resultado negativo (No OK) para ambas bibliotecas
de espectros.

Resultados MicroNIR Resultados i-Raman
Marca Resultado  Resultado No Resultado Resultado No
OK No OK identificada OK No OK identificada
AL 10 - - 10 - -
Lab
Cinfa' 20 ) i 20 ) )
MY 8 - 2 10 - -
NO 10 - - 10 - -
PE 10 - - 10 - -
PF 9 - 1 10 - -
Incluye CI y MA.

Como se puede observar, ningiin comprimido de una marca ha sido identificado como
perteneciente a otra. Sin embargo, en el caso de los resultados obtenidos con los datos NIR,
habria que optimizar el conjunto de calibracion de las marcas MY y PF e introducir una
mayor variabilidad para poder obtener una identificacion satisfactoria de todos los
comprimidos, ya que hay muestras que no son identificadas como pertenecientes a ninguna
de ambas marcas ni a ninguna de las otras presentes en la biblioteca. La variabilidad
introducida por estos comprimidos no identificados deberia introducirse en los conjuntos de

calibracion para poder obtener una biblioteca de identificaciéon més robusta.

El mismo comprimido de PF que no se ha identificado correctamente en la biblioteca
es el mismo que fallaba cuando se utilizaba SIMCA o los modelos de discriminacién lineal.
Por otro lado, en el caso de la biblioteca de espectros Raman, es posible la discriminacién y

correcta identificacion de todas las marcas y comprimidos, mejorando asi los resultados
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obtenidos con los modelos quimiométricos que realizan la identificacion en una unica etapa.
Esta mejora en los resultados Raman puede estar relacionada con la aplicacion del

pretratamiento VN, que es ligeramente distinto al SNV usado en los modelos cualitativos.

4. CONCLUSIONES

En este trabajo, se ha comprobado que los espectrometros portatiles, tanto NIR como
Raman, son capaces de ofrecer resultados satisfactorios en la clasificacion y discriminacion

de siete marcas comerciales de un mismo producto farmacéutico.

La construccion y validacion de los modelos ha confirmado que los peores resultados
de prediccion se obtienen al utilizar la técnica SIMCA, ya que se confunden entre si las
distintas marcas. Por el contrario, los modelos PLS-DA y PCA-LDA han demostrado ser
capaces de identificar y discriminar las marcas, a pesar de alguna confusion puntual de algiin
comprimido concreto. En el caso de la construccion de las bibliotecas, éstas han sido capaces
de discriminar correctamente entre todas las marcas. Debido que se han fabricado igual
(misma composicion y proceso), aunque con distinta marca, los comprimidos de CI y MA

se han agrupado en una Unica categoria que permite su identificacion conjunta.

Al comparar ambas técnicas, en el caso de la espectroscopia NIR ha sido posible
discriminar las marcas por su composicidn quimica, mientras que al utilizar espectros
Raman, los cuales presentan bandas mas bien definidas que los espectros NIR, la separacion
entre los comprimidos se ha realizado basicamente por la intensidad de su color, ya que la
fluorescencia generada provoca cambios en el espectro mayores que los cambios debidos a

la distinta composicion quimica de cada marca.

Finalmente, se puede concluir que la identificacidon de productos utilizando bibliotecas
de espectros en cascada, utilizada habitualmente en entornos industriales con muchas clases,
resulta también muy util en casos con pocas clases, aunque el software disponible tiene

sistemas de pretratamiento de espectros bastante limitados.
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CONSTRUCCION DE BIBLIOTECAS NIR PARA LA IDENTIFICACION DE MATERIALES DE PARTIDA

1. INTRODUCCION

Uno de los aspectos mds importantes durante la fabricacion de un producto
farmacéutico, es la correcta identificacion de los materiales de partida (MP). A parte del
error catastréfico que supondria un error en la identificacién del material, se ha de considerar
que variaciones en propiedades quimicas o fisicas de los MP pueden provocar un cambio en
la calidad final del producto, ya que la calidad de un producto farmacéutico depende, en gran
parte, de la calidad de los MP. Por ello, el Anexo 8 complementa el Capitulo 6 de la de la
Guia de Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos de Uso Humano y Veterinario,
y establece que “la identidad de un lote completo de materiales de partida sélo puede
garantizarse si se toman muestras individuales de todos los envases y se lleva a cabo un
ensayo de identidad en cada muestra. Se puede permitir tomar muestras de solo una parte de
los envases, cuando se haya establecido un procedimiento validado para garantizar que

ningun envase individual de material de partida se haya etiquetado incorrectamente” [1].

Cada MP debe cumplir con las especificaciones marcadas en su propia monografia de
la farmacopea europea (EP por sus siglas en inglés European Pharmacopoeia) o, en caso de
no disponer de una monografia propia, debe cumplir con la monografia general Substances
for pharmaceutical use [2]. Por este motivo, queda claro que cada recipiente recibido en la
fabrica (bidon, bolsa, etc.) debe ser tratado segin la monografia EP, que utiliza métodos
tradicionales de analisis tales como valoraciones 0 HPLC y que necesitan de bastante tiempo
de ejecucion. Sin embargo, de acuerdo con las General notices de la propia EP, es posible

usar métodos alternativos de andlisis a los propuestos si lo aprueba la autoridad competente

13].

El uso de la espectroscopia NIR, combinado con algoritmos quimiométricos, presenta
una serie de ventajas para la identificacion de MP en comparacion a los métodos
tradicionales. Algunas de estas ventajas son: la reduccion en el tiempo de andlisis, la
eliminacion del uso de disolventes, el ser un método no destructivo, la obtencion de la
informacion at-line y la obtencion de mas informacion que usando métodos tradicionales,

como, por ejemplo, informacidn sobre propiedades fisicas de la muestra.

Actualmente, la EP contiene una monografia propia para la aplicacion de la técnica

NIR en la industria farmacéutica [4]. En esta monografia, se contempla la posibilidad de
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crear una biblioteca de espectros para la identificacion y cualificacion de productos y se

establecen directrices sobre como se debe proceder para su construccion.

La identificacion de diversos MPs mediante la construccion de una biblioteca de
espectros NIR no estd muy referenciado. Normalmente, se construyen métodos especificos
de identificacion para cada producto o, solo se discrimina entre unos pocos mediante el uso
de métodos de reconocimiento de pautas (PRM por sus siglas en inglés Pattern Recognition
Methods) [5-8]. Atn y asi, hay articulos que prueban y proporcionan recomendaciones para
la construccion de una biblioteca de espectros NIR para este fin [7,9]. Para la construccion
de una biblioteca espectral, el primer paso es elaborar una biblioteca principal, donde cada
producto presente en la misma estara definido por un conjunto de espectros NIR, formando
el que se denomina una “clase”, con el objetivo de permitir la identificaciéon del mayor
numero de productos posibles. En este primer paso, normalmente se usa como criterio de
similitud el coeficiente de correlacion o el calculo de distancias entre los espectros. Para que
un producto pueda identificarse como perteneciente a una clase, se establece que ha de
cumplir un criterio de aceptacion. Aquellos MPs que no se hayan podido identificar en la
biblioteca principal, es decir, que presentan ambigiliedad entre si, han de hacerlo en sub-
bibliotecas, construidas usando un método cualitativo con mayor selectividad y que permita
su identificacion. Este procedimiento se denomina identificacidon en cascada. En la Figura
V. 1 se muestra un ejemplo de la estructura que puede tener este tipo de biblioteca de

espectros.

Como puede verse en la representacion, a partir de la biblioteca principal se van
estableciendo distintos niveles donde cada nivel contendra un niimero distinto de sub-

bibliotecas, dependiendo de la selectividad que haya entre los distintos materiales.

Cuando un producto no es identificado en la biblioteca, se clasifica como “fuera de
especificacion” (OOS por sus siglas en inglés Out-of-specification). En la inmensa mayoria
de los casos, estos resultados OOS son productos que, una vez analizados por otras técnicas
mucho mas lentas y costosas, finalmente se identifican como el producto etiquetado.
Realmente son falsos negativos, pero hasta obtener el resultado no se puede autorizar la
entrada del lote de producto. La consecuencia de la obtencion de este tipo de OOS es el
aumento del tiempo necesario antes de liberar el producto, lo que se refleja en una pérdida

econdmica para la empresa.
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Nivel 1 Nivar2 s

Sub-biblioteca 1.1.1
Sub-biblioteca 1.1 —|:

Sub-biblioteca 1 { Sub-biblioteca 1.1.2
Sub-biblioteca 1.2

Sub-biblioteca 2

Sub-biblioteca 3.1 Sub-biblioteca 3.1.1

Sub-biblioteca 3.2.1
Sub-biblioteca 3.2 {
Sub-biblioteca 3.2.2

Sub-biblioteca 3

Biblioteca principal

Figura V. 1. Esquema general de la construccion de una biblioteca de espectros mediante la estrategia de identificacion
en cascada.

En este trabajo, se ha realizado una revision en profundidad y la revalidacidon de una
biblioteca para la “Identidad por Recipiente” utilizando NIR. La primera version de la
biblioteca NIR se desarrolld en la industria el afio 2018 por técnicos del departamento de
control de calidad. Dada la gran cantidad de OOSs obtenidos, se revalidé la biblioteca en
2019, ensayando distintos pretratamientos para intentar mejorar la discriminacion entre
todos los MPs incluidos en la misma. El nimero de OOSs disminuyd, pero no lo suficiente,
por lo que en 2020 se abord¢ el trabajo que se presenta en este capitulo. Para la nueva version
de la biblioteca, se decidio crear una Biblioteca Especifica para los PMs utilizados como
colorantes. El resto de los productos quedaron en lo que se denominara Biblioteca General.
Para ambas bibliotecas, se ha optimizado los conjuntos de aprendizaje disponibles de cada
producto y se ha mejorado los pardmetros de discriminacion para reducir el numero de

resultados OOS.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Muestras

La Biblioteca General contiene 398 clases de MPs y la Biblioteca Especifica 34. Para

cada clase se ha utilizado una cantidad variable de espectros NIR, ya que su numero depende
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del volumen de lotes recibidos y éste, de la demanda que haya del producto. En cualquier

caso, se empezaron a registrar espectros NIR desde 2012.

En la Biblioteca General, se incluyen tanto APIs como excipientes, que pueden ser
materiales organicos o inorganicos, y engloba todos los MPs utilizados en la empresa cuya
identidad puede ser hallada utilizando la técnica NIR. Hay ciertos compuestos, como pellets
o materiales cerosos, cuyas caracteristicas fisicas dificultan la adquisicion de los espectros y
el NIR no es adecuado para su identificacion. Los colorantes identificados en la Biblioteca
Especifica son de tres tipos (I, IT y III), dependiendo del polimero sintético que contengan
en su composicion. Ademas, dentro de cada tipo de colorante puede haber diferentes
productos, con distinto color y composicion, aunque compartan el mismo polimero sintético

como componente mayoritario.

Debido al acuerdo de confidencialidad firmado con la empresa, no se puede especificar

el nombre de los MPs incluidos en ambas bibliotecas de espectros.

2.2. Adquisicion de espectros

La adquisicion de todos los espectros se ha realizado con el NIR de sobremesa Bruker,
utilizando una sonda de fibra Optica y dentro de una cabina de muestreo. Los detalles del

instrumento se encuentran en el Capitulo III (Seccion 1.2.3).

Se debe hallar la “Identidad por Recipiente” mediante NIR de todos los bultos
recibidos de cada lote, con excepcion de aquellos productos que se encuentren homologados,
y, por tanto, se puede realizar un muestreo reducido calculado mediante la Ecuacion V-1,

donde m representa el nimero de muestras a identificar y N el nimero de bultos recibidos.

m =N +1 (V-1)

2.3. Software

El programa usado para la construccion y validacion de las bibliotecas ha sido OPUS
7.2 (Bruker, Billerica, MA, USA). Este software permite la construccidon y validacion de
bibliotecas de espectros mediante uno de sus paquetes incorporados (Ident). Los algoritmos
y pretratamientos disponibles en este software se detallaran entre paréntesis, indicando el

nombre especifico que usa el propio programa.
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2.4. Desarrollo de la biblioteca de espectros

La creacion de una biblioteca de espectros pasa por disponer de datos muy fiables de
todos los productos que se incluirdn en la misma. Para cada producto, estos datos fiables se
dividen en dos bloques; el primero se denomina conjunto de aprendizaje y seran los datos
usados para la construccion de la biblioteca, utilizando tantas clases como productos
presentes en la misma. El segundo bloque servira para comprobar el funcionamiento de ésta

y se llama conjunto de validacion.

Con el conjunto de aprendizaje, que contiene espectros de todos los productos de la
biblioteca, se construye un modelo utilizando un método PRM, que comienza en el nivel
principal y sigue analizando en cascada todos los productos, escogiéndose en cada nivel el
método PRM vy las condiciones apropiadas. Una vez disefiada la biblioteca, se realiza una
validacidon interna para asegurar que se distinguen como productos distintos, sin
ambigiiedades, todos los productos incluidos en la misma. Finalmente, se realiza una
validacion externa con los espectros que no se habian incluido en el conjunto de aprendizaje,
lo que constituye el conjunto de validacidn. El criterio de identificacién de un espectro como
perteneciente a una clase concreta se basa en la creacion de una distancia limite desde el
centro de la clase para cada producto incluido en la biblioteca. Si el espectro del producto
desconocido esta dentro del limite, se determinara que pertenece a esa clase. Una vez
realizada la validacion externa con resultados satisfactorios, se puede empezar a usar la
biblioteca en rutina para analizar muestras desconocidas. La Figura V. 2 muestra un

esquema de los pasos a seguir para desarrollar y validar una biblioteca de espectros.
2.4.1. Optimizacion de los conjuntos de aprendizaje y validacion

El conjunto de espectros de cada MP debe contener la mayor variabilidad posible para
poder lograr el propdsito de la biblioteca, identificar correctamente muestras desconocidas.
La “Identidad por Recipiente” mediante NIR se trata de un andlisis cualitativo, por lo que
las fuentes de variabilidad asociadas a diferencias lote-lote, replicado-replicado y
adquisicion, deben estar representadas en el conjunto de aprendizaje para asegurar la
construccidon de un modelo robusto, aunque no existe una regla determinada para la seleccion
del minimo niimero de lotes que se deben incluir en el conjunto de aprendizaje. Ademas,

también es necesario incluir la variabilidad aceptable relacionada con las propiedades fisicas
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y quimicas de un mismo producto, como podria ser tamafio de particula, contenido en agua,

Datos NIR
disponibles

A
Seleccion del conjunto de aprendizaje y validacion

etc.

Seleccion del PRM. pretratamiento de datos, rango espectral y
criterio de aceptacion

!

Creacion de sub-bibliotecas

!

Validacion interna

Y

Cambio de PRM, pretratamiento, rango espectral
Optimizacion del conjunto de aprendizaje ¢
Creacion de nueva sub-biblioteca

¢Discriminacion
entre todos los
productos?

A

Validacion externa

'

. (Identificacion Puesta en marcha de
No Si Lo
correcta de todos »  labiblioteca en
los productos? rutina

Figura V. 2. Diagrama de flujo para la creacion y validacion de una biblioteca de espectros.

Para elegir los espectros de cada MP que se utilizaran en el conjunto de aprendizaje de
la biblioteca, se han representado graficamente todos los espectros incluidos en la version
anterior de la misma, junto con nuevos espectros adquiridos durante el periodo de julio 2019
a marzo 2021. Estos espectros se han normalizado aplicando el método de normalizacion
vectorial (vector normalization) para poder detectar posibles espectros andmalos (outliers).
Una vez representados todos los espectros de un MP, se han seleccionado los localizados en
las posiciones extremas y en el centro. También se ha intentado, en los casos en que era
posible, incluir variabilidad de lotes adquiridos en afios distintos. El resto de los espectros

del MP se ha asignado al conjunto de validacion.
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2.4.2. Construccion de la biblioteca

El método seleccionado para asegurar la discriminacion entre todos los MPs ha sido el
calculo de distancias en el espacio de las componentes principales (Factorization). Este
método para el calculo de similitudes es especialmente util para la construccion de una
biblioteca de espectros NIR, dado que es independiente del numero de grupos, requiere
pocos espectros para definir cada clase y, es muy poco sensible a las fluctuaciones del
instrumento, lo que permite el desarrollo y validacién de bibliotecas de espectros de una

forma rapida.

El principal objetivo durante la construccidon de una biblioteca de espectros es poder
lograr una identificacidn tnica de todos los MPs incluidos en la misma. Para ello se ha usado
la estrategia de identificacion en cascada mencionada anteriormente. Asi, después de la
aplicacion inicial de un conjunto de parametros en el nivel principal de la biblioteca, que
consigue separar algunos MPs individuales y la creacion un grupo de MPs no separados, se
ha aplicado otros parametros de discriminacién mas restrictivos a este grupo, en lo que seria
un nuevo nivel de identificacion o sub-biblioteca. Esto se ha ido repitiendo hasta conseguir

el objetivo final.

Sin embargo, hay MPs en la biblioteca que tienen la misma composicidn, pero son
fabricados por distintos proveedores, o bien que tienen la misma composicion, pero con
ligeras diferencias en sus propiedades fisicas. En estos casos, la diferencia entre ellos puede
ser tan pequefia que no sea posible diferenciarlos, por lo que se crea una categoria que
proporciona una identificacion conjunta de este tipo de MPs. Cuando esto ocurre, el criterio

utilizado para la creacion de estas categorias debe ser siempre justificado.
2.4.3. Validacién interna

Antes de poder utilizar la biblioteca, es necesario validarla para comprobar que las
distintas clases que la componen estan separadas entre si. Este proceso se denomina

validacion interna y se basa en la comprobacion de la selectividad (SEL) de la biblioteca.

Para cada una de las clases se define una distancia umbral, que marca la frontera entre

la pertenencia al grupo o no. El umbral se calcula mediante la Ecuaciéon V-2.

Umbral = Maximum hit + X X SD (V-2)
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En esta Eq. 2, el valor Maximum hit es la distancia entre el espectro promedio de la
clase y el espectro mas distante perteneciente a ella; el valor X es un factor multiplicativo
que, por defecto, tiene un valor de 0,25 y SD es la desviacion estandar de todos los espectros
que forman la clase. La selectividad comprobara que la distancia entre los conjuntos de
espectros que definen cada MP es suficiente para el uso correcto de la biblioteca. En la
Ecuacion V-3, se relaciona la distancia (D) entre los espectros promedio de dos MPs, con
sus respectivos valores umbral U; y U,

D
SEL= ——— Va3
U, + U,

Dependiendo de los valores de SEL obtenidos, se puede considerar cuatro situaciones
que se esquematizan en la Figura V. 3. En cualquier caso, cuanto menor es el valor de SEL,
mayor serd la similitud entre MPs. La situacion ideal para evitar confusiones entre MPs es

que el valor de selectividad sea mayor que 1 para todos los productos.

SEL <1 SEL <1 1<SEL>2

Figura V. 3. Representacion de las cuatro posibles situaciones del software OPUS 7.2 dependiendo de los resultados de
selectividad (SEL). D es la distancia entre los centros de ambos grupos y U; el umbral de cada uno de ellos.

2.4.4. Criterio de aceptacion

Una vez que se ha validado la biblioteca, puede ser utilizada en la identificacion de
espectros que no estan presentes en ella. El resultado de la identificacion del espectro de una
muestra es positivo cuando el MP evaluado se identifica inequivocamente con uno de los
grupos incluidos en la biblioteca. La identificacién se realiza mediante el calculo de la

distancia entre las muestras a identificar y el grupo més cercano a ellas.

Asi, para obtener una identificacion positiva respecto a alguno de los grupos incluidos,
la distancia calculada (hit value) para el espectro evaluado debe ser menor a alguno de los
umbrales establecidos. Si no se cumple este criterio, no se obtendra una identificacion
positiva con ningun producto incluido en la biblioteca. En el caso de que se obtuviera una
distancia inferior a mas de uno de los umbrales, no habra una identificacion tnica y, por

tanto, la identificacidn no sera concluyente.
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2.4.5. Validacion externa

Antes de utilizar la biblioteca para la identificacion de muestras desconocidas, se
realiza un ultimo paso, evaluando con el modelo construido los lotes no utilizados durante
el desarrollo de éste y de los que se conoce su identidad. Este proceso se denomina validacion

externa y servira para tener confianza en el desempeiio de la biblioteca.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Biblioteca Especifica

Antes de la creacidon de la biblioteca de los colorantes, en la segunda version de la
biblioteca NIR, hubo un total de 8 OOS de 9 colorantes distintos, para un total de 77 bultos
analizados. Este resultado supone aproximadamente una tasa de fallo del 10%. La biblioteca
de colorantes o Biblioteca Especifica consta de un total de 34 colorantes, clasificados en tres
tipos (I, II, IIT) dependiendo del polimero que contengan. En la Figura V. 4 se presenta un

esquema clasificando los 34 colorantes segun su tipo (I, II, III) y su color.

Blanco (6) Amarillo (4) Naranja (1)

Naranja (3) Rosa (5) Marron (1)

Amarillo (5) Rojo (1) Rosa (1)
Beige (1) Azul (1) Rojo (1)
Rosa (3) Blanco (1)

Figura V. 4. Clasificacion de los 34 colorantes usados para la construccion de la Biblioteca Especifica. Entre paréntesis
se muestra el nimero de colorantes pertenecientes a cada grupo de color y tipo.

3.1.1. Construccion de la Biblioteca Especifica

El PRM seleccionado ha sido el del calculo de la distancia en el espacio de las
componentes principales (Factorization), tanto para el nivel principal de la biblioteca,
llamado IP1, como para todas las sub-bibliotecas creadas. La seleccion del algoritmo de
discriminacion, asi como los pretratamientos y rango espectral, se ha basado en la estrategia
de encontrar la combinacion que proporcione una mejor discriminacion en el primer nivel y
que cree sub-bibliotecas logicas segin las propiedades fisicas y quimicas de los productos.
Se deseaba una separacidon entre los tres tipos de colorantes en el nivel general de la

biblioteca (IP1), dado que el polimero que contienen es distinto. Por ello, tras la aplicacion
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de una primera derivada (1D) con 9 puntos de suavizado y una normalizacion vectorial (VN),
y seleccionando un total de 4 componentes principales, se logrd separar entre el tipo I, I 'y
III, con la excepcion de los colorantes naranja y rosa del tipo I1I, que se confundian con
colorantes del tipo II en la sub-biblioteca IP2_ B, aunque en este nivel se podian separar en
una nueva sub-biblioteca. La Figura V. 5, muestra los graficos de scores obtenidos para este
primer nivel, donde puede verse la separacion en tres clusters formando, respectivamente,
las tres sub-bibliotecas (IP2_A, IP2 B y IP2 C). El nimero que aparece en el nombre de
cada sub-biblioteca indica el nivel de ésta. Los c/usters se han identificado en la Figura. En
el nivel general (IP1) ha sido posible separar tres colorantes individuales al representar los

scores 4 vs 2y 4 vs 3.
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Figura V. 5. Grafico de scores del nivel principal (IP1) de la Biblioteca Especifica.
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En la Figura V. 6 se muestran los graficos de scores de la sub-biblioteca IP2 B,
mostrando la separacion de los dos colorantes rosa y naranja de tipo III del resto de

colorantes de tipo II.
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Figura V. 6. Grafico de scores de la sub-biblioteca (IP2_B) de la Biblioteca Especifica.

A partir de aqui, se han ido desarrollando las tres sub-bibliotecas creadas hasta la
obtencion de la estructura final de la Biblioteca Especifica, que se presenta en la Figura V.
7, donde puede verse que se ha necesitado un total de 8 niveles y 20 sub-bibliotecas para

poder discriminar entre todos los colorantes.
3.1.2. Problemas planteados durante la construccion de la biblioteca

El objetivo principal de esta Biblioteca Especifica es la identificacion inequivoca de
los 34 colorantes usados en la industria. Esto se pudo lograr para 31 de los 34 productos
incluidos en la biblioteca. Sin embargo, no fue posible lograr la discriminacion de tres

productos blancos pertenecientes al tipo I de colorante, debido a que en su composicion
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contienen el mismo polimero en alta concentracién y comparten los mismos compuestos,
aunque con distintas concentraciones, por lo que no hay diferencias entre sus espectros NIR.
En este caso, se decidio usar la estrategia de la creacion de una categoria para productos
altamente similares, basdndonos en su composicion quimica, y que se ha denominado

Colorante Blanco, conteniendo los tres productos.

= 1P
B 1P2_A
B 1P3_A
B ip4_A
B 1P5_A
B 1P6_A
B IP7_A
IPB_A
IP5_B
IF5_C
- IP4_B
- IP4_C
Lipa D
= IP2_B
|— IF3_B
B ip3_c
= 1p4_E
IP5_D

B IP2_C
IP3_D
IP3_E

Figura V. 7. Estructura final de la Biblioteca Especifica de colorantes.

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se detallan las diferencias
en la composicion de todos los compuestos de la formulacidn de la categoria. Como puede
apreciarse, la diferencia en la composicion de estos tres colorantes esta en alrededor de un
3% en peso. La Figura V. 8 se presentan los espectros del conjunto de aprendizaje para estos

tres colorantes, para mostrar que no es posible su discriminacion individual.

Tabla V. 1. Composicion (% m/m) de los tres colorantes blancos (Tipo I) que conforman la categoria Colorante Blanco
creada.

Compuesto Colorante Blanco 1 Colorante Blanco 2 Colorante Blanco 3
A 63,6 62,5 59,8
B 30 31,3 31,3
C 6,4 6,3 8,0
D - - 1,0
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Figura V. 8. Espectros en absorbancia de los colorantes que constituyen la categoria Colorante Blanco en la Biblioteca
Especifica.

3.1.3. Validacion interna

La validacion interna de la biblioteca se ha realizado mediante el célculo de la
selectividad (SEL). En la Figura V. 9, puede verse el histograma de los valores de SEL de
la comparacion de 1122 pares de clases. Unicamente 6 colorantes presentan valores de SEL
menores que 1, pero sin solapamiento, lo que quiere decir que, aunque ambos umbrales estén
solapados, no se encuentra ninglin espectro en el rango de interseccion entre ambos. En estos
6 colorantes, se encuentran los tres colorantes blancos incluidos en la nueva categoria creada,
Colorante Blanco, y, ademas otros 3 colorantes que presentan SEL bajas, por lo que, se
deberd hacer un seguimiento exhaustivo del comportamiento de éstos cuando haya nuevas
entradas para ver si se puede mejorar esta discriminacion. Los tres colorantes que presentan
SEL bajas son del tipo 1. Esta SEL baja aparece en el nivel IP4_A. La Figura V. 10 muestra
los espectros tras la aplicacion de una normalizacién vectorial en el rango espectral
seleccionado, donde se ve que existen diferencias entre los espectros, y la Figura V. 11
muestra el grafico de los scores, donde se observa que los productos aparecen muy cercanos

uno al otro.
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Selectividad

3504

300+

2504

200

150+

Mimero de resultados

100+

501
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Selectividad - 978 of 1122 results displayed (144 results S = §)
Figura V. 9. Histograma de selectividad obtenido tras la construccion de la Biblioteca Especifica de colorantes.
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Figura V. 10. Espectros tras la aplicacion de una normalizacion vectorial para los colorantes con valores de SEL baja
en la Biblioteca Especifica.
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Score 3 vs. Score 2
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Figura V. 11. Grafico de scores del nivel IP4_A de la Biblioteca Especifica. Se resaltan en color los colorantes que
tienen valores de SEL baja entre ellos.

El histograma de SEL muestra que no hay otras ambigiiedades entre los productos

incluidos en la biblioteca.
3.1.4. Validacion interna

Una vez desarrollada la Biblioteca Especifica NIR, se realiz6 la validacion externa de

la misma para comprobar su selectividad y robustez.

La validacién externa de la Biblioteca Especifica solo fue posible para 13 de los 34
colorantes incluidos en la misma. Esto es debido a los pocos lotes de estos colorantes que se
reciben cada afio en la industria, dado que se necesita muy poca cantidad para realizar el
recubrimiento de los productos farmacéuticos. Por ejemplo, durante el desarrollo de esta
nueva Biblioteca Especifica, para 9 de los colorantes solo ha sido posible incluir en los
conjuntos de aprendizaje de la biblioteca 3 espectros de un mismo lote y bulto, dado que se

trataban de productos nuevos.

Basandonos en los resultados obtenidos, se puede concluir que la Biblioteca Especifica
de colorantes ha sido validada provisionalmente y puede usarse para identificar
inequivocamente todos los colorantes usados en la industria. Sin embargo, la variabilidad
incluida para alguno de los grupos deberia incrementarse en futuras actualizaciones de la

biblioteca para reducir asi la posibilidad de obtener resultados OOS.
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3.1.5. Evaluacion de la actualizacion

La evaluacion del impacto de la creaciéon de una Biblioteca Especifica para los
colorantes se realiza mediante el andlisis de los resultados de identidad por recipiente NIR
obtenidos en el periodo de uso de la biblioteca. La Figura V. 12 presenta los resultados

considerando solo los colorantes.
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Figura V. 12. Evaluacidn de la creacion de una Biblioteca Especifica para la identidad por recipiente mediante NIR de

los colorantes. En las versiones 1 y 2, los colorantes estaban incluidos en la misma biblioteca, junto con los demas
productos.

Como puede verse, en la primera y segunda version, donde los colorantes estaban
incluidos con el resto de MP, el numero de resultados no conformes (falsos negativos) era
alto. Durante los cuatro meses en que ha estado funcionando la nueva Biblioteca Especifica,
presentada en este capitulo, se han analizado 13 colorantes y no se ha producido ningtin
resultado OOS. Por lo que, la separacion de todos los colorantes en una Unica biblioteca
facilita su identificacion. A pesar de todo, muchas de las clases de los colorantes incluidos
en la biblioteca tienen muy poca variabilidad y, cuando lleguen nuevos bultos, deberan

afiadirse sus espectros al conjunto de aprendizaje.
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3.2. Biblioteca General

La Biblioteca General consta de un total de 497 MPs, muchos de distintos proveedores,
y que se clasifican en APIs, excipientes y mezclas, con lo que se construye una biblioteca
con 398 clases, incluyendo en la misma clase los productos con més de un proveedor. Como
se ha mencionado anteriormente, se ha actualizado esta biblioteca realizando una
optimizacion de los conjuntos de aprendizaje, de validacion y de los parametros de
discriminacion, con el fin de simplificar su estructura y reducir el nimero de resultados no
conformes. Esto ha implicado partir de cero para la reconstruccidn y revalidacion de toda la

biblioteca.
3.2.1. Historico de resultados OOS

La primera version de la Biblioteca General de MPs proporciond bastantes falsos
negativos en la prueba de Identidad por Recipiente, hasta unos 18 OOS/mes, por lo que fue
necesaria su actualizacion. Tras la optimizacion de los parametros realizada en la segunda

version, se disminuy6 este parametro hasta 4 OOS/mes.

En la nueva version presentada en este capitulo, se han revisado todos los conjuntos
de aprendizaje disponibles y optimizado los parametros (rango espectral y pretratamiento).
Estas acciones se han realizado con el fin de poder disminuir aun mas el nimero de OOS

detectados en la Identidad por Recipiente de todos los MPs de la industria.
3.2.2. Construccion de la Biblioteca General

El PRM seleccionado ha sido el mismo que el usado durante la construcciéon y
revalidacion de la Biblioteca Especifica, el calculo de la distancia en el espacio de las

componentes principales.

El primer paso antes de la construccion de la biblioteca de espectros ha sido la revision
y optimizacion de los espectros de cada uno de los productos contenidos en el conjunto de
aprendizaje. Para ello, se ha seguido la misma estrategia que para la Biblioteca Especifica,
es decir, representar todos los espectros disponibles, escalarlos, e incluir aquellos que

presenten mayor variabilidad.

La estructura final de la biblioteca se muestra en la Figura V. 13. En este caso, al
incluir muchos productos en una misma biblioteca, se necesita crear hasta 14 niveles y 106
sub-bibliotecas para poder asegurar la discriminacion entre ellos. Ademads, en el nivel
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principal (IP1) ha sido necesario usar 11 factores para obtener una buena separacion de los

materiales y, asi, obtener un total de 31 sub-bibliotecas de nivel 2, que proporcionan una

buena separacion de los productos incluidos en el nivel principal.
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3.2.3. Problemas planteados durante la construccion de la biblioteca

El objetivo de la actualizacion de la Biblioteca General era identificar
inequivocamente todos los MPs usados, pero hay algunos casos en que no ha sido posible
discriminar entre todos ellos debido a la alta variabilidad del producto de cada uno de los
proveedores, o a dificultades en el registro de los espectros, o a las pequefias diferencias
existentes en las propiedades fisicas y quimicas de los MPs. Estos casos se han debido
abordar individualmente, después de un estudio cuidadoso de las circunstancias implicadas

en cada uno de ellos y ha sido necesario usar diferentes estrategias.

El API A es un ejemplo de un producto que presenta una gran variabilidad. Es un
producto de origen natural y muy higroscopico que se adquiere de tres proveedores. Las
especificaciones del contenido de agua son las mismas para los tres proveedores, pero puede
ser que haya importantes diferencias entre lotes, por lo que la variabilidad esperada es muy
alta (ver Figura V. 14) y se ha decidido crear una clase distinta para cada uno de los

proveedores.

El API B es un ejemplo de problemas en el registro del espectro. El espectro de este
producto puede registrarse a través de la bolsa de polietileno o, abriendo la bolsa y colocando
una funda en la sonda NIR para que no esté en contacto directo con el producto. La Figura
V. 15 muestra los espectros del conjunto de aprendizaje del API B adquiridos de ambas
formas. Como puede verse, en el caso de los espectros adquiridos a través del material de
envase, las bandas donde absorbe el polietileno presenten intensidades mayores. Estas
intensidades se asignan al primer y segundo armdnico de los enlaces C-H presentes en su
estructura. En cambio, en los espectros adquiridos con la funda en la sonda NIR, las bandas
asociadas al propio producto son las que presentan intensidades mayores, mientras que la
intensidad de las bandas donde también absorbe el polietileno es mucho menor. En la
biblioteca se han creado dos clases para el mismo producto segin el método de adquisicion

de los espectros.
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Figura V. 14. Espectros de los distintos proveedores del API A en absorbancia (arriba) y tras la aplicacion de una
primera derivada (ventana de 13 puntos) mas una normalizacién vectorial.
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Figura V. 15. Espectros de API B en absorbancia (arriba) y tras la aplicacion de una primera derivada (13 pts) para
ambos modos de adquisicion.

Al identificar materiales con una composiciéon muy similar, se han creado categorias
en la biblioteca que incluyen algunos de estos productos. En total, se han creado 39
categorias, donde se pueden encontrar grupos con mucha variabilidad espectral y pequefias
diferencias quimicas, lo que impide su discriminacion mediante la técnica NIR, o productos
con igual composicion, pero con grandes diferencias en el tamafio de particula o en el

contenido de humedad.

A modo de ejemplo, en la Figura V. 16 se muestran los espectros de los productos que
constituyen una de las categorias, llamada Acido Acetilsalicilico. Esta categoria esta

compuesta por tres productos con igual composicidn pero que presentan diferencias en el
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tamafio de particula. Como puede verse en la Figura, si que se observa un cambio en la
pendiente para el producto con un tamafio de particula menor. Al aplicar la segunda derivada,
que es el pretratamiento seleccionado en su nivel de identificacion (IP3_B), también se
pueden apreciar pequefias diferencias en la intensidad. En el grafico de scores obtenido para
este nivel, donde solo se ha usado un tnico factor, puede verse como el producto con menor
tamafio de particula se encuentra separado de los demas. Sin embargo, una vez se establece
el umbral para la clase, dada la gran variabilidad de los productos con mayor tamafio de
particula, no es posible lograr la separacion entre ellos. El grafico de scores obtenido se

muestra en la Figura V. 17.
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Figura V. 16. Espectros en absorbancia (arriba) y, espectros tras la aplicacion de la segunda derivada, con una ventana
de 9 puntos, en el rango espectral del nivel IP3_D (abajo).
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Score 1 vs. Score 1
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Figura V. 17. Grafico de scores para el nivel IP3_B, donde se encuentran los productos de la categoria Acido
Acetilsalicilico.

3.2.4. Validacion interna

El histograma de SEL obtenido tras la actualizacion de la Biblioteca General se
muestra en la Figura V. 18 donde pueden verse los valores de SEL de la comparacion de
158006 pares de clases. De todos estos valores obtenidos, solo un 1,5% se encuentra en el
rango de SEL < 1. La mayoria de estos resultados son debidos a la creacion de las 39
categorias de la biblioteca. Finalmente, se ha decidido que las clases incluidas en la

Biblioteca General no presentan superposiciones.
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Figura V. 18. Histograma de selectividad obtenido tras la actualizacion de la Biblioteca General.
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3.2.5. Validacion externa

La validacion externa de la Biblioteca General se realizd evaluando unicamente
espectros obtenidos a partir de 2019. Por ello, solo ha sido posible realizar la validacion
externa de 119 clases de las 398 incluidas en la Biblioteca General. El resto, son productos
con una entrada anual de menos de un lote. Todos los productos ensayados han sido

identificados correctamente por la biblioteca.
3.2.6. Evaluacion de la actualizacion

La Figura V. 19 presenta el nimero de OOS totales y la evolucion del tiempo
promedio para tener un resultado no conforme en la identidad por recipiente mediante NIR

en las diferentes versiones de la Biblioteca General. No se han considerado los OOS de los

colorantes.
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Figura V. 19. Evaluacion de las acciones mitigadoras realizadas en la Biblioteca General.

Como puede verse, la primera accion de mantenimiento presentada en este capitulo
(version 3) ha conseguido disminuir el nimero de OOS mensuales en un 20% respecto a la

version anterior, de 3,4 OOS/mes (con 32 andlisis diarios), a 2,8 OOS/mes (con 35 analisis
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diarios). A pesar de esta reduccion, sigue habiendo un numero elevado de productos que

presentan un fallo en su identidad por recipiente mediante NIR.

4. CONCLUSIONES

En este trabajo, se han desarrollado y validado bibliotecas de espectros NIR para la

identificacion de los materiales de partida usados en una industria farmacéutica.

El primer paso para la mejora de la biblioteca existente ha sido separar los colorantes
en una Biblioteca Especifica, dejando el resto de los productos en la Biblioteca General. En
ambas bibliotecas, ha sido necesaria la creacion de categorias para productos con

composicion similar o con la misma composicion, pero ligeras diferencias fisicas.

Una vez desarrolladas las bibliotecas, primero se ha realizado una validacién interna
y, posteriormente, una validacidon externa con muestras no incluidas en el conjunto de
aprendizaje. Debido a la poca entrada en la fabrica de algunos productos, la validacion
externa de todas las clases no ha sido posible. Para los productos habituales, los resultados
de la validacion externa son satisfactorios. Finalmente, se ha logrado obtener una Biblioteca
Especifica para identificar 34 colorantes, y una Biblioteca General para identificar 398
materiales de partida, ambas suficientemente robustas para poder identificar muestras de los
productos habituales, pero con la posibilidad de ofrecer resultados OOS para productos

identificados esporaddicamente.

El uso de las nuevas versiones de estas bibliotecas ha reducido de forma muy
importante el nimero de falsos negativos detectados en las versiones anteriores, aunque

requieren de una actualizacidn periddica que mejore la variabilidad incluida en la biblioteca.

Es necesario incorporar los nuevos lotes de MPs infrecuentes que puedan llegar en un

futuro.
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ANALISIS DE RIESGO Y MANTENIMIENTO DE BIBLIOTECAS NIR PARA MATERIALES DE PARTIDA

1. INTRODUCCION

Los métodos quimiométricos, tanto cualitativos como cuantitativos, deben ser
evaluados regularmente con el fin de garantizar el cumplimiento de su propdsito. Este
proceso es el que se denomina como gestion de ciclo de vida de los modelos quimiométricos
desarrollados [1,2]. La Figura VI. 1 muestra un esquema del ciclo de vida para un modelo
NIR cualitativo, basado en la construccion de bibliotecas de espectros. El ciclo de vida viene
determinado por cada una de las etapas presentadas, dado que un modelo NIR es iterativo y

continuo.

CALIBRACION

Adquisicion de espectros de
distintos lotes y materiales.
Definicion de los conjuntos de

Validacion externa del
madelo de acuerdo con la
aprendizaje y validacion. normativa vigente.

Construccion y validacion interna.

VALIDACION

RE-VALIDACION

Almacenamiento y
evaluacion de los nuevos

Revisidn del conjunto de
aprendizaje.
Ampliacion del conjunto de
validacion.

lotes evaluados.
Estudio de los resultados 008
generados.

MANTENIMIENTO

Figura VI. 1. Esquema del ciclo de vida de un modelo cualitativo NIR.

Durante el ciclo de vida de un modelo NIR, se debe establecer como se gestionara la
etapa de mantenimiento. En la industria farmacéutica, el mantenimiento de las bibliotecas
de espectros para la identificacion de MP es fundamental debido a la gran cantidad de MP
que se reciben y a la homologacién constante de nuevos proveedores y materiales. Como

parte de la mejora continua de la robustez y fiabilidad de las bibliotecas, se debe realizar una
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accion de mantenimiento después de un periodo de tiempo preestablecido [3]. El principal
objetivo de este mantenimiento es la introduccion de nueva variabilidad para asi evitar la
obtencion de falsos negativos y falsos positivos durante el andlisis en rutina, y obtener

modelos fiables y robustos para periodos largos de tiempo.

Una de las posibles herramientas a usar para la identificacion de la necesidad de una
nueva validacion es la realizacion de un andlisis de riesgo, tal como recomiendan varias
agencias. Mediante este procedimiento, se identifican los factores que pueden tener
influencia en el resultado final de un proceso y se evalua la incidencia que tendria un posible
fallo de los mismos en el resultado final. Se deben proponer medidas correctoras para
aquellos factores cuyo fallo conllevaria un error importante en el resultado del proceso
estudiado. Estas medidas correctoras mitigaran el riesgo de fallos en el proceso. La Figura
VI. 2 muestra un esquema de estas etapas. La primera, valoracion del riesgo, consiste en la
identificacion de los factores que pueden significar un riesgo y en la evaluacion de éstos.
Una herramienta tipica para la identificacion de las causas que pueden llevar a un fallo es la
realizacion de un Diagrama de Ishikawa también llamado “Diagrama Causa-Efecto” o
“Diagrama de Espina de Pescado” en el que se representan graficamente las relaciones entre
un resultado especifico y sus causas. El efecto o problema estudiado representaria la cabeza
del pescado, mientras que las causas potenciales o sub-potenciales serian el esqueleto. Se
trata de una representacion simple para identificar y entender los factores que influyen en el
proceso y sus interacciones [4]. Una vez identificados todos los efectos, se pueden
cuantificar usando el andlisis modal de fallos y efectos (FMEA, por sus siglas en inglés
Failure Mode and Effects Analysis) o, el andlisis critico modal de fallos y efectos (FMECA,
por sus siglas en inglés Failure Mode and Effects Critical Analysis) [4—6]. En estos tipos de
analisis, se logra identificar los factores que suponen un mayor riesgo para el proceso o
problema bajo estudio y cuantificarlos numéricamente. A partir de la cuantificacion, se
deben establecer acciones para reducir el riesgo de los factores que tengan una mayor

influencia para nuestro proceso o problema.

La segunda etapa, control del riesgo, se basa en la busqueda de acciones mitigadoras
para reducir el riesgo de los factores evaluados como riesgo alto, y en la aceptacion de
riesgos residuales. La Glltima etapa, comprobacidn del riesgo, se basa en establecer un criterio
para la monitorizacion de los factores y comprobar la eficacia de las acciones mitigadoras

propuestas [7].
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02

VALORACION DEL CONTROL DEL COMPROBACION DEL
RIESGO RIESGO RIESGO
Identificacion Reducciony Evaluacion de las
Analisis aceptacion del riesgo acciones mitigadoras
Evaluacion realizadas

Figura VI. 2. Esquema de los pasos para la realizacion de un analisis de riesgos.

El objetivo principal de este trabajo es la reduccion del riesgo de obtener falsos
resultados OOS para los MP identificados con una biblioteca de espectros NIR.
Actualmente, hay estudios donde se han identificado los factores que conllevan un riesgo
para el desarrollo de modelos cuantitativos NIR, pero ninguno para la construccién y

actualizacidn de bibliotecas de espectros [8—10].

Se realizara un andlisis de riesgo para las bibliotecas desarrolladas y validadas en el
Capitulo V de esta tesis (Biblioteca Especifica y Biblioteca General), con el fin de poder
realizar acciones que las mejoren cuando se realice su mantenimiento. Una vez identificados
y evaluados los factores de riesgo y propuestas unas acciones mitigadoras, se aplicaran
revalidando las bibliotecas. Finalmente, se estudiara la eficacia de estas acciones mitigadores
evaluando los resultados OOS obtenidos durante el uso en rutina de las nuevas bibliotecas

validadas.

2. MATERIALES Y METODOS

Se han utilizado la Biblioteca General y la Biblioteca Especifica validadas en el

Capitulo V, que contienen, respectivamente, 514 productos y 38 colorantes.

Los nuevos espectros se han registrado con el mismo instrumento y en las mismas
condiciones que los utilizados en el capitulo anterior. El software utilizado para la

construccién y validacion de las nuevas bibliotecas ha sido también el mismo
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3. REALIZACION DEL ANALISIS DE RIESGOS

La Figura VI. 2 muestra el esquema seguido en el analisis de riesgos para ambas bibliotecas.

3.1. Valoracion del riesgo

El primer paso para efectuar un andlisis de riesgos de una biblioteca NIR es identificar
los factores que pueden ser responsables de generar un fallo en la identificacion, analizarlos

y evaluarlos.

La identificacion de los factores se ha realizado mediante un Diagrama de Ishikawa.
El esquema utilizado se presenta en la Figura VI. 3. Como se observa, se han seleccionado
como posibles factores de riesgo los relacionados con el Personal, el Instrumento utilizado,
las Condiciones Ambientales de registro del espectro, las Propiedades especificas de cada
MP y el Modelo utilizado en la biblioteca de identificacion. Para cada uno de estos factores,
se han estudiado las posibles influencias de otras variables relacionadas con ellos,

identificadas también en el diagrama.

En esta tesis, la evaluacion del impacto que conllevan los factores estudiados se ha
realizado usando dos tipos distintos de analisis de riesgos: el FMEA y el FMECA. El FMEA
se ha usado para evaluar los factores: Personal, Instrumento y Condiciones Ambientales,
dado que su impacto en la identificacidn es el mismo para todos los productos. Sin embargo,
en el caso de las propiedades del MP y el modelo construido de la biblioteca, la evaluacion
del riesgo se ha basado en un FMECA, dado que los resultados son Uinicos para cada uno de

los productos incluidos.

Modelo

Personal Propiedades MP
identificacién
Formacin o Variabilidad
Higroscopi
Selectivida
Experiencia Polimorfismo
Tamafio de partfcula\ Espectros de validacion
Diagnéstico Humedad relativa
Parametros adquisicién Temperatura
Instrumento Ambiente

Figura VI. 3. Diagrama de Ishikawa identificando los factores y variables de riesgo de una biblioteca de espectros NIR.
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3.1.1. Evaluacion del riesgo para los factores “Personal”, “Instrumento” y

“Condiciones Ambientales”

Como se ha comentado, la evaluacidon de estos factores se ha realizado mediante un
FMEA. El FMEA esté basado en la evaluacion del impacto de cada variable del factor segtin
los parametros de severidad (S), probabilidad de aparicion (P) y detectabilidad (Dt) del fallo.
Seglin su propia escala subjetiva, a cada uno de los parametros se le asigna un valor numérico
que servird para el calculo del nimero de prioridad del riesgo (RPN, por sus siglas en inglés
Risk Priority Number) y que sera el valor del riesgo de cada variable. Para ello se utiliza la

Ecuacion VI-1.

RPN =S X P x Dt (VI-1)

Si el valor de RPN obtenido se encuentra por debajo de un umbral preestablecido, se
considera que esa variable no constituye un riesgo para la identificacion del producto. Sin
embargo, en el caso de que el valor de RPN se encuentre por encima del umbral, se debera
estudiar la variable para encontrar alguna forma de mitigar o reducir su impacto en la
identificacion de los MP. La descripcion de los valores asignados a la severidad,
probabilidad, detectabilidad y RPN se encuentran detallados en las Tabla VI. 1 y VL2,

respectivamente.

Tabla VI. 1. Descripcién de los valores asignados a la S, P y Dt durante la evaluacion de las variables de los factores
Personal, Instrumento y Condiciones Ambientales de una biblioteca NIR.

Parametro | Valor |Descripcion
1 El fallo potencial tiene un impacto bajo en esta variable
S 3 El fallo potencial tiene un impacto intermedio en esta
variable
5 El fallo potencial tiene un gran impacto en esta variable
1 Muy poco probable
P 3 Ocasional
5 Frecuente
1 Capacidad alta de deteccion
Dt 3 Capacidad media de deteccion
5 Capacidad muy baja de deteccion
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Tabla VI. 2. Descripcion de la clasificacion de los valores de RPN obtenidos para las variables de los factores Personal,
Instrumento y Condiciones Ambientales de la biblioteca.

RPN Accion
Bajo (RPN < 32) No influye en la identificacion del producto.
Medio (32 < RPN < 64) | Poca influencia en la identificacion del producto.
Se requieren acciones dada la influencia en la
identificacion.
Se requieren acciones dada la gran influencia en la
identificacion.

3.1.2. Evaluacion del riesgo para el factor “Modelo de Identificacion”

Este factor se debe estudiar para cada producto de la biblioteca. Su evaluacion se ha
realizado mediante un FMECA. El objetivo principal de este tipo de analisis de riesgo es el
mismo que para el FMEA, con una diferencia en el célculo de la severidad de cada variable.
En este caso, la severidad (S), se calcula segin la Ecuacién VI-2, donde Wi es la
importancia, el peso, que se le da a la severidad de cada una de las variables bajo estudio (Si)
y el sumatorio se extiende a las 3 variables relacionadas con el factor (V=3). Los valores
asignados a Wi se presentan en la Tabla VI. 3.

_ Y1 Si X W,

S = (VI-2)
N

Tabla VI. 3. Descripcion de los valores asignados al peso (Wi) para el analisis de riesgo del factor Modelo de
Identificacion en una biblioteca.

Parametro | Valor |Descripcion
1 Impacto bajo para la identificacion

3 Impacto intermedio para la
Wi . . .,
1dentificacion
5 Impacto elevado para la identificacion

Todas las variables relacionadas con el factor “Modelo de Identificacion” tendran un

impacto alto en la identificacion y el valor de Wi sera igual a 5 para todas ellas.

Cada variable que afecta al factor “Modelo de Identificacion” es independiente del
resto y se evalia de una forma diferente, por lo tanto, el valor asignado a la severidad de
cada una de ellas es también independiente. A continuacion, se detalla la asignacion de la Si

para cada variable bajo estudio.
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- Variabilidad (VAR). Para cada uno de los productos incluidos en la biblioteca NIR,

la evaluacion de esta variable se realiza mediante la ponderacion del numero de afios
y lotes incluidos en el conjunto de aprendizaje. Esta ponderacion se indica en la
Ecuacion VI-3. Para todos los productos, se asigna el valor de la severidad de la

(Tabla VL. 4).

VAR = 0,6 X n2 afios + 0,4 X n? lotes (VI-3)

Tabla VI. 4. Descripcion de los valores asignados a la Si para la variabilidad de cada producto de la biblioteca.

VAR W; Svar | Descripcion
VAR > 6 1 Conjgnto de aprendizaje con gran variabilidad
incluida
Conjunto de aprendizaje con variabilidad
intermedia incluida
Conjunto de aprendizaje con poca variabilidad
incluida

3>VAR<6 5 3

VAR <3 5

- Selectividad (SEL). Esta variable se evaltia mediante los resultados de SEL obtenidos

para cada producto con el software OPUS. La asignacion de la Si se basa en la Tabla
VI. 5. De esta forma, lo que se evalta es la distancia que hay entre los distintos
productos incluidos en la biblioteca NIR. Asi, en el caso de que dos productos tengan
un valor de SEL bajo, es mas probable que puedan llegar a confundirse y, en

consecuencia, el riesgo asociado debe ser mayor.

Tabla VI. 5. Descripcion de los valores asignados a la Si para la selectividad (SEL) de cada producto de la biblioteca.
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SEL Wi Sser. | Descripcion
>90% con SEL > 1.5 1 Buena selectividad
Resto de situaciones 5 3 Selectividad intermedia
> 5% con SEL <1 5 Baja selectividad

- Conjunto de validacién (VAL). Este pardmetro se evallia para cada producto

considerando el nimero de lotes del conjunto de validacion que se han identificado
correctamente mediante la biblioteca de espectros construida. Los valores asignados
a la Si de la Biblioteca Especifica se muestran en la Tabla VI. 6 y los de la Biblioteca

General en la Tabla VI. 7.
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Tabla VI. 6. Descripcion de los valores asignados a la Si para cada producto del conjunto de validacion de la Biblioteca

Especifica.
VAL Wi Svar | Descripcion
VAL >4 1 Gran numero de lotes evaluados
2> VAL < 4 5 3 Numero intermedio de lotes
evaluados
VAL <2 5 Bajo nimero de lotes evaluados

Tabla VI. 7. Descripcion de los valores asignados a la Si para cada producto del conjunto de validacion de la Biblioteca
General.

VAL Wi Svar | Descripcion
VAL > 10 1 Gran numero de lotes evaluados
5>VAL< 10 5 3 Numero intermedio de lotes
evaluados
VAL <5 5 Bajo numero de lotes evaluados

La evaluacion de la probabilidad (P) de que haya un resultado OOS se ha basado en
datos histéricos de los OOS obtenidos con versiones anteriores de la biblioteca. Para ello,
utilizando la Ecuacion VI-4, se ha calculado un indicador clave de rendimiento (KPI, por

sus siglas en inglés Key Performance Indicator).

kpr = — 29005 40
"~ bultos analizados (VI-4)

Este indicador se ha calculado para la version 2 de las bibliotecas. Una vez calculado
este KPI, se ha asignado a cada producto el valor de probabilidad que aparece en la Tabla

VI. 8;Error! No se encuentra el origen de la referencia..

Ademas, también se le otorga el valor médximo de probabilidad, P=5, a cualquier
producto que se incluya por primera vez en la biblioteca NIR para su identificacién, ya que
no hay historico de resultados y poca variabilidad. En el caso de que no haya habido entradas
de un producto durante el periodo de vigencia de una version de la biblioteca, no se
modificard su valor de probabilidad para la revision, dado que no se habra podido evaluar el

cambio en el riesgo asignado.
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Tabla VI. 8. Asignacion de los valores de probabilidad para el FMECA, donde KPI se ha calculado a partir de la tltima
version de la biblioteca antes de la actualizacion.

P Descripcion

1 KPI=0

2 0> KPI <25
3 25>KPI <50
4 50 > KPI <75
5 KPI>75

Por ultimo, para la asignacion de los valores de la detectabilidad (Dt), se han

considerado los valores presentados en la Tabla VI. 9.

Tabla VI. 9. Descripcion de los valores asignados a la detectabilidad (Dt) de cada producto para el factor Modelo de

Identificacion.
Dt Descripcion
1 Muy alta
3 Media
5 Baja

En este caso, como cualquier fallo en la identificacion de un producto es detectado
automaticamente por los operadores, se ha asignado, para todos los productos incluidos en

la biblioteca, un valor de detectabilidad constante e igual a 1.

El riesgo final se calcula mediante la obtencidn del valor de RPN (Ecuacion VI-1),
aunque en este caso, la severidad se ha calculado con la Ecuacién VI-2. Para poder
visualizar mejor los resultados, el valor de RPN se ha normalizado a un valor méximo de

100.
3.1.3. Evaluacion del riesgo para el factor “Propiedades del MP”

La evaluacion de este factor se ha realizado de la misma forma que para el “Modelo
de Identificacidon”. Sin embargo, la principal diferencia se basa en la asignacién del peso,
Wi, de cada variable evaluada. En este caso, el peso asignado no es el mismo para todas las

variables, ya que cada una de ellas tiene un impacto distinto en la evaluacién.

- Aspecto (ASP). La evaluacion de esta variable se realiza mediante la clasificacion

presentada en la Tabla VI. 10, basada en las dificultades de adquisicién de los

espectros NIR segtin la presentacion del material.
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Tabla VI. 10. Descripcion de los valores asignados a la S; para el aspecto del producto.

ASP W; Sasp
Polvo 1
Granulo 2
Escamas o cristales 3 3
Pellets 4
Ceras 5

Higroscopia (HIG). La clasificacion para determinar la influencia de la higroscopia

de los productos en los espectros NIR estd basada en la clasificacion presentada en

la monografia 5.11 de la Farmacopea Europea [11]. En la monografia se describe una

asignacion dependiendo de porcentaje de incremento en masa (% Am) tras la

realizacion de una prueba de pérdida por desecacion. Los detalles se presentan en la

Tabla VI. 11.

Tabla VI. 11. Descripcion de los valores asignados a la S; para la higroscopia.

HIG Wi Suic | Descripcion
. No se realiza prueba de contenido de agua o
Muy baja 1 % Am < 0.2 %
Baja 2 Poco higroscopico: 0,2 > % Am <2
Media 3 3 Higroscopico: 2 > % Am < 15
Alta 4 Muy higroscdpico: % Am > 15
Delicuescente: se absorbe suficiente agua como
Muy alta 5 .
para formar un liquido.

Tamaifio de particula (TPR). La asignacion de la severidad para esta variable se ha

basada en si se realiza una estimacion de la distribucion del tamafio de particula o

no, es decir, si el producto bajo estudio puede presentar distintos tamafios de particula

(Tabla VI. 12).

Tabla VI. 12. Descripcion de los valores asignados a la S; para el tamafio de particula.

TPR Wi Ster | Descripcion
Bajo 1 No tiene especificacion de tamafio de particula
. Tiene como especificacion una Unica
Medio 3 ,
1 granulometria
Alto 5 Tiene especificacion de mas de wuna
granulometria
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- Polimorfismo (POL). Algunos de los productos identificados mediante la biblioteca

de espectros NIR pueden presentar polimorfismo segun su monografia de la
Farmacopea Europea. Como estos productos pueden existir en distintas formas
cristalinas, pueden presentar pequefias diferencias en su perfil espectral, motivo por
el cual se ha decidido tener en cuenta esta variable a la hora de asignar los posibles
riesgos. La Tabla VI. 13 muestra la asignacion de los valores de severidad para la

variable polimorfismo.

Tabla VI. 13. Descripcion de los valores asignados a la S; para el polimorfismo.

POL Wi SroL
No presenta | 1
Puede presentar 5

3.2._ Control del riesgo

La segunda etapa del analisis de riesgo esta basada en la aceptacion y reduccion del
riesgo. A partir de los resultados obtenidos mediante el calculo del RPN, se debe establecer
un criterio para constatar si alguna de las variables estudiadas tiene un impacto tan grande
como para obtener un resultado OOS. El criterio utilizado se basa en una representacion
grafica de todos los valores de RPN obtenidos. De esta forma, segun la tendencia de los

resultados, se establecera un criterio sobre como se debe proceder con los mismos.

3.3._Comprobacion del riesgo

Una vez identificadas las variables con un mayor impacto en la obtencion de resultados
0O0S, se aplicaran las acciones destinadas a reducir al méximo este riesgo. Una vez aplicadas
estas acciones, se comprobara si han tenido efecto mediante la evaluacidn de los resultados

OOS obtenidos durante el periodo de uso de las bibliotecas.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1._Analisis de riesgo para la Biblioteca Especifica

Tras la creacidn y validacion de la Biblioteca Especifica presentado en el Capitulo 1V,
se ha realizado un analisis de riesgos para la evaluacion del riesgo de obtencion de resultados

OOS de los colorantes incluidos en ella. En la Figura VI. 3 se mostraba el Diagrama de
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Ishikawa con las variables que se han identificado como posibles fuentes de un resultado

OOS para este analisis de riesgos.

4.1.1. Evaluacion del riesgo para los factores “Personal”, “Instrumento” Yy

“Condiciones Ambientales”

Como se ha mencionado anteriormente, para la evaluacion de las variables que tienen
un mismo impacto en la identificacion de todos los colorantes (Personal, Instrumento y
Condiciones Ambientales), se ha realizado un FMEA, Considerando los valores y las
descripciones presentadas en las Tabla VI. 1y V1.2, la Tabla VI. 14 muestra la matriz de

riesgo para estas variables.

Las variables que tienen un impacto mayor en la obtencion de un resultado OOS son:
la experiencia y la formacion de los operarios, la adquisicion del espectro de referencia, y
las condiciones ambientales de humedad y temperatura de la sala donde se registran los
espectros NIR. Para todas ellas se han realizado acciones mitigadoras para disminuir su
impacto en los resultados. Tras la realizacion de las acciones, ninguno de estos parametros
supone un riesgo para el proposito de la biblioteca construida. Sin embargo, segin estudios
publicados, se ha encontrado que la variabilidad de adquisicion entre distintos operarios es
una de las mayores fuentes de variabilidad al usar una fibra optica para el registro de los
espectros NIR [12]. Por ello, seré critico la introduccion de variabilidad asociado al operador
en los conjuntos de calibracion, con el fin de reducir la obtencidn de resultados OOS por esta

causa.
4.1.2. Evaluacion del riesgo para el factor “Propiedades del MP”

En este caso, todos los colorantes comparten las mismas propiedades de aspecto,
higroscopia, tamafio de particula y polimorfismo, por lo que el impacto de las variables
asociadas a ellas es el mismo para todos; los colorantes tienen el mismo aspecto, un polvo
con la misma granulometria, sin ninguna particularidad respecto al contenido de agua o
polimorfismo y con un bajo impacto en el riesgo de OOS. Por ello, estas variables se han

excluido del analisis de riesgo para esta biblioteca.
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Tabla VI. 14. Analisis de riesgo para los factores “Personal”, “Instrumento” y “Condiciones Ambientales”.

adquisicion

parametros de adquisicion.

Identificacié . . " Evaluacié 1
denti rcacion Consecuencia S | P |Dt| RPN Acciones mitigadoras S pt| _yauacion de
del riesgo riesgo residual
Formaciones recordatorias al
o 1.
Mayor variabilidad espectral persona
Lo . Inclusion en los espectros del .
Experiencia |entre replicados de bultos y| 5 | 3 | 3 | 45 . . 5 3 Bajo
= conjunto de aprendizaje del
= lotes. C )
S producto variabilidad asociada
5 al operador.
&~
Error en la colocacion de la Formacion al personal sobre una
Formaciéon  |sonda durante la adquisicionde| 5 | 3 | 3 | 45 |buena adquisicién de espectros| 5 3 Bajo
los espectros. NIR
Diagnoéstico | El instrumento no puedeusarse| 1 | 1 | 1 1 | Acciones no requeridas - - Bajo
g Una incorrecta adquisicion del
o espectro de referencia Formaciones recordatorias al
€| Espectrode |. 7, o , :
g reforencia implicaria la aparicion de| 5 | 3 | 3 | 45 |personal sobre como detectar| 5 1 Bajo
Z bandas negativas en el espectro este error in-situ
- NIR.
Pardmetros de El espectro de la muestra seria
distinto si  cambian los| 3 | 1 | 5| 15 |Acciones no requeridas - - Bajo
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resultando en cambios en el
espectro NIR.

controlando la temperatura.

Identlficaclon Consecuencia Dt | RPN Acciones mitigadoras P | Dt E.valuacm.n del
del riesgo riesgo residual
La humedad del producto
wn r
= podrla. verse afecta Adquisicion de los espectros
3 Humedad produciendo cambios en el : .
g s . 3 | 45 |NIR en una cabina de muestreo 1 Bajo
2 relativa espectro NIR debido a la .
RS . controlando la humedad relativa.
g absorcion de trazas de
% humedad.
g La temperatura puede
S influenciar cambios en las Adquisicion de los espectros
% Temperatura |propiedades de la muestra, 3 | 45 |NIR en una cabina de muestreo 1 Bajo
@)
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4.1.3. Evaluacion del riesgo para el factor “Modelo de Identificacion”

La evaluacion de este factor se ha realizado mediante un FMECA. El peso, Wi, y los
valores de severidad, Si, de cada variable, asi como su KPI, se ha calculado como se indica
en la Seccién 3.1.2. El valor asignado a la detectabilidad, Dt, ha sido 1 (muy alta) en todos

los casos, como se ha descrito previamente.

En la Figura VI. 4 se representa el valor de RPN (normalizado a un valor maximo de 100)
para los 34 colorantes incluidos en la Biblioteca Especifica. Viendo la tendencia de los
valores RPN, se han asignado tres niveles de riesgo asociado: bajo, medio y alto, que se
detallan en la Tabla VI. 15. Asi se puede predecir qué colorantes corren un riesgo mayor de

obtener un fallo en su identificacion utilizando esta biblioteca especifica.
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Figura VI. 4. Valores RPN obtenidos durante la evaluacion de las propiedades del modelo de identificacion de la
Biblioteca Especifica. Los resultados se muestran en orden ascendente.

Tabla VI. 15. Ratio de valores RPN para la evaluacion del factor Modelo de Identificacion para la Biblioteca Especifica.

RPN Consecuencia
RPN < 15 Riesgo bajo a obtener un fallo en la identificaciéon NIR
15> RPN <50 |Riesgo medio a obtener un fallo en la identificacion NIR

; Riesgo alto a obtener un fallo en la identificacion NIR
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4.1.4. Conclusiones del analisis de riesgo para la Biblioteca Especifica

La evaluacion del riesgo residual obtenido para los factores Personal, Instrumento y
Condiciones Ambientales, indican que su impacto para la obtencion de un fallo en la
identificacion NIR es bajo. Sin embargo, en la evaluacion del Modelo de Identificacién, se
ha visto que solo 13 colorantes de un total de 34 presentan un riesgo bajo a obtener un error
en su identificacion, 8 colorantes presentan un riesgo medio y 13 un riesgo alto. Como este
riesgo asociado a obtener un resultado OOS solo esta relacionado con las variables evaluadas
para el Modelo de Identificacion, las acciones mitigadoras que se pueden aplicar estan
directamente relacionadas con la mejora de los conjuntos de aprendizaje y validacion, y con

la mejora de la selectividad mediante la optimizacion de los pardmetros de discriminacion.

A partir de estos resultados, se decidid realizar una revalidacion de la Biblioteca
Especifica al cabo de tres meses de su utilizacion en rutina para incluir nueva variabilidad
en el modelo y optimizar los parametros de discriminacion. El objetivo es reducir el riesgo
asociado a obtener un fallo en la identificacion de los colorantes estudiados y mejorar asi la

robustez y fiabilidad de la biblioteca.

4.2. Revalidacion de la Biblioteca Especifica

Durante los 3 meses siguientes a la construccion de la Biblioteca Especifica, entraron
en la empresa cuatro nuevos colorantes, por lo que en esta revalidacion se discriminaré entre
38 colorantes, clasificados en cuatro categorias (I, II, Il y IV), dado que ha entrado un nuevo
tipo de colorante, Tipo IV, que tiene en su composicion uno o mas de los polimeros
principales de los otros tres, conteniendo, ademas, sacarosa. Como resumen, ha entrado un
nuevo colorante azul de Tipo I, y tres de Tipo IV, de colores blanco, claro y translicido,

respectivamente.
4.2.1. Construccion de la Biblioteca Especifica revalidada

Como primera etapa de la construccion de la nueva biblioteca, se han actualizado los
conjuntos de aprendizaje y validacidon disponibles, usando la estrategia de seleccionar
aquellos que se encuentren en las posiciones extremas y centrales. Como pretratamiento de
los espectros se ha calculado la primera derivada, con una ventana de 13 puntos, seguida de

una normalizacion vectorial.
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Una vez optimizados los conjuntos de aprendizaje y validacidn, se ha empezado el
desarrollo del modelo de identificacion. Igual que en la version anterior, como PRM se ha
usado la distancia en el espacio de los componentes principales (Factorization), estudiando
el pretratamiento, rango espectral y nimero de factores del nivel principal, que permiten
obtener mayores valores de selectividad. En esta revalidacion, se ha cambiado el
pretratamiento del nivel principal (IP1) y el numero de factores, consiguiendo la separacion
entre tipos de colorantes en el tercer nivel, con valores de SEL > 1 entre la mayor parte de
compuestos. El pretratamiento seleccionado en el nivel principal, en esta revalidacion, ha
sido la aplicacidon de una primera derivada (17 puntos de suavizado) en el rango de 9658,3 -
4204,3 cm™ con 5 factores. Mientras que en la primera version de la Biblioteca Especifica
se usé una primera derivada (con 9 puntos de suavizado) y una normalizacion vectorial en
el rango de 9658,3 a 4204,3 cm™' con 4 factores. Este cambio ha permitido mejorar la SEL

entre practicamente todos los colorantes.

Sin embargo, dada la gran similitud en la composicion de los tres colorantes blancos
de Tipo I, no ha sido posible su discriminacion individual y se ha mantenido la categoria

Colorante Blanco que ya existia en la biblioteca anterior.

La Tabla VI. 16 presenta los detalles (% en peso) de la composicion de dos colorantes
Tipo II (blanco y rosa) que, a pesar de sus claras diferencias en el color, no se pueden
discriminar (ya que el espectrémetro NIR disponible no incluye las longitudes de onda del
visible) y para los cuales ha sido necesaria la creacién de una categoria denominada

Colorante 1.

Tabla VI. 16. Composicion de los colorantes Tipo II blanco y rosa.

Compuesto Colorante II Blanco Colorante II Rosa

A 40.0 40.0

B 25.0 21.9

C 20.2 20.2

D 14.8 14.8

E (colorante rojo) - 1.6
F (colorante amarillo) - 1.2
G (colorante rojo) - 0.3

La principal diferencia en la composicion de ambos colorantes es la concentracion del
compuesto B y la presencia de pigmentos para el colorante II rosa. El compuesto B es un

compuesto inorganico que presenta una absorbancia baja en la region del infrarrojo medio,
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por lo que su sefal en la zona NIR es aun menor. Ademas, los pigmentos presentes en la
formulacion del producto rosa representan cada uno menos de un 2% m/m de la composicion
del producto. Estas pequefias diferencias entre ambos productos se encuentran en los limites
de sensibilidad del instrumento NIR usado. En la Figura VI. § se presentan los espectros
NIR de ambos colorantes después de la aplicacion de una normalizacién vectorial, donde se

puede ver la similitud en el perfil espectral NIR.
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Figura VI. 5. Espectros NIR del Colorante II Blanco (azul oscuro) y Colorante II Rosa (Rosa) en el rango espectral
completo del instrumento después de aplicar una normalizacidn vectorial.

Considerando esto, se eliminaran ambos colorantes en la préxima actualizacién de la
biblioteca, dado que la técnica NIR no es adecuada para la identificacion de estos materiales,

y la identidad por recipiente se realizard mediante una técnica alternativa.

La estructura final de la nueva biblioteca se muestra en la Figura VI. 6.
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Figura V1. 6. Estructura final de la biblioteca especifica tras su revalidacion.

4.2.2. Validacion interna

El histograma de selectividad obtenido muestra que todos los colorantes tienen una
selectividad mayor que 1, con la excepcion de los 5 colorantes mencionados anteriormente
y para los que se han creado categorias especificas. Con estos resultados, se ha conseguido
mejorar la SEL de todos los colorantes incluidos en la biblioteca de espectros NIR. Por ello,
el histograma de SEL muestra que no hay ambigiiedades entre los grupos incluidos en la

biblioteca (Figura VL. 7).
4.2.3. Validacion externa

La validacién externa de la Biblioteca Especifica solo fue posible para 14 de los 38
colorantes incluidos en la misma. Ademas, para un total de 9 colorantes, el conjunto de
aprendizaje actualmente disponible es muy pobre y, por ello, el riesgo asociado que tienen a

obtener un fallo en la identificacion NIR sigue siendo elevado.

Basandonos en los resultados obtenidos, se puede concluir que la biblioteca especifica

de colorantes ha sido revalidada y, aunque puede usarse para la identificacion inequivoca de
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los colorantes usados en la industria, existe un alto riesgo de obtener falsos OOS. En futuras
actualizaciones de la biblioteca deberia incrementarse la variabilidad de alguno de los grupos

para reducir asi la posibilidad de obtener falsos resultados OOS.

Selectividad

300+

2504

2004

1504

1004

Nimero de resultados

504

<1 1-2 2-3 3-4 4-5
Selectividad - 1126 of 1406 results displayed (280 results S > 5)
Figura VI. 7. Histograma de selectividad obtenido tras la revalidacion de la biblioteca especifica como accion
mitigadora.

4.2.4. Evaluacion de la accion mitigadora realizada

Con el fin de evaluar si la revalidacion de la biblioteca especifica al cabo de tres meses
ha servido para disminuir el riesgo de obtener fallos en la identificacion NIR, se ha repetido
el analisis de riesgo para el factor Modelo de Identificacion mediante un FMECA. De este
modo, se quiere evaluar si, tras la introduccion de nueva variabilidad y optimizacién de los

parametros de discriminacidn, el riesgo asociado a cada colorante ha disminuido.

El andlisis de riesgo FMECA se ha realizado del mismo modo que el presentado en la
Seccion 3. La matriz del andlisis de riesgo se presenta en la Tabla VI. 17 para ambas
versiones de las bibliotecas, asi como el detalle de las acciones realizadas para cada

colorante.
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Tabla VI. 17. Matriz de analisis de riesgos obtenido tras la revalidacion de la Biblioteca Especifica.

Accion mitigadora.

Comun: optimizacion de los parametros de discriminacion.

Tipo de colorante VAR SEL VAL S P RPN®
(W=5) (W=5) (W=9)
Accién VAR SEL VAL S P RpNO®
(W=5 W=5 W=5)
Colorante I Naranja 1 5 1 23 1 9,3 Incluir variabilidad 1 3 1 1,7 1 6,7
Colorante I Blanco 1 3 1 1,7 1 6,7 - 1 3 1 1,7 1 6,7
Colorante I Amarillo 1 1 3 1,7 1 6,7 - 1 1 3 1,7 1 6,7
Colorante I Amarillo 1 3 1 1,7 2 33,3 Incluir variabilidad 1 1 1 1,0 1 12,0
Colorante I Beige 1 3 5 30 1 36,0  Incluir variabilidad 1 3 5 30 1 36,0
Colorante I Blanco 1 3 3 23 1 9,3 Incluir variabilidad 1 3 3 23 1 9,3
Colorante I Blanco 1 3 5 3,0 1 12,0 Incluir variabilidad 1 3 5 30 1 12,0
Colorante I Blanco 1 1 5 30 1 - 1 3 5 30 1 12,0
Colorante I Blanco 3 3 5 37 5 _ - 3 1 5 30 5 -
Colorante II Blanco 1 1 3 23 1 9,3 Incluir variabilidad 1 3 3 23 1 9,3
Colorante I Amarillo 1 1 3 23 1 9,3 - 1 3 3 23 1 9,3
Colorante IT Azul 3 1 5 3,7 4 EBEN - 3 1 5 3,0 4 600N
Colorante II Rosa 5 3 5 43 5 86T - 5 1 5 37 5 B3
Colorante IT Rojo 5 1 5 37 5 _ - 5 1 5 37 5 -
Colorante II Rosa 3 1 3 30 5 12,0 - 3 3 3 30 5 12,0
Colorante II Rosa 3 1 5 30 5 - 3 3 5 37 5
Colorante II Rosa 5 1 5 37 5 - Incluir variabilidad 5 1 5 3,7 5 -
Colorante II Rosa 3 1 5 30 5 _ Incluir variabilidad 3 3 5 37 5 -
Colorante I Amarillo 5 1 5 3,7 4 44,0 - 5 1 5 3,7 4 44,0
Colorante II Amarillo 3 1 5 30 1 36,0 - 3 1 5 30 1 36,0
Colorante I Naranja 1 3 1 1,7 2 Incluir variabilidad 1 3 1 1’7 1
Colorante I Naranja 5 3 5 43 5 - - 5 1 5 3,7 5 -
Colorante III Naranja 5 1 3 30 5 1600 - 5 1 3 30 5 16000
Colorante I Blanco 3 1 5 30 5 - 3 1 5 30 5
Colorante I Rosa 5 1 5 3,7 5 B - 5 3 5 43 5 [NR6TIN
Colorante I Rosa 5 1 5 37 5 14,7 - 5 1 5 37 3 14,7
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Accion mitigadora.

Comun: optimizacion de los parametros de discriminacion.

Tipo de colorante VAR SEL VAL S P RPN®
(W=5) (W=5) (W=5))
Accién VAR SEL VAL S P RpNO®
W=s5) (W=5) (W=5)
Colorante I Rosa 1 1 5 23 1 28,0 - 1 3 3 23 1 28,0
Colorante I1I Marrén 5 1 5 3,7 5 NRRY - 5 1 5 37 5
Colorante III Rosa 5 1 5 37 5 _ - 5 1 5 3,7 5
Colorante I1I Rojo 5 1 5 37 5 - - 5 1 5 3,7 5
Colorante I Amarillo 5 3 5 43 5 17,3 - 5 1 5 37 3 14,7
Colorante I Amarillo 1 1 5 30 1 12,0 Incluir variabilidad 1 3 5 30 1 12,0
Colorante I Amarillo 5 1 5 37 5 14,7 - 5 1 5 37 3 14,7
Colorante IT Amarillo 5 1 5 3,7 5 B3N Incluir variabilidad 5 1 5 37 5
Colorante I Azul - - - - - - Nuevo colorante 5 1 5 37 5
Colorantg v - - - - - - Nuevo colorante 5 1 5 3,7 5
Translucido
Colorante IV Blanco - - - - - - Nuevo colorante 5 1 5 37 5
Colorante IV Claro - - - - - - Nuevo colorante 5 1 5 37 5

'El valor de RPN se ha normalizado a un valor maximo de 100.
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En la mayoria de los resultados presentados en la Tabla VI. 17, en los que ha sido
posible incluir variabilidad, el valor de RPN ha disminuido tras la revalidacion de la
Biblioteca Especifica. Sin embargo, hay algin caso en el que este se ha visto aumentado,
como es el caso de un Colorante II Rosa. Este aumento en su riesgo viene determinado por
la optimizacién de los pardmetros de discriminaciéon (rango espectral y pretratamiento)
efectuados. El propdsito de modificar estos parametros era mejorar la SEL entre todos los
colorantes. Esta mejora en la SEL se ha visto para la mayoria de ellos, pero concretamente
para este colorante no se ha podido lograr una mejora y como consecuencia tiene un riesgo

mayor.

Para poder evaluar si el riesgo residual ha disminuido de forma general, la Figura VI.

8 muestra un histograma con la comparacion entre ambas bibliotecas.

20
B Biblioteca especifica
B Revalidacion

I8

10 -

N° de colorantes

Bajo Medio Alto

Clasificacion del riesgo

Figura VI. 8. Valores RPN normalizados obtenidos durante la evaluacion de las propiedades del modelo de
identificacion para la biblioteca especifica (azul) y tras su revalidacion (verde).

Como puede observarse en la Figura VI. 8, tras la revalidacién de la Biblioteca
Especifica, el nimero de colorantes clasificados como riesgo bajo ha aumentado,
disminuyendo asi el riesgo medio asociado. En el caso del riesgo alto ha aumentado debido
a los nuevos cuatro colorantes registrados, pero se ha mantenido constante considerando el
resto. En definitiva, sigue existiendo un riesgo elevado de obtener resultados OOS en la

identificacion NIR de algunos colorantes. La causa es el bajo nimero de envios que se
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reciben de estos productos, en muchos casos un solo lote y un unico bulto, lo que dificulta
mucho la inclusién de nueva variabilidad en el conjunto de aprendizaje para construir un
modelo robusto. Se deberd realizar un mantenimiento de esta Biblioteca Especifica para
seguir ampliando los conjuntos de aprendizaje y validacidn hasta conseguir que el modelo
de identificacion sea lo mas robusto posible. El mantenimiento debera hacerse tras la llegada

de una cantidad suficiente de este tipo de productos.

4.3._Analisis de riesgo de la Biblioteca General

La identificacion de las variables que pueden suponer un riesgo para la identidad por
recipiente NIR se ha basado en el diagrama de Ishikawa presentado en la Figura VI. 3. Sin
embargo, en este caso, el factor asociado a las Propiedades de los MPs si que tiene un
impacto importante, dado que cada producto incluido en la biblioteca general tiene unas

propiedades fisicas distintas.

El riesgo asociado a los factores Personal, Instrumento y Condiciones Ambientales, es
el mismo que el evaluado para la Biblioteca Especifica (Seccién 3.1.1), ya que es comun

para ambas bibliotecas.

Debido a la falta de datos, solo se ha podido realizar el analisis de riesgos para 409

productos de los 497 incluidos en la tercera version de la Biblioteca General.

4.3.1. Evaluacion del riesgo asociado a los factores: “Propiedades del MP” y

“Modelo de Identificacion”

Tal y como se ha presentado para la Biblioteca Especifica, el analisis de riesgo
realizado para la evaluacion de estas variables se ha basado en un FMECA. La severidad
asignada a las variables Variabilidad, Selectividad y Conjunto de Validacion sigue los
mismos conceptos que en el caso de la Biblioteca Especifica y, debido al mayor numero de
lotes implicados, los valores concretos se han indicado en la (Tabla VI. 7). También se ha
utilizado el mismo criterio para la definicioén de la Probabilidad de aparicién del fallo (Tabla
VI. 8) y la Detectabilidad (Tabla VI. 9). La Severidad y el peso asignado a las variables

evaluadas se han detallado en las Secciones 3.1.2 y 3.1.3.

Una vez estudiada la influencia de todas las variables, se realiza el calculo de los
valores RPN para poder determinar el riesgo asociado a obtener un fallo en la identificacion

NIR de los productos incluidos en la Biblioteca General. Utilizando los limites de RPN
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establecidos en la Tabla VI. 15, 275 de los productos tienen un “riesgo bajo”, 56 un “riesgo

medio” y 78 un “riesgo alto”.

De esta clasificacion, se han identificado cuantos de los productos se trataban de APIs
y cuantos de excipientes (EXCs). La Figura VI. 9 muestra los resultados obtenidos. En la
categoria denominada como “riesgo alto”, prevalecen los EXCs mientras que en el “riesgo
medio” los APIs. Cabe destacar que, de los 409 productos estudiados, un total de 192 son
APIs y 217 son EXCs.

Tras los resultados obtenidos mediante el analisis de riesgos de la Biblioteca General,
se puede concluir que un total de 134 productos, que representan un 32,8% del total, tiene
un riesgo medio/alto de obtener una identificacion NIR no correcta, mientras que 275
productos tienen un riesgo de fallo bajo. La proporcion de APIs y EXCs en los riesgos mas
criticos esta desproporcionada siendo los EXCs los productos mayoritarios con una
clasificacion de “riesgo alto”. Este hecho se puede relacionar a la mayor variabilidad de estos

productos al ser, principalmente, mezclas.

API

EXC

Alto

Medio

Bajo

20 40 60 80 100
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]

Figura V1. 9. Distribucion del % de APIs y EXC clasificados en los tres riesgos (bajo, medio y alto).
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4.3.2. Conclusiones del analisis de riesgos de la Biblioteca General

Durante los 95 dias que ha estado utilizdndose la version 3 se han realizado 3280
analisis y se han obtenido nueve OOS, todos ellos falsos negativos. Cinco de ellos eran de
productos identificados de “riesgo alto”, uno de “riesgo medio” y tres de “riesgo bajo”. Los
tres productos que presentan un riesgo bajo se caracterizan por tener pocos datos, ya sea en
el conjunto de aprendizaje o en el de validacion, con un valor alto de la severidad. A pesar
de ello, como nunca habia habido ningun resultado OOS para estos materiales, su
probabilidad establecida era baja. No parece razonable modificar los valores establecidos de
las variables de riesgo ni las fronteras actuales de RPN.

Como accion mitigadora del riesgo de obtener un fallo en la Identidad por Recipiente
NIR, se propone dividir la biblioteca general en dos, una para los APIs y otra para EXCs y
mezclas. Esta accidon se determina considerando el nimero total de productos incluidos en

la biblioteca y en la distribucion presentada en la Figura VI. 9.

4.4. Construccion de las nuevas Bibliotecas Generales para APIs v EXCs

Para cumplir con la accion mitigadora, se han creado dos bibliotecas, con 266
productos para la biblioteca de APIs y 248 productos para la biblioteca de EXCs, que

incluyen 7 nuevos productos llegados a la empresa antes de esta accion.

Ademas, se ha realizado una busqueda exhaustiva de todos los espectros registrados
desde 2012 para los productos incluidos en las bibliotecas generales de APIs y de EXCs. Asi
se ha podido ampliar el conjunto de validacion de ambos tipos de materiales de partida con

espectros que anteriormente no estaban contemplados.

Con el fin de poder visualizar la mejora al dividir en dos la biblioteca general, en la
Figura VI. 10 se presentan las nuevas estructuras de ambas bibliotecas. La mayor
simplificacion respecto a la Biblioteca General anterior (con 14 niveles y 106 sub-
bibliotecas) ocurre en la Biblioteca de APIs, que ahora tiene Gnicamente 6 niveles y 43 sub-
bibliotecas. En el caso de la biblioteca de los EXCs, la estructura sigue siendo compleja,
dado que la mayoria de ellos no son productos puros y presentan una mayor variabilidad

espectral que los APIs. Por ello, se necesitan 10 niveles y 84 sub-bibliotecas.
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Figura VI. 10. Estructura final de las Bibliotecas Generales para APIs y Excipientes.

4.4.1. Problemas planteados durante la construccion de la biblioteca

En ambas bibliotecas, ha sido necesario crear distintas categorias para poder

discriminar entre todos los productos incluidos, tal y como sucedia con la Biblioteca General

182



RESULTADOS Y DISCUSION

unica. Concretamente, para la biblioteca de APIs, se han creado 22 categorias y para la de
EXCs, 28. Todas las categorias se han basado en la similitud quimica entre los productos

incluidos.
4.4.2. Validacion interna

Los histogramas de selectividad obtenidos para ambas bibliotecas especificas se
muestran en la Figura VI. 11, donde pueden verse los valores de SEL al comparar 32942
pares de clases en la Biblioteca de APIs y 53592 pares en la Biblioteca de EXCs. Sumando
ambas bibliotecas, solo un 1,2% de los valores obtenidos se encuentra en el rango de SEL <
1. Todos estos valores bajos de SEL corresponden a los productos que se encuentran
agrupados en las distintas categorias. Se puede concluir que no hay ambigiiedades entre las

clases que forman cada biblioteca.
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Figura VI. 11. Histogramas de selectividad obtenidos para las bibliotecas de (A) APIs y (B) excipientes.
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4.4.3. Validacion externa

La validacion externa de ambas bibliotecas, APIs y EXCs, se ha realizado evaluando
espectros obtenidos a partir de 2012, mejorando asi el conjunto de validacidn para la mayoria
de los productos incluidos, ya que en la Biblioteca General estudiada anteriormente solo
contenia espectros de 2019 a 2021. Se ha pasado de 109 productos distintos, en el conjunto
de validacion de la Biblioteca General, a 209 APIs y 196 excipientes. En concreto, para la
validacidon externa, se han evaluado un total de 24193 espectros de APIs y 21736 de

excipientes, todos con resultados correctos.

Basandonos en los resultados obtenidos, se puede concluir que ambas Bibliotecas han
sido desarrolladas y validadas para identificar inequivocamente tanto los APIs como los

excipientes utilizados en la planta.
4.4.4. Evaluacion de la accion mitigadora realizada

La evaluacion de la accion mitigadora realizada (division de la Biblioteca General en
dos), se ha realizado analizando la disminucion del nimero de OOS hallados. Para esta
comparacidn, se han evaluado los resultados OOS generados por la version desarrollada y
validada en el Capitulo V (version 3) y los obtenidos con la Biblioteca de EXCs y de APIs

(version 4).

La Figura VI. 12 presenta el nimero de OOS totales durante el tiempo de utilizacion
de las versiones 3 y 4 de la Biblioteca General. La version 4 de la Biblioteca General
contempla su division en dos, una biblioteca exclusivamente de APIs y otra de EXCs. En la
figura, también se muestra la evolucion del tiempo promedio de aparicion de un OOS
(sumando los de ambas bibliotecas de la version 4). La version 4 se ha utilizado durante 125
dias, realizando 7387 analisis, y el nimero de OOS ha caido practicamente a la mitad (cinco
casos), aunque se ha utilizado casi un 50% mas, ya que se ha pasado de analizar 35
espectros/dia con la version 3 a 59 espectros/dia con la version 4. Se han obtenido
unicamente 2 casos de OOS en productos de “riesgo alto”, ninguno de “riesgo medio” y
siguen habiendo 3 de “riesgo bajo”, distintos a los detectados con la version 3. Como en el
analisis de la version anterior, los clasificados como “riesgo bajo” presentan una severidad
alta, dado que tienen un nimero bajo o ningin espectro en el conjunto de validaciéon. Sin

embargo, al no tener un historico previo, la probabilidad que se les habia asignado era baja.
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La tendencia de la biblioteca sera la disminucidén de los valores de S, debido a la
introduccion de mas datos en los conjuntos de aprendizaje y/o validacion y a la disminucion
de P debido al menor nimero de OOSs. Para cambiar los valores actuales que se utilizan en
el andlisis de riesgos para nuevas versiones de la biblioteca, se deberia esperar mas tiempo

y analizar las causas de los pocos OOS que se vayan produciendo hasta el momento.
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Figura VI. 12. Evaluacion de las acciones mitigadoras realizadas en la Biblioteca General.

5. CONCLUSIONS

En este trabajo se ha utilizado el analisis de riesgo para identificar factores que tienen
un impacto directo durante el analisis de identidad por recipiente de los productos incluidos

en las bibliotecas NIR de una industria.

Tras la valoracion de los riesgos identificados, se ha establecido un criterio para poder
determinar qué factores y productos son los que tienen un riesgo mas elevado a obtener un
fallo en su identificacion. Con los resultados, se han aplicado acciones mitigadoras para
poder reducir este riesgo asociado. En el caso de la Biblioteca Especifica, se ha revalidado
optimizando los conjuntos de aprendizaje y validacion, y se han optimizado los pardmetros
de discriminacidn para mejorar la selectividad entre los distintos colorantes. En el caso de la
Biblioteca General se ha decidido dividirla en dos bibliotecas, una para APIs y otra para

excipientes, para poder mejorar las caracteristicas del modelo de identificacion. Una vez
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construidas las nuevas bibliotecas, se han vuelto a validar ampliando los conjuntos de
validacidn, incluyendo datos desde 2012, con lo que se ha conseguido una mayor fiabilidad

en la identificacion de muestras desconocidas.

La eficacia de estas acciones mitigadoras ha sido comprobada mediante la evaluacion
de la reduccion del nimero de resultados OOS obtenidos. De la version 3 a la 4 de la
biblioteca, la reduccidn en los resultados OOS es, aproximadamente, de un 50% y el nimero
de andlisis el doble. Por ello, se puede concluir que la ayuda del andlisis de riesgos para
entender la causa de los OOS vy la estrategia a seguir en la construccion de bibliotecas ha

permitido una mejora en la robustez y fiabilidad de las bibliotecas NIR construidas.
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DETERMINACION DEL CONTENIDO DE IBUPROFENQ EN GELES COMERCIALES

1. INTRODUCCION

Los geles son preparaciones solidas o semisélidas que contienen una base liquida
gelificada mediante el uso de un gelificante adecuado. En este tipo de muestras, el principio
activo puede encontrarse disuelto, suspendido o emulsionado en la base, con tal de adaptar
el mejor medio para el API. Normalmente, este tipo de productos tienen un alto contenido
en agua (mas de un 80% m/m aproximadamente), que se usa para agilizar la absorcion del

API en el tejido.

Los andlisis cuantitativos de este tipo de muestras resultan ser laboriosos y requieren
de un gran tiempo de analisis, dada la necesidad de la preparacion previa de las mismas. Los
métodos mas usados para la determinacion del contenido del API suelen basarse en
determinaciones cromatograficas [1,2]. Sin embargo, existen distintos estudios donde se han
usado técnicas como el NIR, IR, y UV para estos andlisis. La Tabla VII. 1 muestra un

resumen de algunas de estas aplicaciones.

Tabla VII. 1. Resumen de articulos con estudio de la determinacion del API en geles o derivados [3-9].

Técnica Resumen Referencia

NIR Determinacion del contenido de Ketoprofeno en muestras de 3]
gel translucidas preparadas en el laboratorio.

Determinacion del contenido de Dexketoprofeno en un
NIR _ [4]
hidrogel,

Determinacion del contenido de Ketoprofeno y dos
NIR _ [5]
conservantes en un hidrogel.

Determinacion del contenido de Nistatina y Metrodinazol en
IR una crema vaginal. o]
NIR Determinacion del contenido de API en seis formulaciones -
distintas (crema y vaselina).
Determinacion del contenido de Indometacina y Acido
oY benzoico en geles durante su proceso de fabricacion. 5]
Determinacion del contenido de dos APIs en dos
NIR formulaciones de geles distintas, probando distintas [9]

configuraciones Opticas.
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La aplicacion de NIR e IR como técnicas alternativas a las tradicionales llama la
atencidn, ya que en ambas técnicas el agua absorbe con gran intensidad, lo que puede llegar
a ser una desventaja dependiendo de la zona de absorcion del API. Por ello, una buena
alternativa seria la aplicacion de la espectroscopia Raman, dado que el agua no presenta
apenas sefial (dispersion débil), al contrario que en el caso del NIR e IR. Sin embargo, esta
técnica no ha sido muy empleada para esta finalidad. T.R.M. de Beer et.al. desarrollaron y
validaron un modelo univariante mediante la preparacion de distintos estandares de la
muestra a distintos niveles de concentracion, para determinar el contenido de 4cido salicilico
en cremas [10]. S. Mazurek er al. demostraron la posibilidad de la aplicacion de la
espectroscopia Raman para la determinacion del contenido de cuatro APIs en dos geles
topicos y un ungiiento [11]. Los resultados que obtuvieron muestran la eficiencia de la
construccion de un modelo PLS para la determinacion del API mediante la espectroscopia

Raman.

El objetivo principal del presente trabajo es evaluar la capacidad de un instrumento
Raman portatil para la determinacion del contenido del API (Ibuprofeno) en geles
comerciales mediante la aplicacion de una adicion estandar. Al realizar la cuantificacidon por
una adicidn estandar, lo que se quiere es reducir el tiempo de analisis al no realizar la
preparacién previa de un conjunto de muestras de calibracion y validacion para la
construccion de un modelo cuantitativo. Mediante la adicidon de un patrén con concentracion

conocida de API, se extrapolara la concentracion de éste en la muestra.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Muestras

El gel analizado en este trabajo es Novidol 50 mg/g gel, comercializado por
Laboratorios Menarini S.L. Este producto contiene como principio activo ibuprofeno (IBU)
en una proporcidon aproximada del 5% m/m, dado que cada tubo de gel (60 g) contiene 50
mg de IBU por gramo de producto. Como agente gelificante contiene hidroxietilcelulosa y

alcohol bencilico e isopropanol como excipientes, ademas de agua.

Para la realizacion del trabajo, se han usado tres lotes de producto acabado.
Concretamente los lotes usados han sido: P016, P019, P020. Ademas, diariamente se ha

preparado el patron para la realizacion de la adicion estdndar que esta compuesto de una sal
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sodica de ibuprofeno (IBUNa). Los detalles de los productos usados se encuentran en el

capitulo III (seccion 2).

Tanto los lotes comerciales como el estdndar preparado se han analizado por HPLC
siguiendo el método presentado en el Capitulo III (Seccidon 1.4.1) con el fin de obtener la

concentracion real de ibuprofeno.

2.2. Adquisicion de espectros

Los espectros de las muestras de gel han sido adquiridos con el instrumento i-Raman
plus equipado con la sonda BAC101. Como la sonda BAC101 puede estar en contacto con

la muestra, se ha fijado una posicion para que quede siempre a la misma altura.

En la Figura VII. 1 se puede observar el montaje usado para la realizacion de los
experimentos. Se ha usado una cartulina negra para cubrir el vaso de precipitados con la

muestra para minimizar la posible interferencia causada por la luz ambiental.

Figura VII. 1. Montaje usado para la adquisicion de los espectros de las muestras de gel con el instrumento i-Raman
plus.

Los parametros de registro usados han sido: 1 unico barrido, con un tiempo de
integracion de 15 s, y la potencia de laser ajustada a un 80%, que equivale aproximadamente
a 277 mW, en el rango espectral de 2000 — 500 cm™', con un intervalo de numero de onda de
1 cm™!. Estas condiciones de registro se han determinado a partir de los resultados de estudios
previos realizados, donde se concluyeron los parametros mas importantes por controlar en

el instrumento i-Raman plus [12,13].

192



RESULTADOS Y DISCUSION

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El primer paso para la realizacion de una adicion estdndar utilizando Raman, es
garantizar que hay bandas relacionadas con el API que se pueden identificar en el producto
acabado; ya que, al tratarse de un andlisis univariante, lo que se hard sera relacionar

directamente la intensidad Raman de un pico concreto con un valor de concentracion.

En la Figura VILI. 2, se muestra el espectro puro de IBU en forma so6lida obtenido con
un instrumento de mesa (MultiRaman), asi como el espectro de una muestra de gel adquirida
con el i-Raman plus. En el espectro del gel comercial, se puede ver que la banda que presenta
una mayor intensidad se encuentra a un nimero de onda de 815 cm™!. Esta banda tan intensa
no puede asociarse a la presencia de IBU en la muestra, sino a la presencia del excipiente
isopropanol, y corresponde al enlace C-C-O de la cadena alifatica de esta molécula [11]. Una
de las bandas que se pueden identificar claramente tanto en el API puro como en la muestra
comercial es la que se encuentra alrededor de 1611 cm™!, que corresponde al anillo aroméatico
del API [14]. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el alcohol bencilico también presenta
una banda a 1606 cm™', que corresponde también al anillo aromatico. En la Figura VII. 3 se
presenta el espectro del API solapado con el espectro del isopropanol y alcohol bencilico.
Como se observa, la banda de alrededor de 1606 cm™ del alcohol bencilico, es una de las
bandas menos intensas en su espectro Raman, por lo que la contribucidn de este producto a
la banda aromatica en el producto comercial serd muy baja. En el caso de la
hidroxietilcelulosa, como no presenta ningtin anillo aromético, no interfiere en la intensidad

del pico de 1611 ecm™.

La realizacion del estudio univariante mediante la adicién estandar se realizara
siguiendo la intensidad de la banda aromatica (1611 cm™) identificada anteriormente. Antes
de poder relacionar la intensidad de la banda con la concentracion de IBU es necesario

realizar un pretratamiento de la sefial para eliminar el efecto de la linea de base del espectro.
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Figura VII. 2. Comparacién del espectro puro de IBU con el espectro de una muestra del gel comercial.
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Figura VII. 3. Comparacion del espectro puro de IBU con el espectro del alcohol bencilico e isopropanol adquiridos

con el i-Raman.
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3.1. Seleccion del pretratamiento

El pretratamiento de los espectros se ha realizado con el software SOLO (Eigenvector
Research). Como puede apreciarse en la Figura VII. 2., el espectro del gel comercial
presenta una ligera pendiente, disminuyendo con el nimero de onda del desplazamiento
Raman. Como el objetivo del presente trabajo es relacionar la intensidad de la banda
de 1611 cm™! directamente con la concentracién de IBU, es necesario corregir la pendiente
de la linea base. Ademas, ya que se va a ir afiadiendo una cantidad de IBUNa en la muestra,
indirectamente se ird diluyendo la concentracion de excipientes, dado que el patron solo
incluye agua como disolvente. Por ello, se debe encontrar una combinacién de
pretratamientos que permita corregir tanto el efecto de la linea base como el efecto de

dilucion de la muestra.
La combinacion de pretratamientos empleada ha sido la siguiente:

(1) Suavizado del espectro utilizando el método de Savitzky-Golay, con un polinomio
de orden 2 y una ventana moévil de 15 puntos en todo el intervalo del espectro (2000
—500 cm™), con el fin de minimizar el ruido del registro.

(2) Correccion de la curvatura de la linea base en el intervalo 1680 — 700 cm™!, mediante
la correccion Automatic Whittaker Filter, Este método se utiliza cuando en el
espectro hay algunas variables que solo dependen del fondo y permiten saber la
cantidad de sefial que es debida a esa linea de base y que puede eliminarse del resto
del espectro. Utiliza un método de minimos cuadrados por partes (piecewise) para
eliminar automdaticamente el fondo sin crear picos negativos. Los pardmetros
utilizados en este caso para el control del ajuste son A= 1000, para el control de la
curvatura que se permite que tenga la linea de base (cuanto menor es A se permite
una mayor curvatura) y un valor P de 0,001. Este valor P controla la asimetria; cuanto
mayor es el valor, mas facil es que aparezcan picos negativos.

(3) Normalizaciéon del espectro, dividiendo su valor por la intensidad del pico mas
intenso (814 cm™) que corresponde al isopropanol. De esta forma se corrige el efecto
de la dilucidén de los excipientes en cada adicion.

(4) Una nueva correccion de la linea de base en el intervalo 1635 — 1590 cm™, utilizando
la misma técnica y parametros que en el caso anterior, para asegurar que la linea de

base en la region donde se encuentra el pico deseado es completamente plana.
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La Figura VII. 4 Figura VII. 4. Comparacion de un espectro sin pretratar y del mismo
espectro después de la aplicacion de pretratamientos presentada. muestra un espectro de una

muestra de gel sin pretratar y el mismo espectro tras la aplicacion de la combinacion de

pretratamientos.
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Figura VII. 4. Comparacién de un espectro sin pretratar y del mismo espectro después de la aplicacion de
pretratamientos presentada.

3.2. Optimizacion de las condiciones hidrodinamicas

Debido a que el gel es viscoso, es necesario estudiar el tiempo necesario para que,
después de realizar cada adicion, se estabilice la intensidad del pico Raman estudiado y
evaluar el tiempo que se ha de esperar entre adiciones. Otro factor importante es el efecto de
la agitacion en las medidas del gel puro. Para el estudio de estas variables, se prepar6 una
muestra de gel comercial y se configurdé un experimento para que se fueran adquiriendo
espectros en continuo cada 35 s, usando un agitador mediano y a una velocidad de 500 rpm
Se adquirieron espectros solamente agitando el gel puro durante 40 min; luego se realizé una
primera adicién de 200 uL de un patron de IBUNa (0,25 g/mL) y se agitd durante otros 40
min. Finalmente, se realiz6 una segunda adicién del mismo patrén y se agité de nuevo
durante 30 min. La variacion de la intensidad del pico frente al tiempo, tras la aplicaciéon en

cada espectro del pretratamiento descrito anteriormente se presenta en la Figura VII. 5.
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Figura VII. 5. Grafico de serie de tiempo evaluando la intensidad Raman (1611 ¢m™) con el tiempo.

Los resultados muestran que la intensidad del pico disminuye al agitar la muestra, este
hecho se puede correlacionar con la obtencion de una capa de gel gruesa en la superficie de
la sonda. Esta disminucion se estabiliza a partir de los primeros 20 min de agitacion. Ademas,
tras la primera adicion, se puede observar el incremento en la intensidad de la banda, pero
que este incremento no es instantaneo, sino que tarda alrededor de otros 20 min en
estabilizarse. Para la segunda adicidn, se observa el mismo patrén que para la primera, con

la Unica diferencia de que la intensidad se estabiliza antes, mas o menos tras unos 10 min.

El tiempo necesario para poder observar el incremento en la intensidad disminuye a
medida que realizamos un mayor numero de adiciones del patrén. Esto puede estar
relacionado con la disminucién de la viscosidad de la muestra, que favorece la desaparicion

de la capa de gel localizada en la sonda de medida cuando se agita la muestra.

Considerando estos factores, se decidid que era necesario un tiempo de agitacion de la
muestra inicial de 20 min antes de realizar la primera adicion y del mismo tiempo antes de
la segunda. A partir de aqui, con solo 10 min era suficiente para la estabilizacion de la sefial

del pico estudiado.
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3.3. Diseiio de experimentos

Una vez que se ha logrado identificar una banda que se puede relacionar directamente
con la concentraciéon de IBU en la muestra y se han establecido unas condiciones de
pretratamiento, se ha realizado un estudio para encontrar las mejores condiciones para la
homogeneizacion de la muestra. Para ello se ha realizado un disefio de experimentos (DOE,
por sus siglas en inglés Design of Experiments). Se ha utilizado un DOE basado en un disefio
central ctibico centrado en las caras (CCF, por sus siglas en inglés Central Composite Face-
center design) [15,16]. Los dos factores considerados para la construccion del disefio han
sido la velocidad de agitacion (revoluciones por minuto, rpm) y el tamafio del agitador
magnético. Cada uno de ellos se ha estudiado a tres niveles distintos. Para la velocidad de
agitacion, los niveles han sido 300, 500 y 700 rpm; y, en el caso del tamafio del agitador
magnético, pequefio, mediano y grande, codificados en la tabla como -1, 0 y 1,

respectivamente. (Figura VILI. 6.).

Figura VII. 6. Tamaios del agitador magnético usados de menor a mayor tamafio.

De los tres agitadores usados, el mediano tiene un abultamiento en la parte central que
no existe en los otros dos tamafios. Con todos estos parametros, se construy¢ el disefio CCF
realizando tres repeticiones en el punto central, obteniendo un total de 11 experimentos a
realizar (Figura VII. 7). Para la realizacién de éstos, se ha seguido el procedimiento
experimental presentado en la Figura VII. 8., efectuando una tnica adicion del patrén
IBUNa (0,25 g/mL). Para cada uno de los experimentos, se han registrado 5 espectros Raman

tras cada uno de los tres pasos experimentales realizados.
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Figura VII. 7. Disefio CCF construido para la optimizacion de la homogeneizacion del gel.
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Figura VII. 8. Esquema del procedimiento experimental llevado a cabo para el DoE. En gris oscuro se representa la
sonda Raman, en blanco el agitador, y en gris claro la muestra de gel.

Figura VIL. 9 muestra el incremento de la intensidad del pico tras la adicion del patrén
de IBUNa al utilizar cada tipo de agitador y a distintas velocidades, asi como el valor de la
intensidad de la muestra inicial. Como puede apreciarse en la Figura VII. 9., al usar el
agitador magnético mas pequefio, el aumento en la intensidad Raman tras la adicion del
patron de IBUNa es casi inapreciable, dado que como méaximo se observa un incremento de
0,002 unidades de intensidad al usar la méaxima velocidad de agitacion. Con este agitador
también se observa una disminucion de la intensidad a bajas revoluciones, lo que indica la

baja efectividad de la agitacidn con este tamaifio de agitador. Se consigue el mismo resultado
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(un incremento de 0,01 unidades de intensidad) utilizando el agitador de mayor tamafio a

300 rpm y el agitador mediano a 500 rpm. El uso de més revoluciones empeora el resultado.
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Figura VIIL. 9. Incremento en la intensidad del pico tras la aplicacion del pretratamiento espectral para los experimentos
realizados del DoE.

3.4. Estudio de la repetibilidad

Se estudid la repetibilidad de la medida usando las dos condiciones que, a partir del

DOE, proporcionaban un aumento mayor en la intensidad del pico.

Como recomienda la guia ICH Q2(R2), se han realizado seis determinaciones del
incremento de la intensidad, es decir, se ha realizado el mismo experimento seis veces

usando las mismas condiciones [17].

Primero, se realizé el estudio con el agitador grande y una velocidad de 300 rpm. Los
resultados obtenidos para la intensidad del pico se muestran en la Figura VII. 10. Para cada
experimento, las barras de error indican la desviacion estandar de los 5 espectros registrados.
Se observa una enorme diferencia entre los valores obtenidos al sumergir directamente la

sonda en el gel, sin agitar, y los obtenidos cuando se realiza la agitacion, Esto indica que es
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muy importante asegurarse de una agitacion correcta y reproducible para evitar la
acumulacion de gel en la sonda. Al realizar una adicion de 200 pL del patron de IBUNa

(0,25 g/mL) el incremento medio es de 0,01 unidades.
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Figura VII. 10. Representacion de la intensidad Raman del pico bajo estudio usando el agitador magnético grande y
300 rpm. Las barras son representadas por la desviacion estandar de los 5 espectros registrados.

Al realizar el estudio de la repetitividad con el agitador mediano y a 500 rpm se decidid
realizar dos adiciones para ver el comportamiento. La representacion del incremento en la
intensidad se presenta en la Figura VII. 11, tal y como se ha hecho en el caso anterior. En
este caso, las diferencias entre las medidas realizadas en el gel original con y sin agitacion
son menores que al utilizar el agitador grande a 300 rpm. El incremento de la sefal al realizar
una adicién es el mismo para ambas condiciones experimentales. En el caso de agitar la
muestra original, la RSD es de un 2% al utilizar el agitador grande y un 0,8% al utilizar el

mediano.

En ambos experimentos, puede verse que la mayor variabilidad entre resultados se
encuentra siempre en las muestras de gel sin agitacion. En cambio, una vez agitadas las

muestras durante 20 min, esta variabilidad se estabiliza para todos los experimentos.
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Figura VII. 11. Representacion de la intensidad Raman del pico bajo estudio usando el agitador magnético mediano y
500 rpm. Las barras son representadas por la desviacion estandar de los 5 espectros registrados.

El orden de magnitud del incremento de la sefial Raman tras las adiciones es el mismo
para ambos agitadores, con un valor aproximado de 0,01 unidades de incremento. Con el fin
de poder determinar qué condiciones usar para la realizacion de la adicion estandar, se ha
comparado la desviacion estandar relativa (% RSD) para ambas condiciones. Los resultados

se presentan en la Tabla VILI. 2.

Tabla VII. 2. Resultados de RSD (%) obtenidos para las dos condiciones experimentales bajo estudio.

Agitador Agitador
mediano grande
Gel con agitacion 0,83 1,99
Primera adicion 1,24 1,03
Segunda adicién 1,35 -

Los valores de RSD muestran resultados similares utilizando ambos agitadores,
aunque en el caso del gel original (con agitacion), la desviacion es apreciablemente mas baja
en las condiciones del agitador mediano. Por ello, se ha decidido utilizar el agitador mediano
y una velocidad de 500 rpm para llevar a cabo la adicion estdndar del patron en la muestra

de gel comercial.
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3.5. Resultados de 1a adicion estandar

Se han realizado seis experimentos de adicidn estandar, utilizando un patrén de
IBUNa, en los que se han analizado tres lotes distintos de gel comercial (P016, P019 y P020).
La primera etapa ha sido encontrar el valor de la concentracion real de IBU, tanto en los
geles comerciales como en las disoluciones patron de IBUNa utilizadas. Para ello, se uso el
método HPLC descrito en el Capitulo III (Seccién 1.4.1). Los resultados obtenidos mediante

el método de referencia (HPLC) se muestran en la Tabla VII. 3.

Tabla VII. 3. Resultados HPLC obtenidos para los tres lotes de gel comercial y los patrones de IBUNa usados.

Lote gel Resultado HPLC

comercial (% IBU m/m) Patron IBUNa
PO16 5,0+0,3 1
PO19 4,9+0,2
P020 49+03 3

Para cada uno de los lotes usados, se ha realizado el experimento por duplicado,
obteniendo asi el resultado de la concentracion de cada lote como el promedio de ambos

resultados.

En cada analisis utilizando Raman, se han realizado 5 adiciones estandar, afiadiendo
200 pL del patrén en cada una de ellas (aproximadamente 40 mg de IBU). Tal y como se ha
comentado anteriormente, antes de la adquisicion del espectro Raman, se ha agitado la
muestra durante 20 min, utilizando el agitador mediano y a 500rpm, para la medida inicial
del gel y para la primera adicidn; las siguientes adiciones se han realizado después de una
agitacion de 10 min. Asi, el tiempo aproximado necesario para la realizacién de un

experimento completo es de 90 min.

La Tabla VII. 4 muestra los resultados de la concentracion de IBU obtenidos tras la
extrapolacion de la recta de calibrado, asi como el patron usado, y los pardmetros de
regresion obtenidos. Como se ha visto anteriormente, la mayor dispersion de resultados se
daba al registrar los espectros del gel sin agitacion, debido a la deposicion de gel en la sonda.
Por tanto, para la recta de calibrado, se ha considerado como concentraciéon inicial las
muestras de gel tras los primeros 20 min de agitacion. Como ejemplo, en la Figura VII. 12
se muestran los espectros obtenidos para el experimento 3, una vez pretratados segun la

seccion 3.1 y la recta de calibrado obtenida.
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Tabla VII. 4. Resultados de la concentracion de IBU tras la adicion estandar.

4 0,
Exp. Lote f];‘g;: Pendiente Interseccion R2 (;51?
1 PO16 1 2.46-10%£9,66-10°  6,25-102+1,17-10° 0,99 4,9+0,3
2% PO16 3 227-10%+£6,30-10°  6,22:102£7,91-10° 0,96 54+12
3 PO19 1 2,52:10%+1,86-10°  6,32:10%2+2,26-10° 0,99 5,0+0,5
4%%  P0O19 3 2,42:10%+3,69-10°  6,19-102+3,74-10° 0,99 5,0+1,0
5 P020 1 2,67-104+£1,55-10°  6,40-102+1,89-10° 0,99 48+04

6 P020 2 2,62:10*+9,95-10°  6,53-10%2+1,19-10° 0,99 4,8+0,3

*El contenido de IBU parece algo elevado.

**Eliminando la tltima adicion de la recta por un error experimental

1
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Figura VII. 12. Espectros Raman obtenidos en la adicion estandar del experimento 3 tras la aplicacion del conjunto de
pretratamientos establecidos, y su recta de regresion obtenida.

Los resultados obtenidos son satisfactorios dado que la concentracién de IBU es muy

préxima a la obtenida con el método de referencia (HPLC).

En la Tabla VII. 5 se presentan los resultados de la concentracion de IBU para los tres

lotes, tanto hallada con el método de referencia como por adicion estandar.

Tabla VII. 5. Comparativa de los resultados obtenidos por HPLC y por adicién estandar (n=2).

Lote % IBU (m/m) por HPLC % IBU (m/m) por adicién estindar

POl16 5,0+0,3 5,2+0,8
P019 4,9+0,2 5,0£0,5
P020 49+0,3 48+0,4

Considerando estos resultados, se puede concluir que el método de adicion estandar y

el uso de una sonda Raman sirven para determinar el contenido de IBU en geles comerciales.
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Los resultados obtenidos para los tres lotes se encuentran dentro de la especificacion de un
95 — 105% de la concentracion nominal de API, que seria el rango de concentracidn entre
4,8 — 5,3 % m/m, mostrando la posible aplicabilidad de esta técnica en rutina. Sin embargo,
aunque la espectroscopia Raman es considerada una técnica rdpida y no destructiva, al
realizar este experimento, es necesario un tiempo aproximado de 90 min dada la necesidad
de realizar cinco adiciones del patron. Aun y asi, la cuantificacion del API seria mas rapida
que si se tuviera que realizar mediante técnicas cromatograficas, si se considera el tiempo de
preparacion del instrumento y la preparacion de las muestras. Mediante HPLC, si se
considera la preparacion de las muestras, el tiempo de acondicionado del equipo y la

columna, y la inyeccion de las muestras, el tiempo de andlisis aproximado seria de 3-4 horas.

A pesar de las pocas muestras utilizadas en la validacion, se ha querido determinar si
hay diferencias significativas entre los resultados de la concentracion de IBU obtenidos
mediante HPLC y Raman mediante una prueba t pareada, para un nivel de significacién o =
0, 05. El resultado muestra que no hay diferencia entre ambas técnicas (p = 0,529), aunque
habria que ampliar el nimero de muestras analizado para que la validacién fuera

concluyente.

4. CONCLUSIONES

En este trabajo, se ha demostrado que la espectroscopia Raman es una técnica
adecuada para el andlisis cuantitativo de Ibuprofeno en un gel de alto contenido acuoso y
que la utilizacion de un método de adicion estdndar permite obtener su concentracidn a partir
de datos univariantes. Este método permite el andlisis sin necesidad de disolventes

organicos.

La alta viscosidad de la muestra de gel ha hecho necesario una buena seleccion de las

condiciones de agitacion, que son criticas en la obtencioén de una sefial reproducible.

Se ha conseguido identificar uno de los picos del espectro Raman como una sefial
caracteristica del API a determinar. También se ha conseguido eliminar el ruido y el efecto
de la curvatura en la linea base del espectro Raman utilizando pretratamientos de filtrado y
de ajuste de la sefial. La dilucion del API en la muestra debido a las adiciones consecutivas
de disolucion patrén se ha solventado normalizando el espectro, dividiéndolo por la sefial de

una la longitud de onda a la que existe dispersion Raman de uno de los excipientes.
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El contenido de IBU en geles comerciales, obtenido por el método de adicion estandar

y la sefial Raman pretratada, se ha comparado con el hallado con el método HPLC de

referencia. Se ha comprobado que no hay diferencias significativas entre ambos métodos.

El mayor inconveniente del método es el tiempo necesario para el analisis debido a la

necesidad de asegurar la homogeneizacion de la muestra antes del registro del espectro

Raman.
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ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION DEL CONTENIDO DE API EN COMPRIMIDOS UTILIZANDO
ESPECTROSCOPIA RAMAN

1. INTRODUCCION

Uno de los parametros criticos en cualquier especialidad farmacéutica es la
uniformidad de contenido (CU) [1]. En el caso de los comprimidos, la etapa de mezclado es
un parametro critico de la calidad del proceso de fabricacion, por lo que es muy importante
poder monitorizar el proceso de homogeneizacion de la mezcla antes de realizar la
compactacion. Sin embargo, existe un riesgo a segregacion durante el transito de la mezcla
del mezclador a la compactadora, por lo que, generalmente, la CU se evalua tras la
compactaciéon de los comprimidos. La CU es un parametro critico para todos los

comprimidos, pero especialmente para los que pueden dividirse para su dosificacion.

La division de los comprimidos se ha convertido en una practica frecuente,
especialmente para la administracion en adultos y nifios de una dosis especifica. Esta practica
permite modificar la dosis, reducir el coste economico y facilitar su ingesta [2-5]. Sin
embargo, hay estudios que muestran una mayor variabilidad en la dosis al tomar
comprimidos divididos que enteros [6—9]. Esta variabilidad puede estar relacionada con la
variacidon de masa en las mitades, la falta de homogeneidad del API o la menor estabilidad
del producto una vez dividido. Ademads, existen diferencias segun como se realiza la
division, de forma manual o mecanica [10]. Considerando esta variabilidad, la distribucion
del API en todo el comprimido deberia tratarse como un parametro critico en la calidad del

producto.

En relacién con la division de los comprimidos, la FDA publicé en marzo de 2013 una
guia donde presentaba recomendaciones para evaluar estos productos [11]. La guia concluye
que se debe cumplir con los mismos requerimientos que los productos acabados, como, por
ejemplo, la prueba de uniformidad de contenido de dosis unitarias (UDU por sus siglas
Uniformity Dosages Units). La Tabla VIII. 1 muestra un resumen de los principales criterios

para evaluar el contenido y variacion de masa en fracciones de un comprimido [12—-14].

Por otro lado, el primer documento donde se introdujo una guia para comprobar la
uniformidad de contenido se publico en 2003 por la FDA. En esta guia, se describe la prueba
de UDU, que posteriormente fue harmonizado por la USP y EP. En 2011, la EP realiz6 una
modificacién en los pardmetros de la prueba para poder analizar un mayor numero de
muestras. Tras esta propuesta, lo que se proponia era analizar 30 muestras y cuantificar como

minimo 10 de ellas. El objetivo principal de esta prueba es calcular un valor de aceptacion
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(AV), el cual considera una constante de aceptabilidad (k) que depende del numero de
muestras (n). Este nuevo capitulo incluye valores de k para un nimero de muestras de hasta
n=10000. A pesar de estas modificaciones, el proyecto de la uniformidad de contenido se
apart6 en 2013 por no encajar con la mentalidad de la agencia. Hasta 2015 no se incluy6 una
nueva sugerencia para la realizacién de esta prueba. Esta sugerencia estd basada en la
realizacion del calculo de la AV para 10 comprimidos y, en caso de obtener un resultado

fuera de limites (AV < 15), se debe ampliar la poblacion hasta n=30 y recalcular el AV.

Tabla VIII. 1. Resumen de los criterios de la FDA para evaluar el contenido y la variacion de peso de las fracciones de un
comprimido divisible.

Formas de dosificacion oral s6lida de

Formas de Dosificacion Oral Sélida de liberacion modificada (con tecnologia
Liberacion Inmediata de matriz y con componentes

recubiertos de pelicula comprimida)

e USP General Chapter <905> Uniformity of
Dosage Units.
Realizacion de la prueba de uniformidad de e  Todos los requisitos anteriores
contenido (UC) o variacion de masa (MV) e FDA Guideline: Dissolution Testing

dependiendo del contenido de API. La of Immediate Release Solid Oral

prueba de MV se puede aplicar en Dosage Forms.

comprimidos divisibles si contienen 25 mg o El factor de similitud (f>) debe

mas del producto que representan un 25% o cumplir con el criterio establecido (f2

mas (de peso) de la fraccion. Si no, se debe cercano a 100)

realizar el UC. e FDA Guideline: Dissolution Testing
e USP General Chapter <1216> Tablet of Immediate Release Solid Oral

Friability. Dosage Forms.

La pérdida de peso tras la evaluacion de 15 Los perfiles de disolucion de los

comprimidos debe ser menor al 3% entre las granulos deben cumplir con el criterio

fracciones al compararlo con el comprimido de similitud de (f>) durante la

entero. compresion.

e La prueba de disolucion debe ser el mismo
que el del comprimido entero.

La UDU se puede demostrar por dos métodos distintos, la variacion de masa (MV) o
la uniformidad de contenido (UC). El método de MV se puede aplicar en cépsulas,
comprimidos sin recubrimiento o recubiertos, que contengan 25 mg o mas del APl y que
represente un 15% o mas del peso de la dosis unitaria. El test de MV se realiza para una
muestra representativa del lote usando un método analitico adecuado. La UC se basa en la
realizacion del ensayo en cada dosis individual para determinar si ésta se encuentra dentro
de los limites establecidos y es la prueba estudiada en este trabajo por las caracteristicas de

los comprimidos.
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La determinacién del contenido del API en productos farmacéuticos suele realizarse
mediante procesos offline, como seria el analisis por HPLC [15—17]. La principal desventaja
de estos métodos es su elevado coste, el tiempo necesario para realizar el andlisis, la
destruccion de las muestras analizadas, y el uso de disolventes, lo que genera una gran
cantidad de residuos. Los métodos espectroscopicos pueden ser una alternativa rapida para
el estudio de la distribucion del API frente a los métodos tradicionales, como puede ser
HPLC. El anélisis hiperespectral de la superficie de todo el comprimido parece ser una de
las mejores soluciones. La imagen hiperespectral proporciona informacion quimica y
espacial de los componentes del producto estudiado, por lo que permite visualizar la
distribucion espacial de todos ellos y calcular asi su distribuciéon de homogeneidad [18-20].
Sin embargo, este andlisis requiere instrumentos muy especificos de elevado coste y de un
tratamiento de datos complejo [21-23]. Una alternativa a la imagen hiperespectral es la
realizacion de un mapeo apropiado de puntos en la superficie del comprimido. Este mapeo
permite obtener una imagen quimica de la distribuciéon del API usando instrumentacion
analitica mas convencional y con un tratamiento de los datos mas sencillo y répido. La

espectroscopia Raman es una técnica muy util para este proposito [24,25].

El disefio de una cuadricula para la realizacion del mapeo de puntos permite obtener
una distribucion del API en el comprimido y calcular la UC tanto en comprimidos enteros
como en mitades. Normalmente, la estimacion de la distribucion del API se realiza mediante
el célculo de la concentracion del API mediante una regresion utilizando técnicas
multivariables. La Tabla VIII. 2 muestra un resumen de este tipo de aplicaciones en la

literatura.

La espectroscopia Raman se ha usado y descrito para la determinacién de la UC. Sin
embargo, como el diametro del laser de este tipo de instrumentos suele ser menor que el
tamafio de particula del API, obtener una distribucién aproximada del API en los
comprimidos requiere de un gran niimero de puntos de muestreo. Sin embargo, un nimero
de puntos de muestreo mayor implica un tiempo de analisis mas elevado al tener que adquirir
un numero de espectros Raman mayor, por lo que la espectroscopia Raman no es muy util
para un analisis rutinario. El didmetro del laser y el nimero de puntos de muestreo es critico
para obtener una buena distribucidon del API en la superficie del comprimido. Dado que el
primer parametro viene determinado por el instrumento, el Unico parametro que se puede

optimizar es el numero y distribucion de los puntos de mapeo a realizar en la superficie. Otro
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factor importante es la extraccion de la informacién cuantitativa, como la concentracion del
API, del espectro Raman obtenido. Esta informacion se suele obtener mediante un proceso
de regresion multivariable (por ejemplo, PLSR). Una de las mayores desventajas de este
proceso es la necesidad de preparar un conjunto de muestras de calibracién y de la

actualizacién y mantenimiento del modelo durante el ciclo de vida del producto.

La espectroscopia Raman permite la realizacion de medidas de forma répida y no
destructiva, sin la necesidad de realizar una preparacion previa de la muestra y proporciona
informacion tanto quimica como fisica de la misma[26]. Una de sus ventajas es que los
espectros Raman estan formados por picos estrechos bien definidos; ademas, la mayoria de
los APIs contienen grupos aromadticos, que proporcionan picos con gran intensidad en el
espectro Raman y que no se superponen a los de los excipientes, que normalmente son
compuestos alifaticos. De esta forma, existe una correlacion directa entre la intensidad del
pico Raman y la concentracion del API. Dado que el objetivo principal de realizar la UC es
comparar el contenido del API entre distintas medidas en las formas farmacéuticas sélidas,
se puede utilizar directamente la intensidad del pico sin tener que desarrollar y validar un

método de calibracion.

El objetivo principal de este trabajo es demostrar la capacidad de la técnica Raman tras
la optimizacién del numero de puntos de mapeo de la superficie del comprimido, para
realizar el calculo de la UC. Como el producto farmacéutico usado en este trabajo son
comprimidos que contienen una linea ranurada, la evaluacion se realiza en los comprimidos
enteros y en sus mitades. El célculo de la UC se ha realizado mediante la intensidad de un
pico aromadtico asociado al API. Como objetivo secundario, se propone el uso de la
espectroscopia Raman para verificar la uniformidad de la distribucion del API en todo el
comprimido y un procedimiento para estimar cuantitativamente la homogeneidad de la

distribucidn.
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Tabla VIII. 2. Resumen de aplicaciones de un mapeo Raman para productos farmacéuticos [19,20,35-41,27-34].

Problema Tipo de muestra Instrumento Area muestrada Tratamiento de los datos Ref
Mon} torl.z’a rla concentracion y Micro-comprimidos Imagen Toda la superficie PLS y LS-SVM para cuantificacion
distribucion del API en micro . . . . . - 22
. (2 mm diametro) hiperespectral 0,Imm/scan Intensidad de pico para cualificacion
comprimidos
Localizacién y cuantificacion de Microsconio PCA
los componentes quimicos de un Comprimidos p 150 x 150 pm MCR-ALS 23
. . Raman
Sistema multicomponente. PLS
Evaluar el area de mapeo del FT-
Raman para determinar los Comprimidos FT-Raman mapeo 1000 x 1000 pm MCR 16
componentes presentes en un
comprimido
Comparar los resultados CLS
. o . . MCR-ALS

obtenidos usando distintos o Microscopio N . .

. - Comprimidos - Factorizacion positiva de matriz 24
métodos de resolucion Raman . . . . P

. Sistema lineal de identificacién Simplex
multivariable de curvas
Determinar la formacion de
complejos de inclusion, Formulacion de . .
distribucion espacial de los APly Microscopio 0.8 mm x 0,8 mm CLS 25
. . . . . Raman 1,0 mm x 1,0 mm
ingredientes y cuantificar las ciclodextrinas
trazas residuales
Estudiar la fraccion de una Dispersiones
sustancia amorfa en una solidas (APl y Convencional Radio iluminado 3 mm Intensidad de pico 26
dispersion sélida excipientes)
Caracterizar los granulos durante Microsconio
el proceso de granulacién de un Granulos secos p 3,5x 3,5 mm Intensidad de pico 27
. Raman

producto farmacéutico
Evaluacion de cuatro técnicas
quimiométricas para la . .
cuantificacion de un producto a Mezclas solidas Microscopio 29 x 29 puntos Score maps using Raman signals 28

. . Raman 8410 espectros/mapa
bajo concentracion en mezclas
solidas
Distribucion de los componentes Forr{las. . . . i .

. , farmacéuticas Convencional Promedio de tres registros ~ Area de pico 29

en la superficie y en el ntcleo solidas
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Problema Tipo de muestra Instrumento Area muestrada Tratamiento de los datos Ref
Distribucidn especial de las trazas o Microscopio
de un API usando SERS Comprimidos Raman ) MCR-ALS 30
DlsFrl.b ucion espemal’de‘l APy - Microscopio 175 x 175 pm (mapeo . ) .
excipientes en comprimidos de Comprimidos Intensidad y area de pico 31
LT Raman confocal)
seis distribuidores
Evaluacién de la homogeneidad Analisis de macropixeles utilizando el método
de las muestras producidas o Microscopio de mosaico de nivel discreto, con mosaicos que
. . Comprimidos - . o 15
mediante distintos procesos de Raman no se superponen, o el método de bloque mavil
fabricacion de nivel continuo.
Metodologia para la evaluacion ,
Lo . . Espectrometro ) CLS
de la distribucion espacial de la Comprimidos . . 16 mm 32
. Raman dispersivo PCA
homogeneidad
Deteccion de aglomerados y . Espectrometro
distribucion especial del API Comprimidos Micro-Raman 10x 10 pm PLS-DA 33
Uniformidad de contenido y Raman de baia
evaluacidn de distintas formas Comprimidos 04 25100 espectros PCA 34
N frecuencia
cristalinas del API
Investigacion de la composicion Espectrémetro
& .. P Comprimidos Raman acoplado a 6000 espectros MCR-ALS 35
de los comprimidos . .
un microscopio
Analisis de la falsificacion de Espectrometro MCR-ALS
productos farmacéuticos Comprimidos Raman acoplado a 3000 x 3000 pm? CLS 36

un microscopio

?Area muestreada y/o nimero de espectros adquiridos, si consta.

®Considerando solo la cualificacién (distribucion, deteccion) de la muestra
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Muestras

Las muestras analizadas han sido adquiridas en una farmacia. En total, se han usado
cinco lotes distintos, denominados A, B, C, D y E, de comprimidos de Lisinopril,
comercializados por Mylan Pharmaceuticals S.L. Cada lote contiene dos blisteres con 14
comprimidos y cada comprimido contiene 20 mg del API (Lisinopril, LIS), que representa,
aproximadamente, un 10% m/m de su peso. Los excipientes presentes en la formulacién son
dihidrogenofosfato de calcio dihidrato, manitol, almidon de maiz pregelatinizado, povidona,
croscarmelosa de sodio, estearato de magnesio /lauril sulfato de sodio (94/6), 6xido de hierro
rojo y didéxido de silicio. La cara superior de los comprimidos contiene una ranura para
facilitar la division, lo que sugiere la posibilidad de dividirlo en dos mitades para su

administracion, y la cara posterior tiene grabado el numero 20.

El lote E se ha usado para obtener las condiciones experimentales de la adquisicion de

los espectros Raman.

Las particulas del API puro tienen una forma rectangular, como prismas de
aproximadamente 20 pm de longitud y 4 pm de amplitud. La Figura VIII. 1Figura VIII.

2. muestra la imagen SEM obtenida a partir de la cual se han obtenido estos valores.

EHT = 5.00 kV
WD = 4.9 mm

File Name = LIS_11.tif

Figura VIILI. 1. Imagen microscopica de las particulas del API (Lisinopril).
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El producto farmacéutico estudiado, LIS, es una angiotensina usada para tratar la
hipertension, ataques de corazdén, y para prevenir complicaciones de la diabetes. Algunos
estudios publicados han evaluado el efecto y la variacién en peso obtenido entre la

dosificacion de los comprimidos enteros o por mitades.[42,43]

2.2. Instrumento y software

Los espectros Raman se han adquirido mediante el espectrometro MultiRaman de
Bruker (Bruker, Billerica, MA, USA) presentado y descrito en el Capitulo III. El didmetro
del laser de este instrumento es de 500 um. El programa usado para controlar el equipo y

extraer los datos ha sido Opus 6.5.

El procesado de los datos se ha realizado mediante el software The Unscrambler 10.5
(Trondheim, Norway), y los calculos matematicos mediante MATLAB R2014b (Natick,
Massachusetts, USA).

2.3. Adquisicion de los espectros

Los comprimidos de LIS se colocaron en una platina que se puede controlar
visualmente mediante el software. Para cada una de las mitades de la cara superior se
adquirieron 8 espectros Raman siguiendo un esquema predisefiado (Figura VIIIL. 2). En
total, se obtuvieron 16 espectros para cada comprimido, que supone un tiempo de analisis
aproximado de 12 min por muestra. Ademas, se adquirieron 7 espectros en la cara inferior
de los comprimidos y 8 en el nucleo, siguiendo el diagrama de la figura. La divisidn de los
comprimidos se ha realizado mediante un cortador de pastillas y la superficie del nicleo se

ha rascado con un cuter para que fuera lo mas regular y plana posible.

Para evitar posibles efectos sistematicos no controlados, los espectros se registraron
aleatoriamente y en dias diferentes. También se calculd la reproducibilidad tratando las

medidas realizadas en el mismo comprimido durante 10 dias.
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Figura VIII. 2. Dimensiones y esquema donde se han adquirido los espectros Raman individuales para (A) Cara
superior; (B) Cara posterior y (C) Nucleo de los comprimidos.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El primer paso para el desarrollo de este trabajo ha sido encontrar las condiciones
optimas de registro de los espectros mediante un disefio de experimentos (DoE). A partir de
aqui, se ha optimizado el pretratamiento espectral y se ha evaluado la homogeneidad del API

en los comprimidos.

Una de las caracteristicas de realizar un mapeo punto a punto por Raman es la
observacion y aparicion de diferencias en la intensidad de los picos en los distintos puntos
estudiados. Estas diferencias se pueden atribuir a tres factores: el ruido inherente del
instrumento usado, las diferencias en el nimero de particulas del API en la zona irradiada
(error de submuestreo) y a la dispersidon, que incluye cambios en la potencia del laser,
enfoque, radiacion dispersada, etc. La varianza esperada (s?) durante la realizaciéon del
mapeo se presenta en la Ecuacién VIII-1, donde s2 representa la variabilidad analitica, que
depende de las condiciones establecidas para el instrumento, s2, es la variabilidad producida
por diferencias en el muestreo y sZ la relacionada con los factores del efecto de la dispersion.
El ultimo factor, la varianza s2, se puede considerar practicamente no significativo si el
espectro se normaliza, obteniendo asi una simplificacion en la ecuacion (Ecuacion VIII-2)
[44].

s?2 =52+ 52 +5s? (VII-1)
s? =52 +5s2 (VIII-2)
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3.1. Resultados del DoE

Las condiciones 6ptimas de adquisicion de los espectros se han obtenido mediante un
disefio factorial completo a tres niveles (3°) usando como variables la potencia del laser (400,
600 y 800 mW), la resolucion (4, 8 y 16 cm™) y el nimero de barridos (32, 64 y 128). Estas
tres variables son las que se pueden modificar mediante el software. Las respuestas del
disefio han sido el tiempo de adquisicidon de los espectros (un espectro individual) y la
relacion sefial ruido (S/N) de cada uno de los experimentos realizados. El objetivo de este
disefio es encontrar las condiciones de registro que impliquen el mejor compromiso entre un

tiempo de andlisis bajo y una buena relacion S/N.

La Figura VIII. 3 muestra los espectros Raman de los lotes estudiados sin procesar y
el espectro del principio activo, con un pico a 1603 cm™ que se atribuye a la extension
(stretching) del doble enlace C=C del anillo aromaético presente en la estructura quimica del
LIS. Este C=C aromatico no lo contiene ningtn otro producto presente en la formulacion,
por lo que los excipientes no interfieren en la sefial analitica seleccionada. Se ha marcado
este pico en los espectros del producto acabado. Entre los lotes estudiados, se ha encontrado
una diferencia en la region de 900 — 570 cm™!. Esta diferencia no se ha estudiado dado que

probablemente se deba a un cambio de proveedor o cambio de algin excipiente.

Una vez seleccionado el pico a estudiar, se puede determinar la relacién S/N para cada
uno de los experimentos a efectuar dividiendo la intensidad del pico caracteristico por la
desviacion estandar del ruido espectral. En este caso, el ruido espectral se ha estimado
usando el rango de 2104 a 1718 ¢cm™. Con todo esto, se han realizado un total de 27

experimentos.

Los resultados del disefio se muestran en la Figura VIII. 4 representando el tiempo de
adquisicion vs la relacion S/N. De los resultados obtenidos, se han marcado los que
proporcionan una mayor respuesta en la representacion. Entre ellos, el experimento C3 se ha
descartado por su necesidad de un tiempo de andlisis mayor, que viene determinado por el
nimero de barridos usados (128 barridos). Respecto a los experimentos C1 (800 mW, 128
barridos y 16 cm™) y C2 (800 mW, 64 barridos y 16 cm™), ambos proporcionan una buena
respuesta con una ligera diferencia en el tiempo de adquisicion por la diferencia en el nimero
de barridos. Finalmente, se han seleccionado las condiciones del experimento C2 por esta

pequefia reduccion en el tiempo de andlisis (de 1 a 0,7 min).
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Figura VIIL. 3. Espectros Raman de todas las muestras y del API en el rango espectral de 1757 a 453 cm™'. La elipse
marca el pico caracteristico del API (1603 cm™). La resolucion de los espectros de la muestra es de 16 cm™!, mientras

que la del API2 cm™'. Rojo oscuro: lote A;
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Figura VIII. 4. Representacion del tiempo de adquisicion vs la relacion S/N para los 27 experimentos del DoE. Los
circulos (C1, C2 y C3) corresponden a los resultadas de las siguientes condiciones experimentales: C1: 800 mW, 128
scans and 16 cm™'; C2: 800 mW, 64 scans and 16 cm™'; C3: 800 mW, 128 scans and 8 cm''.
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3.2. Pretratamiento espectral

El pico analitico estudiado (1603 cm™) se ha analizado usando dos pretratamientos
distintos. El primero se basa solo en la aplicacion de una correccion de la linea base mediante
la correccion Linear Baseline Correction (BLC) en el intervalo de 1695 a 1562 cm. El
segundo pretratamiento consta de dos etapas; primero una correccion de la linea base
mediante una BLC en el rango de 1703 a 962 cm™ y luego una normalizacién a area unidad
de 1703 a 546 cm™ (BLC-N). La varianza esperada para estos dos pretratamientos viene

definida por la Ecuacién IX-1 y Ecuacion 1X-2, respectivamente.

La precision, expresada como desviacion estandar relativa de los diez espectros
registrados en dias consecutivos, muestra que, tras la aplicacion de una normalizacidn, la
varianza total se reduce practicamente la mitad. Al aplicar solo BLC, la variabilidad de la
intensidad del pico analitico es de 1,96% mientras que al normalizar se reduce hasta un

0,83%.

3.3. Distribucion del API

En el andlisis de la uniformidad de contenido de distintos comprimidos mediante
Raman, se pueden esperar dos fuentes de variabilidad: la relacionada con el proceso de
fabricacion (intrinseca) y la relacionada con el error de submuestreo. La varianza relacionada
con el error del submuestreo en un sé6lido sigue una distribucién binomial.[45] Sin embargo,
considerando el gran numero de particulas muestreadas (N) y la proporcion del API en el
comprimido (aprox 10% m/m), se cumple la condicién de que el numero de particulas, N,
por la probabilidad de muestreo, p, es mayor que 5 y se puede aproximar que el error de

submuestreo sigue una distribucién normal [46].

La Figura VIII. 5 muestra el promedio de la intensidad con la desviacion estandar
(n=10) de los comprimidos de todos los lotes para ambos pretratamientos estudiados. En esta
representacion, todas las intensidades se encuentran en el rango de 0,013-0,016 cm™ al
aplicar BLC y en 0,0047-0,0050 cm™ con BLC-N. Sin embargo, si se consideran los valores
de intensidad Raman individuales, la variabilidad observada es mayor, como se puede

observar en las barras de error presentadas mediante el calculo de la desviacion estandar.
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Figura VIIL 5. Intensidad promedio (n=16) del pico caracteristico de LIS (1603 cm™) para los diez comprimidos

analizados de cada lote. En verde se muestra la intensidad promedio tras la correccion BLC, y en azul BLC-N.

En la Figura VIIL. 6 se presenta el histograma de probabilidad de las intensidades del

pico analitico estudiado para todos los comprimidos analizados después de la aplicacion de

ambos pretratamientos. El histograma muestra que la mayoria de los resultados se

encuentran agrupados alrededor de un valor central con poca dispersion. Sin embargo, se

observa en que hay resultados en los extremos, lo que resulta en una menor o mayor

intensidad del pico analitico. Este patron se repite en todos los lotes estudiados y con ambos
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pretratamientos, lo que sugiere una tendencia sistematica del API a formar aglomerados o

la presencia del API en distintos tamafios de particula [47,48].

A partir de los resultados presentados en el histograma, se calculd un indice de
agregacion del API para cada uno de los lotes, siguiendo la Ecuacién VIII-3. Considerando
los valores promedio y la desviacion estandar obtenida para cada lote, se estimoé lo que seria
una distribucion normal ideal. Para los lotes A, B y C el intervalo de la distribucién normal
es de 0,011-0,017, y para el lote D de 0,012-0,018, en el caso de corregir solamente la linea
base. En el caso de normalizar también los espectros, el rango de distribucidn seria de
0,0042-0,0052 para el lote A, 0,0042-0,0058 para los lotes B y D, y 0,0042-0,0056 para el
C. A partir de aqui, se ha calculado el indice de agregacion para poder realizar una estimacion
de la fraccion del API que estd formando agregados en el comprimido, por lo que la

intensidad Raman en algunos puntos analizados es mayor al promedio.

) Puntos distribuciéon normal — Puntos no distribucion normal
Indice =1 — (VIII-3)
Total de puntos

Los resultados obtenidos para el indice de agregacién han sido de un 7,5% del
contenido promedio total del API con la aplicacion de la BLC, y de un 2,5% con BLC-N.
Aunque el indice promedio obtenido es bajo, puede suponer un problema durante la
estimacion de la uniformidad de contenido, tanto para comprimidos enteros como para en
sus mitades. Como puede verse en los resultados, al normalizar los espectros, se corrige

bastante el efecto de la segregacion.

Aparte de la estimacion de la segregacion, se realiz6 un ANOVA de una via con los
datos de la cara superior para determinar, si en un mismo lote, todos los comprimidos
analizados son idénticos. Al corregir los espectros aplicando solo la BLC, los resultados
muestran que no hay diferencias significativas entre los comprimidos de los lotes B, C y D.
En cambio, para el lote A, hay diferencias en uno de los comprimidos analizados que pueden
estar relacionadas con la menor intensidad del pico caracteristico de este comprimido en
comparacion a los demas. Por otro lado, al normalizar los espectros, no hay diferencias

significativas entre los comprimidos para ninguno de los lotes.
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Figura VIIL. 6. Histograma de la probabilidad de las intensidades del pico analitico para todas las medidas después de
la aplicacion de ambos pretratamientos estudiados. La leyenda de colores es la misma para ambas figuras.
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3.3.1. Estudio en la cara posterior y nucleo

La distribucién del API en la cara posterior y el nticleo se ha evaluado comparando el
valor promedio de la intensidad del pico analitico y su desviacion estandar. La Figura VIII.
7 muestra la comparacion de los resultados obtenidos. Como puede verse, sin la aplicacion
de una normalizacion existe una mayor dispersion en los resultados obtenidos para el nucleo.
Sin embargo, una vez normalizados los espectros, no se ven diferencias significativas entre

los valores medios de las caras.

BLC BLC-N
, 0,006
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= 0,020 | == Nicleo . . = fi
g g 0,004 -
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Figura VIII. 7. Valor promedio y desviacion estandar de la intensidad Raman del pico analitico para todos los
comprimidos y caras después de la aplicacion de BLC o BLC-N.

Para poder evaluar estadisticamente si existen diferencias significativas entre las tres
caras estudiadas, se ha realizado un ANOVA de una via. Los resultados han mostrado que
para tres de los cuatro lotes estudiados al realizar solo una BLC hay diferencias significativas
entre las tres caras. En cambio, tras la normalizacidn de los espectros, ninguno de los lotes
presenta diferencias significativas. De las tres caras, las diferencias siempre vienen dadas
con la intensidad del pico analitico obtenidas para el ntcleo, dado que la cara superior e
inferior no presentan diferencias significativas tras la realizacion de una prueba t. Esta
diferencia obtenida entre caras esta relacionada con la superficie de los comprimidos. En el
caso de la cara superior y posterior, la superficie es totalmente lisa mientras que, al dividir

los espectros, la superficie del nucleo puede no estar del todo pulida. La diferencia en la
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superficie de los comprimidos provoca diferencias en la dispersion resultando en valores de
intensidades distintos. Al aplicar la normalizacion este efecto se reduce obteniendo
intensidades parecidas para las tres caras estudiadas. Este cambio en la intensidad promedio

también puede apreciarse en la Figura VIII. 1.Figura VIIL. 7.
3.3.2. Uniformidad de las unidades de dosificacion

Una vez se ha verificado que la intensidad del pico analitico de los 16 espectros Raman
individuales obtenidos para la cara superior es representativa de la distribucion del API en
la superficie, se ha determinado la uniformidad de contenido siguiendo el criterio de la EP,
que calcula un valor de aceptacion (AV), para las primeras 10 dosis a evaluar, utilizando la
Ecuacion VIII-4. Si AV < 15, se supera la prueba; en caso contrario es necesario utilizar las

siguientes 20 dosis y recalcular AV.
AV=|M-X|+k-s (VIII-4)

Donde AV es el valor de aceptaciéon, X el promedio de los valores individuales (x1,
X2...Xn) expresados como el porcentaje del valor nominal, M el valor de referencia, s la
desviacion estandar y k la constante de aceptabilidad, que depende del nimero de muestras
(n). En este caso, k vale 2,4. Considerando el objetivo de este trabajo, se ha asumido que las
diferencias entre el valor de referencia y el promedio de los individuales es menor a 1,5%.
De esta forma, se puede simplificar el criterio para determinar AV siguiendo la Ecuacion

VIII-5, tal y como establece la farmacopea.
AV =k-s (VIIL-5)

En este caso, en vez de usar la concentracion de API en la muestra, se ha utilizado el
promedio de la intensidad Raman del pico analitico, que es proporcional a la concentracion.
Se ha usado la intensidad del pico de diez comprimidos de cada lote para calcular el valor
de aceptacion (AV) siguiendo la Ecuacion I1X-5. En este caso, como se ha comentado
anteriormente, los mejores resultados de distribucion del API se encuentras al normalizar los

espectros. Por ello, la uniformidad de contenido solo se evaluard con este pretratamiento

(BLC-N).

Los resultados de los AV obtenidos se muestran en la jError! No se encuentra el
origen de la referencia. Como puede verse, en todos los casos el valor obtenido se encuentra

dentro de los limites establecidos por la EP (AV < 15).
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Tabla VIII. 3. Resultados de AV usando el promedio de la intensidad del pico analitico de 16 o 12 espectros Raman
individuales. k = 2,4.

Lot BLC-N
¢ 16 espectros 12 espectros
A 1,90 2,16
B 3,75 3,43
C 4,34 4,32
D 5,31 5,64

3.3.3. Estudio del nimero minimo de espectros en unidades individuales

Los resultados mas fiables se obtienen tras la realizacion de un mapeo de espectros
individuales que abarque la mayor superficie del comprimido, lo que lleva a la adquisiciéon
de muchos espectros Raman individuales para cada una de las muestras. El principal
inconveniente de usar esta estrategia es que implica un tiempo de analisis muy elevado para
poder realizarse en rutina, aunque este incremento del tiempo no seria mayor al de las

técnicas rutinarias usadas para este proposito, como puede ser la cromatografia liquida.

Se ha realizado un estudio para determinar el nimero de puntos de mapeo necesario
para obtener un resultado de AV fiable. El algoritmo usado para la realizacion de este estudio
se presenta en la Figura VIII. 8, donde se han calculado los promedios de intensidades de
todas las combinaciones de medidas de los espectros Raman adquiridos en la cara superior
de los comprimidos (Figura VIII. 2). En el algoritmo, K es el nimero maximo de medidas
individuales realizadas (16 en este trabajo), y n el nimero de medidas elegidas para el calculo

del promedio de la intensidad del pico analitico. El numero de combinaciones de K
elementos segun el nimero n de grupos (sin repeticion) es (g) = Z,. El indice j es el

contador para los grupos con n medidas. En cada caso, de n =1 a K, se ha calculado el valor
de intensidad promedio para Z,, posibles combinaciones de n medidas, y se ha representado
el valor maximo y minimo obtenido dado el gran nimero de combinaciones posibles. Por
ejemplo, al realizar todas las posibles combinaciones de promediar hasta 8§ de los 16

espectros individuales para un comprimido, se obtienen un total de 128700 combinaciones.

El algoritmo se ha aplicado para todos los comprimidos de todos los lotes. Los

resultados obtenidos al aplicar BLC-N se muestran en la Figura VIII. 9.
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% Den=1ak >
< Obtencion del

Dej=1aZzZ, valor maximo y
minimo

Y
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n,j n

Figura VIII. 8. Algoritmo usado para el calculo del promedio de las intensidades I_(n' j) de todas las combinaciones de
medidas realizadas.

Para determinar el nimero 6ptimo de espectros se han establecido limites de control
para las intensidades promedio como X * 3s, donde X es la intensidad media de los 16
espectros Raman registrados en cada tableta del lote y s su desviacion estandar, El nimero
minimo de medidas se obtiene cuando todas las combinaciones posibles de los resultados
estan dentro de los limites. Se ve en la figura que en todos los lotes se deben adquirir, al

menos, 12 espectros individuales para garantizar la homogeneidad del API.

También se puede calcular la varianza obtenida en cada combinacion de grupos para
ver si existen diferencias significativas entre ellas. En la Figura VIIIL. 9B se representa la
relacion del coeficiente de varianzas indicado en la Ecuacion VIII-6, donde el numerador
es la varianza hallada con el nimero de puntos, n, que se selecciona para el célculo de todas
las posibles combinaciones de cada grupo. El denominador es la varianza de las
combinaciones con 16 puntos. El limite de control esta determinado por el valor tedrico de
F considerando n-1=15 grados de libertad en el numerador e o grados de libertad en el

denominador, para un nivel de significacion a = 0,05. El valor de F(15, », 0,05)=1,67.

Teniendo en cuenta los limites de control para el valor medio y la varianza, se deben

adquirir al menos 12 espectros individuales para garantizar la homogeneidad del API.
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del pico analitico; (B) Relacion entre la varianza de todas las posibles combinaciones con n elementos y la varianza con
las combinaciones de 16 elementos. El limite de control correspondo a F(is, «, 0,05)

Una reduccion en el mapeo de 16 a 12 espectros supondria un tiempo de reduccion de
aproximadamente 3 min por comprimido. Para poder demostrar que, usando solo 12
espectros para determinar la distribucién del API en el comprimido, se ha recalculado el AV
promediando 12 espectros elegidos aleatoriamente entre los 16 adquiridos. La Tabla VIIL.
3 muestra los resultados. El resultado obtenido para el AV practicamente no varia al
disminuir en cuatro el nimero de espectros individuales adquiridos. En todos los casos, la

prueba de UC seria conforme.

3.4.Distribucion del API en las mitades

Los comprimidos estudiados presentan una marca en su cara superior que da la
posibilidad de dividir el comprimido en sus dos mitades. Una de las ventajas de la
espectroscopia Raman es que, gracias a su mapeo de puntos individuales, es posible adquirir
espectros en cada una de sus mitades y evaluar la distribucidon del API en ambas partes. De
este modo, a partir de los ocho espectros Raman adquiridos en cada una de las mitades, se
puede evaluar la uniformidad del contenido para evaluar si la distribucion del API en ambas

mitades es homogénea.

Antes del calculo de la uniformidad de contenido, se ha realizado una prueba t de datos
pareados (o = 0,05) para comparar el promedio de la intensidad del pico analitico de ambas
mitades para todos los comprimidos. Los resultados mostraron que, tras la realizaciéon de
BLC-N, no hay diferencias significativas entre ambas mitades, con excepcioén de un unico

comprimido del lote C.
3.4.1. Uniformidad de las unidades de dosificacion para mitades

La uniformidad de contenido se ha evaluado siguiendo el mismo procedimiento
presentado para los comprimidos enteros. Por ello, cada mitad de cada comprimido se ha

considerado como una unidad de dosificacion propia.

Como se han evaluado diez comprimidos por lote, se dispone de un total de 20 mitades
para evaluar. Sin embargo, la prueba de UC de la farmacopea requiere de diez unidades para
la realizacion del calculo del AV. Con el fin de reducir el riesgo a obtener un resultado no

significativo de todo el conjunto de datos por la eleccidén de una tnica posible combinacion
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de mitades, se ha calculado el resultado de una seleccidn aleatoria de 1000 combinaciones

de 10 mitades.

Los resultados de la UC que se muestran en la Tabla VIII. 4 corresponden a los valores
maximo y minimo de AV calculados para las 1000 combinaciones y el porcentaje de
combinaciones que pasan la prueba. Como puede verse, los resultados obtenidos se
encuentran dentro del limite establecido. Sin embargo, cabe destacar que los valores de AV

obtenidos son superiores que los vistos previamente al evaluar el comprimido entero.

Tabla VIII. 4. Resultados de AV usando el promedio de la intensidad del pico analitico de 8 y 6 espectros Raman
individuales para la evaluacion de las mitades. k =2,4.

BLC-N
8 espectros 6 espectros
Batch Max Min % Max Min %
A 3,12 1,03 100 3,06 0,84 100
B 7,01 2,37 100 8,49 2,52 100
C 7,51 2,22 100 11,75 3,65 100
D 9,94 3,52 100 12,43 1,85 100

Para poder ver si se puede optimizar un poco el tiempo de andlisis al realizar una
normalizacién en los datos, dado que con ocho espectros individuales los lotes estudiados
cumplen siempre con el criterio establecido, se realiza una optimizacion del nimero de

puntos de mapeo.
3.4.2. Estudio del numero minimo de espectros en las mitades

La optimizacidn del nimero minimo de espectros que se deben registrar en una mitad
del comprimido para obtener resultados de AV fiables se ha realizado mediante la aplicacion

del mismo algoritmo presentado anteriormente (Figura VIIL. 8).

En este caso, para la realizacion del algoritmo, el valor maximo de medidas K = 8.
Después de obtener los resultados de los Z,, promedios de intensidad para cada mitad de
comprimido, se ha calculado el valor maximo y minimo y se ha realizado la representacion.
La Figura VIIL. 10 muestra los resultados obtenidos para las intensidades medias y la
relacion de varianzas. Se ha utilizado el mismo tipo de limites de control, X + 3s y de F
limite que para los comprimidos enteros. En este caso, el valor de F(7,«,0,05)=2,01 y se cumple
para la relacion de varianzas obtenidas a partir de 4 medidas. En el caso de utilizar el criterio

sobre el valor medio X * 3s, se cumple a partir de 6 medidas, por lo que se decide que el
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nimero minimo de puntos a considerar en el mapeo es de 6. Esta decision se toma
considerando que todo el sistema debe estar controlado, por lo que, se necesita que los
promedios sean correctos y la varianza minima. Se deben cumplir ambos criterios a la vez
para concluir que el sistema de optimizacidn esta bajo control. Finalmente, se ha realizado
el calculo del valor de aceptacion al promediar seis valores de intensidad Raman. Los

resultados se muestran en la misma Tabla VIII. 4.

De las 1000 combinaciones aleatorias calculadas para las mitades, todas ellas
proporcionan un resultado de UC dentro del limite establecido por la farmacopea al usar seis
puntos de mapeo. Sin embargo, puede verse que el valor maximo de este parametro llega
hasta un valor de 12,43; valido, pero mas préximo al limite (AV = 15) Este resultado coincide
con el obtenido para la evaluacion de la UC del comprimido entero, donde se establecia que
era posible usar 12 espectros, que se podrian dividir en 6 espectros para cada una de las

mitades del comprimido.
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Figura VIII. 10. Resultados de la intensidad promedio tras la aplicacion del analisis combinatorio para las mitades de
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del pico analitico; (B) Ratio entre la varianza de todas las posibles combinaciones. El limite de control correspondo a

F(7, «, 0,05).
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4. CONCLUSIONES

La imagen quimica de la distribucion del API en un comprimido se puede obtener
facilmente mediante la aplicacion de la espectroscopia Raman y la realizacion de una
metodica de un mapeo en su superficie. Mediante la monitorizacion de la variabilidad de la
intensidad de un pico analitico del API se puede estudiar la homogeneidad del API en el

comprimido.

Al estudiar comprimidos divisibles, se ha podido evaluar si existian diferencias entre
todas sus caras mediante la adquisicidon de espectros Raman en todas ellas. En el caso de la
cara anterior y posterior, éstas no presentan diferencias significativas. En cambio, al estudiar
la cara interior, se han visto diferencias en esta cara. Estas diferencias se atribuyen a su

superficie debido a una pérdida de homogeneidad tras la divisién de los comprimidos.

Por otro lado, se ha demostrado posibilidad de calcular la UC directamente con el
espectro Raman sin realizar una calibracidon previa. Este procedimiento es posible si se
identifica un pico relacionado con el API, asi se puede relacionar la concentracion del analito
directamente con la intensidad de la banda. Para poder calcular la UC, ha sido necesario
preprocesar los espectros Raman. En este caso, se ha necesitado corregir la linea base y

aplicar una normalizacidén para ajustar la linea base del pico analitico bajo estudio.

Ademas, se ha establecido una estrategia para optimizar el tiempo de andlisis de los
comprimidos mediante Raman. Tras la aplicacion de esta estrategia, se ha visto que es
posible reducir de 16 a 12 espectros Raman adquiridos. Esta disminucién implica una

reduccidn del tiempo de analisis de la prueba de uniformidad.

A pesar de que los resultados y las conclusiones se refieren solamente a un producto
farmacéutico con una determinada proporcion de API, el procedimiento descrito ha

demostrado la utilidad de la técnica Raman para este proposito.
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DETERMINACION DEL CONTENIDO DE DOS APIS EN COMPRIMIDOS MEDIANTE NIR

1. INTRODUCCION

La espectroscopia NIR es una técnica analitica muy utilizada en la industria
farmacéutica y que puede proporcionar informacién tanto quimica como fisica de los
materiales analizados. Algunas de las principales aplicaciones estan relacionadas con el
analisis de los materiales de partida, la monitorizacidn de distintas etapas de un proceso o la
determinacidon del contenido de API en productos terminados [1-3]. Muchas de estas
aplicaciones se realizan usando equipos NIR de sobremesa, que suelen ser costosos y de gran

volumen.

Los espectrometros NIR miniaturizados son una buena alternativa a los equipos de
sobremesa dada su portabilidad y costes [4—6]. El pequefio tamafio de estos instrumentos y
su portabilidad los convierten en una gran herramienta para la realizaciéon y monitorizacion
de analisis on-line. Ademas, dadas sus caracteristicas, su utilizacién para el control de

calidad de productos farmacéuticos presenta un gran atractivo.

Uno de los espectrometros NIR miniaturizados mas conocidos es el MicroNIR de
VIAVI Solutions, presentado en el Capitulo III. Este instrumento portatil se ha usado sobre
todo para aplicaciones cuantitatives relacionadas con la industria alimentaria [7-9]. Sin
embargo, para la industria farmacéutica, solo se han encontrado unas pocas aplicaciones

relacionadas con métodos de identificacion [10-12].

El objetivo principal de este trabajo es evaluar el uso del instrumento MicroNIR para
la cuantificacion de dos APIs en comprimidos comercializados. A pesar de que el uso de la
técnica NIR para la determinacion de APIs en productos farmacéuticos ha sido muy
estudiada, la mayoria de estos procesos se basan en la cuantificacion de un solo API. La
complejidad de cuantificar 2 APIs esta relacionada con la diferencia en la proporcion en
masa que puede representar cada uno. Una gran diferencia en masa para ambos APIs puede
suponer que la contribucidon espectral del mayoritario influya en la determinaciéon del
minoritario. La Tabla IX. 1 presenta un resumen de algunos de los trabajos donde se han

cuantificado mas de un API [13-21].
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Tabla IX. 1. Resumen de métodos NIR para la caracterizacion de productos acabados con mas de un APIL.

INTRODUCCION

Producto APIs mg % APL  Ref.
API/comp (m/m)

Comprimidos Amlodipino 14 -

Valsartan 80 - b
Proceso de API'1 - 86
homogeneizacion API 2 - 4 4
Comprimidos Bisoprolol 2,5-10 1,8—-5.9

Hidroclorotiazida 6,25 -25 3,7-14,7 P
Comprimidos Irbesartan 300 -

Hidroclorotiazida 25 - 1
Comprimidos Valerato de estradiol 2 1,6

Acetato de medroxiprogesterona 10 8,0 v
Mezclas para Atorvastatina calcica - 7,58
compresion Besilato de amlodipino - 9,25 e
Proceso de API 1 - 22,7
homogeneizacion API 2 - 16,5

API 3 - 0,98 v

API 4 - 0,57
Granulos Paracetamol 6,50

Acido ascorbico 2,50

Hidrobromuro de dextrometorfano 0,20 20

Cafeina 0,15

Clorfeniramina maleato 0,04
Comprimidos Paracetamol 250 26,3

Acido acetilsalicilico 250 26,3 21

Cafeina 65 6,8

En este caso, el producto farmacéutico seleccionado para la evaluacion del desempefio

del instrumento miniaturizado presenta una gran diferencia en la proporcion de sus dos APIs.

El API mayoritario, Paracetamol (PCT), representa aproximadamente un 81% m/m del

comprimido mientras que el API minoritario, Tramadol (TRA), representa solo un 9% m/m.
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DETERMINACION DEL CONTENIDO DE DOS APIS EN COMPRIMIDOS MEDIANTE NIR

Esta gran diferencia en la proporcion de ambos APIs dificulta la cuantificacion del
minoritario, siendo un reto su determinacion. Como se ve en la tabla, existe un estudio donde
también se encuentra una desproporcion similar en el contenido de dos APIs, Sin embargo,
el objetivo principal del estudio era la monitorizacién del proceso de mezclado y no la

cuantificacion de los APIs [14].

El API minoritario, TRA, es un derivado de la morfina que forma parte del grupo de
opioides y se considera uno de los analgésicos mas seguros del mercado. Sin embargo,
después de su comercializacion, se han reportado un incremento en el riesgo a obtener
convulsiones al tomar esta sustancia [22,23]. En cambio, el API mayoritario, PCT, es
considerado un analgésico para el tratamiento de dolores y no se ha reportado ningin
problema con su uso. La combinacién de ambos APIs se usa como analgésico para el

tratamiento del dolor moderado.

En este trabajo, se evaluard la capacidad de un instrumento miniaturizado para
cuantificar el contenido de ambos APIs aun y su gran diferenciacion en el porcentaje de peso
del comprimido. Los resultados se comparardn con los obtenidos con un instrumento de

sobremesa convencional en términos de exactitud y precision.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Muestras

Los comprimidos de Tramadol/Paracetamol (TRA/PCT) estudiados son
comercializados por Tarbis Farma en estuches de 20 o 60 unidades. Este producto contiene
dos APIs en su formulacidn en una proporcidn estimada del 81,3% m/m y 9,3% m/m para el
PCT y TRA, respectivamente. El porcentaje restante estd compuesto por los excipientes de

la formulacion.

El trabajo se ha realizado con comprimidos de tres lotes comerciales distintos (A, By
C) adquiridos en farmacias cercanas a la UAB. Para cada lote, han sido analizados un total
de 10 comprimidos, tanto por NIR como por HPLC, siguiendo el método descrito en el

Capitulo III (Seccién 3).
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2.2. Comprimidos preparados en el laboratorio

El conjunto de comprimidos preparados en el laboratorio se prepard sobre- y sub-
dosificando comprimidos comerciales. Para ello, se molturaron comprimidos y se les afiadid
una cierta cantidad de PCT, TRA y almidon siguiendo un disefio establecido para minimizar
la correlacion entre los componentes [24,25]. De esta manera, las muestras preparadas en el
laboratorio también contienen la variabilidad asociada al proceso de fabricacion. Todas las
mezclas preparadas se homogeneizaron en una Turbula T2C antes de realizar su compresion

a 140 MPa en una prensa (Perkin Elmer 15.000).

El disefio experimental usado se presenta en la Figura IX. 1. Se han preparado
comprimidos a nueve niveles de concentracion de PCT. En cada nivel, se ha variado la
concentracion de TRA para obtener 3 comprimidos por cada nivel de PCT, con el objetivo
de reducir la colinealidad entre APIs y excipientes. Se prepararon 27 comprimidos variando
la concentracion de TRA entre 6 y 34 % m/m, y la de PCT entre 65 y 90 % m/m. Ademas,
se prepararon 6 comprimidos extra entre los limites establecidos del disefio para usarlos en

el conjunto de validacion.
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Figura IX. 1. Disefio experimental para la preparacion de los comprimidos en el laboratorio.
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2.3. Adquisicion de espectros

Los espectros de los comprimidos del estudio han sido registrados usando el

instrumento NIR de sobremesa (FOSS) y el instrumento NIR portatil (MicroNIR).

Los parametros de registro para el MicroNIR han sido: tiempo de adquisicion de 10
ms, usando un total de 100 barridos en el intervalo de longitudes de onda de 908 — 1676 nm.
En el caso del FOSS, cada espectro fue el promedio de 32 barridos en el intervalo de
longitudes de onda de 1100 — 2498 nm. En ambos casos, se ha utilizado el modo reflectancia.
Los comprimidos se han colocado en la ventana correspondiente y se han obtenido tres
espectros para cada comprimido, rotando su posicion. Finalmente, para realizar la

construccidon del modelo cuantitativo, se ha usado el promedio de los tres registros.

2.4. Analisis de los datos

Los modelos cuantitativos de regresion se han construido con el algoritmo PLS.
Durante el desarrollo del modelo, se han ido probando distintos pretratamientos ¢ intervalos
de longitudes de onda, considerando las regiones de absorcion de los dos APIs. Los mejores
modelos se han escogido considerando distintos parametros estadisticos como el RMSECYV,

RMSEP y la varianza explicada.

Los modelos PLS se construyeron mediante una validacidon cruzada aleatoria, usando
20 segmentos (2 muestras por segmento). El andlisis de datos multivariable se realizo con el

software The Unscrambler X 10.5 (CAMO, Noruega).

Ademas, se realiz6 una prueba t pareada entre los resultados obtenidos con HPLC y
las predicciones NIR para poder garantizar que no existen diferencias significativas entre

ambos resultados a un nivel de significacion o = 0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo es comprobar el potencial de un instrumento
miniaturizado frente a los tradicionales equipos de sobremesa. Una de las peculiaridades del
instrumento miniaturizado estudiado (MicroNIR), es que cubre un intervalo de longitudes
de onda de longitudes de onda menor que el instrumento de mesa (Figura IX. 2.
Considerando esta diferencia, la comparacion de los resultados se ha realizado en dos etapas.

En la primera, usando el intervalo de longitudes de onda comuin para ambos instrumentos
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(1100 — 1676 nm), para observar las posibles diferencias en los resultados debido al cambio
de instrumento. En la segunda etapa, se optimizaran los modelos independientemente. Es
decir, se buscara el mejor intervalo de longitudes de onda y pretratamiento individual. El
objetivo final en ambas etapas es el mismo: predecir la concentracion de PCT y TRA en

comprimidos comerciales.

0,5 -
—— MicroNIR

—— FOSS
0,4 -

)

0,3 -

0,2 A

>

Absorbancia

0,1 A

0,0 -

1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Longitud de onda (nm)

Figura IX. 2. Comparacién intervalo de longitudes de onda de ambos instrumentos NIR.

Uno de los problemas en el desarrollo de los modelos PLS es la gran proporcion en
masa de uno de los APIs, que representa aproximadamente el 81% m/m de todo el
comprimido. La Figura IX. 3 presenta el espectro puro de ambos APIs junto con el espectro
de un comprimido comercial para ambos equipos. Como puede observarse, el espectro del
producto comercial es practicamente el espectro del PCT. Una de las diferencias espectrales
mas clara entre el espectro de ambos APIs es el desplazamiento de la banda de 1200 nm, que
se atribuye al segundo armdnico del enlace C-H, y a la banda de 1550 nm presente en el
espectro del PCT correspondiente al armdnico del enlace N-H. Ademas, en la region de
bandas de combinacion del enlace C-H (2200 — 2400 nm) se pueden ver diferencias en la

absorbancia de ambos APIs.

Para poder cuantificar la similitud entre los espectros presentados en la Figura IX. 3,

se ha calculado su coeficiente de correlacion. En la Tabla IX. 2;Error! No se encuentra el
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origen de la referencia. pueden verse los resultados obtenidos para los espectros en

absorbancia y tras la aplicacion de pretratamientos de la sefial. Como se observa, la

correlacion entre el espectro de PCT y el comprimido es muy alta, tanto en absorbancia como

tras la eliminacion del efecto de dispersion de la luz (scattering). Al aplicar una segunda

derivada, las diferencias entre el espectro de TRA y PCT aumentan. Considerando estas

correlaciones, serda muy importante la seleccion de un pretratamiento e intervalo de

longitudes de onda que permitan magnificar las diferencias entre APIs para la obtencién de

los modelos individuales.
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Figura IX. 3. Espectros NIR de ambos APIs y de un comprimido comercial para ambos instrumentos.

Tabla IX. 2. Coeficientes de correlacion entre los dos APIs y entre cada uno de los APIs y el comprimido comercial
utilizando ambos instrumentos en el intervalo de longitudes de onda comtin (1100 — 1646 nm) en absorbancia (Abs) y
tras la aplicacion de pretratamientos.

FOSS MicroNIR
Abs SNV SNV +2D Abs SNV SNV +2D
PCT-TRA 0,88 0,88 0,10 0,88 0,87 0,12
PCT-comprimido 0,99 0,99 0,98 0,99 0,99 0,93
TRA-comprimido 0,89 0,89 0,11 0,91 0,99 0,30

3.1._ Modelos PLS construidos usando el mismo intervalo de longitudes de

onda (1100 — 1646 nm)

3.1.1
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La comparacion del desempefio de ambos instrumentos se ha realizado usando el
mismo intervalo de longitudes de onda y pretratamiento. Se han probado distintas
combinaciones de pretratamientos hasta obtener el mejor modelo segin los criterios

comentados en la Seccion 2.4.

Se ha seleccionado el uso de SNV para reducir el efecto del scattering y una segunda
derivada (algoritmo Savitzky-Golay, segundo orden, 15 puntos de suavizado) para aumentar
la diferenciacion de los espectros de los productos del comprimido. La Figura IX. 4presenta
los espectros obtenidos tras la aplicacion de estos pretratamientos para los comprimidos

comerciales y los preparados en el laboratorio.

MicroNIR FOSS

—— Preparados en laboratorio —— Preparados en laboralorio
0,015 {— Comerciales g —— Comerciales

1200 1300 1400 1500 1600

1200 1300 1400 1500 1600
Longitud de onda (nm)

Longitud de onda (nm)

Figura IX. 4. Espectros NIR los comprimidos comerciales y preparados en el laboratorio tras la aplicacion de una SNV
+ 2D en el intervalo de longitudes de onda comun.

El conjunto de calibracién estd formado por los comprimidos preparados en el
laboratorio méas 8 comprimidos comerciales del lote B. En la presentacion del disefio
experimental realizado, se puede ver que la concentracion de TRA se encuentra en el
intervalo de 6 — 34 %m/m. Sin embargo, durante el desarrollo de los modelos, se observo
que, al incluir un intervalo de concentracion tan amplio, se perdia la linealidad, por lo que
se utilizaron tinicamente 23 de los comprimidos preparados en el laboratorio para conseguir

un intervalo de la concentracién de TRA de 6 a 18 %m/m.

La Tabla IX. 3 presenta un resumen de los pardmetros NIR de los dos modelos
desarrollados y la Figura IX. 5 las rectas de verificacion de la exactitud del modelo de
calibracion, en las que, para cada muestra, se representa el valor calculado utilizando CV

frente al valor de referencia.
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El nimero de factores escogido para el modelo es el que proporciona el minimo valor
de RMSECYV cuando se representa frente al numero de factores. Para evaluar la veracidad
(trueness) de los modelos construidos, se ha estudiado si la region de confianza conjunta de
la pendiente, b, y la ordenada en el origen, a, de las rectas de la Figura IX. 5 contienen los
puntos 1 y 0, respectivamente. Esta region de confianza conjunta es una region eliptica

definida por el conjunto de valores que cumplen la Ecuacion IX-1.

Z(Y—a—bX)z (1+—2)_o

Donde Xi e Yi son los pares de los N valores de la recta y S la suma de minimos

(IX-1)

cuadrados. F es el valor critico de la distribucion con 2 y (N-2) grados de libertad para el
nivel de confianza (1-a).[26,27]. Para ambos analitos, en todos los casos, ambas regiones
incluian los dos valores, por lo que se confirma la veracidad del modelo PLS para un nivel

de confianza 1- a.

Tabla IX. 3. Resumen de los parametros NIR de los dos modelos desarrollados usando el mismo intervalo de longitudes
de onda y pretratamiento.

FOSS MicroNIR
PCT TRA PCT TRA

Calibracion
N° de muestras 31 31 31 31
Pretratamiento SNV+2D SNV+2D SNV+2D SNV+2D
Intervalo de 1100-1676 1100-1676 1100-1676 1100-1676
longitudes de onda
(nm)
N° factores PLS 2 3 2 5
RMSEC (% m/m) 0,95 0,31 1,01 0,40
Ordenada de origen 0,85+2,00 0,07+0,16 1,09+2,11 0,05+0,14
Pendiente 0,98 £0,03 0,99 +0,02 0,98 +0,03 0,99+0,01
R? 0,98 0,99 0,98 0,99
Validacion
N° de muestras 24 24 24 24
Ordenada de origen 1,44+220 0,17+0,20 0,58+0,33 0,07=+0,23
Pendiente 0,98 +£0,03 0,98 +0,02 0,99+0,02 0,99 +0,02
R? 0,98 0,99 0,98 0,99
RMSEP (% m/m) 1,31 0,56 1,38 0,65
Bias (%m/m) -0,67 0,02 -0,39 -0,04

Los modelos construidos para el PCT muestran resultados practicamente iguales, ya
que son necesarios el mismo nimero de factores para ambos instrumentos. Sin embargo,

para los modelos del TRA el nimero de factores necesario es mayor para el instrumento
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miniaturizado. La necesidad de emplear un nimero mayor de factores puede estar
relacionada con la diferente resolucidon de los espectros registrados en cada instrumento y
con la menor proporcidén de TRA en la formulacion. Como se observa en la Figura IX. 4.,
el nimero de bandas que aparecen en el espectro registrado con el instrumento portatil es
menor que en el espectro registrado con el instrumento de sobremesa. La resolucion espectral

del instrumento MicroNir es de 6 nm, mientras que la del instrumento FOSS es de 2 nm.
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Figura IX. 5. Rectas de verificacion de la exactitud de los modelos de calibracion. Obtenidas para ambos instrumentos
y analitos a partir de los mejores modelos construidos en el intervalo comun de longitudes de onda.

3.1.2. Validacion de los modelos
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La validacion de los modelos construidos se realizé calculando el contenido de diez
comprimidos adicionales de los lotes A y C que no se habian incluido en la construccion de
los modelos y 4 comprimidos preparados en el laboratorio. Los resultados para ambos
instrumentos y APIs se muestran en la Tabla IX. 4. El contenido expresado es el promedio

de los diez comprimidos analizados de cada lote.

Tabla IX. 4. Resultados medios de la validacién externa (valor + desviacion estandar) de los modelos PLS desarrollados
usando mismo intervalo de longitudes de onda y pretratamiento.

PCT TRA

% m/m mg/comp %m/m  mg/comp

HPLC A 82,1+£08 329,1+3,0 9,1+0,1 364+0,5
C 823+0.8 3272+27 9,1+0,1 364+0,5

A 828+04 3315+12 9,1+03 366+1,1

FOSS C 83,104 3304+23 9,1+£0,2 36,0+0,7

. A 82,6+0,5 330,7+1,7 8,8+0,4 353+1,5
MicroNIR g5 7405 3286425 91403 363+1.2

Para poder comparar los resultados obtenidos en la validacion con el método de
referencia, se ha realizado una prueba t de datos pareados entre los resultados, a un nivel de
significacion del 0,05. En el caso del instrumento FOSS, no se han encontrado diferencias
significativas entre los resultados. Sin embargo, en el caso del instrumento MicroNIR, se
encuentran diferencias significativas en la determinacion del contenido de TRA del lote A.
Se intentard construir un modelo individual para cada analito para obtener una correcta

determinacion del contenido de TRA con el instrumento miniaturizado.

3.2. Modelos individuales construidos para ambos APIs v

espectrofotometros

3.2.1. Construccion de los modelos

Los modelos individuales para cada analito e instrumento se han desarrollado
siguiendo el mismo esquema presentado anteriormente. Se ensayaron distintas
combinaciones de intervalos de longitudes de onda y pretratamientos, considerando siempre
las bandas de absorcion de ambos analitos. Los parametros NIR de los modelos finales

obtenidos se muestran en la Tabla IX. 5.

Como puede verse en la Tabla IX. 5, en el caso de los modelos Optimos para el

instrumento FOSS no mejoran los pardmetros estadisticos obtenidos previamente; tanto los
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modelos individuales como los construidos en el intervalo de longitudes de onda comun para
ambos instrumentos, muestran resultados similares para la determinacion de PCT y TRA.
Lo mismo sucede para la determinacién de PCT con el instrumento MicroNIR. Donde si se
observa una pequefia mejora es en el modelo PLS para cuantificar el contenido de TRA con
el instrumento miniaturizado. Estas pequefias mejoras se aprecian mejor durante la

validacion de los modelos, sobre todo en el analisis de los residuales obtenidos.

Tabla IX. 5. Resumen de los parametros NIR de los dos modelos individuales desarrollados para ambos instrumentos y

analitos.
FOSS MicroNIR
PCT TRA PCT TRA

Calibracion
N° de muestras 31 31 31 31
Pretratamiento SNV +2D 2D SNV + 2D 2D
Intervalo de 1100-2406 1100-1780 982-1366 1087-1329
longitudes de onda
(nm)
N° factores PLS 2 3 3 5
RMSEC (% m/m) 0,93 0,30 1,01 0,33
Ordenada de origen 1,58+2,07 0,06+0,15 2,02+233 0,07+0,16
Pendiente 0,98 +£0,03 0,99 +0,02 0,97+0,03 0,99 +0,02
R? 0,99 0,99 0,99 0,99
Validacion
N° de muestras 24 24 24 24
Ordenada de origen 1,77 £2,37 0,06 +0,20 237+2,70 0,14+0,22
Pendiente 0,98 £0,03 0,99 +0,02 0,97+0,03 0,98 +0,02
R? 0,99 0,99 0,97 0,99
RMSEP (% m/m) 1,32 0,45 1,22 0,58
Bias (%om/m) 0,10 -0,05 -0,03 0,11

En la Figura IX. 6 se muestran las rectas de verificacidon de la exactitud del calibrado
realizado con ambos instrumentos. Todas ellas cumplen con el criterio veracidad de la region

de confianza conjunta de la pendiente y de la ordenada en el origen.
3.2.2. Validacion de los modelos

La Tabla IX. 6 presenta los resultados de la validaciéon externa de los diez

comprimidos de los lotes A 'y C.

Tabla IX. 6. Resultados de la validacion externa de los modelos optimos desarrollados.

PCT TRA
% m/m mg/comp % m/m  mg/comp
A 82,1+08 329,1+£3,0 9,1+0,1 364+0,5

HPLC

C 823+0,8 3272+2,7 9,1+0,1 364+0,5
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Figura IX. 6. Rectas de verificacion de la exactitud de los modelos de calibracién. Obtenidas para ambos instrumentos
y analitos a partir de los mejores modelos individuales construidos.

Al utilizar un modelo optimizado individualmente para cada API, no se observan

diferencias significativas entre los resultados HPLC y las predicciones NIR para ninguno de

los dos lotes analizados.
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3.2.2.1. Repetibilidad y precision intermédia
Durante la validacion de los modelos individuales, se evaluo la repetibilidad y la
precision intermedia. La repetibilidad se estimo registrando el mismo comprimido diez veces
consecutivas, cambiando cada vez la posicion de éste en la ventana de medida de ambos
equipos. La precision intermedia se estimo registrando el espectro de un mismo comprimido
durante cinco dias consecutivos. Para la evaluacion, se ha calculado el valor de la desviacion

estandar relativa (RSD%). Los resultados se muestran en la Tabla IX. 7.

Tabla IX. 7. Repetibilidad y precision intermedia, expresadas como %RSD, para los modelos PLS individuales.

Repetibilidad (n =10)  Precisién intermedia (n = 5)

PCT (FOSS) 0,18 0,22
PCT (MicroNIR) 0,35 0,67
TRA (FOSS) 0,99 1,11
TRA (MicroNIR) 0,54 1,75

Como es de esperar, los valores de estos dos pardmetros son mejores para los modelos
del analito con mayor concentracion (PCT). Los resultados obtenidos para ambos APIs se
encuentran dentro de los limites establecidos por la EMA y ICH, < 2%, por lo que para

ambos instrumentos se cumplen los criterios de repetibilidad y precision intermedia.[28,29]

En la evaluacion de la precision intermedia, los resultados obtenidos con el
instrumento de sobremesa son mejores que los obtenidos con el instrumento miniaturizado.
Esta diferencia en los resultados esta relacionada con la posicién del comprimido en la celda
de medida, ya que el equipo de sobremesa permite fijarlo siempre en la misma posicion,
mientras que pare el instrumento miniaturizado no se dispone de ninglin accesorio que

permita mantener los comprimidos en una posicion fija respecto al instrumento.

3.2.2.2. Uniformidad de dosis unitarias (UDU)

La uniformidad de dosis unitarias se ha evaluado siguiendo la monografia especifica
de la Farmacopea Europea (EP).[30] En la monografia 2.9.40. se establecen las pautas en las
que es necesario o no la realizacion de esta prueba y el método con el cual debe evaluarse:
uniformidad de contenido (Content uniformity, UC, segin EP) o variacion de masa (Mass
variation, segin EP). Para el analito con mayor concentracidon, PCT, no seria necesario la
realizacion de la prueba UC, pero se ha realizado como un ejemplo, dado que también se

indica en la monografia que esta prueba puede realizarse en todos los casos.
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La prueba de UC se basa en el calculo de un valor de aceptacidon (Acceptance value,
AV, segiin EP). En el caso del TRA, este valor se obtiene con la Ecuacion IX-2, mientras
que para el PCT se utiliza su forma simplificada (Ecuacion IX-3).

AV =M - X+k-s (IX-2)
AV =k -s (IX-3)

El valor de aceptacién depende de X, que representa el promedio de los valores
individuales (xq, x5, ..., x,) expresados como tanto por ciento del valor nominal. M
representa el valor de referencia, s la desviacion estandar de la muestra y k la constante de
aceptabilidad, que depende del nimero de muestras a analizar (n). En este caso, k vale 2,4

dado que el valor de n = 10.

El objetivo principal de esta prueba es demostrar la consistencia de cada dosis unitaria.
Para cada lote, todas sus unidades deben tener un contenido de principio activo dentro de un

rango establecido proximo a su valor nominal.

El criterio establecido para poder determinar si la prueba de uniformidad de contenido
es aceptada, se basa en el nimero de muestras a analizar. Como en este trabajo se han

analizado diez comprimidos para cada lote, el limite establecido es AV < 15.

Los resultados de los AV obtenidos se presentan en la Tabla IX. 8. Como puede
observarse, todos los valores se encuentran dentro del limite establecido por la EP, por lo

que, se cumple la uniformidad de contenido.

Tabla IX. 8. Valores AV obtenidos para los modelos PLS individuales.

HPLC FOSS Micro
X AV X AV X AV

A 1012 23 101.2 1.2 101.3 1.7

Cc 100.7 2.0 1004 2.1 100.8 1.9
TRA

A 97.1 49 982 7.6 959 122

C 97.0 438 97.1 6.7 95.7 10.7

4. CONCLUSIONES

El objetivo principal de este trabajo era demostrar las posibilidades de un nuevo

instrumento NIR miniaturizado para el analisis cuantitativo en comprimidos farmacéuticos.
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Los comprimidos farmacéuticos analizados contienen dos APIs en una proporcioén de masa
9:1, dificultando asi la cuantificacion del API minoritario. Con los resultados presentados,
se puede concluir que es posible cuantificar ambos APIs con este nuevo instrumento

miniaturizado.

Las caracteristicas del instrumente miniaturizado, como el cubrir solo el intervalo de
longitudes de onda de los armonicos, no es un factor limitante, dado que hay suficiente
informacién quimica para la cuantificacion. La menor resoluciéon del instrumento
miniaturizado, en comparacidn al instrumento de sobremesa, hace que sea critica la seleccion

de un pretratamiento correcto y un intervalo de longitudes de onda adecuado.

La precision de los resultados para ambos instrumentos se encuentra dentro del limite
establecido. La diferencia entre ambos instrumentos es menor que la diferencia entre APIs.

Como era de esperar, dada la mayor proporcion de PCT, su %RSD es menor que para TRA.

En los resultados del TRA, los valores de aceptacion de la uniformidad de contenido
son mayores que para el PCT, ya que su proporcién en el comprimido es mucho menor y la
desviacion estandar de su concentracién mayor. Ademas, estos valores también son mayores
para el instrumento miniaturizado. Sin embargo, todos los valores calculados a partir de los

modelos NIR cumplen con el criterio.

Los resultados muestran que los instrumentos miniaturizados pueden utilizarse para la
cuantificacion de APIs en comprimidos, aun en situaciones en las que la relacion de
concentraciones sea muy desproporcionada, y para el célculo de los pardmetros exigidos por
las autoridades reguladoras, siendo asi una alternativa mas econdmica a los instrumentos de

mesa.
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1. CONCLUSIONES

Las distintas aplicaciones de las técnicas NIR y Raman presentadas en este trabajo ofrecen

una alternativa para el analisis de identidad y cuantificacion de los productos farmacéuticos.

Considerando los objetivos definidos, se concluye de forma general:

262

Se ha desarrollado y validado un método de identificacion para distintos materiales
de partida recibidos en una industria farmacéutica mediante la técnica NIR.
Concretamente un método para la identificacién de los colorantes (Biblioteca
Especifica, 38 productos), y otro para el resto de los materiales (Biblioteca General,
398 productos). La estrategia empleada ha sido la construccion de una libreria de
espectros y el célculo de la distancia en el espacio de los componentes principales
para la separacion y asignacion de los grupos. La validacion se ha realizado con un
conjunto de espectros

Se ha presentado un analisis de riesgo de la biblioteca desarrollada y validada con el
fin de identificar los factores y las variables que tienen un mayor peso en la obtencidon
de un resultado OOS. Tras la identificacion, se ha calculado el riesgo asociado a cada
producto incluido en la biblioteca de espectros. Se ha identificado un total de 13
colorantes y 78 producto con riesgo alto a obtener un fallo en su identificacion. Para
la Biblioteca Especifica, la accion mitigadora ha sido una revalidacion tras un
periodo de tres meses, para incluir la mayorar variabilidad posible, y la optimizacion
de los parametros de clasificacion. En el caso de la Biblioteca General, de los
productos con riesgo alto, la mayoria son EXCs. Asi, como accidn mitigadora del
riesgo, se ha dividido de la Biblioteca en dos, una para APIs y otra para EXCs. Tras
la revalidacion de las bibliotecas, se ha observado una disminucion en el nimero de
resultados OOS que indica la mejora de la robustez de estas y la efectividad del
analisis de riesgos.

Se ha realizado una comparacién entre distintos métodos de identificacion para
discriminar entre sietes marcas comerciales del mismo producto farmacéutico, tras
la obtencion de los datos con dos instrumentos portatiles NIR y Raman. Todos los
métodos han sido desarrollados y validados satisfactoriamente.

Se ha desarrollo un método de cuantificacion univariante para la determinacion del

contenido del API en muestras de gel mediante la técnica de adicion estdndar. Los
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espectros han sido adquiridos mediante un equipo Raman portatil equipado con una
fibra que estaba en contacto con la muestra de gel. Para el desarrollo experimental,
se han optimizado las condiciones hidrodindmicas para asegurar los tiempos de
adicion del patron y las condiciones de homogeneizacion de la muestra. Los
resultados muestran la viabilidad de este procedimiento para la obtencion del
contenido del API (5% m/m) en las muestras.

- Se ha realizado una comparativa entre un instrumento de mesa y uno portatil NIR
para la cuantificacion de dos APIs en comprimidos farmacéuticos mediante un
modelo PLS. Los modelos construidos han sido desarrollados y validados para este
propdsito. Los resultados muestran que el API en menor contenido necesita de un
numero mayor de factores en el instrumento portatil, pero, que los resultados son
comparables a los obtenidos con el equipo de sobremesa.

- Se ha demostrado la viabilidad del uso de la técnica Raman para la determinacion de
la uniformidad de contenido del API en comprimidos. Se ha usado como sefial
analitica la intensidad de un pico caracteristico del mismo. Con el fin de optimizar el
procedimiento para una posible aplicacién en rutina, se ha estudiado el numero
minimo de puntos de mapeo necesarios para obtener una imagen quimica fiable de

la distribucién del API.

Con todo esto, se ha demostrado el potencial de estas técnicas para su implementacion en la

industria farmacéutica junto con la ayuda de la Quimiometria.
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