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Resumen

La industria farmacéutica es un sector industrias que necesita estar en constante
evolucidn en cuanto a tecnologias de analisis se refiere. Esto le permite crecer de
forma exitosa, optimizar la productividad de los analisis y cumplir con las
especificaciones que los organismos reguladores demandan para la calidad requerida
de los productos. En este contexto, la industria farmacéutica demanda técnicas
analiticas que cumplan con las caracteristicas mencionadas, incluyendo metodologias
rapidas, sencillas y que garanticen resultados confiables

Las técnicas espectroscopicas, en especial la espectroscopia de infrarrojo cercanoy la
espectroscopia Raman, presentan una serie de ventajas en relacidon a las técnicas
instrumentales convencionales utilizadas por el sector industrial, como lo son las
cromatograficas. Dentro de estas ventajas se destaca la rapidez de los analisis, puesto
gue no es necesario el tratamiento de la muestra, la ausencia de consumo de
reactivos, la minima formacién del personal de laboratorio y el bajo coste de
mantenimiento. El desarrollo de nuevos métodos analiticos basados en técnicas
espectroscoépicas para ser utilizadas en el control del proceso y ensayos de la calidad
de los productos finales, es el principal objetivo de este trabajo de investigacion.
Bajo esta premisa se realizé un estudio critico de distintos métodos cualitativos y
cuantitativos aplicables en la monitorizacién del proceso de mezclado farmacéutico y

la deteccién de su punto final mediante espectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS)
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y espectroscopia Vis-NIR. El estudio reveld informacién importante respecto al
avance tecnoldgico para estas tareas, ayudando a definir el método mas adecuado
para determinar el punto final en los procesos de mezclados estudiados, ya que no
todos los métodos obtuvieron la misma sensibilidad ni la misma facilidad de
implementacion, caracteristica relevante para analisis en linea.

Respecto a las metodologias cuantitativas para el analisis de comprimidos
farmacéuticos terminados, los resultados mostraron que los modelos desarrollados
para espectroscopia NIR y Raman poseen una capacidad predictiva adecuada con los
requerimientos exigidos por los organismos reguladores. Por lo que las metodologias
desarrolladas se han aplicado para la determinacion de la uniformidad de las
unidades de dosificaciéon en dos lotes comerciales. Ademads, la aplicacion de
espectroscopia Raman permitié la deteccion de una distribucion inapropiada de

ingredientes activos en productos farmacéuticos.

Los estudios realizados en esta tesis proporcionaron un conjunto de pautas

metodoldgicas basadas en técnicas espectroscdpicas para realizar el control de

parametros criticos en la produccién de comprimidos farmacéuticos, demostrando la

factibilidad para ser utilizadas en controles de rutinas o de calidad en los laboratorios de

produccion.

12



Abstract

The pharmaceutical industry is an industry sector that needs to be constantly evolving
in terms of analysis technologies. This allows it to grow successfully, optimize the
productivity of analyzes, and meet the specifications that regulatory bodies demand for
the required quality of products. In this context, the pharmaceutical industry demands
analytical techniques that meet the aforementioned characteristics, including quick,
simple methodologies and that guarantee reliable results.

Spectroscopic techniques, especially near infrared spectroscopy and Raman
spectroscopy, have a number of advantages in relation to conventional instrumental
techniqgues used by the industrial sector, such as chromatography. Among these
advantages, the speed of analyzes stands out, since the sample treatment is not
necessary, the absence of reagent consumption, the minimal training of laboratory
personnel and the low maintenance cost. The development of new analytical methods
based on spectroscopic techniques to be used in process control and quality testing of
final products is the main objective of this research work.

Under this premise, a critical study of different qualitative and quantitative methods
applicable in the monitoring of the pharmaceutical mixing process and the detection of
its end point by means of near infrared spectroscopy (NIRS) and Vis-NIR spectroscopy
were carried out. The study revealed important information regarding technological

progress for these tasks, helping to define the most appropriate method to determine
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the end point in the mixing processes studied, since not all methods obtained the same
sensitivity or the same ease of implementation, a characteristic relevant for online
analysis.

Regarding the quantitative methodologies for the analysis of finished pharmaceutical
tablets, the results showed that the models developed for NIR and Raman spectroscopy
possess an adequate predicative capacity with the requirements demanded by
regulatory bodies. Therefore, the developed methodologies have been applied to
determine the uniformity of the dosage units in two commercial batches. Furthermore,
the application of Raman spectroscopy allowed the detection of an inappropriate
distribution of active ingredients in pharmaceutical products.

The studies carried out in this thesis provided a set of methodological guidelines based
on spectroscopic techniques to carry out the control of critical parameters in the
production of pharmaceutical tablets, demonstrating the feasibility of being used in

routine or quality controls in production laboratories.
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Capitulo |

INTRODUCCION
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1.1 LA INDUSTRIA FARMACEUTICA Y SUS CONTROLES DE CALIDAD

La industria farmacéutica es unos de los sectores mas regulados en el campo industrial
debido a la importancia de sus productos sobre la salud de los consumidores. Un
medicamento o producto farmacéutico tiene como funcion principal diagnosticar,
prevenir o curar algun tipo de patologia, de manera tal que quien lo consuma, después
de un determinado tratamiento, vuelva a un estado fisiolégico. Para que el producto
logre su propdsito farmacoldgico, la industria farmacéutica, antes de liberarlo al
mercado, debe realizar un conjunto de ensayos fisicos y quimicos sobre las materias
primas, los productos intermedios y principalmente sobre el producto acabado, y asi
garantizar la efectividad y la seguridad del medicamento. Para ello, organismos
nacionales como el Instituto de Salud Publica (ISP) o internacionales como la Food and
Drugs Administration (FDA) aparecen como ejemplos de entidades reguladoras
encargadas de establecer los lineamientos y parametros requeridos para calificar
producto como apto o no para el consumo humano. En ese contexto, los laboratorios
farmacéuticos han adoptado algunos documentos formales, como las Farmacopeas o las
guias de calidad de la International Conference on Harmonisation (ICH) Q2 y Q8 (1,2),
como pautas para el desarrollo de metodologias analiticas necesarias para llevar a la
practica las pruebas de calidad demandada por dichas entidades.

Actualmente, podemos encontrar una amplia gama de formas farmacéuticas

agrupadas en tres grande grupos; las formas farmacéuticas sdlidas (polvos,
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granulados, comprimidos, capsulas), formas farmacéuticas semisdlidas (cremas,
geles, supositorios) y formas farmacéuticas liquidas (jarabes, colirios, aerosoles).
De estas presentaciones, los comprimidos o tabletas son las que ocupan un mayor
porcentaje en las prescripciones médicas (3), y por consiguiente, son los productos de
mayor demanda productiva y econdmica para la industria, lo que genera un interés
adicional para la innovaciéon en el campo de la tecnologia farmacéutica. Siendo
puntuales, un comprimido farmacéutico debe ser sometido a los siguientes analisis;
ensayo de identidad de los componentes, ensayo de disolucidn, ensayo de friabilidad,
analisis del contenido de impurezas, ensayo de uniformidad de dosis y el mas importante,
el andlisis de uniformidad de mezclado. La mayor parte de estos ensayos requieren un
analisis cuantitativo del principio activo (API, Active Pharmaceutical Ingredients), en
donde es necesario la utilizacion de metodologias analiticas validadas para llevarlos a
cabo. Estas metodologias suelen ser en base a técnicas instrumentales como HPLC, GC o
UV-Vis, y conlleva la retirada de parte del material de produccion para el consiguiente
analisis en el laboratorio, que puede situarse lejos del proceso (off-line) o en la misma
planta de produccion (at-line). Asimismo, todas estas técnicas requieren preparacion de
la muestra que, junto con el tiempo de andlisis, supone entre media hora (UV) y varias
horas en algunos ensayo de disolucién (4), ademas de un elevado consumo de
disolventes. Por otra parte, el gran nimero de muestras a analizar para maximizar la

representatividad de los andlisis, asi como el gran numero de parametros a determinar
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en cada muestra para asegurar la calidad del producto final en todos los sentidos,
implican una gran inversién en tiempo y dinero. En respuesta a este problema, la FDA en
2004 planteé una nueva filosofia de trabajo denominada Tecnologia Analitica de
Procesos (PAT, Process Analytical Technology), en la que se propone cambiar el enfoque
de los controles de calidad e incentivar en ultima instancia la comprension de los
procesos y la gestién de la calidad.

La iniciativa PAT nace con el objetivo de “to enhance understanding and control the
manufacturing process, which is consistent with our current drug quality system: quality
cannot be tested into products; it should be built-in or should be by design” (5).

Para entender la filosofia PAT en el proceso de produccién farmacéutica debemos
conocer a grandes rasgos en que consiste este proceso. La fabricacion de un comprimido
comprende un conjunto de etapas en donde tanto los excipientes como los APIs son
sometidos a una serie de procesos fisicos secuenciales (6), segun se muestra en la Figura
1-1.

Figura 1-1: Principales etapas de la fabricacién de un comprimido farmacéutico.
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Como se muestra en la figura 1-1 la fabricacion de un comprimido se puede dividir
basicamente en cuatro etapas. La etapa de mezclado es sin duda la mas crucial y
generalmente es la que mds tiempo demanda, ya que las mezclas de materias primas,
principalmente en estado pulverulento, deben estar completamente homogéneas para
garantizar la correcta dosificacidon de cada comprimido en el lote de produccién (7). Para
asegurar esta homogeneidad es necesario medir la concentracién del APl en
determinados intervalos de tiempo y en distintas zonas del mezclador. El momento en
gue la concentracién del APl se mantiene constante con una determinada desviacion
estandar, se considera una mezcla homogénea y el proceso se da por terminado.

Con el fin de aumentar el tamafio de particulas y mejorar la compactacion, luego del
mezclar las materias primas estas son sometidas a una granulacién. La granulacién es el
proceso por el cual las particulas primarias se adhieren entre si para formar particulas de
mayor tamafio llamadas granulos. Estos granulos pueden ser de distintos tamafios
dependiendo el tipo de comprimido que se desee (8).

Luego de la granulacién viene la etapa de compresion para formar el nucleo del
comprimido. Esta etapa se lleva a cabo con unas maquinas especiales denominadas
punzones, los cuales mediante fuerza forman una muestra porosa de tamafio definido.
La presion con la que se compactan los comprimidos debe ser adecuada para que el
medicamento no se quiebre en la manipulacién, pero a la vez no tan elevada de tal forma

gue pueda disolverse al ser administrado (9).
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Finalmente viene la etapa de recubrimiento del nucleo, esta etapa no se realiza a todos
los comprimidos ya que el objetivo principal del recubrimiento es darles estabilidad a los
componentes del medicamento, por lo que existen APls y excipientes que no la
necesitan. Sin embargo, muchos laboratorios realizan este procedimiento para mejorar
estéticamente el producto o enmascarar un mal sabor de algun componente.

Las pruebas de calidad anteriormente mencionadas, se realizan al finalizar cada etapa
del proceso o en su defecto sobre el producto terminado. Es aqui en donde la iniciativa
PAT toma relevancia en el mejoramiento de los controles de calidad, ya que propugna
un control de la calidad continuo, en todas y cada una de las etapas de fabricacién del
producto, pasando la recepcién de las materias primas (ensayo de identidad) y de las
diferentes etapas del proceso hasta el producto acabado. En este nuevo enfoque, la
calidad del producto final se consigue identificando aquellos parametros que tienen un
mayor impacto en el proceso y utilizando los métodos adecuados para su seguimiento a
tiempo real (on-line o in-line) durante todo el proceso. En la aplicacion in-line, la interface
del analizador esta directamente en contacto con el proceso, mientras que cuando la
aplicacion se lleva a cabo de forma on-line, se necesita recirculacién de la muestra para
que esta pueda llegar al analizador. En cualquier caso, ambos métodos implican una
mejora respecto a los procesos off- y at-line, ya que no requieren la extraccién de la
muestra y los analisis se pueden llevar a cabo de forma mucho mas automatizada y en

tiempo real. Por tanto, los esfuerzos se basan en reducir la variabilidad de los procesos
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haciendo que la calidad sea consecuencia inherente al proceso productivo, libre de
errores sorpresas y productos que no cumplan los requisitos de calidad estipulados (10).
Sin embargo, la aplicacién de la nueva filosofia de trabajo requiere el desarrollo y la
utilizacion de técnicas analiticas rapidas y sencillas que permitan adquirir de forma rapida
la informacién necesaria. En este contexto, las técnicas espectroscépicas como la
espectroscopia Raman y en especial las espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIRS),
han tenido un papel fundamental en el desarrollo de iniciativa PAT debido a su caracter
no invasivo y a la posibilidad de realizar un muestreo en cualquier punto de la cadena de
produccion y la obtenciéon de informacion relacionada con numerosos atributos de
calidad, lo que permite realizar analisis multicomponente a partir de un espectro,
analizar muestras sin pretratamiento, monitorizar procesos en linea y ademas delegar
analisis rutinarios a personal no especializado (11,12)

Todo esto ha permitido el éxito de espectroscopia NIR y Raman como material de estudio
en el control de los diversos procesos que componen la cadena de produccidn
farmacéutica. En la tabla 1-1 se enumeran algunas aplicaciones de las dos técnicas a las

distintas etapas del proceso farmacéutico.
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Tabla 1-1: Aplicaciones PAT de las espectroscopias NIR y Raman para procesos farmacéuticos.

Ref. Técnica Producto Analito Proceso Test
(23) NIR/Raman  Comprimido Amlodipino at-line Uniformidad de contenido
Valsartan
(14) NIR/Raman  Comprimido . Blsoprol.ol ) at-line Uniformidad de contenido
Hidroclorotiazida

(15) NIR/Raman  Comprimido Indometacina at-line Uniformidad de contenido

(16) NIR/Raman  Comprimido Piracetam at-line Uniformidad de contenido

(17) NIR Polvo Naproxeno on-line Uniformidad de mezclado

(18) NIR/Raman  Comprimido Haloperidol at-line Uniformidad de contenido

(29) NIR Comprimido Atorvas_ta.tma at-line Uniformidad de contenido
Amlodipino

(20) Raman Comprimido Atorvastatina at-line Uniformidad de contenido

(21) NIR Polvo Atorvas_ta.tma at-line Uniformidad de mezclado
Amlodipino

(22) NIR Polvo Paracetamol in-line Uniformidad de mezclado

(23) Raman Comprimido Ambroxol at-line Uniformidad de contenido
Paracetamol

(24) NIR/Raman  Comprimido Cafeina at-line Uniformidad de contenido

Acido acetilsalicilico

(25) NIR Comprimido Fosfato de calcio at-line Tamaiio de particula

(26) NIR-CI Granulos Acido acetilsalicilico at-line Compresion

(27) NIR Granulos Teofilina in-line Contenido de humedad

(28) NIR Polvo No informado on-line Uniformidad de mezclado

1.2 ESPECTROSCOPIA NIR
1.2.1 HISTORIA

La radiacion del infrarrojo cercano (NIR), comprendida entre los 780 y 2500 nm del

espectro electromagnético, fue descubierta en 1800 por astronomo germano-britanico

sir William Herschel (15/11/1738-25/10/1822) (29), al descomponer la luz blanca

proveniente del sol haciéndola pasar por un prisma observé un aumento de temperatura

fuera de la zona espectral correspondiente al espectro visible, lo que indicaba la

existencia de una forma de luz invisible mas alld del color rojo. Afios después, se
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demostraria que la Unica diferencia entre la luz y la radiacidn infrarroja es su longitud de
onda y ambas serian incluidas en lo que hoy se conoce como espectro electromagnético
(Figura 1-2).

La primera documentacion espectral NIR se le atribuye a Abney y Festing cuando en 1881
registraron los primeros espectros NIR de liquidos orgdnicos en el intervalo espectral de
700 a 1200 nm (30).

La aparicidon de los primeros espectrofotémetros comerciales a mediados del siglo XX
contribuyd notablemente al desarrollo de las primeras aplicaciones analiticas, en donde
se destaca el trabajo de Wilbur Kaye en 1954, (31), quien presentd su trabajo en el cual
se registraron espectros de diferentes liquidos organicos entre 700 y 3500 nm, asignando
los grupos funcionales de la molécula a las diferentes bandas.

Luego en 1960 los trabajos de Norris y Butler en matrices complejas de origen vegetal,
(32) provocaron un aumento en el interés de la técnica que llevaron a la posterior
expansion de aplicaciones en el sector industrial.

Alinterés generado por la industria se sumaron los avances en el campo de la electrénica
y la éptica de la década de los 70s, lo que provocd la aparicién de nuevos instrumentos
que permitirian el registro de espectros completos, con una mayor rapidez y
reproducibilidad (33,34). Otro avance clave en el desarrollo de la técnica fue en el campo
de la informatica; la posibilidad de usar ordenadores con mas y mejor capacidad de

calculo permitié obtener y almacenar una gran cantidad de informacién espectral, que a
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la vez podia ser tratada con las técnicas quimiométricas que permitieron la extraccién de
informacién analitica relevante y la extensién del uso de la espectroscopia NIR a
problemas mds complejos.

En resumen, la evolucién informatica ocurrida en el Ultimo cuarto del siglo XX potencid
de manera exponencial el desarrollo de la espectroscopia NIR, y sus aplicaciones en el
control de calidad industria, planteando una nueva forma de realizar quimica analitica de
manera no invasiva, en terreno y sin requerimientos de personal especializado.

Figura 1-2: Espectro electromagnético, con los fendmenos asociados a cada regidon. Destacada en

gris, la zona del infrarrojo (35).
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1.2.2 FUNDAMENTOS
La regidn espectral del infrarrojo (IR) es la zona comprendida entre los 780 nm a los 10°

nm o 12800-10 cm_l, es decir, entre el visible y las microondas en el espectro
electromagnético (ver figura 1-2). Segun el fendmeno espectroscépico que provoca
la absorcién de energia por parte de la materia, podemos dividir esta regién en tres zonas;
Infrarrojo lejano (FIR), comprendida entre 4x10* y 10° nm, la absorcidn esta relacionada
con fendmenos de rotacién molecular; infrarrojo medio (MIR), comprendido entre 2500
y 4x10* nm la absorcidn esta relacionada con vibraciones moleculares fundamentales
(Av= %1); infrarrojo cercano (NIR), comprendido entre 780 y 2500 nm la absorcion esta
relacionada con sobretonos y bandas de combinacién de las vibraciones moleculares
fundamentales del MIR. De esto se deduce que bandas que aparecen en esta zona
corresponden principalmente a cambios en los estados vibracionales vy
rotacionales de la molécula, a diferencia de otras zonas espectrales como el
ultravioleta-visible (UV-Vis) o los rayos X, en donde la radiaciéon electromagnética
es lo suficientemente energética provocando transiciones electrénica es su
estructura. (36). Esto se observa en la figura 1-3 en donde se ilustran las distintas
transiciones que pueden producirse por absorcién de radiacién IR, visible y UV.
Una molécula para absorber radiacion infrarroja debe experimentar un cambio neto en

el momento dipolar como consecuencia de su movimiento de vibracién o rotacién. Al
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ocurrir este cambio, el campo eléctrico asociado a la radiacion puede interaccionar con
el campo eléctrico originado por la fluctuacién del momento dipolar de la molécula. La
transferencia y posterior absorcién de energia ocurre sélo si la frecuencia de radiaciéon
iguala a la frecuencia de vibracién natural de la molécula. Por el contrario, en las especies
homonucleares (Hz, Oz, N3,...), el momento dipolar no se altera durante la vibracién o

rotacidn y, en consecuencia, este tipo de compuestos no absorben en el infrarrojo.

Figura 1-3. Diagrama de los niveles de energia de un 4tomo o molécula. IR (en rojo)
s6lo se muestran las transiciones puramente vibracionales, entre las que se
distinguen (de izquierda a derecha): banda fundamental, 12, 22 y 3er sobretono. Las

bandas rotacionales no se muestran en la figura
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Se considera que la vibracidn de enlaces moleculares diatdmicos sigue el modelo del
oscilador armodnico (ley de Hooke), donde las caracteristicas de la vibracién se
aproximan a las que seguirian dos masas unidas por un resorte. Cuando se produce
una vibracidn, la energia potencial cambia continuamente acercandose a cero cuando los
atomos se acercan a la posicion de equilibrio y haciéndose maxima cuando la distancia
entre los dtomos es minima o maxima tal como se muestra en la figura 1-4a. En este
modelo, los distintos niveles energéticos son equidistantes y la transicién sdlo se
permite entre niveles de energia vecinos (Av=t1). Sin embargo, este modelo de
oscilador armadnico resulta incompleto para describir moléculas reales, ya que cuando
dos dtomos se acercan existe una repulsidon couldmbica entre sus nucleos y en sentido
contrario del movimiento, lo que implica un aumento mas rapido de la energia potencial.
Por otra parte, cuando los atomos se alejan, la distancia interatdmica se acerca a la
distancia de rotura del enlace, con la consiguiente disminucidon de energia potencial
(37,38). Para acercar el modelo a la realidad se incorpora el modelo de anarmonicidad.
Como se observa en la Figura 14b, las curvas armdnica y anarmdnica son muy
similares a energias potenciales bajas, por lo que el comportamiento de los
enlaces es armonico alrededor de la posicién de equilibrio (banda fundamental),
pero pierde la simetria al alejarse de esta (36). En el modelo anarménico las
transiciones energéticas permitidas no se observan solamente para la banda

fundamental An = £1) sino que también se observan transiciones An = +2, +3,..., cuyas
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bandas se denominan sobretonos y aparecen a longitudes de onda entre los 780 y los
2000 nm segun su orden y la naturaleza del enlace en cuestion (38). Al tratarse de
transiciones menos frecuentes que las vibraciones fundamentales del MIR, su
intensidad es menor: entre 10-100 veces menor para el primer sobretono,
dependiendo del enlace en cuestion (39) y su probabilidad decrece a medida que
aumenta el numero cuantico vibracional (v) (40).

Figura 1-4. Diagrama de energia de los modelos vibracionales de las moléculas: (a) modelo del

oscilador armdnico y (b) modelo del oscilador anarmonico.
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En el caso de las moléculas polinucleares pueden producirse bandasde combinacién
debido a cambios simultaneos en la energia de dos o mds modos de vibracién,
estos adoptanvalores equivalentesa combinaciones lineales de las frecuencias de
las bandas fundamentales que interaccionan, su intensidad también es baja y

suelen aparecer entre los 1900y los 2500 nm.
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1.2.3 INSTRUMENTACION
Como se menciond en el apartado anterior, la aparicion de los primeros instrumentos
comerciales no sucedié hasta aproximadamente 150 aios después del descubrimiento de la
radiaciéon a mediados del siglo XX, esto debido a que las bandas de absorcion exigen
instrumentacidn con bajo nivel de ruido, gran sensibilidad y estabilidad, especialmente para
aplicaciones cuantitativas. El esquema bdsico de un espectrofotometro NIR es
esencialmente igual que los equipos empleados en otras regiones del espectro
electromagnético y consta de: fuente de radiacién, selector de longitudes de onda, el
compartimento de la muestra y el detector.

1.2.3.1 FUENTE DE RADIACION

La fuente de radiacién es un dispositivo capaz de generar el haz de luz necesario para

irradiar la muestra, la lampara de fibra de tungsteno con ventana de cuarzo en la

actualidad es la fuente de radiacién mas utilizada por a su bajo coste, gran robustez, larga

duracion (unos 12 meses de trabajo continuo) y su emision es de los 320 a 2500 nm,

lo que abarca en su totalidad la regién. Otra fuente de radiacion son los Light Emitting

Diodes (LED) atractivos por su pequefio tamafo y su alta eficiencia, pero emiten sélo

hasta 1600 nm, lo que supone la pérdida de la mitad del espectro NIR por lo que su uso

se limita a moléculas que absorban en ese intervalo espectral determinado (38,40).
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1.2.3.2 SELECTOR DE LONGITUD DE ONDA

Un buen sistema de seleccion de onda es fundamental para un correcto funcionamiento
del espectrometro. Para obtener un buen registro espectral, un sistema de seleccién de
longitudes de onda debe ser capaz de proporcionar un ancho de banda preciso y exacto
para la longitud de onda analitica, y proporcionar senales altas a fin de conseguir una
relacién sefal/ruido satisfactoria, caracteristica fundamental por la baja absorcién de las
moléculas.

De acuerdo al dispositivo utilizado para la seleccion de longitudes de onda, los selectores
se pueden clasificar en dispersivos o no dispersivos. En los equipos dispersivos la
seleccion de onda se realiza mediante un conjunto de monocromadores constituidos por
colimadores junto a un elemento dispersante, que es la parte fundamental del sistema
gue permite la descomposicion de radiacidn incidente siendo las mas habituales las redes
de difraccion.

Los equipos no dispersivos son los mas ampliamente utilizados y componen un grupo
heterogéneo en él se encuentra el Acousto-Optic Tunable Filters (AOTF), que selecciona
longitudes onda variando el indice de refraccién de un cristal bifringente a través de
radiofrecuencias y los instrumentos de Transformada de Fourier (FT-NIR), los cuales
dividen la luz en dos haces cuyas longitudes de trayectoria se pueden variar

periddicamente para dar modelos de interferencia mediante un espejo movil
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obteniéndose un registro denominado interferograma, el cual mediante la transformada
de Fourier se convierte en el espectro en dominio de frecuencias.

Los uUnicos equipos que prescinden de selector de longitud de onda son los equipos
basados en LEDs como fuente de radiacion (41). Dado que los LEDs trabajan en rangos
estrechos de longitudes de onda, estos instrumentos no requieren selector de longitudes
de onda. Esto implica que no incorporan partes mdviles en su mecanismo, por lo que son

equipos directos y robustos, muy adecuados para uso en equipos portatiles (38).

1.2.3.3 COMPARTIMENTO DE MUESTRA

La ausencia de pretratamiento de la muestra para el registro del espectro, permite
disponer de gran cantidad de accesorios adaptables a cada situacién, por lo que el
compartimento de muestra que se utilice va a depender de la aplicacion para la cual se
utilice. La espectroscopia NIR ofrece una gran versatilidad para el analisis de muestras
solidas, liquidas y gaseosas. Ademas las sondas de fibra optica permiten llevar el
instrumento a la muestra en vez llevar la muestra al instrumento haciendo la
espectroscopia NIR una excelente herramienta para los andlisis on-line e in-line, es decir,
no invasivo.

Existen tres modos de registro espectrales NIR, transmitancia, reflectancia y
transflectancia. La figura 1-5 muestra los esquemas de los 3 tipos de configuraciones de

registro de espectros. En el modo reflectancia, la radiacion puede ser especular o difusa.
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La reflectancia especular descrita por las leyes de Fresnel no aporta informacion sobre la
composicion de la muestra, por lo que solo contribuye al ruido. La reflectancia difusa
tiene lugar en todas las direcciones como consecuencia de los procesos de absorciéon y
dispersion. El modo de registro mas habitual para muestras sélidas opacas es el de
reflectancia difusa. En el modo de registro de transmitancia La absorcién de la radiacién
sigue la ley de Lambert-Beer. La transmitancia de la solucidn es la fraccién de radiacién
incidente transmitida por la solucidn, en este caso, la fuente de radiacidn y el detector se
colocan en lados opuestos de la muestra. Asi, se utiliza para el analisis de liquidos (42),
gases (43) y para el andlisis cuantitativo (44). Por ultimo, en el modo transflectancia el
haz de radiacion incidente entra en contacto con la muestra y la atraviesa, se refleja en
el reflector y retorna de nuevo atravesando la muestra, finalmente la radiacién es
captada por el detector, por lo el reflector se posiciona a un lado de la muestra y la fuente

la radiacién y el detector al otro lado.
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Figura 1-5: Esquema de las tres geometrias de iluminacion en espectrometros NIR;

reflectancia, transflectancia y transmitancia.
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1.2.3.4 DETECTOR

Los detectores mas habituales utilizados en Espectroscopia NIR estan construidos con

semiconductores como InGaAs, PbS, InAs, InSb, Si, estos son componentes electrénicos

de conductancia asimétrica que cuentan con baja resistencia a la corriente en una

direccion y alta resistencia en otra. Consisten en una pieza cristalina del metal donde un

extremo esta cargado negativamente y el otro positivamente (habitualmente a través del

dopaje del cristal con metales con diferente nimero de electrones de valencia). El

detector mas ampliamente utilizado es el de PbS, que posee sensibilidad adecuada entre

900 y 2600 nm. Para medidas por transmision en sélidos se utilizan detectores de

Arseniuro de Indio y Galio (InGaAs), operativo de 600 a 1900 nm (41).
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1.2.4 APLICACIONES

Desde sus primeras aplicaciones en quimica analitica, la espectroscopia NIR ha
despertado un gran interés en el sector industrial. El amplio abanico de muestras que
pueden ser analizadas por NIR junto con los avances tecnolégicos, ha hecho que el
numero de aplicaciones NIR en los diferentes campos haya crecido considerablemente
en los ultimos afos.

Las primeras aplicaciones de la espectroscopia NIR fueron en el campo agroalimentario
(45,46) y se dirigieron hacia la determinacion de la humedad, el contenido en fibras,
grasas y proteinas en cereales. La leche y sus productos derivados también han sido
objeto de analisis mediante espectroscopia NIR determinandose la proteina, la humedad,
la grasa, la lactosa, el lactato y las cenizas (41).

En las refinerias petroleras es cada vez mas importante reducir los costes del proceso.
Larrechi et al. discuten algunas consideraciones a tener en cuenta en la aplicacion de la
espectroscopia NIR en la determinacidon de propiedades de interés en la industria
petroquimica (47-49).

Un sector de gran auge en los ultimos afos es el del medio ambiente. El desarrollo de
instrumentos portatiles permite llevar a cabo medidas in-situ. Stallard et al. desarrollaron
una metodologia mediante espectroscopia NIR para la determinacién del grado de

contaminacién del suelo por aceites de motor (50).
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La industria textil también se ha beneficiado de las ventajas de la espectroscopia NIR.,
presentando una variedad de aplicaciones como son: la identificacién de textiles, la
determinacién de humedad y el control del proceso (51).

Finalmente sefalar el incremento de aplicaciones que ha tenido en la industria
farmacéutica tanto para andlisis cualitativo como cuantitativo, siendo este ultimo el que
mas protagonismo ha tenido en cuando a publicaciones se trata (tabla 1-1). Se han
desarrollado métodos para la determinacidon cuantitativa de diversos pardmetros de
importancia en la industria farmacéutica, como son la concentracién de principio activo
y excipientes en las distintas etapas del produccion (52) (materias primas, granulados,
nucleos o comprimidos), el tamano de particula (53), densidad aparente (54). La
bibliografia (55, 56) ofrece varias revisiones exhaustivas acerca de las aplicaciones de la
tecnologia NIR en el ambito farmacéutico.

1.3 ESPECTROSCOPIA RAMAN

1.3.1 HISTORIA

La primera vez que se predijo el fendmeno Raman fue en 1923 por Smekal (57), sin
embargo, no fue hasta el afio 1928 en donde fue descrito por primera vez a manos del
fisico indio Sir C. V. Raman lo que le valié el premio Nobel de 1930 (58). El fendmeno se
descubrié mientras estudiaba la dispersion de la luz en el agua y en alcoholes purificados,
fue ahi cuando uno de sus alumnos observé un cambio de color en un rayo de luz solar

gue no pudo ser eliminado por su equipo, por tanto sospecharon que el fendmeno era
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una propiedad caracteristica de la sustancia. Tras realizar diversos estudios durante
los cinco afios siguientes, Raman y su discipulo Krishnan, publicaron el famoso articulo en
la revista Nature en 1928, en el que describieron este nuevo tipo de radiacidn secundaria.
El efecto Raman se basa en la dispersién inelastica de la radiacién electromagnética como
resultado de un intercambio energético entre radiacién y vibracion molecular.

1.3.2 FUNDAMENTOS

En Espectroscopia Raman, las muestras son iluminadas con una fuente de radiacion
monocromatica, la cual puede pertenecer a la regién del visible o del infrarrojo cercano.
La energia de esta fuente de radiacion es mucho mayor a la necesaria para llevar las
moléculas a un estado vibracional excitado, por lo que la mayor parte de la radiacién es
remitida a la misma longitud de onda, dispersion Rayleigh. Solamente una fraccién del
orden de 108 es dispersada ineldsticamente por las moléculas de la muestra, indicando
un cambio energético ocurrido entre la luz incidente y la muestra. Esta dispersion
inelastica se denominé efecto Raman. La figura 1-6 muestra los fendmenos asociados a
la interaccion de radiacidn con la materia, las lineas discontinuas muestran estados
virtuales para poder distinguirlos de estados excitados reales. Dado el cardcter
inherentemente débil del efecto Raman, las diferentes transiciones pueden interferir
significativamente. Ademas, el haz laser puede dar lugar a episodios de fotodegradacion,
calentamiento y ablacién de la muestra. El haz incidente puede ser absorbido cuando su

longitud de onda corresponda a una banda de absorcién en el espectro de la molécula
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provocando la transicién a un estado electréonico excitado. Ademds también puede
ocurrir la absorcion de la radiacion previamente dispersada y fendmenos de
fluorescencias pueden provocar cambios sustanciales en las sefiales Raman. La radiacion
dispersada puede ser de menor frecuencia (radiacion Stokes) o de mayor frecuencia
(radiacién anti-Stokes). A temperatura ambiente hay un mayor porcentaje de moléculas
en el estado vibracional fundamental, por lo tanto la radiacién Stokes serda mas intensa
gue el anti-Stokes. Sin embargo, a temperaturas altas aumenta el porcentaje de
moléculas excitadas provocando un fendmeno de radiacion anti-Stokes. La mayoria de
los equipos comerciales detectan Unicamente la radiaciéon Stokes.

La dispersion ocurre en todas la direcciones, pero sélo una fraccién es detectada. Asi, en
el esquema clasico de retrodispersion, el detector sélo recoge la radiacién Raman
dispersada en la misma direccidon del haz incidente. Luego, el espectro Raman se dispone
como la diferencia en frecuencia (usualmente en unidades de nimero de onda) entre el

haz incidente y el radiacion dispersada frente a la intensidad.
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Figura 1-6: Diagrama de los fenédmenos de Absorcién IR y NIR, efecto Raman y fluorescencia.
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Para que una molécula sea activa en Raman debe producir un cambio en su
polarizabilidad durante un modo normal. Se entiende por polarizabilidad vibracional la
capacidad de la nube electrénica de una molécula para distorsionarse en presencia un
campo electromagnético. Asi, la superposicion de vibraciones elementales de enlaces da
lugar a las vibraciones moleculares, llamadas modos normales

1.3.3 INSTRUMENTACION

Los equipos Raman comerciales consisten en cuatro componentes basicos; una fuente de
excitacidon, normalmente un laser de onda continua; un sistema de iluminacién y
colecciéon espectral de la muestra; un selector de longitud de onda y un sistemas de

deteccion y procesador de informacion.
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1.3.3.1 FUENTES DE EXCITACION

En la actualidad los laseres son fuentes de excitacion ideales para Raman debido a que
pueden producir un haz altamente monocromatico y de gran potencia (1-2 W para los de
onda continua y de 10 a 100 W para pulsados), ademas el diametro del haz laser pueden
reducirse de los habituales 1-2 mm hasta el rango de los micrometros usando simples
sistemas de lentes.

Como se menciond, para la seleccién de la longitud de onda del laser es fundamental
conocer las propiedades fisicoquimicas de la muestra a analizar para evitar procesos de
degradacion o fendmenos de fluorescencia. En la actualidad existe una gran variedad de
laseres de onda continua o con pulsadas que permiten excitar a la muestra a distintas
longitudes de onda, dependiendo de la molécula a analizar y asi reducir los fendmenos

de interferencia.

1.3.3.2 ILUMINACION DE LA MUESTRA

Desde un punto de vista practico, un pardametro determinante en el uso de la
espectroscopia Raman es la longitud de onda de la fuente laser de excitacién. Los
primeros espectrometros utilizados fueron los dispersivos equipados con laseres de
espectro visible, que ofrecen una gran sensibilidad pero también favorecen la aparicién
de fendmenos de fluorescencia, por lo que el desarrollo de espectrdmetros de
transformada de Fourier equipados con ldser de infrarrojo cercano ha permitido la

aplicacion de esta técnica a un amplio abanico de tipos de muestras. Ademas, con el
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propdsito de mejorar la calidad de los espectros se desarrollaron la microscopia confocal
Raman vy la Espectroscopia Raman de Superficie Aumentada (SERS) (59). La primera
permite el analisis en profundidad de sélidos sin necesidad de realizar cortes
transversales y alcanza resoluciones espectrales del orden del micrémetro. En esta
técnica, el haz laser es enfocado hacia un punto de difraccién limitada en la muestra. La
radiacién Raman dispersada se reenfoca a una pequefia apertura confocal que actua
como filtro espacial, recogiendo la radiacion Raman proveniente Unicamente del punto
muestreado. Por otro lado, en SERS la dispersién Raman proviene de un compuesto
adsorbido en un metal estructurado, obteniéndose un aumento en la sefal de tres a seis
ordenes de magnitud.

La geometria de iluminacién vy coleccion de radiacion Raman es determinante a la hora
obtener informacion valida de la muestra. En los ultimos afios se ha dotado de gran
versatilidad a |la espectroscopia Raman en las que destacan la espectroscopia Raman por
retrodispersion: la espectroscopia Raman espacialmente desplazada o SORS por sus siglas
en ingles (Spatially Offset Raman Spectroscopy) y la espectroscopia Raman por

transimision. En la figura 1-7 se esquematizan las tres geometrias consideradas.
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Figura 1-7: Geometrias de iluminacidn en espectroscopia Raman, donde; R es la sefial Raman, L

es el haz lasery As el desplazamiento espacial.
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La retrodispersién es la geometria clasica, donde la fuente de radiacion y el colector de
la sefial se encuentran en el mismo sentido respecto a la muestra. Un inconveniente de
esta geometria instrumental es la baja penetracién de la radiacién laser en la muestra,
lo que provoca que la mayoria de la senal Raman provenga de las primeras capas de la
muestra disminuyendo la representatividad del muestreo.

Por su parte, la geometria SORS y se basa (60) en que la mayoria de los materiales
interaccionan con la radiacion en forma de reflectancia difusa, asi el registro de los
espectros Raman se realiza en regiones espacialmente desplazadas del punto de
incidencia del ldser. Esto provoca que la intensidad del haz incidente se vaya
distribuyendo aleatoriamente hacia los lados del punto de incidencia a lo largo de todo
el espesor de muestra. Por consecuencia el registro contiene una mayor proporcién de la
sefial generada a profundidades mayores y es posible conocer la composicion de

diferentes capas de la muestra de manera directa.
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1.3.3.3 SELECTORES DE LONGITUD DE ONDA

Debido a que la sefial Raman es varios 6rdenes de magnitud menor que la dispersidn
Rayleigh, es necesaria una separacion eficiente de ambas radiaciones. Un filtro
ampliamente utilizado es el filtro de interferencia, donde dos superficies épticamente
planas generan una interferencia constructiva y transmiten longitudes de onda del doble
del grosor del filtro, sin embargo, su uso queda restringido a espectrémetros Raman con
iluminacion laser en el espectro visible, ya que su sensibilidad es baja. Por otro lado, la
aparicion de espectrémetros equipados con interferémetros, cuya sensibilidad es varios
ordenes de magnitud mayor que los dispersivos, ha permitido la utilizacion de
iluminacion laser en el infrarrojo cercano, que, a pesar de que la sefial Raman sea menos
intensa, es menos susceptible a fendmenos de fluorescencia que interfieran las sefial

Raman.

1.3.3.4 DETECTORES

Como se ha venido mencionando a lo largo de este apartado, la sefial Raman es
inherentemente débil y el detector ha sido el componente instrumental que ha retrasado
la apariciéon de instrumentos comerciales respecto a otras técnicas espectrométricas.
Uno de los primeros detectores utilizados fueron los detectores de Canal Unico, llamados
asi porque contienen un Unico punto sensible a la luz, el registro se realiza de manera

secuencial, en donde al ajuste de la rendija le sigue la coleccién del dato a cada paso del
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monocromador.

Existen también los detectores multicanal los cuales cuentan con miltiples elementos de
resolucion (dreas separadas sensibles a la luz) ordenados en forma matricial. Asi, el
espectrometro dispersara diversas longitudes de onda permitiendo su deteccidn
simultanea.

Otro tipo de detector son los Fotodiodos en linea (PDA), estos consisten en fotodiodos
montados en un soporte de silicio. La radiacidn incidente crea un par agujero-electrén
gue descargar un capacitador en cada fotodiodo. La cantidad total de corriente necesaria
para recargar el capacitador a su valor nominal determina la cantidad de radiacién que
ha impactado en el fotodiodo.

También estan los detectores de Ge que se utilizan cuando se irradia la muestra con
laseres en la regidn espectral NIR y los detectores de indio, galio y arsénico (InGaAs) que
se desarrollaron como mejora respecto a los detectores de Ge. La regidon espectral

sensible se extiende de los 800 a los 1700 nm.

1.3.4 APLICACIONES

Antes de mediados de los afios 1980, las aplicaciones de la espectroscopia Raman estaba
limitada por moléculas resistentes a la degradacion producida por la excitacion de la

fuente, sin embargo la evolucién tecnolégica instrumental hizo posible una ampliacién

de las aplicaciones especialmente para materiales farmacéuticos. Varios aspectos de la
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espectroscopia Raman la hacen muy atractiva para el andlisis en estado sélido en Ila
industria farmacéutica. Habitualmente los API contienen anillos aromaticos y estructura$S
conjugadas que proporcionan intensas sefiales Raman, a diferencia de los excipientes,
gue suelen consistir en cadenas alifaticas, por lo que esta técnica puede potencialmente
ser superior al NIR para el analisis de APIs a concentraciones bajas. La intensidad de la
sefal Raman del agua es baja, lo que a diferencia de la espectroscopia NIR, permite el
analisis en medios acuosos como el test de disolucion. Asi, entre sus aplicaciones se
encuentran la identificacién de materias primas (previa construccion de bibliotecas
espectrales) (61), cuantificacion de principios activos (62), cribado de polimorfos (63),
soporte durante el escalado de procesos quimicos (64), y también el analisis de
componentes minoritarios en muestras heterogéneas y de su distribucién. La revisién
exhaustiva de las aplicaciones Raman en el campo farmacéutico se puede encontrar en

la bibliografia (65-67).

1.4 QUIMIOMETRIA

1.4.1 ORIGENES DE LA QUIMIOMETRIA

La quimiometria nace como una herramienta analitica para la interpretacién de datos
complejos en donde la informacién de interés es dificil de observar a simple vista.
Recordemos que las técnicas espectrométricas generan una gran cantidad de

informacién relacionada con las muestras analizadas y en muchos casos no directamente
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relacionados con los parametros fisicoquimicos de interés, por lo que la quimiometria ha
cumplido un papel fundamental en el éxito del NIR como técnica analitica transformando
los datos en informacion valiosa.

Si bien las raices de la quimiometria se remontan al afio 1969 cuando Kowalski, Jurs y
Isenhour publicaron una serie de articulos en donde hablaban de la aplicacién de
maquinas de aprendizaje lineal para clasificar espectros de masa de baja resolucion (68-
74), no fue hasta el aflo 1971 cuando Svante Wold acufia por primera vez el nombre de
guimiometria en uno de sus trabajos (75), al mismo tiempo que Kowalski usaba el nombre
de “Laboratory of Chemometrics” para su grupo de investigacion. Tres afos después se
formaba la International Chemometrics Society (ICS), que describe Ia
quimiometria como “la disciplina que relaciona las medidas realizadas en
sistemas o procesos quimicos con el estado del sistema mediante la aplicacion de
métodos matematicos o estadisticos”. Con el pasar de los afios esta definicion ha
ido cambiando, y actualmente la mas popular es la propuesta por Massart et al.
(76) en la que la define como “la disciplina quimica que utiliza métodos
matematicos, estadisticos y otros métodos basados en la légica formal para: (a)
diseflar o seleccionar procedimientos de medida y experimentos éptimos; vy (b)
proporcionar el maximo de informacidn quimica relevante mediante el andlisis de

datos quimicos”.
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La quimiometria puede ser utilizada para diversos objetivos de caracter analitico como lo
son el tratamiento de las sefiales registradas, métodos de reconocimiento de pautas y
métodos de calibracidn para fines cuantitativos univariantes y de variables multiples. Son
muchas las técnicas quimiométricas que se pueden utilizar para llevar a cabo estos
objetivos. En este capitulo se describen algunas de ellas, haciendo especial énfasis en
aquellas que han sido utilizadas en esta memoria y en las que, aunque no se hayan
utilizado, su explicacidn ayudara a una mejor comprensién de las que si lo han sido.
1.4.2 MODELOS CUALITATIVOS
Para llevar a cabo un andlisis cualitativo como la o la caracterizacidon de una
muestra, se han desarrollado un conjunto de métodos quimiométricos
denominados métodos de reconocimiento de pautas (PRM, Pattern Recognition
Methods) (35). Estos métodos funcionan estableciendo un criterio matematico
que permite expresar cuantitativamente la similitud entre una muestra y una
referencia o entre una muestra y una clase (52). Los PRM pueden clasificarse en
“supervisados” y “no supervisados” dependiendo de si se tiene conocimiento
previo o no de las muestras. Los métodos no supervisados suelen utilizarse como
un primer andlisis exploratorio de muestras cuya clasificacién o agrupacion es
levemente conocida. Por el contrario, los métodos supervisados permiten la
construccion de ciertas reglas de clasificacion en base a las caracteristicas

observadas en el grupo de calibracién y aplicarlas posteriormente a muestras
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desconocidas. Una de las grandes aplicaciones de los PRM supervisados es la
creaciéon de bibliotecas espectrales para identificacion y cualificacion de

muestras desconocidas a través de comparaciones espectrales (77).

1.5.2.1 ANALISIS EN COMPONENTES PRINCIPALES (PCA)

El analisis en componentes principales (PCA, Principal Componenet Analysis) es
una de las técnicas multivariantes mas utilizadas en quimiometria con una
amplia variedad de articulos en las que se describe (78-81). El PCA es un método
de reduccion de variables que permite condensar, sin pérdidas relevantes, un gran
volumen de informacién, como por ejemplo, las que proporcionan los datos
espectroscoépicos.

La compresion de los datos se consigue por descomposicion matematica de las
variables correlacionadas originales (absorbancia a muchas longitudes de onda, X)
en un conjunto mucho menor de variables latentes (A) no correlacionadas,
denominadas componentes principales (PC, Principal Components). La matriz de

datos espectrales X(MxN) se descompone en sus PCs mediante la Ecuacién 1-1:

X=TP'+E Ecuacion 1-1
donde, T(MxA) es la matriz de scores de los PCs, P(AxN), la matriz de loadingsy
E(MxN), la matriz de residuales del modelo. Los scores son las valores

numéricos de las nuevas variables A para cada muestra, mientras que los
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loadings describen las nuevas variables A en términos de las variables originales.
Por su parte, los residuales corresponden a la variabilidad de los datos originales
no explicada por el modelo. La figura 1-8 muestra de forma grafica la reduccién de variables

realizada por el PCA.

Figura 1-8. Representacidn grafica de la reduccidn de la dimensionalidad llevada a cabo por

un PCA desde un sistema de 3 variables a uno de 2 componentes principales.
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Los PCs son combinaciones lineales de las variables originales, ortogonales entre
ellas, que actlan como nuevos ejes de coordenadas del sistema. La ortogonalidad
de los PCs es lo que permite eliminar la correlacidn intrinseca de las variables
originales. Otra caracteristica de los PCs es que se escogen en funcién de la
direccidon que recoge mayor variabilidad del conjunto de muestras, asi el primero
recoge la maxima variabilidad del conjunto de muestras, el segundo recoge una

variabilidad inferior al primero y es ortogonal a éste y asi sucesivamente hasta
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que se explica la maxima informacidén relevante. De esta forma, el estudio de las
causas de variabilidad de un grupo de muestras es mucho mas facil e intuitivo, ya
que los primeros PCs explican los efectos sistematicos de los datos y, a partir de
cierto numero de componentes, la varianza se debe principalmente al ruido.

Un aspecto fundamental en un PCA es la eleccidn del nimero de componentes
principales que contienen la informacidn relevante del sistema en estudio. Se han
descrito diferentes procedimientos para la estimaciéon del numero de
componentes principales significativos. El mas habitual es representar la varianza
explicada (o varianza residual) en funcién del nimero de PC’s y escoger el nimero
minimo para el cual no se encuentra mejora significativa. Esta eleccion puede
hacerse por simple visualizacién del grafico o estadisticamente aplicando un test
F al cociente de las varianzas. En cualquier caso, el nimero de componentes
escogido debe tener sentido quimico y debe ser coherente con lo que se observa

en el grafico.

1.5.2.2 COEFICIENTE DE CORRELACION

El coeficiente de correlaciéon (CC) es un indice estadistico que mide el grado de
relacion entre dos variables cuantitativas. Se define como la relacion entre la
covarianza (Cov) y las desviaciones estdndar (o) de cada una de las variables

(Ecuacidonl-2) (96). En espectroscopia NIR, el CC se utiliza como medida de similitud
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espectral entre una muestra y una referencia. En este caso, su ecuacidn se puede
escribir como seindica en la Ecuacidn 1-3, donde xj e yj son los valores de absorbancia
a la longitud de onda j para el espectro de la muestra, x = (x1, ..., Xj, ... , xn), y el
espectro de referencia, y = (y1, ..., Vj, ..., yn), respectivamente. El CC puede tomar
valores entre |0-1|, indicando mayor similitud espectral cuanto mas cercano al valor

uno.

CcC = Cov(x,y)

Ox0Oy

Ecuacion 1-2

_ Y1 (xj =) (Vj-7)
JE -0 B =922

cC Ecuacion 1- 3

El CC es esencialmente un parametro cualitativo utilizado como criterio
discriminante en bibliotecas espectrales con fines identificativos (97,98). En este
caso, se construyen clases con los espectros seleccionados. Para determinar si una
muestra problema pertenece a una clase concreta, se calcula el CC entre el
espectro de la muestra y el centro de calibracién de la clase y se compara el

resultado obtenido con el limite de discriminacidn establecido previamente.

1.5.2.3 ANALISIS DE AGRUPAMIENTOS
Los andlisis de agrupamientos son técnicas de andlisis de datos no supervisados cuya finalidad

es descubrir los agrupamientos naturales existentes en un conjunto de datos experimentales
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en funcién de la disimilaridad de sus componentes (99). La disimilaridad es una cantidad, d(i,j)
gue mide lo distintas que son las filas de una matriz Z asociando cada par de objetos
contenido en la matriz, dando como resultado una matriz cuadrada y simétrica.

Las medidas de disimilaridad se realizan mediante el cdlculo de distancias entre los objetos o
variables. Existen diferentes expresiones matematicas para calcular estas distancias, las
cuales se explicaran a continuacién:

e Distancia Euclidiana: es la mas difundida de las distancias y esta definida mediante la siguiente

ecuacion:

d(Zi:Zj)\/(Zu —zj1)* + - (Zin — 2Zjn)? Ecuacion 1-4

e Distancia de Manhattan: La distancia de Manhattan entre 2 vectores p y g en un

espacio vectorial real n-dimensional con un sistema de coordenadas cartesianas fijo,
es la suma de las longitudes de las proyecciones del segmento de linea entre los

puntos sobre el sistema de ejes. Mas formalmente,

di(p,q) =p—qli = 2% Ipi — qil Ecuacién 1-5

e Distancia de Mahalanobis: la distancia de Mahalanobis entre 2 variables aleatorias

con la misma distribucién de probabilidad se define mediante la siguiente ecuacion:

d,(p,q) = \/(p -TS 1 (p—q) Ecuacion 1-6

donde p =(p1, p2, ..., Pn) Y G =(q1, 92, ..., Gn) SON vectores y S es la matriz de covarianza.
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La distancia de Mahalanobis se diferencia de la distancia Euclidiana en que tiene en

cuenta la correlacidn entre las variables aleatorias mediante la matriz de covarianza

1.4.3 MODELOS CUANTITATIVOS

Todo modelo de calibracion permite establecer la relaciédn entre la respuesta
instrumental y la propiedad a determinar sobre un conjunto de muestras
representativas. Como se ha mencionado, la espectroscopia NIR proporciona un gran
numero de variables respuesta para cada muestra, y estas variables por lo general no
pueden ser asignadas a un solo analito dificultando su analisis. Esto ha propiciado el
desarrollo de métodos de calibracion conocidos como Métodos de Calibracion
Multivariables (100-102). Dentro de los modelos de calibracién mas utilizados en

espectroscopia NIR podemos encontrar.

1.5.3.1 REGRESION EN COMPONENTES PRINCIPALES (PCR)

El PCR es un método cuantitativo en el cual incorporara previamente una reduccién de
variables mediante un PCA (Ecuacidén 1-1) para luego relacionar la concentracion de las
muestras con las absorbancias a cada longitud de onda. Una vez elegido el nimero de
componentes principales que se considere como dptimo para describir la matriz X, ésta

se puede representar por su matriz de scores Ty loadings P:

T=XP Ecuacion 1-7
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A continuaciodn, la matriz de datos Y se puede calcular segun la expresion:

Y=TB+E Ecuacion 1-8

siendo B la matriz de los coeficientes de regresion que se halla por minimos cuadrados

conociendo los valores de Y del conjunto de calibracién:

B= (TTT)'TTY Ecuacién 1-9

El simbolo » indica valores calculados de los coeficientes de regresién, los cuales son
utilizados para predecir un conjunto de nuevas muestras mediante la matriz de los

scores de las muestras de prediccién T* a través de la siguiente ecuacion:

Y= T'B Ecuacién 1-10

Uno de los principales problemas con PCR es que los componentes principales que mejor
representan la matriz de los datos espectroscdpicos X, pueden no ser los mas apropiados

para la prediccidon de las propiedades de los analitos que queremos determinar (103).

1.5.3.2 REGRESION POR MINIMOS CUADRADOS PARCIALES (PLS).

El método de regresion PLS (Partial Least Squares) se basa también en una reduccién de
variables, sin embargo, a diferencia del PCR, la descomposicion de la matriz espectral se
realiza simultdneamente con la matriz de la propiedad a determinar descomponiéndose

también segln la Ecuacién 1-1 modificada a:
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Y=UQ"+F Ecuacion 1-11

donde Y es la matriz de la propiedad a determinar, U es la matriz de scores, Q" es la

matriz de loadings transpuesta y F la matriz de residuales.

En este caso, la descomposicién de ambas matrices no es independiente, sino que se
realiza de forma simultanea, estableciéndose una relacidn interna entre los scores de

los bloques X e Y (ecuacién 1-11):

U=bT Ecuacion 1-12

donde b es el coeficiente de regresion para cada uno de los factores del modelo.

El calculo del valor Y de una muestra desconocida se realiza utilizando la relaciéon interna:

Y=T*BQT +F Ecuacidn 1-13

donde T* es la matriz de scores de la muestra analizada obtenida del modelo calculado,
B es el coeficiente de regresion de cada factor, Q' la matriz de loadings del modeloy F

el residual de la prediccion.

En el caso de calcular una sola propiedad a determinar de la matriz Y el algoritmo recibe
el nombre de PLS1 y se puede considerar una simplificacion del algoritmo global
conocido como PLS2, en el cual se realiza la determinacién simultanea de n variables.

Una de las ventajas del método PLS es que permite resolver algunos de los problemas
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tipicos de los datos espectroscopicos como la colineadad, que se elimina en la reduccién

de variables, o el ruido, que al concentrarse en componentes PLS elevados se puede

eludir facilmente (104). Ademas, al incluir la varianza de Y en el modelado, se reduce el

impacto de grandes variaciones en los datos espectroscdpicos irrelevantes para el

modelo (105).

1.4.4 ETAPAS DE MODELADO

El principal objetivo de los métodos multivariables es compensar la complejidad de los

espectros NIR y analizar la gran cantidad de informacién que contienen, tanto

cualitativa como cuantitativamente. Pero el proceso de modelado de los datos

precisa de una serie de etapas basicas que van des del disefio y preparaciéon de

muestras hasta la aplicacion del modelo de calibracién desarrollado (106). Por ello,

en este apartado se presentan las etapas generales de un proceso de modelado de

datos espectroscépicos esquematizados en la Figura 1-9.

Figura 1-9: Esquema general del proceso de modelado para técnicas espectroscépicas

multivariantes.

Calibracion
1. Seleccion de muestras
Validacién
Registro espectros
2. Analisis

Mét. Referencia
3. Pretratamiento espectral

4.Construccion modelo

5. Validacion

/ X
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1.5.4.1 SELECCION DE MUESTRAS DE CALIBRACION

El conjunto de calibracidn debe contener las fuentes de variabilidad esperadas para las

muestras para las que se prepara el método. En el caso de la industria farmacéutica

ejemplos de dichas fuentes pueden ser diferentes lotes de fabricacidn, proveedores de

materias primas o tamano de particula de alguno de los componentes (107).

Blanco et al. (108) plantean las diferentes estrategias que se han usado en el campo

farmacéutico para construir un conjunto de calibracién que incorpore la variabilidad del

proceso productivo y el rango de concentraciones de la propiedad a determinar.

¢ Muestras preparadas en planta piloto, simulando los procesos de produccién
industriales reales (109,110) o siguiendo los mismos pasos en el laboratorio (111). Este
método es laborioso y requiere de equipamiento especifico, pero permite desarrollo
de muestras altamente representativas.

¢ Muestras dopadas, que se consiguen afiadiendo a las muestras de produccidn ciertas
cantidades de alguno de los componentes de la mezcla para conseguir el rango
deseado de concentraciones (112). Las cantidades afiadidas deben ser pequeias para
que las caracteristicas fisicas de la muestra no varien significativamente.

¢ Muestras sintéticas de laboratorio, preparadas por pesada, a las cuales suelen
afiadirse cierto numero de muestras de produccidn para incorporar la variabilidad
fisica del proceso de produccidon a los espectros de las muestras sintéticas de

laboratorio (113)
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1.5.4.2 METODO DE REFERENCIA

El andlisis de las muestras mediante un método de referencia permite medir el
pardmetro de interés de una manera precisa y exacta. Al realizar la calibraciéon usando
estos valores como verdaderos, la precision y exactitud del método multivariante

dependeran de la precisidon y exactitud del método de referencia.

1.5.4.3 OBTENCION DE LA SENAL ANALITCA

En esta etapa ocurre el registro de sefales de las muestras mediante la técnica escogida
y su posterior andlisis. Es importante sefialar que es siempre necesario realizar una
inspeccion visual de los espectros para detectar posibles errores. Un buen modelo de
calibraciéon requiere tanto de unos valores fiables de método de referencia como unos

espectros representativos y reproducibles.

1.5.4.4 PRETRATAMIENTO ESPECTRAL

En la mayoria de los analisis espectroscdpicos es necesario aplicar un pretratamiento
espectral que permita aumentar la relacién sefial/ruido y acrecentar la sefial del analito
de interés. No todos los pretratamientos consiguen ambos objetivos simultaneamente,
por lo que la seleccién del mas apropiado es puramente experimental, siendo los
pretratamientos espectrales mas utilizados:

e Promedio de espectros: Es un pretratamiento simple basado en el promediado de

espectros (o por filas) de una misma muestra, de forma que la sefial del analito no se
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ve afectada, pero el ruido aleatorio se reduce en un factor igual a la raiz cuadrada del
numero de espectros promediados. Este pretratamiento se aplica rutinariamente en
la mayoria de equipos comerciales, ya que permite suavizar el ruido instrumental

Centrado de los datos: Es una técnica que consiste en sustraer a cada espectro

individual el espectro medio del conjunto de datos. Para ello,se resta la media de cada
variable (X;j) al valor de absorbancia correspondiente de cada fila (xi;). El valor medio
corresponde al centro del modelo, y los valores de todas las variables se encuentran
ahora referidos a este centro.

Suavizado: Los métodos de suavizado se utilizan para reducir matemdaticamente el
ruido aleatorio e incrementar la relacidn sefial/ruido. Todos ellos se basan en el uso
de una ventana movil, de un numero fijo de puntos (n+1), que debe ser impar y >3
(35). El caso mas comun es el suavizado de Savitzky- Golay (114) que utiliza calculos
polindmicos de convolucién para asignar los pesos a cada punto de la ventana.

Variable Normal Estandar: El pretratamineto de la variable normal estandar (SNV,

Standard Normal Variate) es uno de los pretratamientos mas utilizados para la
eliminacion del scattering, dada su simplicidad y efectividad en la correccion de
variaciones espectrales debidas a efectos multiplicativos (93).

Matematicamente, el SNV equivale a un autoescalado por filas, ya que opera
individualmente sobre cada espectro, centrandolo a una intensidad media de valor

cero y desviacién estandar igual a uno.
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Derivadas: Las derivadas son uno de los pretratamientos mas utilizados porque

permiten reducir algunos de los problemas caracteristicos de la espectroscopia NIR y
en algunos casos de la espectroscopia Raman. La primera derivada permite eliminar
los términos constantes como es el desplazamiento de linea base y la segunda permite
eliminar los términos que varian linealmente con la longitud de onda. Los algoritmos
mas habituales son el Moving Average Segment Convulation y por Savitzky y Golay
(114).

Normalizacion: Aunque existen distintos tipos de normalizacidn (sobre el area, entre

el maximo y el minimo del espectro) el mas habitual en espectroscopia Raman es la
normalizacién a vector unidad, ya que una de las principales fuentes de variabilidad en
espectroscopia Raman es la intensidad del ldser. Mediante este pretratamiento se

favorece la reduccion en la variabilidad de la intensidad de la fuente de radiacion.

1.5.4.5 CONSTRUCCION DEL MODELO

Una vez pretratados los espectros, se escoge una herramienta quimiométrica acorde al

objetivo de trabajo que permita establecer la relacion mas simple entre la sefial analitica

y el parametro objetivo, evitando caer en el sobreajuste, es decir, cuando el modelo es

representativo del conjunto de muestras de calibracidn pero no de las de validacion. Para

ellos se evallan distintos pardmetros implicados, como lo son el pretratamiento, el

intervalo espectral, el umbral de identificacién, numero de factores, errores de

calibracioén, entre otros.
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Los mismos métodos utilizados para NIR convencional son aplicados a datos
hiperespectrales NIR-Cl previamente desdoblados. En este caso, tanto los métodos
cualitativos como los cuantitativos suelen conocerse en imagen quimica como métodos
de clasificacién, ya que permiten identificar regiones con caracteristicas espectrales
similares, dando informacién sobre la distribuciéon y concentracion de propiedades fisicas

y quimicas de la muestra a lo largo de su superficie (115,116).

1.5.4.6 VALIDACION DEL MODELO

La evaluacién del modelo se lleva a cabo mediante la aplicacién de éste a un conjunto de
muestras conocidas (para modelos cualitativos se conoce su identidad y para cuantitativos
se conoce el valor de la propiedad a determinar). Este nuevo conjunto de muestras debe
ser independiente al anterior. Si los resultados de prediccion no son satisfactorios, el
modelo debe ser recalculado (117). La bibliografia muestra algunas tendencias utilizadas

para escoger una estrategia y asi decidir la validez el método.

e Parametros estadisticos descriptivos: Esta ha sido la estrategia de decision clasica
y la que rige en las guias oficiales de validacion. La guia ICH para validacién de
métodos analiticos (1) exige para la validacion de la linealidad, el coeficiente de
correlacién, la pendiente y la suma de cuadrados residuales. Ademas, requiere
otros pardmetros estadisticos descriptivos para validar la precision (repetitividad,

precision intermedia y reproducibilidad), la especifidad y la exactitud entre otras.
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De esta manera, no existe un Unico pardmetro que permita decidir la adecuacidn
de un método a su fin, si no que se utilizan conjuntamente multiples parametros
estadisticos descriptivos, que pueden llegar a llevar a conclusiones
contradictorias. Un parametro analitico de gran relevancia en los modelos
multivariantes, es la evaluacion del error de prediccion, a través de los siguientes

parametros estadisticos:
a. Error estdndar de prediccion (SEP): Este parametro calcula la desviacion
media de los valores de prediccidén respecto a los de referencia y ademas

tiene en cuenta el sesgo en el calculo.

b. Error cuadratico medio de prediccién (RMSEP): este parametro sélo

difiere del SEP en que no tiene en cuenta el sesgo para calcular el error

C. Error estandar relativo de prediccion (RSEP): este parametro divide la
desviacion de cada valor predicho entre el valor de referencia

obteniéndose el error en forma porcentual

A pesar de ello, se ha de tener en cuenta estos pardmetros se utilizan en
combinaciéon con otros (como son el coeficiente de correlacién, sesgo o los
distintos parametros de medida de error de calibracion; SEC, RSEC, RMSEC,
parametros analogos a los anteriormente descritos).

El uso de test de hipdtesis para comprobar si las diferencias obtenidas entre los
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valores de referencia y los predichos por la técnica espectroscopica son
significativas. Asi, cuando el test de hipdtesis no es significativo se entiende como
la ausencia de diferencias entre valores de referencia y predicciéon. De todas
maneras, el punto débil de este criterio es que la ausencia de una prueba de un
efectono es la prueba de la ausencia de éste. Este enfoque se utiliza generalmente
para evaluar si la diferencia media entre los resultados de dos métodos (por
ejemplo multivariante vs. de referencia) es significativa (por ejemplo, mediante
un test t pareado para evaluar el sesgo del método).

Un tercer enfoque (118) se basa en la capacidad predictiva del método en las
condiciones de rutina reales, utilizando una estrategia estadistica llamada
intervalos de tolerancia. Para ello, se realizan experimentos de validacidon con
diferentes fuentes de variabilidad (por ejemplo, dias u operadores) y se calcula
un distribucién normal de los residuales respecto a los valores conocidos y se
compara con el valor umbral preestablecido. Asi, la exactitud y la precisiéon se

evaltian conjuntamente expresados como error total.
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15 ENFOQUE DE ESTUDIO

Como se ha venido mencionando a lo largo de este capitulo, la inclusidon de las técnicas
espectroscopicas y quimiométricas en el sector industrial, especialmente en el
farmacéutico, ha traido consigo una serie de beneficios tanto en la calidad de los
productos como en la productividad de ellos. Sin embargo, la instauracién de la
espectroscopia como técnica analitica de primera elecciéon en los laboratorios de
produccidon no ha evolucionado transversalmente en relacién a su instauracién en la
academia. La fuerte inversion inicial que involucra la implementacién de la iniciativa PAT
y de las técnicas espectroscopicas, junto con la inseguridad de la aceptaciéon de los
nuevos métodos por parte de las autoridades regulatorias, son las principales razones por
las cuales la espectroscopia NIR ha sido esquiva en el sector industrial. Estos argumentos
van de la mano, y pueden ser revertidos en la medida que se genere una asociacién entre
el sector industrial y el académico que incluya una retroalimentaciéon robusta
extrapolable a las agencias reguladoras.

En este contexto, si nos enfocamos la regién, Sudamérica es la zona geografica que
presenta las menores tasas de aplicabilidad en el mercado de las técnicas
espectroscoépicas (124), en donde su uso se enfoca al sector minero, ambiental, agricola,
minero y bromatoldgico. Esto hace de Chile, y sus paises vecinos, un terreno fértil para
generar este nexo académico-industrial y ampliar el dominio de aplicaciones NIR como lo

ha sido en la industria europea y norteamericana. Para ello, es imprescindible mantener
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activo el interés mediante estudios que respalden la importancia de innovar en
tecnologia farmacéutica, y desarrollar metodologias de trabajo accesibles a la industria
gue faciliten el analisis e interpretaciéon de los resultados por parte del personal de
laboratorio, y asi, salir del estancamiento histdrico en el que se encuentra este sector
industrial farmacéutico a nivel local.
El enfoque de esta tesis es continuar con la linea de innovacion en el analisis de productos
farmacéuticos utilizando técnicas espectroscopicas y metodologias de trabajo rapidas y
sencillas para los controles de calidad relevantes en la produccién de formas
farmacéuticas sélidas. En la siguiente seccidon se describe el marco tedrico especifico
correspondiente a los analisis de calidad estudiados en esta tesis.

e Cuantificacion de principios activos
Como se mencion6 en el apartado 1.1, dentro de los analisis que generan mayor
demanda de tiempo y reactivos podemos encontrar la prueba de Uniformidad de Dosis.
Esta prueba mide el grado de uniformidad en el contenido del farmaco entre formas
farmacéuticas que contienen una Unica dosis, o parte de una dosis de un farmaco, dentro
de un mismo lote. Dependiendo la concentracion del API, este ensayo puede realizarse
mediante la prueba de uniformidad de contenido, en donde se cuantifica el APl por medio
de una metodologia validada (generalmente cromatografica), o mediante la valoracién
de peso.

Para la cuantificaciéon de APls mediante técnicas analiticas instrumentales, la ICH y las

64



farmacopeas, establecen una serie de pardmetros a evaluar sobre la metodologia
desarrollada, y asi garantizar la validez de los resultados en orden de los requerimientos
establecidos por las entidades reguladoras. La validacién de métodos cuantitativos
requiere la evaluacién de ciertos parametros como la robustez, especificidad, exactitud,
linealidad y precisién (repetitividad y precision intermedia). En el capitulo
correspondiente a la metodologia de trabajo, se detallaran los lineamientos seguidos
para desarrollo y validacién de las metodologias utilizadas para el analisis cuantitativo del
producto comercial estudiado.
¢ Homogeneidad de mezclado

En la fabricacion del producto farmacéutico hay una etapa que es considerada como
critica para lograr un producto final de calidad. La determinacién del tiempo final de
mezclado es sin duda la etapa mas importante en la fabricacién de formas farmacéuticas
solidas. (119). Un correcto proceso mezclado garantizara una correcta dosificacion de los
ingredientes activos en cada tableta del lote (test de uniformidad de dosis),
requerimiento necesario para cualquier tableta. De ahi radica el creciente interés en
estudiar este proceso por diversos grupos de investigacion en la Ultima década.

Una mezcla se considera homogénea cuando cada constituyente de esta tiene la misma
concentracién en todo su contenido. Para demostrar este mezclado homogéneo, la
farmacopea establece que se deben identificar al menos diez lugares criticos dentro del

mezclador (zonas de dificultad de mezclado) en donde se extraera parte de la mezcla en
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polvo para el posterior andlisis cuantitativo de los APls, esto involucra, en términos de
PAT, un proceso farmacéutico off-line o, en el mejor de los casos, at line. La figura 1-10
muestra las zonas del mezclador en las que se lleva a cabo la extraccion de la muestra a
analizar.

Esta forma muestreo segregado es denominado “sampling thief” por la industria
farmacéutica, y ha sido ampliamente criticado en los Ultimos afios por el error analitico
que conlleva la extraccidn de la muestra a analizar (120)

Figura 1-10: Esquema del muestreo segregado segun el tipo de mezclador utilizado por la

industria farmacéutica para evaluar la homogeneidad del mezclado.
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Para entender el origen de las criticas al muestreo segregado, debemos adentrarnos en
el reino de la teoria del muestreo. Una mezcla homogénea liquida, por ejemplo, si es
sometida a una agitacidn, presenta la misma concentracion de sus componentes en todos
sus puntos sin ninguna consideracion especial. En cambio, el concepto de homogeneidad
de una mezcla de sélidos resulta mucho mas complejo y exige ciertas consideraciones.

La teoria del muestreo, o TOF (theory of sampling) nace como una linea de investigacion
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gue pretende demostrar estadisticamente a representatividad en el que se registran las
sefales analiticas de una determinada muestra. Es necesario recalcar que la TOS
considera al muestreo como al acto de extraer una sefial analitica desde un determinado
material, ampliando el concepto de sélo extraer una determinada porcién de muestra.
En este contexto, se afirma que todo material es naturalmente heterogéneo si se analiza
desde el punto de vista de sus constituyentes o los elementos basicos de la mezcla que
permanecen indivisibles durante el proceso de seleccion. La TOS llama a estos elementos
“fragmentos”, y pueden ser granos, particulas, moléculas o iones, seglin el caso y la escala
en que se haga el registro (en nuestro caso, particulas de API irradiadas). Cada uno de
estos fragmentos genera un tipo de heterogeneidad minima propia del material y que es
ajena a cualquier proceso de mezclado, denominada heterogeneidad constitucional.
Como consecuencia de esta heterogeneidad intrinseca del material, se puede introducir
un primer error en el proceso de muestreo denominado error fundamental de muestreo
(FSE por sus siglas en inglés) (120) generado en cada registro espectral (muestreo de
varios fragmentos). Asi mismo, segun la terminologia de la Teoria de Muestreo, cuando
el registro se realiza sobre un conjunto de fragmentos (como es el caso de las técnicas
espectroscépicas) la unidad minima del muestreo se denomina “incremento”. Para una
mayor representatividad, el muestreo debe emplearse en funcién de varios incrementos
del lote. No obstante, asi como el conjunto de fragmentos dan origen a la heterogeneidad

constitucional, el conjunto de incrementos (necesarios para una correcta
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representatividad) dan originen a la heterogeneidad distribucional. La heterogeneidad
distribucional estd sumamente ligada a la heterogeneidad constitucional, y por
definicion, toma en cuenta la heterogeneidad espacial entre todos los incrementos que
conforman la totalidad de la mezcla a analizar. Este aspecto de la heterogeneidad de la
mezcla estd determinado por componentes que van desde la gravedad, hasta cualquier
otro agente o fuerza que intervenga.

La figura 1-12 explica de forma esquematica los conceptos de heterogeneidad
constitucional y heterogeneidad distribucional para una misma muestra

Figura 1-11: Explicacion de los conceptos de heterogeneidad constitucional y heterogeneidad

distribucional para una misma muestra, considerando su observacién en distintas escalas.
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La heterogeneidad distribucional es la causante de la mayor parte de los errores que
incluye el proceso de muestreo. Al realizar un aumento de incrementos sobre una
muestra, automaticamente se incluye otro error inalterable por el analista denominado
error por agrupamiento y segregacion (GSE por sus siglas en inglés) (121). Tanto el FSE

como el GSE son errores inmodificables por lo que en su conjunto se denominan error

68



correcto de muestreo (CSE por sus siglas en ingles). Por lo que el CSE es la suma del FSE y
el GSE. Por otra parte, cuando el proceso de muestreo incluye la extraccién de parte de
la muestra total (como por ejemplo el muestreo segregado), ademas del CSE se
incorporan 3 errores que son complementarios entre ellos, los cuales en conjunto se
conocen como errores incorrectos de muestreo (ISE por sus siglas en inglés) (122). El error
de delimitacion del incremento (IDE) y el error de la extraccidon del incremento (IEE) son
los errores asociados a la forma incorrecta de definir volumen que delimita el
incremento. Mientras que el error de preparacién del incremento (IPE), se presenta si la
muestra es alterada luego de su extraccion.

Luego la suma de los errores correctos e incorrectos de muestreo (CSE+ISE) dan origen al
error total de muestreo (TSE), el cual es un valor estadistico fundamental para evaluar la
representatividad y el correcto analisis en los muestreos para mezclados farmacéuticos.
La figura 1-12 esquematiza los errores involucrados en el muestreo para analisis de una
mezcla de componentes sdlidos.

Figura 1-12: Interrelaciones entre los 5 errores bdasicos de muestreo originados en parte por la

heterogeneidad del material que constituye una mezcla.
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El actual enfoque que engloban los estudios realizados al proceso de mezclado van
encaminados a disminuir los errores incorrectos de muestreo (idealmente a cero), es
decir, TSE este determinado solo por el CSE. En este contexto, se han desarrollado un
conjunto de estrategias tecnolégicas que permiten adaptar espectrofotometros en el
sector productivo reduciendo considerablemente el error de muestreo en comparacion
a la metodologia estdndar utilizada para la mayoria de los laboratorios farmacéuticos
(125-127). En el siguiente capitulo se detalla la estrategia utilizada en este trabajo para
determinar el tiempo dptimo de mezclado disminuyendo el error total de muestreo, y
asi generar un primer acercamiento de la industria farmacéutica nacional a la iniciativa

PAT.
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2.1. HIPOTESIS

Considerando el marco tedrico descrito en el capitulo I, esta tesis busca proponer
soluciones a problematicas reales en la industria farmacéutica relacionadas con el
control de calidad de sus productos, plantedndose la siguiente hipétesis de trabajo.

“Es posible desarrollar metodologias analiticas rdpidas, sencillas y economias mediante
el uso de técnicas espectroscopicas como alternativa a los métodos convencionales
utilizados en los controles de formas farmacéuticas solidas, y que ademds permitan crear
una base tecnoldgica moderna para la implementacion del andlisis en linea en la

industria farmacéutica chilena”
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2.2. OBIJETIVOS
2.2.1. OBIJETIVO GENERAL
Desarrollar estrategias analiticas basadas en técnicas espectroscépicas y analisis
multivariante que permitan estudiar at-line u on-line los controles de procesos criticos
en la produccion de medicamentos en formas farmacéuticas sdlidas.
2.2.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS
Desarrollar y evaluar nuevas estrategias de andlisis para la monitorizacién at-line de un
proceso de mezclado farmacéutico mediante espectroscopia NIRy Vis-NIR.
Desarrollar estrategias de andlisis para la monitorizacidon on-line de un proceso de
mezclado farmacéutico mediante espectroscopia Vis-NIR.
Desarrollar y evaluar estrategias quimiométricas que permitan realizar el ensayo de
uniformidad de dosis en comprimidos farmacéuticos terminado mediante

espectroscopia NIR y Raman.
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Capitulo Il

3. ESTRATEGIA ANALITICA
DESARROLLADA
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Como se mencioné en el capitulo 1, la introduccién de la iniciativa PAT por la FDA en 2004
implicd un cambio radical y fundamental en la forma de realizar estudios y controles de calidad
en la industria farmacéutica. El desarrollo de estrategias analiticas rdpidas, econémicas, faciles
de operar y que cumplan con parametros analiticos que den sustentabilidad a los resultados, es
fundamental para la implementacidn de la iniciativa PAT en la industria farmacéutica.

En este capitulo se describen las distintas estrategias utilizadas para estudiar las etapas criticas

del proceso farmacéutico en la formulacién del producto comercial.

3.1. INSTRUMENTACION ESPECTROSCOPICA Y EQUIPOS FARMACEUTICOS

El monitoreo del proceso de mezclado se realizé por medio de dos espectrofotémetros;
para los estudios cuantitativos se utilizd un espectrofotometro BRUKER MPA de
Transformada de Fourier con esfera integradora y con un mddulo controlado a través del
software OPUS 6.5. El registro de los espectros de las muestras se realizaron en modo
reflectancia entre 12500-3750 cm™ (800-2666 nm), con una resolucidn espectral maxima
de 2 cm™ y una exactitud de 0.3 nm; cada espectro es el promedio de 32 barridos.

Para analisis cualitativo se utilizé un espectrofotémetro portatil Vis-NIR Ocean Optics USB
4000 (380-1100 nm) con un detector Toshiba TCD1304AP con un software OceanView para
registrar los espectros mediante una computadora portatil.

El proceso de mezclado se realiz6 mediante una mezcladora difusiva ERWEKA AR 400
equipada con un recipiente cubico de 5 litros hecho de polimetilmetacrilato (PMMA) lo
gue permite un registro espectral en line para estudios continuos.

La cuantificacién de los principios activos para el analisis de uniformidad de dosis en
comprimidos terminados se realizé mediante espectroscopia NIR y Raman. Los registros

NIR se llevaron a cabo mediante un espectrometro FOSS 5000 (equipado con el mdédulo
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Rapid Content Analyzer) en modo reflectancia. Cada espectro obtuvo a través del
promedio de 32 scans en el intervalo espectral 1100-2498 nm con una resolucidn de 2
nm. Cada espectro se adquirio a través del software Vision 2.5.1 (Foss NIRSystems, Silver
Spring, MD, EE. UU.).

Los espectros Raman se registraron con un espectrometro Bruker Multi Raman (Bruker,
Billerica, MA, EE. UU) utilizando un laser Nd: YAG como fuente de excitacion (1064 nm,
tamafio de punto 500 um) y un detector de diodo Ge refrigerado por N? liquido. Cada
espectro se adquirio6 a través de OPUS 7.2 (Bruker, Billerica, MA, EE. UU.) El
compartimento de muestra contiene una estacion xyz que permite mover el haz laser en
un rango de 10 mm en los tres ejes. El diametro del area iluminada por el laser es 100
um pudiéndose usar una opcion de desenfoque aumentandolo hasta 500 um. Las
condiciones de trabajo finales fueron una potencia laser de 800 mW, 32 escaneos
promediados y una resolucion espectral de 4 cm™ en el rango de 3600-50 cm™.

3.2. METODOS DE REFERENCIA

Tanto el monitoreo del proceso de mezclado como el estudio de uniformidad de dosis se
analizaron mediante la metodologia de referencia indicada por la USP para estos fines, la
cual contempla el analisis mediante técnicas cromatograficas validadas.

Para el proceso de mezclado, el andlisis cromatografico se efectué mediante un HPLC
Shimadzu Prominence (HPLC Modular) acoplado a un detector uv/vis modelo SPD-20A
con una bomba modelo LC-AT y una columna RP-18 LiChroCART 125-4 (125 mm x 4 mm
LIChrospher 100 tamaiio de particula 5 um).

La cuantificacién de comprimidos terminados se llevé a cabo mediante un HPLC Agilent
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1100 (Santa Clara, CA, EE. UU.) Equipado con una columna C18 (250 mm x 4,6 mm,
columna Symmetry-Shield RP18, tamafio de particula de 5 um) y se acopld a un detector
DAD G13158B.

3.3. METODOLOGIA DE ANALISIS

Para dar solucién a las problematicas actuales que arrastran la mayoria de los
laboratorios farmacéuticos en Chile debido a subdesarrollo en tecnologia farmacéutica,
a continuacion se plantean directrices adoptadas en esta tesis para efectuar los distintos
estudios propuestos.

La homogeneidad del proceso de mezclado se estudié a través de distintas estrategias
analiticas tanto cuantitativas como cualitativas, y asi seleccionar aquella que se adapte
de mejor manera a los requerimientos de la industria farmacéutica chilena, sin
desprenderse de los actuales estandares de tecnologia analitica empleados en esta area.
El estudio contempld un andlisis at-line de manera cuantitativa mediante espectroscopia
NIR, y cualitativa mediante espectroscopia Vis-NIR. Ademas, con la finalidad de instruir
en una primera instancia la iniciativa PAT en los laboratorios farmacéuticos nacionales,
se evalud de manera continua el proceso de mezclado mediante espectroscopia Vis-NIR,
otorgando una alternativa a las actuales estrategias de analisis efectuadas tanto en la
industria como en la academia. La Figura 3-1 muestra una descripcién esquematica del

estudio realizado para monitorear el proceso de mezclado farmacéutico en este trabajo.
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Figura 3-1: Esquema del mecanismo por el cual se realizé el estudio de homogeneidad de

mezclado
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Otra problematica de la industria farmacéutica asociada a los controles de calidad
efectuados a sus productos, hace alusién a la cuantificaciéon de los principios activos en
los comprimidos terminados (test de uniformidad de dosis). Como se menciond en la
introduccion, el test de uniformidad de dosis se realiza mediante metodologias a base de
técnicas cromatograficas previamente validadas, lo que convierte este test como uno de
los mas demandantes en cuanto a tiempo y dinero, considerando que cada comprimido
se analiza por triplicado. Para dar solucién a este problema, este trabajo propone la
utilizacion de las espectroscopias NIR y Raman como técnicas alternativas a las
cromatograficas para la realizacidon de dicho test, estableciendo una comparacion de
ambas técnicas espectroscépicas en cuanto a su utilizacion en la industria para estos
controles. La figura 3-2 muestra los pasos a seguir para el desarrollo de las metodologias

utilizadas para la cuantificacién de cada principio activo.
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Figura 3-2: Representacion esquemadtica de la estrategia analitica utilizada para la construccion
de los modelos cuantitativos de espectroscopia NIR y Raman para la realizacion del test de

uniformidad de dosis.
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CAPITULO IV

4. DETERMINACION DE LA
HOMOGENEIDAD DE MEZCLADO
MEDIANTE EL USO DE TECNICAS
ESPECTROSCOPICAS Y DISTINTAS

ESTRATEGIAS DE ANALISIS ESTADISTICO
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4.1.  INTRODUCCION
Dentro de las etapas incluidas en el proceso de fabricacién de un comprimido farmacéutico,
la etapa del mezclado de los componentes es considerada como la mas critica y relevante
para obtener productos con atributos de calidad minimos para ser comercializados. El
proceso de mezclado, por ende, es un topico de estudio ampliamente demandado que estd
en constante perfeccionamiento en cuanto a técnicas analiticas para su monitoreo se trata.
En este trabajo se realizé un estudio comparativo de diferentes técnicas cualitativas y
cuantitativas para determinar el punto final del mezclado, y de esta forma hacer un analisis
critico de las ventajas y desventajas que presentan cada una de ellas. Ademas, se plantean
metodologias analiticas alternativas mas econdmicas y mas faciles de implementar que las
comunmente usadas para este fin.
4.2. EXPERIMENTAL

4.2.1. DESARROLLO DEL MODELO CUANTITATIVO NIR
En presente apartado se detalla el procedimiento por el cual se construyé el modelo
predictivo que sirvi6 como herramienta para determinar cuantitativamente el tiempo
Optimo del mezclado farmacéutico estudiado

4.2.1.1. MUESTAS DE CALIBRACION

Para este estudio, el set de calibracion debe abarcar un amplio intervalo de
concentraciones de tal forma que cubra las posibles concentraciones en las que se podria
encontrar cada APl durante el proceso de mezclado. Para ello, las muestras de calibracién
se formularon a través de un disefio D-Optimal con cinco niveles de concentraciones por

API;-3.4,-2,0, 2, 3.4, equivalente a 7.3%, 15%, 23.6%, 35.0%, 40.1% p/p para paracetamol
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y acido acetilsalicilico. Y 3.8%, 5.0%, 6.8%, 8.5%, y 9.7 %p/p para cafeina. Los niveles de
concentraciones que no cubrié el disefio fueron incluidos de manera manual, dando como
resultado 65 mezclas de calibracién en donde se abarcé un intervalo de concentraciones
entre 0.2-98%p/p dependiendo el API. La figura 4-1 muestra graficamente el espacio de
concentraciones cubierto por el set de calibracion formulado.

La construccién de las muestras de calibracion se llevé a cabo por pesada directa de los
componentes puros, asi es posible excluir andlisis mediante un método de referencia. Para
incluir la variabilidad proveniente de los excipientes, se prepard una matriz que incluy?é las
concentraciones nominales de cada excipiente (matriz 1) y dos mezclas de excipientes
adicionales con variaciones de 80 y 120% con respecto a las concentraciones nominales de
cada excipiente (matriz 2 y 3 respectivamente). Finalmente el set de calibracién se
conformé por 21 muestras con matriz 1, 22 con matriz 2 y 22 con matriz 3. Ademas, para
emular el proceso de produccion industrial y obtener los tamafios de particulas adecuados,
cada componente de la mezcla fue tamizado con un tamiz nimero 16 segun lo indicado por
el laboratorio farmacéutico.

4.2.1.2. MUESTAS DE VALIDACION

Para corroborar la capacidad predictiva del modelo, se prepararon 30 mezclas previamente
tamizadas y con diferentes concentraciones de API dentro del intervalo abarcado por el set
de calibracién. Las variaciones de excipientes se incluyeron de la misma forma sefalada
anteriormente contemplando 10 muestras con cada matriz. Para evitar un posible efecto
sistematico debido a las variaciones instrumentales diarias, todas las muestras (calibracion

y validacidn) se analizaron siguiendo un esquema aleatorio en diferentes dias.
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4.2.1.3. CONSTRUCCION Y EVALUACION DEL MODELO CUANTITATIVO
La construccidon del modelo cuantitativo se realizd mediante una regresidon PLS con una
validacién cruzada completa mediante el mecanismo LOO. Luego de identificar el mejor
modelo en base a los criterios convencionales mencionados en el apartado anterior, se
evalud el modelo analiticamente en términos de la especificidad del API, robustez
(variacién cuantitativa del excipiente), precision (mediante precision intermedia
registrando 10 veces consecutivas la misma muestra en 7 dias diferentes) y exactitud (a

través del error predictivo del set de validacién).

Figura 4-1: Representacién grafica de las concentraciones de cada APl incluidas en el set de

calibracién y validacién.
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4.2.2. PRETRATAMIENTO ESPECTRAL
Todos los espectros registrados con el espectrofotémetro FT-NIR Bruker, tanto los
utilizados para la construccion del modelo cuantitativo como los destinados a las
predicciones, se trataron mediante primera y segunda derivada, SNV y combinaciones de
estos.
Los espectros registrados mediante el espectrofotometro Ocean Optics VIS-NIR fueron
transformados de reflectancia a unidades de absorbancia (log1/R), luego, para mejorar la
calidad de los espectros se les realizé un suavizado con una ventana de 59 puntos seguido
de un SNV.

4.2.3. PROCESO DE MEZCLADO
El proceso de mezclado estudiado se realizd en nuestro laboratorio a escala piloto
siguiendo las pautas de trabajo utilizadas por el laboratorio farmacéutico, de esta manera
se logré emular algunas de las condiciones de trabajo y procedimientos reales de la planta
de produccion.
Primero se realizé tamizando los APIs y excipientes con tamices numero 16 y 40
respectivamente, posterior a ello se incorpord cada componente dentro del mezclador en
las cantidades necesarias para completar un total de 200 g de mezcla correspondientes a
un 40% de la capacidad total del mezclador. El mezclado se realizd a una velocidad de 30
RPM en un tiempo total de 8 minutos, tiempo suficiente para lograr un mezclado 6ptimo
(1). El proceso se estudié de forma continua y discontinua (sin detener el mezclador para
el registro espectral). El andlisis discontinuo se llevé a cabo en intervalos de muestreo de

0.5 minutos, el tipo de muestreo y el camino para detectar el mezclado éptimo estan
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determinados por la técnica utilizada para el estudio.
Por otra parte, el estudio continuo se realizé mediante el espectrofotémetro Vis-NIR. En
esta ocasién se montd un sistema que permitié registrar los espectros sin la necesidad de

detener el mezclador. El detalle de esta metodologia se explica mas adelante.

4.2.4. DETECCION DEL TIEMPO OPTIMO DE MEZCLADO
El modelo quimiométrico desarrollado en el apartado 3.2.2 se utilizd para detectar de
forma cuantitativa el tiempo éptimo de mezclado. Sin embargo, esta tesis busca innovar
en la forma de analizar este proceso critico desarrollando y evaluando metodologias de
analisis cualitativas. En la presente seccion se describen las diferentes metodologias
utilizadas para lograr este objetivo, en donde se incluyen distintas estrategias estadisticas
gue permiten un andlisis cualitativo sin la necesidad de extraer porciones de muestras
desde el mezclador.
4.2.4.1. REGISTRO ESPECTRAL

Como se mencioné en la introduccién, algunos autores adherentes a la TOS sefialan que el
muestreo hace referencia a la obtencién de la sefial analitica, por lo que es necesario
aclarar que en esta memoria cuando el autor habla de “muestreo” hace referencia al acto
de extraer una porcion del polvo a analizar desde el interior del mezclador, y NO a la
obtencidn de los espectros.

El registro de los espectros para el estudio cuantitativo NIR at-line se realizé a través de un
muestreo segregado, o sampling thief, en 7 zonas dentro del mezclador segln se muestra
en la figura 2-3A. La extraccion de la muestra se efectud con un recolector tipo lanza

disefiado especialmente para este tipo de muestreo (figura 2-3A). En cada extraccién se
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recolectd 500 mg de mezcla, los que se introdujeron en un tuvo ependedorf para
finalmente ser analizados por triplicado mediante espectroscopia NIR. Las muestras en
polvo fueron colocados en viales directamente sobre la ventana del muestrador del
instrumento. Se obtuvieron 3 espectros removiendo la muestra entre cada registro y se
promediaron los espectros.

Para el estudio cualitativo con el espectrofotémetro Ocean Optics Vis-NIR, ademas del
muestreo segregado, el registro espectral incluyé mecanismos que permitieron obtener
espectros directamente desde la mezcla sin la necesidad de extraer porciones de ella. De
esta manera se pretende reducir el error analitico que genera en el muestreo segregado
sobre los resultados. A continuacién se describen las estrategias utilizadas para la
obtencidn de los espectros mediante el espectrofotémetro Vis-NIR, y que sirvieron para el
analisis cualitativo de la mezcla farmacéutica

Figura 4-2: A) Zonas del mezclador en donde se realizaron los muestreos y registros
espectrales; B) Muestreador tipo lanza (sampler thief) utilizado por la industria

farmacéutica para realizar muestreos.
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A través de un muestreo segregado que contemplo la extraccidon de muestra en 7 zonas
del mezclador (figura 2-3a). Cada muestra extraida se depositd en una placa petri negra
semicerrda lo que permite disminuir la contaminacién Iluminica (factor de
contaminacién importante en este tipo de instrumentos). Luego, para mejora la
reproducibilidad de los registros espectrales, la muestra se apland con una espdatula
hasta alcanzar una capa de 3 mm aproximadamente, la fotografia de cdmo se colocé la
sonda para tomar los espectro se muestra en la figura 2-4A). Inmediatamente después
de aplanar la muestra se le registraron 10 espectros en distintos puntos de la superficie
del polvo. Finalmente la muestra extraida se reincorporé al mezclador para continuar
con el proceso.

Registrando los espectros directamente en los lugares establecidos dentro del
mezclador. Para esta tarea, a la sonda del instrumento se le incorporé un conducto
rigido en la parte superior, de esta manera es posible introducirla dentro del mezclador
para el registro espectral sin que la superficie de la sonda tenga contacto con la muestra

figura 2-4B. Los espectros se registraron por triplicado en cada zona establecida.
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Figura 4-3: A) Mecanismo para la obtencion de espectros Vis-NIR posterior al muestreo

segregado; B) Acondicionamiento de la sonda para los registros desde el interior del mezclador.

- Registrando los espectros de forma continua. En esta ocasion, la sonda del instrumento
se instald fuera del mezclador en la zona inferior a una distancia constante de 5 cm como
se muestra en la figura 2-5. El registro espectral se realzé cada 2 segundo (tiempo
necesario para que el laser del instrumento registre el espectro en un mismo punto)
registrando un total de 240 espectros en un mismo punto de manera continua durante

todo el proceso de mezclado.
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Figura 4-4: Configuracidon experimental del instrumento para el analisis del proceso de mezclado

de manera continua.

a) Mezcladora; b) sonda; c) fuente; d) detector; e) computadora

4.2.4.2. ANALISIS DE DATOS

Determinacion cuantitativa

El andlisis de datos para la determinacién cuantitativa del tiempo éptimo de mezclado
se realizé de manera similar al efectuado por la industria farmacéutica, segun lo estipula
la USP. Para ello es necesario cuantificar cada API en las zonas en las que se efectué el
muestreo, el mezclado es considerado homogéneo cuando la concentracion de cada
API alcanza un valor cercano al valor nominal del producto con un error relativo de un
10%, y ademas las concentraciones en cada punto del mezclador no debe diferir en mas
de un 3%. Estos mismoS criterios fueron adoptados en este estudio para determinar el
tiempo de mezclado, cuantificando los APIs a través del modelo quimiométrico

desarrollado mediante espectroscopia NIR.
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Determinacion cualitativa

El analisis de datos para de determinacidn cualitativa de la homogeneidad de mezclado
mediante el espectrofotometro Ocean Optics Vis-NIR, contempld la evaluacidn
multiples métodos matematicos ampliamente utilizados en espectroscopia NIR, vy
permiten evaluar el grado de variabilidad de un conjunto de espectros en funcion del
tiempo.

a) Uno de los métodos mas sencillos y cominmente utilizado para este fin, es a través
del denominado “Moving Block Standard Deviation” (MBSD) (2,3). Este método para
determinar la homogeneidad durante un proceso de mezclado consiste en el célculo de
la desviacidn estdndar para cada longitud de onda de un bloque mévil de varios
espectros consecutivos que se van moviendo un espectro cada vez a través de los
espectros registrados en la monitorizacion del proceso de mezclado. En el estudio de
monitorizacion del proceso de mezclado se eligio un bloque mévil de 7 espectros. Asi, el
mezclado 6ptimo se alcanza cuando la desviacidn estandar relativa de espectros
continuos alcanza un determinado valor de referencia.

b) Del MBSD surge otro algoritmo denominado “Difference Moving Block Average aginst
Target Spectrum” (DMBA-TS) (4,5), el cual consiste en el calculo de la diferencia de los
valores obtenidos al promediar un bloque de espectros consecutivos (7 espectros en
nuestro caso) que van moviéndose un espectro cada vez a través de los espectros
registrados en la monitorizacién, contra un espectro objetivo (espectro de una mezcla
considerada homogénea con la concentracion nominal del principio activo). Después se

calcula la desviacion estandar de los valores obtenidos para todas las longitudes de
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onda.

c) Ademas de las desviaciones estandar de un conjunto de espectros, las variaciones
espectrales pueden determinarse mediante la Disimilaridad de los espectros. Para ello
se calcula la diferencia entre dos espectros consecutivos (DIS) (5) o sobre un espectro
de referencia (DIS-ATS) (6). Este mecanismo también incluye la determinacién de la
desviacién estandar de las diferencias en todas las longitudes de onda, lo que permite
observar la variabilidad espectral a lo largo del proceso. En todos los casos mencionados,

la homogeneidad de la mezcla se logra cuando la desviacion estandar relativa de los

espectros analizados es inferior al 3%.

d) Como se menciond en el capitulo |, el Analisis de los Componentes Principales es un

algoritmo utilizado para encontrar pequefias diferencias entre un determinado conjunto

de datos, capturando la principal fuente de variacion en las muestras y agrupandolas en un

pequeio numero de nuevas variables latentes o Componentes principales (PC). Esto

convierte al PCA en una potente herramienta para determinar el punto final de mezclado

a través del estudio de variabilidad de los scores, ya que estos describen con mayor certeza

las causas mas relevantes de variacién del conjunto espectral.

Una forma sencilla y confiable de determinar el tiempo éptimo de mezclado a través
del PCA, es con MBSD aplicada sobre el conjunto de scores. De igual manera, una
desviacidn estandar relativa de scores inferior al 3% indica homogeneidad de mezclado.
El tiempo final de mezclado puede ser determinado también a través de T2 holling, el
cual es un parametro estadistico utilizado ampliamente para determinar si es que

existen o no diferencias significativas en un conjunto de datos multivaribles, con un
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determinado intervalo de confianza, la T? holling para observacidon i,basado en
componentes A se define como:
t2

2 A Ltia .7
T = )0-1 52 Ecuacion 4.1
a

donde s? es la varianza de t, segun el modelo de clase.
El anélisis contempld la evaluacion del valor de T2 en funcidn de cada score, el scores
que cae por debajo del T? crit (establecido en base al intervalo de confianza) es
considerado como el score, o tiempo, en el que el mezclado estd homogéneo, ya
gue, no posee diferencias espectrales significativas.

e Un tercer camino para determinar el punto final del mezclado a través del PCA, es el
descrito por Puchert et al, el cual lo denomind Analisis de las Distancias de Scores de
los Componenstes Principales o PC-SDA (7). Para este analisis es necesario calcular
las distancias euclidianas entre dos scores consecutivos y luego determinar la
desviacion estandar de dichas distancias para evaluarlas en dominio del tiempo.

Las distancias euclidianas se determinan mediante la siguiente ecuacion:

dy = (3 —x1)2 + (V2 — y1)% + (2, — 21)? Ecuacion 4-2
Mediante este método es posible crear un Espacio de disefio con un determinado
intervalo de confianza representado por los scores con menor variabilidad, de esta
manera el mezclado éptimo se alcanza cuando scores consecutivos caen dentro de
este espacio disefio establecido.
4.2.4.2. METODO DE REFERENCIA
El tiempo 6ptimo de mezclado también fue determinado mediante la metodologia de
referencia utilizada en la industria farmacéutica, la que incluye una cuantificacién de los
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APIls por medio de un analisis cromatografico segun se describio en el apartado 1.6

Cada porcion de la mezcla extraida durante el proceso se analizé con un HPLC Shimadzu
Prominence (HPLC Modular) acoplado a un detector uv/vis modelo SPD-20A con una
bomba modelo LC-AT y una columna RP-18 LiChroCART 125-4 (125 mm x 4 mm
LIChrospher 100 tamafio de particula 5 pm). Un resumen del método cromatografico se
muestra en la Tabla 4-1.

Tabla 4-1: Caracteristicas de la metodologia HPLC utilizada como método de referencia.

Fase movil Agua: metanol: ac acético 69: 28: 3
Fase estacionaria Columna Intersil C18
Flujo 1.5 mL/ min
Volumen de inyeccién 20 uL
Long de onda 275 nm
Tiempo de analisis time 10 min
Disolvente Metanol: ac acético 95: 5

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los estudios efectuados en este capitulo contemplaron la determinacién del tiempo
Optimo de mezclado de forma cuantitativa mediante el andlisis por espectroscopia NIR, y
de forma cualitativa mediante espectroscopia Vis-NIR. Todas las metodologias
desarrolladas se compararon con la metodologia de referencia destinada a estos analisis,
para asi dar sustento estadistico a los resultados para posibles aplicaciones a nivel

industrial.

107



4.3.1. ESPECTROSCOPIA NIR
El analisis cuantitativo de la mezcla se llevé a cabo mediante el desarrollo de un modelo
de calibracién basado en espectroscopia NIR. En este apartado se muestran los datos
relacionados con el desarrollo y evaluacion analitica del modelo quimiométrico que sirvié
para el estudio del proceso.
4.3.1.1. PRETRATAMIENTO ESPECTRAL Y ANALISIS PREVIOS

El registro de los espectros se realiz6 en modo reflectancia y fueron transformados a
unidades de absorbancia. Para evaluar el efecto del pretratamiento espectral, se registrd
el espectro de los tres APIs junto al espectro de una matriz de excipiente, los cuales se
muestran en la figura 4-5A. De la misma forma, la figura 4-5B muestra lo mismo espectros
pero esta vez pretratados con un SNV seguido de la segunda derivada usando la
transformacidn Savitzky-Golay con una ventana de 15 puntos en el intervalo de 12489 cm”
1y 3702 cm™. Después del preprocesamiento, se logra apreciar una clara disminucién de
diferencias espectrales provenientes de las fuentes basicas de variabilidad espectral,
como el tamafio de particula u otras variabilidades fiscas. La bibliografia describe esta
combinacion de tratamientos como la mas adecuada para el uso de NIR, y basandonos en
los resultados mostrados en la seccion anterior, se decidié utilizar estos algoritmos para
pretratar todos los espectros utilizados en la construccidn del modelo PLS para este
estudio.

El set de calibracion consistié en un conjunto de 65 mezclas preparadas por pesada, las
cuales su total abarcaron un amplio intervalo de concentraciones para cada APIl. Por su

parte, el set de validacién se construydé de la misma manera y quedd conformado por 30
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mezclas de polvo con concentraciones de APl dentro del rango abarcado por el set de

calibracion

Figura 4-5: Representacion de los espectros crudos A) y B) tratados mediante SNV seguido de

una 2D de 15 puntos, provenientes de cada APl y de una matriz de excipientes.
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Previo a la construccion del modelo PLS se le realizé un PCA sobre las 65 mezclas del

conjunto de calibracién utilizando el pretratamiento espectral sefalado anteriormente.
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La figura 4-6A y 4-6B muestra la distribucion espacial de todas las muestras en funcién
de los 3 primeros componentes principales. Estas tres variables latentes en su totalidad
suman un 98.5 % de la varianza explicada, 47% para el PC1, 32% para el PC2 y 20% para
el PC3, lo que demuestra una alta representatividad de la matriz original en la nueva
matriz reducida. Si relacionamos las concentraciones de las muestras con su distribucién
en los distintos ejes, podemos apreciar que aquellas mezclas en las que predominan
concentraciones medias de los APIs (20-60 %p/p) tienden a agruparse en el centro de la
grafica. Por otra parte, aquellas muestras en donde el porcentaje de uno u otro APl se
encuentra por sobre el valor de 60% o inferiores al 15%, tienden a distribuirse hacia los
extremos del componente en la medida que varia la concentracion estas. Por ejemplo, en
los extremos con valores negativos del PC1 se posicionan las muestras con
concentraciones elevadas de PAR, mientras que las de concentraciones bajas estan
agrupadas en zona de scores positivos, indicando que este PC explica mayoritariamente
la informacion fisica que proporciona PAR en la mezcla total. Por otro lado, los valores de
scores positivos en los PC2 y PC3 agrupan las muestras con concentraciones elevadas de
AAS y CAF respectivamente, mientras que en la zona de scores negativos se agrupan las
muestras con concentraciones bajas. De esto se deduce que las principales diferencias
gue detecta el PCA en el conjunto de calibracion se deben en gran medida a las diferencia
de concentraciones que hay entre cada muestra, las cuales son representadas a través de

los tres primeros PCs.
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Figura 4-6: Distribucidn espacial de las muestras de calibracidon en relacién a los tres primeros

componentes principales obtenidos al realizar un PCA sobre la totalidad del conjunto. El PCA se
validé mediante un validacién cruada completa (LOO) y el tratamiento de los espectros consistid

en un SNV seguido de una 2D con una ventana de 15 puntos.
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Esta informacién se corrobora al observar la figura 4-7, en donde se representan los
espectros puros de cada APl y de la matriz de excipientes junto con la representacidn

lineal de los loading de los PC1-5. Al observar la superposicién del Loading del PC1 con el
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espectro puro del PAR queda en manifiesto la elevada correlacion negativa que existe
entre ambas graficas a lo largo del espectro lo que explica la distribucidn de las muestras
en la figura 4-6. De igual forma, los loading del PC2 y PC3 poseen una correlacién de las
sefales positiva con las bandas de los espectros de AAS y CAF respectivamente. Esto
indica, a priori, una alta selectividad la cual debe ser demostrada incluyendo los valores
de concentraciones de cada API. Por su parte, los loading del PC4-5 explican
mayoritariamente informacidon proveniente de los excipientes, demostrando de una

manera exploratoria una diferenciacion de cada componente de la mezcla.

Figura 4-7: Comparacidon del espectro de los componentes puros de cada APl con la

representacion lineal del loading del PC1 obtenidos a partir de los modelos PLS NIR.
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4.3.1.2. CONSTRUCCION Y EVALUACION DEL MODELO PREDICTIVO

Los modelos PLS utilizados para cuantificar cada API se construyeron a partir del andlisis
de 63 de mezclas de calibracion, excluyéndose dos muestras consideradas como outliers
(detectadas a través del analisis estadistico con criterio Hotelling T?). Se evaluaron varios
modelos de cuantificacién, evaluandose el intervalo espectral de trabajo y el
pretratamiento utilizado. Finalmente, cada modelo quimiométrico se construyé en el
intervalo espectral de 9126-4520 cm™ y todos los espectros fueron tratados con SNV
seguido de la segunda derivada con una ventana de 15 puntos.

El poder predictivo de cada modelo se evalué mediante el analisis del RMSECV obtenido
a partir de la validacion cruzada LOO, y del RMSEP obtenido de las predicciones del set de
calibraciéon externa construido segun lo sefialado anteriormente. La tabla 4-2 muestra un
resumen de los parametros analiticos calculados para los modelos que entregaron

mejores predicciones.
Tabla 4-2: Cifras de mérito obtenidas en las predicciones de los mejores modelos PLS

desarrollados para cada API.

API Nem.c N2m.v Intervalde RMSECV RMSEP R? Precision Ne PC  Variance
concetracio (%p/p) (%p/p) (rep/int prec) explained
(%p/p) (%)
PAR 62 30 0.21-98.53 1.07 0.71 0.981 1.59/1.35 4 98
CAF 62 30 0.51-98.32 1.15 0.89 0.978 1.85/1.54 4 98
AAS 62 30 0.23-99.12  0.92 0.44 0.992 1.38/1.41 4 99

m.c: muestras de calibracion m.v: muestras de validacion

El RMSEP de tres modelos de calibracién esta dentro de un rango aceptable que va de
0.44% a 0.89% dependiendo el API, por su parte, los valores de RMSECV fluctuaron entre

0.91% a 1.15%. Para los tres modelos de calibracion se obtuvo un valor RMSEP menor que
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el RMSECV, lo que indica una alta capacidad predictiva del modelo y con ausencia de un
sobreajuste en los espectros de las muestras. Para las predicciones de PAR y CAF los
modelos fueron capaz de predecir con gran exactitud la mayoria de las muestras en los
intervalos de concentraciones establecidos, los mayores errores de predicciéon se
observaron en aquella mezclas con concentraciones extremas y opuestas entre ambos
APls, es decir, maxima concentracién de CAF con minima de PAR y viceversa. Ambos APIs
tienen bastantes variables en comun superpuestas (Figura 4-5b) y eventualmente podria
comprometerse el rendimiento de la prediccion en esas combinaciones de
concentraciones. Sin embargo en las muestras de calibracion con concentraciones
nominales de cada API fueron predichas con gran exactitud con RMSEP inferiores al 0.5%,
soportando las variaciones de la concentraciones de los excipientes incluidas en el set
validacion. La representacion grafica de las predicciones se muestra en la figura 4-8. Es
evidente la excelente coincidencia entre los valores predichos NIR y los de referencia
HPLC, con una pendiente de 0.981 para PAR, 0.978 para CAF y 0.992 para AAS. Ademas,
los test t pareados (entre los valores predichos NIR y los HPLC de referencia para el
contenido en APl de los comprimidos individuales de cada dosificacién muestran que no

existen diferencias significativas.
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Figura 4-8: Comparacion grafica de los valores de concentracién predichos mediante los modelos

PLS desarrollados con los valores de referencias de cada API.
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La especificidad del modelo se puede demostrar comparando los coeficientes de
regresion del primer PC con los espectros puros de los ingredientes, esta representaciéon
se puede apreciar en la figura 4-9. A lo largo del intervalo espectral utilizado para la
construccion de los modelos, los coeficientes regresién del PC1l indican fuertes

coincidencias espectrales con algunas sefales de los espectros para cada API, siendo en
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elintervalo comprendido entre los 8500-4500 cm™ donde se encuentran las variables que
contienen la mayor informacién diferenciadora para cada API, sobresaliendo la gran
capacidad para detectar el AAS por sobre los otros dos APIs. Esta informacién, en conjunto
con la entregada por el PCA (figura 4-6) demuestran que los modelos de calibracién son
especificos para cada APl y, por lo tanto, capaces de predecir los analitos con la ayuda de
cuatro componentes principales, dejando en manifiesto que la variabilidad de los

excipientes esta explicada por los PC4-5 y no afectan la prediccidon de las muestras.

Figura 4-9: Comparacién de los espectros puros de cada APl con la representacién lineal de los

coeficientes de regresidn del primer PC obtenidos en los modelos PLS.
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4.3.2. ESPECTROSCOPIA VIS-NIR
La determinacion cualitativa del tiempo Optimo de mezclado ha sido un tdpico
ampliamente estudiado a lo largo de las Ultimas dos décadas, para ello la espectroscopia
NIR ha desempefiado un rol fundamental como herramienta de andlisis. Sin embargo, el
uso de la espectroscopia Vis-NIR en este campo es nulo, destindandose su aplicacion
basicamente al analisis de muestras liquidas o alimentos para animales (8,9). En este
contexto, la presente seccion muestra los resultados que demostraron la factibilidad de

realizar analisis de mezclas farmacéuticas solidas mediante esta técnica.

4.3.2.1. PRETRATAMIENTO ESPECTRAL Y ANALISIS PREVIOS

Los analisis previos en espectroscopia Vis-NIR permitieron evaluar el desempario de la
técnica en orden de diferenciar los distintos componentes contenidos en la mezcla
farmacéutica. La importancia de este estudio radica en la poca absorcién que poseen los
analitos en el intervalo espectral de trabajo.

Para ello se obtuvieron los espectros puros de los tres principios junto con el espectro de
una mezcla de excipiente en sus concentraciones nominales, en el intervalo espectral de
380-1100 nm, sin embargo debido a la gran cantidad de ruido presentada en las zonas
extremas del espectrograma, todos los espectros fueron obtenidos en el intervalo entre
400-970 nm. Para disminuir las diferencias espectrales asociadas a la dispersion de luz, se
aplicé un pretratamiento espectral que consistié en un suavizado con una ventana de 59
puntos seguido de un SNV.

La figura 4-10 muestra el efecto del tratamiento espectral aplicado sobre los espectros de

cada componente, se logra apreciar una notable disminucién del ruido que va de la mano
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con aumento considerable de la resolucién de algunas bandas, especialmente al inicio del
espectrograma y sobre los 850 nm. En estas zonas es donde existe la mayor diferenciacién
producto de las caracteristicas quimica de cada componente. Por otro lado, en el intervalo
qgue contempla la regidn del visible, debido a la pobre absorcidén energética, predominan
las diferencias resultantes del recorrido que realiza el haz de luz del instrumento, el cual

estd relacionado con las caracteristicas fisicas de las particulas (forma y tamafio

principalmente).

Figura 4-10: Espectros de cada APl y de una matriz de excipientes crudos (A) y pretratados con un

suavizado de 59 puntos seguido de un SNV
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Para analizar con mas detalles cuales son las variables que explican las principales

diferencias entre cada API, se realizé un PCA sobre 80 espectros provenientes de los tres
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ingredientes activos y de la mezcla de excipientes (20 espectros de cada APly 20 espectros
de la matriz de excipientes). A cada espectro se le realizd un suavizado con una ventana
de 59 puntos seguido de un SNV, la validacion del PCA se hizo mediante una validacidn
cruzada completa con 80 segmentos. Los resultados del analisis se observan en la figura
4-11A, B, en donde se muestra la distribucion de los cuatro grupos analizados en relacién

a los primeros 3 PC (97% de la varianza explicada).

Figura 4-11: Distribucién espacial de los scores sobre los 4 primeros componentes principales

obtenidos al realizar un PCA sobre los espectros de cada APl y la matriz de excipientes.
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Queda en manifiesto una clara separacién de los cuatro grupos en estudio, en donde el
PC1 con un 73 % de la varianza explicada, es capaz de diferenciarlos a lo largo de su eje.
Dentro de este PC se explican mayoritariamente las diferencias espectrales de la cafeina

119



en relacidn a la matriz de excipientes influenciadas por las variables correspondientes a
los 400-430y 870-945nm. Estas variables tienen una considerable correlacién positiva con
la cafeina, sobre todo en la zona de los 400 nm, facilitando su diferenciacion de los otros
componentes. El resto de las variables explican las pequenas diferencias fiscas de las
muestras las que ayudan en menor medida a separar los cuatro grupos. Esto se puede
deducir también analizando la figura 4-12 en donde muestra una representacion lineal de
los loading de los tres primeros (figura 4-12 A, B, C) junto con los espectros de los APIs y
de la matriz de excipientes.

El PC2 con un 14% de varianza explicada contiene informacién que ayuda a diferenciar la
cafeina y los excipientes, del paracetamol y el acido acetil salicilico. Esta informacién esta
representada principalmente por las variables de la zona entre los 840 y 880nm las cuales
mantienen un correlacion positiva con AAS y PAR pero negativa para CAF y Excip. Por su
parte, el PC3 con un 10% de la varianza explicada logra diferenciar el paracetamol del
acido acetil salicilico utilizando también las variables de los 840 y 880nm, las cuales son
variables con una mayor influencia de AAS que de PAR, eso explica la correlacion positiva

para el primero y negativa para el segundo, ver figuras 4-11By 4-12C.
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Figura 4-12: Representacion lineal de los loading de los tres primeros PC (A: PC1, B: PC2, C: PC3)

junto con los espectros de los APIs y de la matriz de excipientes.
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Los resultados demuestran que los espectros obtenidos mediante espectroscopia Vis-NIR
extraen pequefias informaciones fisica y quimica de cada componente haciendo posible
su diferenciacion mediante un adecuado tratamiento de datos y un Analisis de los
Componentes Principales, pudiendo asi eventualmente detectar diferencias cualitativas

en un proceso de mezclado para su uso en la industria farmacéutica.
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4.3.3. DETERMINACION DEL TIEMPO OPTIMO DE MEZCLADO
En los parrafos que siguen se muestran los resultados obtenidos al estudiar un proceso
de mezclado a través de las metodologias descritas anteriormente, los resultados se
presentan en dos apartados, diferenciando el tiempo obtenido de forma cuantitativay de
forma cualitativa.
4.3.3.1. DETERMINACION CUANTITATIVA

Para la determinacidon cuantitativa se utilizd el modelo PLS desarrollado mediante
espectroscopia NIR. Si bien estos métodos son mucho mas complejos debido a la
necesidad de construir un modelo de calibracidn, esta metodologia no sélo determina el
tiempo de mezclado 6ptimo, sino que también proporciona informacion relevante
respecto a los valores de concentraciones de los APIs en cada punto del mezclador a lo
largo del proceso.

Los resultados de este analisis se muestran en la figura 4-13, donde se representan las
concentraciones de API predichas a lo largo el proceso de mezclado. El tiempo donde la
concentracién de cada APl en las zonas muestreadas se vuelve constante y no difieren de
un 5% del valor nominal es considerado un mezclado éptimo.

De la grafica se puede observar que la mezcla alcanza la homogeneidad a los 3.5 min con
desviaciones estdandar menores al 2% entre las distintas zonas muestreadas y hasta el final
del proceso, lo que indica ausencia de un desmezclado de los componentes. Sin embargo,
la cafeina a partir de los 6.5 min demuestra pequefias variaciones que van de entre 2-2.8
%, estos valores son bajos para ser considerar un fendmeno de desmezclado, pero merece

especial atencidon considerando que este APl logré su homogeneidad antes de los 3 min,
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a diferencia de PAR y AAS que alcanzaron la homogeneidad a los 3.5 min. Esto se debe
basicamente a que la cafeina es el componente en menor concentracion y es el APl con
menor tamafio de particula, lo que se traduce en una mayor fluidez, y por consiguiente
facilita su homogeneidad durante el mezclado.

Figura 4-13: Evaluacién de la homogeneidad del mezclado cuantitativamente mediante

espectroscopia NIR.
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Como era de esperarse, en las zonas de muestreo criticas (E, F y G) fueron las que mayor

tiempo tardaron en alcanzar una concentracién de API constante, debido al poco flujo
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qgque genera el mezclador en dichas zonas. Esto produjo que las concentraciones
presentaran una variabilidad gradual de concentracién de APl a lo largo del tiempo, hasta
estabilizarse a los 3.5 min. En las zonas de muestreo restantes, existié6 una mayor
variabilidad respecto a las concentraciones de cada API, sobre todo en las zonas centrales
del mezclador en donde el flujo de mezcla es constante. En estas zonas antes de los 3 min
las concentraciones se aproximaron su valor nominal dejando en manifiesto las
diferencias de mezclado que existe dependiendo de dénde se extraiga la muestra.
4.3.3.2. DETERMINACION CUALITATIVA
En esta parte del estudio, se han monitorizado diferentes procesos de mezclado
simulando el realizado por el laboratorio farmacéutico que patrocind la investigacion. Los
espectros registrados durante la mezcla se trataron con los algoritmos descritos en la
seccion 4.2.4.2, y asi establecer los mas apropiados y precisos para la identificacion del
punto final de mezcla, con garantia estadistica que demuestre una baja sensibilidad a las
oscilaciones propias producidas por el propio registro.
Los resultados de este anadlisis se muestran de acuerdo a la forma en la que se registraron
los espectros; muestreo segregado, registros desde el interior del mezclador y analisis
continuo.
a) Muestreo segregado: El monitoreo del proceso de mezclado mediante el muestreo
segregado permitié obtener 35 espectros (correspondientes a 5 registros en las 7 zonas
muestreadas) cada 0.5 min, El analisis de datos se realizdé sobre el promedié de los 5
espectros de cada zona (7 espectros/0.5 min) para una representacion espectral

individual de cada muestreo.
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El primer método utilizado para determinar el tiempo éptimo fue mediante el analisis de
la variabilidad espectral de un grupo de espectros a través de las desviaciones estandar
(DE) de sus intensidades. Este andlisis se aplicd sobre un bloque de 7 espectros de manera
continua a lo largo de todo el proceso (MBSD), y de manera independiente sobre los 7
espectros obtenidos en cada intervalo de muestreo. En ambos casos la homogeneidad de
la mezcla se detecta cuando las desviaciones estandar de los espectros logran una
estabilidad representada por un RSD menor 3%. La figura 4-14 muestra los resultados de

esta evaluacion.
Figura 4-14: Evaluacion de la homogeneidad del mezclado cualitativamente mediante

espectroscopia Vis-NIR utilizando MBSD.
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Los graficos presentados indican que no hay una relacion en los datos que pueda ser
interpretable para el objetivo planteado. En la gréfica de la MBSD (figura 4-14A) no es

posible observar ningun estado de referencia en donde las SD se hacen constantes, de
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igual forma, si se observan las RSD de los espectros en cada zona muestreadas (figura 4-
14B) se logra apreciar que sélo un bloque de muestreo obtuvo un valor de RSD en los
limites establecidos, no obstante, al bloque siguiente el valor vuelve salirse de los limites.
Esto sugiere que el mezclado no alcanzé un estado estable después que el proceso
concluyé, sin embargo, esto es muy poco probable por lo que la principal explicaciéon se
debe a que la informacidon redundante, la variacién aleatoria y el ruido espectral
proveniente de la técnica opacan a la informacién contenida en la mezcla lo que
imposibilita el estudio cualitativo mediante la evaluacién de la variabilidad espectral.
Continuando con la evaluacién de metodologias estadisticas para analizar los espectros,
se aplico la estrategia de Disimilaridad sobre espectros continuos (DIS), Disimilaridad de
espectros individuales sobre un espectro de referencias (DIS-ATS) y las Diferencias entre
el promedio de 7 espectros en una ventana movil y un espectro considerado como
referencia (DMBA-TS). El espectro de referencia se obtuvo a través del promedio de 10
registros realizados a 5 muestras comerciales previamente molturadas. La desviacion
estandar de estos registros para la muestra de referencia dio un valor de desviacién
estandar (DE) de 0.005, por lo que en esta ocasion, el mezclado 6ptimo se alcanza
cuando la DE de las diferencias espectrales caen bajo este valor establecido. Los
resultados de este estudio se muestran en la figura 4-15.
Los resultados obtenidos mediante los diferentes métodos de disimilaridad presentan un
comportamiento variable. En relacién la estrategia DIS, los resultados obtenidos fueron
comparables con los obtenidos a través de MBSD, es decir, no fue posible detectar un

valor de DE en las diferencias espectrales que indiquen una homogeneidad de mezclado.
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Sin embargo, al incluir un espectro de referencia en los calculos matematicos, la

interpretacion de los resultados hizo posible detectar valores de DE que se acercaron de

una forma gradual a los valores de una muestra referencia, y por tanto son resultados

mas acordes a los obtenidos por la metodologia cuantitativa, lo que nos da a entender

gue estos métodos son mds adecuados que los anteriores para deteccién del punto final

del mezclado.

Figura 4-15: Evaluacidn de la homogeneidad del mezclado cualitativamente

espectroscopia Vis-NIR utilizando DIS-ATS (A) y DMBA-TS (B).
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El método DMBA-TS mostré cambios mas uniformes respecto a DIS-ATS, por el efecto del

alisado producto el cdlculo del promedio en la ventana mévil de 7 espectros, lo que hace

a este método menos sensible al ruido producido por el propio equipo. Sin embargo, en

ambos casos de determiné que el tiempo de mezclado se logra a partir del min 3.5. Cabe
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resaltar que algunas zonas muestreadas al minuto 3.0 también alcanzaron el valor de DE
establecido, no obstante, es al minuto 3.5 en donde la totalidad de los muestreos caen
dentro de los limites prefijados.

La aplicacion de estos métodos en el proceso de mezclado mostré diferencias sustanciales
en su capacidad para identificar el punto final en el proceso de mezclado. Por un lado,
MBSD y DIS fueron incapaces de detectar con precision la uniformidad de mezcla debido
estas estrategias no son adecuadas para detectar cambios de concentraciones graduales
y son sensible a los problemas de ruido. Por otro lado, los métodos basados en DMBA-TS
y DIS-ATS resultaron mucho mds eficaces con resultados semejantes al estudio

cuantitativo.

La interpretacion de los datos se puede mejorar si se describe con mayor certeza las
causas mas relevantes de variacion espectral. Para ello se realizd una Analisis de los
Componentes Principales (PCA) sobre el mismo conjunto de datos utilizados
anteriormente, en este caso la variabilidad de los scores, representada por las
desviaciones estandar, permite detectar el tiempo 6ptimo de mezclado al alcanzar DE
inferiores a la de los scores de una mezcla de referencia. Para este analisis, se aplic6 MBSD
con una ventana de siete puntos sobre los scores de los tres primeros componentes
principales, los cuales describen las caracteristicas de los tres APIs La figura 4-16 muestra

los resultados obtenidos mediante este método.
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Figura 4-16: Evaluacion de la homogeneidad del

mezclado cualitativamente mediante

espectroscopia Vis-NIR utilizando MBSD de scores provenientes del PCA aplicado sobre los
espectros del proceso.
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La figura 4-16 representa los valores de DE obtenidos a partir de un bloque de siete

puntos para los tres primeros PC a lo largo de todo el proceso de mezclado. Se aprecia
que las DE de los scores para los tres PC logran una estabilidad a distintos tiempos. Los
Scores del PC1 logran la estabilidad justo antes de los 2.5 minutos y permanecen
constantes hasta el final del proceso. Recordemos que el PC1 contiene la informacién

espectral que explica principalmente las caracteristicas de CAF, la cual, como se demostré
en el estudio cuantitativo,

logra la homogeneidad antes que los otros dos APIs,

explicando la rdpida caida en los valores de SD para este PC. Por su parte, tanto los scores

del PC2 como los del PC3 logran la estabilidad en algunos muestreos realizados a los 3.0

min, pero es a partir de los muestreos realizado a los 3.5 min en donde la variabilidad de

los scores para los tres PCs cae dentro de los limites establecidos.
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Otro método utilizado para monitorizar y determinar el punto final del proceso de
mezclado utilizando la informacién proporcionada por el PCA, fue PC Andlisis de la
distancia de los scores (PC-SDA). Este es un método retrospectivo que tiene una ventaja
importante sobre los otros métodos, y es que determina estadisticamente cudl es el
punto final de proceso de mezclado con un determinado intervalo de confianza, lo que se
traduce en una mayor seguridad para las determinaciones.

El PCA en este caso incorpord los promedios de 5 espectros obtenidos en cada zona
muestreada desde el mezclador, danto un total de 112 espectros para el proceso
completo, 7 espectros cada 0.5 min por 8.0 min. La determinacion del espacio de disefio
esta relacionado con el valor limite de desviacién estandar aceptable para las distancias
euclidianas de los scores consecutivos. Si bien el limite estadistico que garantiza un
mezclado homogéneo es ambiguo y variable, el autor de la estrategia considerd una DE
de distancias euclidianas menor a un 1%, lo que se traduce en la creacién de un espacio
de disefio con un 95% de confianza. La figura 4-17 muestra el resultado de este analisis,

en donde se visualiza la distribucién de los scores respecto a los dos primeros PC.
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Figura 4-17: Distribucién espacial de los scores respectos a los dos primeros PC obtenidos al

aplicar un PCA sobre los espectros del proceso de mezclado.
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De la grafica se puede observar que luego de un determinado muestreo (circulo rojo), los
scores comienzan a agruparse en el centro de los ejes demostrando en menor grado de
variabilidad entres los scores sucesivos. Al ser este un método retrospectivo, las muestras
agrupadas en las zonas centrales de la grafica se consideran como las muestras de
calibracion, y en su totalidad conforman la zona espacial que determina la homogeneidad
del mezclado, de tal forma que cada muestra que se encuentra dentro de la zona
delimitada por el circulo negro es considerada como una mezcla sin variabilidad
significativa.

Luego, de la misma forma anterior, se realizé6 un segundo proceso de mezclado de tal
manera de predecir el tiempo éptimo con el espacio de disefio determinado. Para ello se

realizd un PCA sobre el conjunto de espectros registrados y se incluyd 10 espectros
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consecutivos considerados como referencia segun lo descrito anteriormente. La figura 4-
18 muestra los resultados de este estudio, en donde se puede apreciar que luego del
muestreo realizado al minuto 3.0 en la zona E los scores se posicionan dentro del intervalo
establecido por las muestras de calibracion, demostrando que cumplen con el atributo

buena homogeneidad.
Figura 4-18: Distribucidn espacial de los scores respectos a los dos primeros PC obtenidos al

aplicar un PCA sobre los espectros de prediccion y 10 espectros de calibracién
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El andlisis de los resultados se puede representar también a través del valor de T?
Hotelling en funcién del tiempo (scores). En esta ocasidn el punto clave del andlisis es
determinar el valor de T2 crit el cual estd relacionado con el nivel de confianza respecto a
la variabilidad espectral. Por lo tanto el momento en que los scores se encuentran por
debajo de este valor critico es considerado como el tiempo necesario para lograr un

mezclado homogéneo.
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La figura 4-19 ilustra los graficos de T? Hotelling predichos para el proceso de
homogeneizacion del mezclado. Se aprecia que el tiempo en que los scores caen bajo el
valor de T? crit es a partir de los Ultimos muestreos realizados en el min 3.0, lo que es
coincidente con los resultados obtenidos anteriormente. Sin embargo, a pesar de obtener
resultados comparables a la metodologia cuantitativa (esencialmente mas confiable), no
fue posible establecer un el intervalo de confiabilidad semejante al reportado por autor
de la estrategia (95%). En nuestro caso, los espectros considerados como de referencia
permitieron determinar desviaciones estandar de distancias euclidianas que representan
una confianza estadistica de un 85%. Esto se debe a que al alto ruido proveniente de la
técnica instrumental no son eliminados por el pretratamiento espectral, y opaca las
sefales propias de cada componente afectando la sensibilidad de los registros, lo que se
ve traducido en un aumento del error analitico.

Figura 4-19: Evaluacion de la homogeneidad del mezclado cualitativamente mediante

espectroscopia Vis-NIR utilizando el grafico Hotelling’s T2
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b) Registros desde el mezclador: Con el objetivo de disminuir el error analitico que
arrastran las extracciones de la muestra, se utilizé una estrategia de muestreo que
consistio en registrar espectros desde el interior del mezclador en 7 zonas especificas. El
analisis se realizd sobre 112 espectros en donde se registraron 7 espectros en intervalos
de 0.5 min. Los resultados obtenidos se presentan en la figura 4-20, en donde se muestra
los analisis estadisticos aplicados para la deteccién del mezclado homogéneo. Las graficas
entregan resultados similares a los obtenidos mediante el muestreo segregado, siendo
DIS-ATS, DMBA-TS y el andlisis de las DE de scores continuos los que permitieron obtener
informacidn interpretable respecto a la uniformidad de la mezcla, la cual se logré a los 3.5
min. Sin embargo, al someter los espectros a un estudio mediante PC-SDA, se observé
una ventaja adicional respecto al muestreo segregado. El registro espectral dentro del
mezclador permitié disminuir considerablemente el ruido espectral entre cada registro,
lo que se tradujo en la creacidn de un espacio de disefio con una confiabilidad de un 90%,
otorgandole un gran sustento estadistico a la metodologia. El resultado de este estudio
se aprecia en la figura 4-20D a través de la representacion gréfica del valor T? Hotelling

calculado con un 90% de confianza.

134



Figura 4-20: Evaluacion de la homogeneidad del mezclado cualitativamente mediante

espectroscopia Vis-NIR utilizando (A) DIS-ATS, (B) DMBA-TS y (C) MBSD de scores.
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Este aumento de la reproducibilidad de los registros es el resultado de la disminucidn el
error que incorpora cada extraccion del incremento, el cual fue descrito en la seccion 1.6.
Por lo que el muestreo desde el interior es una alternativa de mayor confiabilidad
respecto al muestreo segregado para este tipo de andlisis.

c) Analisis continuo: Una tercera estrategia incluida en este trabajo para analizar un
proceso de mezclado, fue a través de un analisis continuo con registros espectrales desde
fuera del mezclador. Esta estrategia se acerca en gran medida a los actuales mecanismos
tecnolégicos utilizados en la academia y algunos laboratorios farmacéuticos para la
investigacion y el control de procesos. Para ello se montd un sistema de andlisis sencillo
a escala piloto descrito en la seccion 4.2.4.1 (figura 4-4), en donde el registro espectral se
realizé en un mismo punto cada 2 segundos durante todo el proceso (8 minutos). Al
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registrar los espectros a través del recipiente del mezclador, se corre el riesgo que sefiales
espectrales provenientes del recipiente del mezclado interfieran en el estudio, por lo que
previo al analisis estadistico fue necesario corregir estas sefiales de interferencias en la
medida de poder garantizar que la informacién recopilada corresponde Unicamente a la
porcion del mezclado que se analizé. Para lograr esta correccidn, se montd el sistema de
analisis continuo y se registréd un conjunto de 10 espectros consecutivos en un mismo
punto del mezclador el cual se encontraba vacio (sin mezcla) y detenido. Luego, este
procedimiento se repitié pero registrando los espectros de manera continua en el mismo
punto cada 4 segundos por 1 minuto pero con el mezclador rotando a 30 RPM. Posterior
a ello, se incorpord dentro del mezclador 50 g de una mezcla considerada homogénea, y
nuevamente se le realizo6 el registro espectral a la misma zona del recipiente pero esta vez
con mezcla. Finalmente, para obtener un registro espectral de la mezcla homogénea en
movimiento, se registrd el espectro cada 4 segundos por un minuto al mismo punto
establecido, pero esta vez simulando el proceso de mezclado a 30 RPM con una mezcla
previamente homogeneizada. En resumen, se obtuvieron 4 conjuntos de espectros
obtenidos en el mismo punto del mezclador, los cuales se conformaron por 10 espectros
provenientes del mezclador vacio detenido, 10 espectros con el mezclador cargado
detenido, 15 espectros con el mezclador cargado detenido y 15 espectros con el
mezclador vacio en movimiento.

El analisis de los conjuntos de datos espectrales incluyé un pretratamiento espectral que
consistid en una correccion de linea base seguido de una SNV y posterior a ello un estudio

mediante un PCA. La figura 4-21 muestra el resultado de este analisis. Se observa un claro
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agrupamiento de cada conjunto de datos explicado en gran medida por los dos primeros
PCs con un 97% de la varianza descrita. La distribucion de los scores en el eje x (PC1)
muestra una evidente segregacién de los espectros obtenidos con el mezclador cargado
tanto detenido como en movimiento, agrupados en el extremo de valores positivos,
respecto al grupo de espectros obtenidos con mezclador vacio, los cuales se agrupan en
el extremo de contribucién negativa. Esto hace suponer que el primer PC (79% de varianza
explicada) contiene la informacion espectral que propicia el recipiente del mezclador
siendo el llenado con muestra el principal factor diferenciador que describe el
agrupamiento de estas muestras. Esta aseveracidon toma aun mas validez al observar la
distribucion de los scores en funcién del PC2 (18% de varianza explicada). En este PC, los
scores que representan los espectros del mezclador detenido, tanto cargado como vacio,
adquirieron valores similares, lo que indica la presencia de similitudes fisicas entre ambos
grupos aludidas a la ausencia de movimiento cuando se registraron los espectros. Por su
parte, los scores que representan los registros del mezclador en movimiento (cargado y
vacio) adquirieron valores que ayudaron a diferenciarlos de los registros detenidos, lo que
hace suponer que el PC2 contiene la informacién que involucra la toma de registros

continuos.
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Figura 4-21: Distribucién espacial de los scores en relacién al PC1 y PC2 obtenidos del PCA

aplicado sobre el conjunto de datos espectrales adquiridos desde el exterior del

mezclador
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Considerando los resultados obtenidos, para eliminar efecto producido por el registro
espectral desde el exterior del mezclador, se promediaron los espectros del mezclador
vacio en movimiento y se determind un factor de correccion en funcidn al error relativo
de las intensidades cada longitud de onda respecto a los espectros adquiridos con el

mezclador cargado en movimiento, segln se nuestra en la Ecuacidn 4-3.

ATVT AT

FA—L

=i~ e Ecuacion 4-3

i
donde A"V es la absorbancia a una determinada longitud de onda proveniente del
promedio de espectros obtenidos desde el mezclador vacio en movimiento, y A" es la

absorbancia a la misma longitud de onda pero proveniente del promedio de espectros

obtenidos desde el mezclador cargado en movimiento.
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Cada factor determinado se multiplicd sobre las intensidades a la respectiva longitud de
onda en los espectros adquiridos para el estudio del proceso de mezclado. El cdlculo del
factor de correccion se realizé por quintuplicado, es decir, a través de 5 mezclas distintas
consideradas homogéneas. Luego se calculé un promedio sobre los factores obtenidos a
cada longitud de onda (F), y se aplicd un test estadistico comparativo a los 5 factores
promediados. La tabla 4-3 muestra los resultados del andlisis estadistico realizado sobre
el promedio de los factores determinados. Se observa que no existen diferencias
significativas entre los factores calculados, por lo que el factor de correcciéon a cada
longitud de onda se calculé a partir del promedio de los factores obtenidos en los 5
experimentos, los cuales sirvieron para corregir el efecto del recipiente del mezclador

Tabla 4-3: Anilisis estadistico para el promedio de factores (F) a cada longitud de onda obtenido

a partir de 5 experimentos

Experimento F x-F

1 -0,1321 -0,00192
2 -0,1298 -0,00422
3 -0,1328 -0,00122
4 -0,1381 0,00408
5 -0,1373 0,00328
X -0,13402

c 0,003549

Nivel de confianza (95%) 0,004406945

A partir del estudio mediante un andlisis continuo se lograron registrar 240 espectros a lo

largo de todo el proceso. A cada espectro se le aplicé el factor de correccién determinado
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y se analizaron a través de las estrategias estadisticas descritas para detectar el tiempo
de mezclado 6ptimo.

Los resultados de este estudio se resumen en las figuras 4-22 y 4-23. De los métodos
cualitativos evaluados solamente DIS no entregd resultados interpretables, en donde las
DE de las diferencias espectrales entre espectros consecutivos no lograron una
estabilizaciéon durante el tiempo que durd el proceso. Sin embargo, a diferencia de las
otras dos estrategias (muestreo segregado y registros desde el interior del mezclador) la
estrategia de MBSD (figura 4-22A) permitié detectar un tiempo en el que las desviaciones
estandar se hacen constantes indicando una homogeneidad de la mezcla, la cual se logra
aproximadamente a los 3.57 min. El mismo resultado se obtuvo para el andlisis mediante
DIS-ATS en donde las DE de las diferencias espectrales frente a un espectro de referencia
alcanzaron valores por debajo del establecido a los 3.20 min. En esta ocasién, la DE
considerada como de referencia para la deteccion del mezclado éptimo se obtuvo a partir
de la DE de las intensidades del promedios de los 5 espectros analizados (previamente
corregidos).

Mediante el andlisis continuo se logré registrar una mayor cantidad de espectros por
minuto en relacion a los analisis discontinuos, esto permitié incluir un nimero de
espectros considerables (30 espectros) en la ventana movil destinada a calcular
desviacién estandar, lo que se tradujo en una mayor capacidad de la estrategia MBSD
para detectar las diferencias espectrales y asi determinar el tiempo 6ptimo de la mezcla

de una manera mas especifica, pero sin un sustento estadistico determinante.
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Figura 4-22: Monitorizacién del proceso de mezclador mediante MBSD (A) y DIS-ATS (B).
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De manera similar, se estudié la homogeneidad el mezclado mediante el analisis de los
scores provenientes de la aplicacién de un PCA sobre todos espectros del proceso (420
espectros). Los resultados de esta evaluaciéon se muestran en la figura 4-23. La figura
muestra la variacion de los scores en funcion del tiempo frente a un valor de score de
referencia el cual representa el espectro de una mezcla homogénea. Se aprecia que
después de un determinado tiempo, el valor de los scores no alcanzaron una cercania

suficiente al de referencia, indicando que el mezclado no alcanzé la homogeneidad segun
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los criterios establecidos. De igual manera, al someter los espectros a un analisis mediante
PC-SDA, las muestras no alcanzaron el valor de T? Hotelling crit para un intervalo de
confianza de 70%, lo que hace suponer que el analisis de los scores es una estrategia
inadecuada para el objetivo en las condiciones estudiadas. Al ser el PCA un algoritmo que
detecta las principales variaciones de un conjunto de datos, la reproducibilidad de los
espectros es un factor indispensable para lograr extraer la informacién de relevancia
analitica. El analisis continuo, si bien permitié registrar una mayor cantidad de espectros
para el andlisis, la reproducibilidad de la toma de espectros se vio afectada en gran
medida, debido a la inclusién de informacidon espectral ruidosa que no fue posible
remover mediante el factor de correccién ni tampoco con el pretratamiento espectral
aplicado.

Figura 4-23: Monitorizacion del proceso de mezclador mediante el andlisis de score respecto a

una referencia.
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4.3.3.3. DETERMINACION MEDIANTE METODOLOGIA DE REFERENCIA

Como ensayo final, se monitorié el tiempo de mezclado mediante la metodologia utilizada por la
industria farmacéutica para validar el proceso. Los resultados de este analisis se representan
graficamente en la figura 4-24. Se puede observar que los resultados se asemejan
considerablemente a los obtenidos mediante el modelo PLS desarrollado. El mezclado éptimo se
logra alos 3.5 minutos con valores de RSD inferiores al 3%. Al igual que lo determinado mediante
las técnicas espectroscopicas, cafeina fue el APl que alcanzé la homogeneidad antes que el resto
de los componentes debido a las caracteristicas fisicas que la diferencian.

Figura 4-24: Monitorizacion del proceso de mezclador mediante la metodologia de referencia
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4.4, CONCLUSIONES

Resumiendo la informacién recopilada al evaluar las distintas estrategias para
monitorizar el proceso de mezclado, se puede concluir que el modelo PLS utilizado para
el andlisis cuantitativo es una metodologia confiable con pardmetros analiticos
comparables a las metodologias de referencia HPLC pero sin la necesidad de realizar
algun tratamiento a la muestra lo que reduce el error analitico que otorga esa etapa.
Ademds, a diferencias de los métodos cualitativos, estos analisis brindan datos precisos
y basados en la concentracion del APl durante todo el proceso de mezclado. Sin embargo
son mas laboriosos, complicados y requiere personal altamente calificado para su
preparacion, pero no para su ejecucion.

Por su parte, como es sabido, los métodos cualitativos son simples, faciles de aplicar (no
requieren personal calificado) y con resultados adecuados al objetivo de estudio. En
cuanto a la técnica para el registro espectral, se obtuvieron resultados variables. Por un
lado, para el analisis discontinuo, se evidencio el error analitico que se incorpora en las
mediciones al realizar un muestreo segregado, frente a la toma de registros desde el
interior del mezclador, en donde el analisis mediante PC-SDA permitié detectar el
tiempo de mezclado 6ptimo como mayor respaldo estadistico para la segunda estrategia
gue para el muestreo segregado, siendo esta la mds utilizada por la industria
farmacéutica para los analisis. Sin embargo, la toma de registros discontinuos
imposibilita la obtenciéon de un numero de datos apropiados que le den sustentabilidad
a la estrategia para hacerla mas exacta y confiable. En ese sentido, el analisis continuo

presentd la ventaja de entregar tiempos de mezclados mas exactos, debido al nimero
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mayor de espectros registrados por minuto (30 espec/ min), lo que permitié monitorizar
el proceso mediante la estrategia de MBSD. No obstante, se vio afectada la
reproducibilidad de las mediciones, debido a que la configuracién del sistema
tecnoldgico utilizado para el registro espectral de manera continua no fue lo
suficientemente robusto para garantizar la correcta interpretacién de los datos
mediante el andlisis de los scores, en donde la variabilidad propia del proceso enmascard
las caracteristicas quimicas y fisicas de los componentes mezclados. Si bien los estudios
realizados de manera continua no entregaron un sustento estadistico solvente para
considerarla como una estrategia de primera eleccion, pequefas mejoras en cuanto a la
automatizaciéon del registro espectral posibilitarian esta opcion, sobre todo
considerando el costo que conlleva la implementacién de técnicas espectroscépicas NIR
para el analisis en linea.
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CAPITULO V

5. USO DE ESPECTROSCOPIA NIR Y RAMAN
PARA LA CUANTIFICACION DE PRINCIPIOS
ACTIVOS EN COMPRIMIDOS
FARMACEUTICOS TERMINADOS
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5.1.  INTRODUCCION
El analisis cuantitativo de los principios activos en comprimidos terminados es una
practica comun y muy demanda dentro de los laboratorios farmacéuticos, tanto para
analisis obligatorios como para andlisis de rutina (principalmente en lo que confiere a
revalidacién de metodologias analiticas). Esta parte del estudio contempld el desarrollo
de metodologias cuantitativas mediante espectroscopia NIR y Raman que cumplan con
los requisitos mininos para llevar a cabo el ensayo de uniformidad de dosis en una
formulacion farmacéutica solida comercial.
5.2. EXPERIMENTAL

5.2.1. DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS
Dolider es un medicamento comercializado en Chile, desarrollado y distribuido por
Laboratorios Pasteur S.A y utilizado para aliviar el dolor de cabeza.
La composicién de cada comprimido de Dolider incluye paracetamol en 250 mg (26.3 %),
acido acetilsalicilico en 250 mg (26.3 %) y cafeina en 65 mg (6.8 %) como ingredientes
activos. Ademas, contiene tres excipientes (lactosa, almidén y celulosa microcristalina)
gue en su totalidad representan el 40.6 % del producto total. Cada tableta comercial pesa
aproximadamente 950 mg, tiene una forma ovalada con una longitud de 2 cm y un ancho
de 0.5 cm en la zona media.
Todas las materias primas necesarias para la confeccién de las muestras fueron

proporcionadas por el laboratorio farmacéutico.
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5.2.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE CALIBRACION
La construccidon de un conjunto de calibracion es un paso critico para obtener resultados
de predicciones de calidad; el set de calibracion se prepard en base a un modelo de
disefio D-Optimal con cinco niveles de concentraciones para cada APl entre 80y 120 %,
siendo 100% el valor nominal de producto. Para lograr estos niveles de concentracién, se
utilizo la estrategia de sobre e infradosificacion de muestras comerciales previamente
molturada. Ademads, para incluir la variabilidad proveniente de los excipientes, se
prepararon tres mezclas variando entre un 90 %y un 110 % la concentraciones de los tres
componentes respecto al su valor nominal. Asi se formuld la matriz de excipientes 1 con
las concentraciones nominales de cada componente, la matriz de excipientes 2 con
concentraciones de un 90 %, y la matriz de excipientes 3 con concentraciones de un 110
% de cada componente. Cada una de estas mezclas fue utilizada para cubrir un tercio de
las muestras de calibracion y asi lograr las concentraciones de APl deseadas (1).
Finalmente se formularon 36 mezclas de calibracion las cuales se compactaron a 140 MPa
en una prensa Perkin Elmer 15.001 (Waltham, MA, EE. UU.). Cada tableta hecha en el
laboratorio (lab-tablet) pesé en promedio 310 mg con un didmetro de 1 cm. Ademas,
para adicionar variabilidades fisicas provenientes de la planta de produccion, se evalué
la inclusidn de espectros de muestras comerciales en el conjunto de calibracion y asi
obtener predicciones mas exactas.
5.2.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE VALIDACION
El conjunto de validacién consistié en 33 tabletas, 13 de ellas confeccionadas en el

laboratorio con concentraciones de ingredientes activos dentro del intervalo

149



comprendido por el set de calibracidn, y 20 tabletas comerciales. Las 13 muestras hechas
en el laboratorio se compactaron en las mismas condiciones que el conjunto de
calibracion. Las mismas muestras calibraciones y validacion se utilizaron tanto para los
analisis realizados con NIR como para realizados con Raman.

5.2.4. REGISTRO ESPECTRAL
Para las mediciones realizadas con NIR, el registro espectral se realizé por triplicado, en
donde se roté la tableta cada vez que se adquiridé un espectro.
En la adquisicién de espectros Raman, como primer paso, se colocd la muestra en la
plataforma xyz y se ajustd la altura (eje z) para maximizar la intensidad de la sefial. En los
registros Raman, la muestra es irradiada con un laser de tamafio de spot de 100 micras,
por lo que para aumentar la representatividad del conjunto de espectral se registraron
los espectros en diferentes posiciones de la muestra siguiendo una cuadricula prefijada
como se muestra en la (Figura 5-1). En el caso de las muestras hechas en laboratorio los
registros se realizaron en 8 puntos distintos, mientras que para las muestras comerciales
se realizé en 10.
Para evitar un posible efecto sistematico debido a las variaciones instrumentales del dia
adia, los espectros adquiridos tanto para el conjunto de calibracién como para el conjunto

de validacién se registraron siguiendo un esquema aleatorio y en 5 dias diferentes.
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Figura 5-1: Esquema de la adquisicion espectral Raman para A) Lab-tablet y B) muestra comercial.
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5.2.5. ANALISIS DE DATOS Y DESARROLLO DE MODELOS QUIMIOMETRICOS.

Tanto para los modelos cuantitativos NIR como para los Raman se utilizd una regresién
parcial de minimos cuadrados (PLS) mediante validacién cruzada completa leave-one-
out (LOO) como algoritmo quimiométrico. Se desarrollaron y evaluaron varios modelos
de cuantificacion, siendo los pretratamientos espectrales y el intervalo de trabajo los
principales factores a evaluar. Un preprocesamiento espectral adecuado reduce el
efecto de las fuentes no deseadas de variacion causadas por las propiedades fisicas de
las muestras. En el caso de NIR los pretratamientos mds utilizados son el SNV vy las
derivadas. SNV corrige el efecto de dispersién luminica, mientras que la segunda
derivada (2D) corrige el desplazamiento y las desviaciones lineales de la linea base,
reduciendo la colinealidad de los espectros. En los casos que se utilizaron derivadas

éstas se ajustaron a un polinomio de segundo orden con ventana mdévil de 15 puntos.
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Para la espectroscopia Raman se utilizaron tratamientos espectrales destinados a
reducir la variabilidad de la intensidad generadas por el Idser, para ello la Normalizacién
de los picos junto con una correccidn de linea base son los pretratamientos espectrales
gue mejores resultados demuestran. El mejor modelo se selecciond con base en
criterios convencionales como, coeficiente de determinacién (R2), error de la raiz
cuadratica media de los valores de calibracién (RMSEC) y error de la raiz cuadratica
media de los valores de las predicciones (RMSEP).

El paquete de software Unscrambler X 10.3 (Trondheim, Noruega) se uso para pretratar
y construir los modelos de calibracidon. Este software incorpora pretratamientos
espectrales (SNV, normalizaciones, promediado, derivadas o suavizados) y herramientas
guimiométricas como PCA o PLS.

5.2.6. EXACTITUD Y PRECISION DE LA METODOLOGIA.

Una vez obtenido el modelo de calibracion mas apropiado, es necesario determinar la
exactitud y precision de cada API de acuerdo con las pautas de ICH (2), y asi garantizar
predicciones confiables.

La precision de las metodologias desarrolladas se evalud en funcién de la repetibilidad
y precision intermedia. Para la metodologia NIR, se estudié la repetibilidad midiendo
una tableta 10 veces consecutivas, quitando y reemplazando la muestra cada vez que se
realizé el registro. Para la metodologia Raman se estudio la repetibilidad removiendo la
tableta de la placa de muestreo, desenfocando y repitiendo el procedimiento de
medicién 10 veces también. Para ambas técnicas, la precisidon intermedia se estimé

registrando el espectro de la misma tableta en 7 dias diferentes, los resultados se
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expresan como el porcentaje de la desviacion estandar relativa (% RSD).
La exactitud se evalud para ambas metodologias mediante el error relativo de las
predicciones de conjunto de validaciones externas. Los requisitos de la industria
farmacéutica establecen que los limites de error deben estar entre 5y 10% dependiendo
la concentracién y la naturaleza del API (3), para este estudio, el riesgo maximo para
obtener resultados aceptables fue de un error relativo inferior al 5%.

5.2.7. METODO DE REFERENCIA
Para comprobar que los resultados predictivos con la metodologia desarrollada
corresponden a valores reales de concentracién, cada muestra hecha en el laboratorio y
cada muestra comercial, se analizdé mediante una metodologia HPLC de referencia
validado por el laboratorio farmacéutico. Previo al andlisis cromatografico se hizo un
tratamiento de muestra en donde la tableta se triturd y se transfirid a un matraces
volumétricos de 25 mL y 100 mL para las muestras hechas en laboratorio y para las
muestras comerciales respectivamente. Luego se afiadio la mitad del volumen del matraz
con disolvente, se sonicé durante 30 minutos y se agité mecanicamente durante otros 30
minutos. El volumen del matraz se completd con solvente y se dejé reposar durante 5
minutos. Se tomé una alicuota de 1 mL y se llevd a un matraz graduado de 10 mL.
Finalmente, se prepard un filtrado de 0.25 micras para su posterior inyecciéon en el

cromatdgrafo. Las condiciones cromatograficas para el andlisis se detallan en la tabla 4-1.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1.ESTUDIOS PRELIMINARES

5.3.1.1. MASA PARA LA FABRICACION DE COMPRIMIDOS

Como se menciond en el capitulo anterior, la construccidon de los set de calibracién y
validacién contemplé muestras comerciales y muestras confeccionadas en el laboratorio
a distintas concentraciones (lab-made). Los comprimidos hechos en el laboratorio
fueron compactados a 140 MPa por medio de punzones de forma circular, cuyo
compartimento de compresién permitia adicionar distintas cantidades de polvo que
iban de entre 100 mg a 500 mg. La cantidad de muestra compactada determinara el
grosor de la tableta confeccionada. Este parametro cobra relevancia debido a que los
registros espectrales se realizan en modo reflectancia difusa, por lo que es necesario
confeccionar tabletas que permitan una interaccion entre las particulas con el haz de luz
de forma representativa y con la precaucion de que este no atraviese la muestra. Para
ello, se pulverizaron 10 muestras comerciales las que fueron utilizadas para
confeccionar comprimidos de 250, 300,350 y 400 mg con distintos grosores. Luego se
realizé un registro espectral por triplicado a cada comprimido y se evalud la cantidad de
masa O6ptima requerida para su confeccién. La figura 5-2 muestra los registros de los
espectros brutos y tratados con SNV seguido de una segunda derivada de los

comprimidos con distinto grosor.
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Figura 5-2: Representacion de los espectros A) crudos y B) tratados mediante SNV seguido de
una 2D de 15 puntos, proveniente de tabletas confeccionadas en el laboratorio con distinta masa

y grosor.
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Luego de tratar los espectros brutos mediante los algoritmos mencionados, fue dificil
determinar visualmente si existen diferencias entre cada uno de los comprimidos, por
lo que se le aplicé un PCA al conjunto de espectros y se analizé la distribucién de los

scores frente a los dos primeros PC. Esta distribucidon esta representada en la figura 5-3,
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donde es posible observar con mayor claridad las diferencias entre los cuatro
comprimidos. Queda en claro manifiesto las diferencias espectrales de los comprimidos
de 250 mg y 450 mg, agrupados en los extremos del PC1, relacién a los de 300, 350 y
400 mg, agrupados en el centro de la gréfica. Esto indica que las cantidades entre 300 y
400 mg permiten obtener registros reproducibles sin estar entorpecidos por el recorrido
que realiza el haz debido al grosor de la muestra, finalmente 350 mg fue la cantidad

seleccionada para la confeccién de los comprimidos.

Figura 5-3: Grafica bidimensional de la distribucion de los scores en relacion al PC1 y PC2 del

PCA realizado sobre las tabletas de distinta masa y grosor.
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5.3.1.2. EFECTO DEL TRATAMIENTO ESPECTRAL

Para evaluar la capacidad de los distintos pretratamientos para eliminar las diferencias
espectrales debidas a la presentacion fisica de la muestra (las diferencias de scattering),
se les registrd el espectro a cinco muestras comerciales. Luego, estas muestras se
pulverizaron y se compactaron 350 mg del polvo triturado para nuevamente registrar su

espectro.

En la figura 5-3A se muestran los espectros crudos de comprimidos comerciales (a) y los
espectros crudos de comprimidos compactados en el laboratorio (b), mientras que la
figura 5-4B muestra los mismos espectros tras el pretratamiento SNV+2D. En el caso
de los espectros crudos, las diferencias en las propiedades de scattering se observan a
simple vista, y en mayor medida en las muestras comerciales. Esto debido a que la
superficie semiovalada del comprimido comercial dispersa mayor cantidad de luz que
la superficie plana de la muestra recomprimida. Ademas, las muestras compactadas en
laboratorio son practicamente paralelas a los espectros de la muestras de produccién,
estas diferencias pueden ser atribuidas a las distinta presiéon de compactacion a la que

fueron sometidas (3).
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Figura 5-4: Espectros crudos (A) y pretratados (B) de muestras comerciales y muestras lab-made

a concentraciones nominales de cada componente.
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La semejanza entre espectros fue evaluada mediante los coeficientes de correlacion de
las intensidades a cada longitud de onda, y a través de la suma de los cuadrados de
diferencias relativas en cada longitud de onda, la cual es usada para calcular el
parametro b para cada muestra. Con el fin de tener una referencia del valor minimo
esperable, se calculd un parametro similar, Bm, para evaluar las diferencias entre
espectros registrados en diferentes dias de la misma muestra. Siendo especificos, Bm se

calculé como el valor promedio de cinco muestras de produccién, las cuales se
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almacenaron en un desecador antes y durante los registros espectrales para prevenir

posibles cambios espectrales debidos a absorcién de humedad.

(Agomercial_Alaboratorio)2

— n i i .z

b= Z/1=1 laboratorio Ecuacion 5-1
i

B, = |gn Gty ceuacic
m = A=1 Adia 1 cuacion 5-2

Los resultados se muestran en la tabla 5-1, y se deduce que cualquiera de los
pretratamientos evaluados hace que los espectros de muestras comerciales vy
recompactados sean practicamente iguales, siendo la combinacién de SNV y 2D la que
minimiza de mejor manera las diferencias. Cabe resaltar que si bien se obtuvieron
correlaciones cercanas a uno para todos los pretratamientos (semejanza entre perfiles
espectrales), este parametro no refleja diferencias cuantitativas entre espectros con el
mismo perfil pero diferente intensidad. En este caso la evaluacién de los parametros b
en relacion a Bm explica de mejor manera la influencia de los pretratamientos. Para un
correcto analisis de estos valores, hay que tener en consideracién que las derivadas
transformaron algunos valores de sefial a cerca de cero, lo que provocd un valor
exagerado del cociente. Dado que este fendmeno matematico es provocado por el
pretratamiento, dichos puntos espectrales se eliminaron del cdlculo de b. Otro
comentario importante para mencionar es que el valor Bm para SNV fuera superior al

del espectro crudo, pudiendo ser explicado por la presencia de amplias zonas
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espectrales en el SNV cercanas a cero que, debido a la naturaleza de normalizacion del

pretratamiento provocaron la aparicion de valores altos del cociente. (5).

Tabla 5-1: Efecto de pretratamientos en las diferencias espectrales entre muestras comerciales
y compactadas en el laboratorio (b) y el coeficiente de correlacion (CC). Bm es una medida de la

reproducibilidad instrumental.

Crudos SNV 1D? 2Db SNV+2DP
b: 3835 59.8 585 56.9 224
bs 584.2 60.9 57.1 72.0 31.9
bs 283.0 74.0 60.1 75.2 55.7
ba 360.8 61.2 61.4 713 45.0
bs 641.1 69.1 725 79.2 52.0
Bm 1.2 45 15.2 8.2 5.2
cC 0.9487 0.9985  0.9983 0.9989 0.9993

Otra forma imprescindible de analizar el efecto del pretratamentiento espectral es
evaluarlo sobre todo el set de muestras confeccionadas. Recordemos que el set de
calibracion quedo conformado 36 muestras, mientras que el set de validacion incluyé
13 muestras confeccionadas en el laboratorio. Las Figuras 5-5A, 5-5B y 5-5C muestran el
efecto de los pretratamientos sobre un variado conjunto de espectros NIR. La Figura 5-
5A compara el espectro bruto de cada ingrediente activo frente a una tableta comercial.
Este tipo de representacion es util para visualizar en una primera instancia las posibles
variables de cada componente que contribuyen a la formacién del espectro comercial.
Queda en manifiesto laS fuertes sefiales de sobre tonos de los grupos OH y C=0 cerca
de los 1400 nm y 1900 nm provenientes del paracetamol y el acido acetilsalicilico,
ademas de la banda del grupo NH cerca de los 1500 nm proveniente del paracetamol.
Estas bandas son muy intensas, pero algo solapadas, y dan un indicio de la alta

contribucién que otorgan estos dos componentes en la lectura del espectro de la tableta
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comercial. Por su parte, la molécula de cafeina se ve principalmente representada en el
espectro comercial por las bandas provenienteS desde sus 3 grupos metilos (1890 nm)
contenidos en su estructura ciclica, junto a las vibraciones de estiramiento de los enlaces
de C=0,C=CyC=Nentre 1900 y los 2300 nm; por lo tanto, estas sefales pueden
desempeiiar un papel importante en la estimacion de la cafeina, el cual es el ingrediente
activo de menor concentracién.

La Figura 5-5B muestra los espectros sin procesar de todo el conjunto de muestras de
calibracion confeccionadas en el laboratorio. La alta variabilidad espectral resultante del
analisis en diferentes dias y el efecto de dispersidn de la luz es evidente al observar el
recorrido de la linea base de todos los espectros. Después de tratar los espectros
mediente un SNV seguido de una segunda derivada (2D) utilizando la transformacién
Savitzky-Golay con 15 puntos de suavizado, la deriva de la linea base y la resolucién de
las bandas espectrales mejoraron considerablemente (ver figura 5-5C). Por lo que la
variabilidad espectral resultante después del tratamiento se debe principalmente las
diferencias en la concentracién de cada uno de los ingredientes activos. Asi, algunas de
las bandas de absorcion mencionadas, como la banda de fenol o el enlace N-H ahora son
facilmente perceptibles.

Cabe resaltar que, a pesar de que el pretratamiento de SNV seguido de 2D minimizd las
diferencias espectrales, incluyendo las bandas de absorcién del agua (centradas en 1440
y 1940 nm). Por lo que sélo basté con un adecuado almacenamiento de las muestras

para omitir el efecto producido por la humedad.
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Figura 5-5: A) Comparacion de los espectros puros de cada APl con el espectro crudo de un

comprimido comercial; B) y C) Efecto del pretratamiento espectral aplicado sobre el set de

calibracion.
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Todo analisis preliminar para la construcciéon de un modelo cuantitativo debe ir de la
mano de un analisis exploratorio de las muestras por medio de un PCA. Para visualizar

de forma exploratoria y determinar el grado de semejanza espectral de las muestras del
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conjunto de calibracidn, se realizd un PCA sobre espectros NIR donde se incluyeron
tanto muestras comerciales como muestras lab-made. El PCA se desarroll6 mediante
una validacion cruzada completa y con un tratamiento espectral que incluyd una SNV y
una 2D. La Figura 5-6 muestra la distribucién espacial de las puntuaciones en los dos
primeros PC que explican el 95% de la variabilidad encontrada en los datos espectrales.
Es posible observar una pequefa agrupacién de las muestras comerciales con respecto
a las muestras hechas en laboratorio producidas por las diferencias fisicas generadas en
el proceso de fabricacion. Ademads, las muestras lab-made que contenian
concentraciones de APl cerca del valor nominal (marcado en un circulo negro) se
agrupan muy cerca de las tabletas comerciales, esto indica una relacién entre la
distribucion de las muestras y las concentraciones de API, las cuales se explican en gran

medida por los dos primeros PC
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Figura 5-6: Grafica bidimensional de la distribucidén de los scores en relacion al PC1 y PC2 del

PCA realizado sobre el set de calibracidn y muestras comerciales.
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Con respecto a la espectroscopia Raman, como se menciono a los largo del capitulo |,
proporciona importante informacién sobre modos vibracionales fundamentales de las
moléculas analizadas. El mayor porcentaje de esta informacién proviene de la zona
espectral denominada huella digital, comprendida entre los 1830 cm™ y 275 cm™. Por lo
tanto, todos los andlisis efectuados por espectroscopia Raman se realizaron en este
intervalo espectral. El pretratamiento espectral en Raman es un poco mas limitado en
comparacion a NIR, en esta ocasion se evalud la aplicacion de una correccion inicial de
la linea base de los espectros, seguida de una normalizacién unitaria de area como
algoritmos de tratamiento. De igual forma que para NIR, la Figura 5-7A muestra los

espectros de cada APl comparado con el de una tableta comercial. Dado que los tres API
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poseen una estructura quimica comparable (un anillo aromdtico con pocos
sustituyentes), la mayoria de los picos aparecen muy cercanos entre si. Sin embargo,
debido a la especificidad del efecto Raman, se pueden detectar facilmente pequefias
diferencias entre cada espectro API. Por ejemplo, a 1753 cm™ se aprecia la influencia el
grupo carbonilo del dcido carboxilico perteneciente al acido acetilsalicilico. También es
posible diferenciar el grupo carbonilo ceténico proveniente de la cafeina y acido
acetilsalicilico a los 1700 cm™, o la banda a 556 cm™ correspondiente a las vibraciones
internas en el anillo de pirimidina incluido en la molécula de cafeina. Por otro lado, la
contribuciéon del paracetamol en la informacién del espectro es significativamente
mayor en relacion a las otras dos APIs. Por ejemplo a los 1650 y 1607 cm-* resaltan las
bandas de amida y los picos de vibracién en 1654 y 1610 cm™ producto del estiramiento
C =0y C=_Crespectivamente. Y también los picos de flexidon y estiramiento simétricos
de CH entre los 1260-1227 cm™. Esto permite deducir que el paracetamol es el APl que
tiene una contribucién espectral mucho mas relevante que sus similes, ademas los picos
de caracteristicos de cafeina estan débilmente resueltos y parcialmente superpuestos
con las sefiales de los otros dos analitos, por lo que eventualmente podrian conducir a
problemas de cuantificacién.

Al comparar las contribuciones espectrales en una mezcla de analitos por
espectroscopia NIR y Raman, es necesario resaltar un hecho diferencial que puede ser
muy importante. En NIR, los coeficientes de absorcidn para el mismo tipo de enlaces
varian relativamente poco de una molécula a otra, es decir, la contribucion al espectro

mixto se debe fundamentalmente a la diferencia de concentracién. Mientras que en
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Raman, la intensidad de la emision depende linealmente del coeficiente de polarizacion,
que puede variar significativamente de una molécula a otra. En este sentido, la
diferencia de contribucion al espectro final ya no se extrapola directamente de la
diferencia de concentracion (6), por lo que un analito que esté a concentraciones bajas

puede dar sefiales mads intensas que uno a concentraciones mal elevadas.

Aunque Raman produce picos estrechos y bien resueltos, la similitud estructural entre
las API produce un resultado contraintuitivo. Uno esperaria que, debido a la naturaleza
de la sefial, los espectros NIR fueran mucho mas similares que los espectros Raman. Sin
embargo, la Tabla 5-2 muestra los coeficientes de correlacidén entre el espectro puro de
cada API (después de los pretratamientos espectrales descritos anteriormente) en
relacién al espectro de una muestra comercial. Se observa que existen diferencias
considerables entre las dos técnicas con respecto a la contribucion de cada APl en la
muestra comercial. Los resultados obtenidos en NIR muestran que la influencia de cada
APl en la mezcla es relativamente baja y principalmente determinada por su
concentracién, en cambio en Raman la similitud es mucho mayor y no sigue el orden de

concentracion.
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Figura 5-7: (A) espectros Raman de los tres ingredientes activos y un comprimido comercial, y
(B) ocho espectros Raman de la misma tableta comercial recompactada en diferentes zonas. El
espectro Raman se pretratd con una correcciéon de linea de base en el intervalo 1795-895 cm”

'seguido de una normalizacién de area.
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Tabla 5-2: Coeficientes de correlacidn para cada API respecto a una tableta comercial para

ambas técnicas después de aplicar diferentes métodos de preprocesamiento.

NIR Raman
ASA 0.46 0.81
CAF 0.31 0.93
PAR 0.45 0.94

La Figura 5-7B muestra los registros de ocho espectros Raman adquiridos en los
diferentes puntos establecidos sobre una tableta comercial pulverizada y compactada
en el laboratorio. Aunque este tema se discutird mas a fondo en los siguientes parrafos,
es necesario mencionar la notable variacion de intensidad en algunos picos para la
misma muestra, indicando una deficiente distribucién de los ingredientes activos en el
interior de la tableta, lo que hace imprescindible realizar un estudio cuantitativo para
aclarar esta situacion.

Al igual que en NIR, un estudio preliminar para los espectros Raman de las muestras a
analizar contempld la realizacion un PCA sobre muestras del conjunto de calibracion y
muestras comerciales. La Figura 5-8A muestra los resultados de este analisis en funcion
de las distribuciones espacial de scores en relacién al PC1 y PC2 del PCA. Se puede
observar que, en relacion a NIR, la reducciéon de las diferencias fisicas de las muestras
comerciales y aquellas hechas en laboratorio fue mucho mas apreciable visualmente, ya
que, como se muestra en la figura 5-8A, en Raman no hubo una agrupacién entre las
muestras. Esto se debe a que en los espectros Raman las caracteristicas quimicas de las
muestras tiene una influencia mucho mayor en las intensidades que la informacién que
contemplan las caracteristicas fisicas. Esta misma conclusidon se puede extraer al
observar la figura 5-8B, donde se representa de forma lineal el loading del PC1, frente
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los espectros de una muestra comercial y al de una muestra lab-made. Se aprecia una
gran correlacidon entre las principales bandas de los espectros y del loading que mas
variables explica, lo que indica una alta representatividad de los espectros originales en
el algoritmo utilizado por el PCA para comprimir las variables.

Figura 5-8: A) Grafica bidimensional de la distribucién de los scores de espectros Raman en
relacién al PC1y PC2 del PCA realizado sobre el set de calibracién y muestras comerciales, B)
Representacién lineal el loading del PC1, frente los espectros Raman de una muestra comercial

y de una muestra lab-made a concentraciones nominales.
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5.3.2.DESARROLLO Y EVALUACON ANALITICA DE LOS MODELOS DESARROLLADOS

El objetivo de esta seccidn se centra en la obtencién de modelos de calibracién faciles
de construir y que a la vez sean robustos y apropiados para realizar controles
cuantitativos de los APl una vez el producto farmacéutico esta terminado.

Se crearon varios modelos de calibracidén PLS para ambas técnicas, en donde se variaron
parametros como el intervalo espectral de trabajo, el nimero de factores utilizados para
la cuantificacion o la inclusién de muestras comerciales al set de calibracién. Con el fin
de simplificar los resultados, en la Tabla 5-3 sélo se muestran las cifras de mérito que
mejor caracterizaron cada modelo PLS desarrollado.

En todos los casos, tanto para NIR como para Raman, los modelos de calibracidon que
mejores resultados entregaron se conformaron por un conjunto de 36 muestras de
calibracion hechas en el laboratorio mds 10 6 5 tabletas comerciales para NIR o Raman
respectivamente. Esto es coherente con la situacidn descrita anteriormente; los
modelos construidos con muestras comerciales permiten incluir variabilidades fisicas
provenientes de la planta de produccién que facilitan las predicciones de los APlIs,

especialmente para la cafeina como activo de menor concentracion.
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Tabla 5-3: Cifras de mérito de los modelos NIR y Raman PLS para acido acetilsalicilico, cafeina y
paracetamol, el conjunto de calibracién incluyé 36 tabletas hechas en laboratorio con 10y 5

tabletas comerciales para NIR y Raman respectivamente

Varianz
Técnica  API N¢de intervalo pendiente R? exapliacadz RMSECV RMSEP
PC (%p/p) (%) (%w/w)  (%w/w)
NIR
AAS? 4 20.53-40.91  0.9876 0.9898 98.9 0.57 2.09
CAF? 5 4.31-10.21 0.9865 0.9913 98.1 0.13 0.42
PAR® 4 21.48-31.91  0.9814 0.9815 98.1 0.35 0.61
Raman
AAS© 4 20.53-40.91  0.9741 0.9713 97.2 0.89 2.12
CAF* 5 4.31-10.21 0.9691 0.9711 97.1 0.30 0.28
PAR® 2 21.48-31.91  0.9650 0.9741 97.7 0.39 1.71

a: 1100-2498 nm; b: 1100-2294 nm; c: 1795-275 cm™!

Los mejores parametros analiticos se obtuvieron a través de la lectura de 4 6 5 variables
latentes, a excepcion de la cuantificacion de paracetamol mediante Raman que sdlo
necesito la inclusiéon dedos PC para la mejor cuantificacién. La cuantificacion de
paracetamol mediante NIR se realizd en un intervalo espectral reducido entre 1100-
2242 nm. Este recorte del nimero de variables se debe a que por sobre los 2500 nm la
contribucidn del paracetamol es practicamente nula, por lo que al limitar en 2242 nm el
intervalo de trabajo se mejoran considerablemente las predicciones. Para el resto de las
API fue necesario utilizar todo el intervalo espectral, ya que tanto el AAS como la CAF
necesitan proveer de una mayor cantidad de informacidn para ser modelados.

La exactitud y la capacidad predictiva del modelo se evalué en términos de error relativo
de las predicciones en la validacion externa, utilizando un limite de aceptacién
correspondiente a un + 5% de error para cada API. Los valores RMSEP muestran que los

modelos NIR desarrollados tienen una alta capacidad predictiva sobre el set de
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calibracion disefiado (0.42% para cafeina y 0.61% para paracetamol), siendo el modelo
para AAS el obtuvo valores de RMSEP mas elevados (2.09%) pero dentro de los limites
de aceptacion.

Como se menciond en la metodologia, la obtencién de los espectros Raman se realizé
mediante un esquema de cuadricula prefijado, en donde se registraron 8 6 10 espectros
dependiendo si el comprimido era comercial o lab-made. Sin embargo, como quedd
evidenciado en la Figura 5-8B, los espectros Raman para una misma tableta variaron
considerablemente en intensidad, obteniéndose variaciones de entre un 15 a 20%
dependiendo del nimero de onda en el que se registro el espectro. Debido a que estas
diferencias se presentaron tanto en los comprimidos comerciales como en las lab-made,
se puede descartar que las variaciones se deban al distinto proceso de manufactura de
las muestras.

Al haber tantas diferencias de intensidad entre cada zona analizada, el promedio de los
espectros registrados por tableta no es una medida aritmética confiable para realizar los
calculos de cuantificacién, de hecho, al utilizar el promedio de los espectros se obtuvo
parametros analiticos inapropiados para los objetivos. Para corregir estos errores, y
obtener una medida aritmética representativa de los registros, se ordenaron los
espectros de cada tableta en relacion a la magnitud de su intensidad, y se identificé el
espectro correspondiente a la mediana de los registros. El uso de este pardmetro
estadistico le otorga confiablidad a los resultados cuando la variacién de las sefiales es

considerablemente alta, por lo que los modelos y las predicciones para Raman se
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realizaron a través de la mediana de los registros. Mas adelante se presentara una
explicacion probable de esta alta diferencia anormal entre los espectros registrados.

La tabla 5-3 muestra las cifras de mérito de los mejores modelos de calibracién Raman
desarrollados. En general, los valores fueron bastante similares a los proporcionados por
la espectroscopia NIR (técnica esencialmente cuantitativa). Para los tres ingredientes
activos, las mejores predicciones se obtuvieron mediante el uso de la media aritmética
del espectro, con RMSEP inferioral 2.12% p / p para ASA, 1.7 1 a PAR y 0.28 a CAF.

Para una mejor visualizacién de la capacidad predictiva de los modelos desarrollados,
en la tabla 5-4 se muestra el contenido completo de las predicciones efectuadas para la
validacién externa, comparadas con los resultados de los analisis mediante la
metodologia HPLC de referencia. Es evidente que los valores promedio obtenidos por
las tres técnicas coinciden (una prueba t muestra que no hay diferencias significativas
para alfa = 0.05); la precisién de los métodos espectroscépicos es ligeramente peor que
la de HPLC, pero perfectamente aceptable segin los estandares de calidad de la
industria.

Una exactitud adecuada de las predicciones estd relacionada con la selectividad de la
metodologia frente a la deteccidén de los Apis. La USP sefala que para evaluar este
parametro, los coeficientes de regresion calculados en los modelos pueden ser
representados comparando las regiones con una alta correlacién respecto al espectro
puro del analito.

Siguiendo esta idea, en las figuras 5-9 y 5-10 comparan el coeficiente de regresion de la

primera variable latente del modelo PLS desarrollado frente al espectro puro de su
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respectivo API. En los modelos NIR (Figura 5-4) el PC1 explicé el 60.4 % de la varianza Y
para AAS, un 55.7% para CAF y un 64.3 % para PAR. Si bien, el primer PC no explica el
mayor porcentaje de las diferencias espectrales, la inclusion de un segundo componente
eleva la varianza explicada a sobre un 80% para cada modelo. A pesar del porcentaje de
varianza contenida en el PC1, los graficos indican fuertes coincidencias espectrales entre
los espectros APl y los coeficientes de regresiéon en ambas técnicas. En el grafico NIR
(Figura 5-9), como se puede observar, la relacién de las bandas de absorcion del espectro
puro de AASy surespectivo coeficiente de regresidon es menor en comparacion con otros
APls, (CC: 0.54). Por otro lado, los coeficientes de regresién para los modelos de PAR y
CAF (0.68 y 0.55 respectivamente) no solo tienen fuertes coincidencias espectrales con
sus espectros puros, sino que también tienen bandas de influencias negativas que
indican la ausencia de la API. Esto explica que las predicciones para CAF fueran mas
precisas que las de AAS a pesar de las diferencias de concentraciones entre ellos.

Para Raman la situacion fue similar, los tres APIs se relacionaron adecuadamente con
los coeficientes de regresion de sus modelos. Sin embargo, pesar del que el porcentaje
de varianza explicada por el PC para Raman (75 % para AAS, 70% para CAFy un 72% para
PAR) fue superior a los de NIR, esto no se vio reflejado en el valor los CC (0.49 para AAS,
0.51 para PAR y 0.54 para CAF). Estos datos demuestran la alta capacidad de
cuantificacion de las metodologias NIR por sobre Raman, siendo esta ultima destinada

mayoritariamente a analisis de identificacién.
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Figura 5-9: Espectro de componentes puros de cada APl y la representacion lineal de los

coeficientes de regresion de los modelos PLS NIR (A; AAS, B; CAF y C; PAR).
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Como se mostré en la tabla 5-3, las predicciones para PAR y AAS fueron las esperadas
presentando un error mayor en Raman que en NIR. Por el contrario, la cuantificacién
de CAF, mostré considerables mejoras al ser analizadas por Raman. En la figura 5-10 se

puede observar que hay muchas bandas caracteristicas para AAS y PAR a la misma
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longitud de onda que son incluidas en sus respetivos modelos. Estas variables generan
una dificultad en modelo para detectar el analito a cuantificar y por consiguiente, un
mayor error de prediccidn. La exclusién de estas variables empeoraron las predicciones,
ya que, si bien no son selectivas para los analitos, contienen informacion importante y
util para generar predicciones adecuadas a los requerimientos. Por su parte CAF, pose
un menor numero de bandas de absorcion visualmente apreciables, pero posee una
elevada contribucién espectral (tabla 5-2) producto de su senales intensas y
caracteristicas altamente correlacionadas con su coeficiente de regresién, lo que se
traduce en una alta capacidad predictiva.

Finalmente, todos los modelos desarrollados fueron sometidos a estudios de precision
evaluados en términos de la repetibilidad y precisién intermedia.

La Tabla 5-5 muestra los resultados de este estudio expresados en funcion de la
desviacion estandar relativa. Los valores de %RSD para cada APl que utiliza la
espectroscopia NIR fueron inferiores al 2 % en repetibilidad y precisién intermedia y
menores del 3 % utilizando la espectroscopia Raman. Como era de esperarse, los
mejores resultados se obtuvieron mediante espectroscopia NIR y esto obviamente se
debe a la facilidad que tiene el instrumento para obtener los espectros. Por otro lado, la
espectroscopia Raman, al irradiar la muestra con un laser monocromatico, incluye una
etapa de enfoque de la muestra, haciendo que la toma del espectro sea menos
reproducible.

En cualquier caso, ambas técnicas entregaron resultados de precisién adecuados.
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Figura 5-10: Espectro Raman de los componentes puros de cada APl y la representacion lineal

de los coeficientes de regresion de los modelos PLS Raman (A; AAS, B; CAFy C; PAR).
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Tabla 5-5: Valor de precisién expresado como %RSD obtenido con los modelos PLS NIR y Raman.

Técnica API Repetibilidad Precision
(n=10) intermedia
(n=7)
AAS 1.24 154
NIR CAF 1.82 1.95
PAR 1.05 1.28
Raman AAS 2.53 2.87
CAF 2.09 2.16
PAR 1.98 2.07

Finalmente, fue posible desarrollar modelos quimiométricos PLS NIR y Raman para
cuantificar el acido acetilsalicilico, la cafeina y el paracetamol a partir de tabletas
comerciales y de laboratorio. Los pardmetros analiticos obtenidos fueron
estadisticamente comparables a los de la HPLC y en concordancia con los requisitos para
la industria farmacéutica, pudiendo usarse perfectamente para controles como la
mencionada prueba de uniformidad de contenido para dosis Unica. Ademas, la
espectroscopia Raman proporciond informacion adicional sobre distribucion de los
componentes dentro de la tableta.

5.3.3.EFECTO DEL TAMANO DE PARTICULA

La reproducibilidad de un espectro Raman puede considerarse debido a tres factores
independientes: el error analitico de medicion s?,; error de submuestreo s%; y el efecto
de dispersién de la radiacidn s%m.

El error de medicion analitica depende esencialmente de la relacién sefial / ruido y
puede modularse modificando pardametros instrumentales: nimero de escaneos
promediados y resolucién espectral principalmente. El error de submuestreo ocurre

porque, dado el pequefio volumen de muestra analizado, el nimero de particulas de
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analito que emiten radiacion Raman varia de un punto a otro; la variabilidad de
dispersion incluye ambos elementos de la muestra (micro diferencias en su superficie,
pequenas diferencias en el enfoque, oscilacion de la potencia del laser, etc.) y se
minimiza en gran medida por una normalizacién espectral adecuada (7).

En espectros normalizados, la variabilidad espectral se puede simplificar como se

produce por dos factores.

st =52+ s? Ecuacién 5-1

donde: s es la varianza instrumental y s2 la variabilidad debido al error de submuestreo.
Aunque el concepto de error de submuestreo es bastante intuitivo, no es facil demarcar
sus dos componentes: la variabilidad aleatoria en muestras uniformes y la variabilidad
producida por una distribucion incorrecta del analito en la muestra. En el primer caso,
cuando se grafican los resultados obtenidos en diferentes sitios de la superficie de la
tableta, uno esperaria un resultado mas o menos estrecho (8), por ejemplo, distribucion
gaussiana. En el caso de una distribucion APl no uniforme, uno esperaria sitios con
mayor contenido APl (acumulaciéon de particulas de API) y puntos con menor
concentracién, en una distribucién no gaussiana.

En el andlisis quimico cldsico de sdlidos particulados, el error de submuestreo puede
explicarse aplicando los conceptos basicos de distribucidon binomial (9). Ya existe un
historial de su aplicacion en Raman en el caso de la microscopia confocal, pero la
estimacidon numérica precisa del error producido no es posible en la espectroscopia

Raman convencional. El principal problema que limita su aplicacidén es que es imposible
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calcular el numero total de particulas irradiadas. De hecho, es imposible estimar con
precision el volumen de muestra analizada. Aunque es posible estimar una penetracion
de aproximadamente 1.4-1.5 mm, depende del tamano de particula y, ademas, se sabe
qgue a medida que la radiacion penetra, la participacidén de las particulas de analito mas
profundas es menor. Por otro lado, aunque el rayo laser tiene un didmetro bien definido,
debido a la dispersion de la radiacién dentro de la muestra, las particulas fuera del
cilindro irradiado pueden emitir radiacién laser recolectada por el detector. Sin
embargo, los conceptos involucrados pueden ser Utiles para la interpretacion cualitativa
de los resultados obtenidos.

En el presente caso, si se supone que el volumen muestreado esta definido (en un primer
enfoque) por un cilindro de radio de 0.25 mm y 1.4 mm de altura (volumen muestreado
total 2.7 108 um?3), ya que el volumen promedio de las diferentes particulas Se puede
estimar que es posible calcular el nUmero total de particulas y el nUmero esperado de
particulas de analito en el volumen muestreado.

La Figura 5-11 muestra una imagen SEM de las diferentes APl analizadas. Se puede
observar que las particulas tienen una morfologia que puede ser aproximada por un
prisma de base cuadrada con un borde de la base que es aproximadamente % de la

longitud de la misma.
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Figura 5-11: Imagenes microscépicas de las particulas de AAS (A), CAF (B), PAR (C) y excipientes

(D)

En la tabla 5-6, se muestran las longitudes promedio de los cuatro componentes (tres
APl y el excipiente principal) de la muestra y el volumen promedio estimado de cada
particula. Si suponemos que todos tienen la misma densidad y que el volumen analizado
estd totalmente ocupado por las particulas, se puede estimar un orden de magnitud del

numero de particulas de cada analito presente (n), ver tabla 5-6

Tabla 5-6: Tamafo y numeros de particulas (n) para cada componente de la tableta.

Largo Ancho Volume n
(um) (um) (pm3)
AAS 645 161 8385504 9
CAF 59 14 6418 3000
PAR 56 14 5488 13000
Excip 84 21 18522 6000

Ademas, debe tenerse en cuenta que, aunque los modelos Raman que utilizan la

mediana espectral producen buenos resultados en la cuantificacion de las tres API, el
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numero de sitios en la tableta que deben muestrearse es demasiado alto para el uso
rutinario. Sin embargo, puede ser una buena herramienta analitica para verificar si el
proceso de fabricacion es adecuado. Esto podria realizarse determinando el error de
submuestreo en una tableta cuidadosamente preparada (planta piloto) para demostrar
gue son perfectamente homogéneas. Por lo tanto, un control aleatorio de alguna tableta
en produccidon que dio un error significativamente mayor seria indicativo de que el
proceso de fabricacién es incorrecto.

La Figura 5-12 muestra los histogramas obtenidos al representar los valores de las
concentraciones individuales de 25 tabletas comerciales (10 puntos / tableta). Para AAS,
se observa una distribucion simétrica que indica que la APl estd distribuida
uniformemente, con una concentracién promedio que coincide con el valor nominal,
pero con una gran dispersion de puntos de concentracion alta y baja formando una
distribucion que se ajusta a una distribucién de Laplace. Esta funcidn de distribucion se
ha utilizado especialmente en el mundo de la economia para describir y anticipar
algunos procesos, asi como algunos fendmenos meteorolégicos aleatorios (10). La
interpretacion cualitativa del mismo es relativamente simple, dado que el pequefio
numero de particulas incluidas en el volumen muestreado es muy probable que
encuentre valores de concentraciéon extremadamente mas altos y mas bajos que el valor
nominal.

Por otro lado, el tamafio de particulas AAS relativamente grande condiciona la
distribucion de las APl sobrantes. Donde CAF, el componente minoritario de la muestra,

tiene dos curvas de distribucién, una centrada alrededor del 5.5% p / p (DE: 1.7) y otra
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menos del 11.3 % p / p (DE: 1.2). Podria interpretarse como la "brecha" formada por la
ausencia de particulas AAS que, en parte, esta llena de particulas CAF, que tienen cierta
tendencia a aglomerarse. El nUmero de particulas PAR es mucho mayor que el de CAF.
A pesar de esto, también se detecta una distribucidon doble centrada en torno al 22.8%
y el 32.1 %.

Figura 5-12: Histogramas de valores de concentraciones individuales de 25 tabletas comerciales

(10 puntos / tableta) para cada API.
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Tabla 5-4: Comparacién de los valores hallados de contenido en APl mediante los

modelos desarrollados con los valores HPLC de referencia

Muestra

Comer 1
Comer 2
Comer 3
Comer 4
Comer 5
Comer 6
Comer 7
Comer 8
Comer 9
Comer 10
Comer 11
Comer 12
Comer 13
Comer 14
Comer 15
Comer 16
Comer 17
Comer 18
Comer 19
Comer 20
Lab-made 1
Lab-made 2
Lab-made 3
Lab-made 4
Lab-made 5
Lab-made 6
Lab-made 7
Lab-made 8
Lab-made 9
Lab-made 10
Lab-made 11
Lab-made 12
Lab-made 13

AAS CAF PAR

Raman Raman Raman Raman Raman Raman

HPLC NIR Pam; ,f‘/leg HPLC NIR Pam; :Aeg HPLC NIR Ffio; f/leg
2560 26,11 21,27 2117 670 656 6,04 6,03 2530 2534 2648 25,09
2960 2972 2381 21,97 640 7,4 7,75 6,47 2380 23,81 2500 23,23
2900 28,05 29,68 26,72 710 669 7,58 7,60 2420 2423 2437 23,32
2482 2717 2438 24,46 667 657 7,15 6,65 2482 2504 2450 23,96
2546 2507 2652 24,66 616 607 6,34 6,12 2546 2561 2683 26,12
2670 2595 2834 27,86 680 657 7,04 6,60 2670 2555 2554 25,49
2580 2545 27,61 27,34 610 6,10 6,53 5,81 2580 2548 26,00 24,37
2570 2271 2843 27,89 670 567 7,49 6,89 2570 26,20 2523 24,50
2420 31,04 2636 24,59 710 711 7,69 7,09 2420 2453 28,03 28,35
2490 2330 2649 2559 650 541 7,44 6,61 2490 26,14 26,35 24,34
2520 30,96 26,60 26,45 710 721 6,71 6,89 2520 2418 26551 2581
2520 23,74 24,67 26,07 620 596 7,56 6,70 2520 2522 2671 23,66
2710 2652 29,12 28,86 680 643 7,94 6,76 26,10 24559 2518 25,08
2490 2401 27,85 2544 630 575 7,05 6,16 2490 2536 2417 23,53
2502 2515 26,88 26,47 652 573 7,57 6,78 26,00 2530 2452 24,94
2582 26,17 2338 2546 637 637 7,01 6,35 2462 2415 2554 24,32
2546 2507 2652 24,66 646 647 6,04 6,22 26,32 26,58 2698 26,12
2620 2595 2834 26,86 601 607 7,04 6,20 2571 2555 2598 25,49
2530 2515 27,61 26,34 630 610 6,53 6,19 2598 2541 26,00 25,37
2570 2271 2843 27,89 670 567 7,49 6,89 2471 24,96 2554 24,50
31,79 3092 3275 31,99 634 602 567 5,98 2583 2567 29,39 2501
2323 2328 2664 24,85 476 470 507 4,82 3061 30,39 29,08 29,31
2434 2433 2557 2361 514 507 5,80 5,09 2909 29,13 29,86 30,21
2279 23,02 2576 2361 436 443 4,83 4,57 29,69 29,98 27,04 29,14
2788 2831 2527 26,66 699 707 6,62 7,27 26,19 26,99 27,33 26,80
2790 27,06 2682 27,01 715 7,08 8,60 6,95 2891 2827 2609 27,99
2880 29,00 2642 27,06 820 837 851 8,83 2780 27,85 29,16 27,16
2620 2594 2324 2572 650 639 6,01 6,35 30,00 29,90 32,47 30,74
2630 27,37 21,32 2515 670 674 634 6,58 3040 29,61 31,98 30,94
2570 2659 22,84 24,69 720 740 8,40 7,28 30,00 29,83 3477 31,40
2434 2433 2557 2361 514 507 5,80 5,09 2728 27,05 29,86 27,45
2279 23,02 2576 2361 476 463 4,83 4,67 28,32 2845 2898 28,03
2388 2331 2527 24,66 699 707 6,32 7,03 2512 2535 26,37 2554
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5.4. CONCLUSIONES

Se desarrollaron modelos en base a espectroscopia NIR y Raman para la cuantificacion de
paracetamol, acido acetilsalicilico y cafeina de una tableta farmacéutica comercializada
en Chile.

La inclusién de muestras comerciales en el conjunto de calibracidon es fundamental para
mejorar la capacidad predictiva de los modelos, tanto para NIR como para Raman. Sin
embargo, para este ultimo no se necesitaron mas de cinco muestras comerciales para
obtener pardmetros analiticos adecuados para la industria farmacéutica, con errores de
prediccidon con respecto a un valor nominal inferior al 6 %, resultados aceptables para la
industria.

En espectroscopia Raman con multiples mediciones (mapeo o punto a punto) el uso del
valor estadistico de la mediana logrd ser mas representativo que el promedio cuando la
variacion de las intensidades entre una medicidn y otra es considerablemente mayor (mas
del 15 %).

El uso de la espectroscopia Raman para el analisis de la tableta farmacéutica permitid
estimar la distribucién de cada ingrediente activo. Los resultados mostraron una
distribucion no homogénea probablemente debido al tamafio de las particulas de los
ingredientes activos especialmente AAS. Aunque los resultados muestran que las tabletas
estan bien fabricadas, ya que los valores promedio y la desviacién estdndar estaban
dentro de los limites aprobados, debe reconocerse que la desviacion estandar tanto en

HPLC como en técnicas espectroscépicas es relativamente alta. Ese hecho, unido a Ia
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distribucion irregular detectada, sugiere que el tamafio de particula (especialmente para
AAS) produce un riesgo no despreciable de obtener una produccién no conforme.

En términos generales, el NIR permite el desarrollo de métodos cuantitativos mds simples
y rapidos, pero el Raman se ve menos afectado por la presencia de humedad y, en casos
de tabletas divisibles, hace posible la evaluacién de la uniformidad del contenido en los

fragmentos potenciales (mitades o habitaciones) de una manera no destructiva
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CAPITULO VI

6. CONCLUSIONES
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Se han desarrollado estrategias y metodologias analiticas disefiadas para evaluar aquellos
pardmetros considerados como criticos en la fabricacidn de comprimidos farmacéuticos.
Para ello se utilizaron técnicas espectroscépicas como la espectroscopia NIR, Vis-NIR y la
espectroscopia Raman, ademas de modelos de calibracion multivariantes para la
interpretacion de los datos. A continuacion se describen las principales conclusiones
derivadas del trabajo de investigacion presentado en esta memoria.

e Se desarrollaron modelos de calibracién PLS utilizando espectroscopia NIR y Raman para
la cuantificacion de paracetamol, acido acetilsalicilico y cafeina en un comprimido
farmacéutico comercializado en Chile. El modelo PLS desarrollado constituyé un método
rapido de analisis demostrando la idoneidad del mismo como un método alternativo a los
convencionales (HPLC).

e Para el andlisis de comprimidos farmacéuticos mediante espectroscopia Raman con
multiples medidas, el uso del valor estadistico de la mediana de las mediciones es mas
representativo que el promedio cuando la variacion de las intensidades entre una
medicion y otra es considerablemente mayor. Ademads, esta metodologia permitié
estimar la distribuciéon de cada ingrediente activo, demostrando una distribucién no
homogénea dentro del comprimido, probablemente debido al tamafo de las particulas
de los ingredientes activos especialmente AAS. Estos resultados hacen de la
espectroscopia Raman una potente herramienta analitica para detectar atributos de

calidad imperceptibles por otras técnicas.
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Se estudio la monitorizacidon de un proceso mezclado en donde se comparé la capacidad
de diferentes metodologias y estrategias estadisticas utilizadas para detectar el tiempo
6ptimo en que la mezcla alcanza la homogeneidad.

¢ El método cuantitativo basado en el desarrollo de un modelo PLS para la determinacion
de los APIs en las distintas zonas del mezclador, es la metodologia que entrega resultados
semejantes a los de HPLC para determinar el punto final del mezclado y la concentracién
final en la mezcla. En cuanto a métodos alternativos a los cromatograficos se refiere, este
es probablemente el método mas adecuado para el objetivo, pero requiere mayor
demanda de tiempo para el andlisis de datos y para la elaboracion del modelo
propiamente tal.

e Para el andlisis de estrategias cualitativas, se observé diferencias en la capacidad para
identificar el punto final del proceso dependiendo la estrategia utilizada para ello. Los
métodos cualitativos de desviacidon estandar de un bloque movil (MBSD) y el basado en la
desviacion estandar de la diferencia entre dos espectros consecutivos (DIS) son incapaces
de detectar con precisién el punto final del mezclado cuando la cantidad de espectros
adquiridos durante el proceso es reducido (andlisis discontinuo). Sin embargo, al incluir
espectros de referencia, como lo fue en las estrategias de disimilaridad del promedio de
un bloque movil contra un espectro de una mezcla homogénea (espectro objetivo)
(DMBA-TS) vy la disimilaridad frente a un espectro referencia (DIS-ATS), los resultados
mejoraron sustancialmente permitiendo detectar el minuto en el que se alcanza la

homogeneidad del mezclado.
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*El método PCA ha demostrado ser una herramienta que otorga sensibilidad para
detectar el punto final del proceso de mezclado a través de la variabilidad de los scores.
Ademads, el método PC-SDA resulté ser una estrategia que presenta la ventaja de
determinar estadisticamente el punto final del proceso de mezcla, lo que garantiza una
mayor seguridad en la interpretacién de datos. Esto se consiguid al realizar muestreos
desde el interior del mezclador determinando el tiempo de mezclado éptimo con un 90%
de confianza. El andlisis continuo y mediante muestreo segregado, incorporaron un error
analitico que imposibilité la obtencidon de un espacio de disefo con un nivel de confianza
mas elevado. Sin embargo pequefias mejoras en tecnologia farmacéutica permitirian
desarrollar metodologias acordes a los requerimientos de calidad comparables con las
metodologias de referencia y aquellas compatibles con iniciativa PAT.

Las metodologias desarrolladas en esta tesis aportan soluciones a situaciones reales de
problematicas en la industria farmacéutica, y las metodologias desarrolladas son
susceptibles de ser utilizados en rutina o en el mejor de los casos, como metodologias de

eleccion.
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