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2.1. INTRODUCCION

En este capitulo se describen, por un lado, la instrumentacion y los programas de
célculo utilizados a lo largo del desarrollo de esta tesis y, por otro, aquellos aspectos

generales que pueden afectar al espectro NIR.

2.2. INSTRUMENTACION

-Espectrofotémetro NIRSystem 5000, con detector de reflectancia, equipado con un
modulo de sonda de fibra dptica AP6645 ANO3P. El software del equipo, NSAS version
3.52, incorpora los programas para el control y diagnostico del instrumento, la adquisicion

de los espectros NIR y su posterior tratamiento.

-Espectrofotémetro NIRSystem 6500, con detector de reflectancia, equipado con un
moddulo de sonda de fibra 6ptica AP6641 ANO4P o un moédulo RCA (Rapid-Content
Analyser). El instrumento esta dirigido por el software Vision version 2.22, el cual incorpora
también programas para el control y diagndstico del instrumento y para la adquisicion y

tratamiento de los espectros NIR.

-Espectrofotémetro Diode-Array Hewlett Packard HP8452A. El instrumento esta
gobernado por un ordenador IBM PC-XT a través de una interfase HP-IB. El software del
equipo, HP89530 MS-DOS UV/Vis, incorpora programas para controlar el instrumento y
para la obtencién y tratamiento de los espectros. El espectro de absorbancia se registra

utilizando cubetas de cuarzo de 1cm de camino éptico.

-Agitador Turbula® Type T2C de WAB utilizado para homogeneizar las muestras
preparadas en el laboratorio.

-Agitador magnético con placa calefactora, Agimatic-N de P Selecta
-Centrifugadora modelo Digicen de Alresa

-Bafio de ultrasonidos de P Selecta

-Molinillo de cuchillas Turmix Mill

-Tamizador C.I.S.A. con mallas comprendidas entre 75y 1000 um.
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2.3. PROGRAMAS DE CALCULO

-Programa de multicomponentes MC, desarrollado por el grupo de Quimiometria
Aplicada de la unidad de Quimica Analitica de la Universidad Autdonoma de Barcelona, que
permite determinar las concentraciones de los componentes de una mezcla realizando un
ajuste por minimos cuadrados del espectro de la mezcla a partir de los espectros UV-Visible
de cada uno de los componentes puros.

-Programa UNSCRAMBLER de CAMO A/S, desde la versién 7.01 hasta la 7.6, el
cual incorpora algoritmos para realizar PCAs, efectuar diferentes técnicas de calibracion
(ILS, PCR, PLSR) y desarrollar procesos de clasificacion con datos espectroscopicos
registrados. También se pueden realizar diferentes pretratamientos espectrales (suavizado,
derivadas, MSC,...) y operaciones aritméticas con los espectros.

-Programas NSAS versiéon 3.52 y Vision versiéon 2.22 utilizados para el control de los
espectrofotometros NIRSystem descritos en el apartado anterior y para llevar a cabo el

andlisis cualitativo de las muestras.

2.4. MODULOS UTILIZADOS EN EL REGISTRO DEL ESPECTRO NIR

Para poder llevar a cabo el registro del espectro NIR se han utilizado a lo largo de
esta tesis dos tipos de moédulos acoplados al espectrofotémetro: la sonda de fibra dptica
(figura 2.1a) y el modulo RCA (figura 2.1b).

La utilizaciéon de la sonda de fibra Optica permite minimizar la manipulaciéon de la
muestra por parte del analista, pudiendo incluso medirla directamente en su contenedor
habitual. Gracias a esto, se ha convertido en una herramienta muy Util para andlisis quimico
on-line. El principio de la fibra oéptica se basa en la transferencia de la luz del
espectrofotdmetro a la muestra via fibra éptica y el retorno al espectrofotémetro después de
la interaccién con la muestra. El principal inconveniente es la pérdida de energia radiante
durante el transporte a través de la fibra, provocando un aumento del ruido de la sefial que

puede tener importancia en el analisis cualitativo y cuantitativo.
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(b)

Figura 2.1. Espectrofotometro NIRSystem con el médulo de sonda de fibra 6ptica (a) y con el
maodulo RCA (b).

J

El médulo RCA permite la medida tanto de muestras sélidas como liquidas. La
disposicion circular de los seis detectores, que forman un éngulo de 45° con la horizontal,
permite incrementar la sensibilidad instrumental, ademas de mejorar sustancialmente la
relacion sefial/ruido a partir de 2200nm respecto a la fibra dptica.

En la figura 2.2 se muestra como varia el espectro del ruido en funcién del médulo
con el que se trabaje. Se puede observar que el espectro obtenido con el mdédulo RCA es
menos ruidoso que el obtenido con el médulo de sonda de fibra Optica, especialmente a
partir de 2200nm. Esto obliga a que siempre que se trabaje con el modulo de sonda de fibra
Optica sea recomendable eliminar la region del espectro comprendida entre 2200 y 2500nm.
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Figura 2.2. Espectro de ruido obtenido con el médulo de sonda de fibra

Optica (gris) y con el médulo RCA (negro).

2.5. ESTUDIOS PRELIMINARES CON EL MODULO DE RCA

Para el analisis de productos sélidos granulados mediante el modulo RCA es
necesario la utilizacion de una cubeta, que se ubicara en el compartimiento de muestra, tal y
como se muestra en la figura 2.3. Uno de los problemas que se planteé fue el efecto que
puede causar el grosor de muestra depositado en la cubeta a la distorsion espectral. El
espesor minimo de muestra que no causa distorsién espectral depende de la naturaleza
fisica y quimica de la misma. En la bibliografia se recoge que para excipientes
farmacéuticos es necesario un grosor superior a 10mm*. Sin embargo, otros autores opinan
que es preciso un grosor entre 0-5mm dependiendo del tamafio de particula y del grado de
compactacién2 0 entre 1-2cm dependiendo de la densidad y absortividad del material® e

. 4 ..
incluso que un espesor de 0.75mm" ya es suficiente.
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Cubeta de muestra
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Figura 2.3. Esquema del médulo RCA.

Se estudié6 como podia influir la cantidad de producto en la reproducibilidad espectral.
Para ello se utiliz6 un excipiente farmacéutico, el sorbitol, con un diametro medio de
particula Dsg de 500 m°. Se registraron 15 espectros a tres grosores diferentes de producto.
El primer grosor correspondia a 2mm aproximadamente, el segundo a 5mm y el tercero a
9mm. Entre espectros consecutivos se llenaba y vaciaba la cubeta, y cada tres espectros se
registraba un espectro referencia (cubeta vacia). En la figura 2.4 se muestran los 15
espectros correspondientes al primer grosor. De esta figura se desprende como varia el
espectro al registrar siempre la misma cantidad de producto, teniendo, en principio, también
el mismo grosor. En la figura 2.5 se presenta la superposicion del espectro promedio de los
15 espectros para cada uno de los diferentes grosores. Como se puede observar la
variabilidad espectral es mucho menor que la existente entre los replicados del mismo
grosor, lo que confirma que no existen diferencias significativas entre los tres grosores
ensayados. Por tanto, en este caso concreto, es suficiente tener un grosor minimo de
producto de 2mm.

b » . . o . o o .

El diametro medio de particula es el tamafio que divide la distribucién de los tamafios de particula en dos
mitades, una con el 50% de masa superior y otra con el 50% de masa inferior. Por esta razén, generalmente se
representa con el simbolo Dsg
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Figura 2.4. Superposicién de la segunda derivada de 15 espectros del

excipiente farmacéutico sorbitol.
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Figura 2.5. Superposicién de la segunda derivada de los espectros

medios obtenidos para los tres grosores de muestra.
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Lo que se observa graficamente también se puede calcular numéricamente mediante
el céalculo de la varianza espectral total media. Para ello se calcula en primer lugar la

varianza media a cada longitud de onda j mediante la siguiente expresion:

8 —v
a (k- xi)
Varianzg =12 ——— (2.2)
n-1
donde x; es la intensidad de la segunda derivada del espectro de la muestra i a la longitud
de onda j, xj es el valor medio de absorbancia de los espectros a la longitud de onda j y n
el nimero de espectros. A continuacion se calcula la varianza espectral total media
mediante la expresion:
k
) .
a varianzg
Varianza total :j:lf (2.2)

donde k es el nimero de longitudes de onda.

Si se calcula el valor de la varianza espectral total media para los 15 espectros, en
segunda derivada, a los tres grosores diferentes y se hace lo mismo para los espectros
medios correspondientes a los tres grosores distintos (tabla 2.1), se observa que el valor
obtenido para la varianza espectral correspondiente a los espectros medios a los tres
grosores distintos es menor que el obtenido para los diferentes espectros a un mismo
grosor, lo que confirma lo observado espectralmente.

Tabla 2.1. Valores obtenidos en el calculo de la varianza espectral total media para los espectros
individuales a cada uno de los tres grosores y para los espectros medios a los tres grosores.

15 espectros 15 espectros 15 espectros Espectro medio
grosor 1 grosor 2 grosor 3 alos 3 grosores
Varianza espectral
6.0x10™" 7.9x10™" 5.8x10™" 2.2x10™"

total media
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2.6. UTILIZACION DEL AIRE ACONDICIONADO

La temperatura es un parametro que debe controlarse en espectrofotometria NIR,
especialmente en medidas de liquidos. En analisis de soélidos debe tenerse en cuenta
sobretodo cuando la muestra presenta bandas de agua, ya que éstas son muy sensibles a
variaciones de temperatura. Una diferencia de grados puede provocar cambios sustanciales
en el espectroﬁ, por lo que es aconsejable tener el instrumento en una habitacién con
temperatura controlada. A priori, esto parece sencillo mediante la utilizacion de un aparato
de aire acondicionado. Sin embargo, su utilizacién puede causar ruido en el espectro debido
a las fluctuaciones en el vapor de agua atmosférico’.

Se realiz6 un estudio para analizar qué consecuencias podia tener la utilizaciéon del
aire acondicionado durante el registro de los espectros NIR con el médulo de RCA. Para ello
se realizd un test de ruido del espectrofotdbmetro NIR con y en ausencia del aire. Cuando se
realiza un test de ruido se llevan a cabo 10 espectros de ruido (se registra la referencia y a
continuacion el espectro de la referencia) y se evallan tres parametros:

-PP (peak to peak): es la distancia entre el pico maximo y el minimo en unidades de
milliabsorbancia.

-RMS (root mean square): se puede entender como una media entre las diferencias
entre el maximo y el minimo a lo largo del espectro y puede servir como un reflejo mas
exacto del ruido a lo largo del espectro.

-Bias: es la diferencia con el 0 de absorbancia.

Si se observan los 10 espectros de ruido, con y sin aire acondicionado (figura 2.6 y
figura 2.7 respectivamente), se pueden notar las diferencias existentes entre ambas
situaciones, especialmente en las bandas alrededor de 1400nm y de 1900nm, que son las
correspondientes a las bandas del agua. Ademas los pardmetros de evaluacion del test de
ruido varian considerablemente entre trabajar con o sin aire acondicionado, hasta el punto
gue con el aire no se cumplen las especificaciones del instrumento (tabla 2.2). Por tanto,
parece logico pensar que durante el registro de espectros es necesario que el aparato de
aire acondicionado no esté en funcionamiento. Para mantener la temperatura de la
habitacion donde se encuentra ubicado el instrumento NIR mas o menos constante, lo que
se hara es tenerlo encendido entre medidas sucesivas, pero mantenerlo apagado en el
momento de registrar el espectro NIR.
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Figura 2.6. Superposicion de los 10 espectros de ruido sin aire
acondicionado.
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Figura 2.7. Superposicion de los 10 espectros de ruido con aire
acondicionado.
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Tabla 2.2. Parametros obtenidos al realizar el test de ruido con y sin aire acondicionado.

Test Especificacién Sin aire acondicionado Con aire acondicionado
P-P <0.400 <0.400 0.499<x<0.628
RMS <0.040 <0.040 0.049<x<0.086
Bias <0.100 <0.100 <0.100
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Desarrollo y validacion de un método NIR para el analisis de un preparado farmacéutico

3.1. INTRODUCCION

La problematica de un laboratorio de control en la industria farmacéutica es muy
compleja, ya que continuamente recibe muestras de tipologia, naturaleza y composicion
muy diferente que deben ser analizadas. Las metodologias convencionales de andlisis
requieren la preparacion previa de la muestra, lo que supone la mayor parte del tiempo
invertido en el analisis, acumula la mayor parte de los errores que se producen en todo el
proceso de control y estan asociadas a un consumo importante de reactivos y disolventes.
Esto provoca que se preste mayor atencién a nuevas metodologias que sean al mismo
tiempo rapidas, fiables y, si es posible, capaces de lograr el control exhaustivo del proceso
de produccién, determinando mas de un parametro simultdaneamente. En este contexto no
es de extrafiar el éxito que ha conseguido la espectroscopia en el infrarrojo préximol'z. La
posibilidad de realizar medidas directas de muestras sélidas, con minima o nula
manipulacion de la misma, la convierte en una técnica ampliamente aceptada en los
laboratorios de control, por su capacidad de realizar andlisis rapidos y precisos, no
solamente en el producto final, sino también en diferentes etapas del proceso de
produccion. Desde un punto de vista practico, otro aspecto positivo es la posibilidad de
acoplar una sonda de fibra 6ptica al espectrofotémetro NIR®®, gue permite medir la muestra
a una cierta distancia y, por tanto, muy util para andlisis quimico on-line.

Dado que normalmente un Unico instrumento debe controlar una gran variedad de
productos y de pardmetros analiticos, es necesario que previamente a la cuantificacion del
parametro deseado se realice una etapa de identificacién de la muestra, disminuyendo asi
la posibilidad de error debido a un incorrecto o incompleto etiquetaje. Esta etapa se puede
realizar a partir del espectro NIR del compuesto, utilizando una biblioteca espectral

previamente establecida®®’

. Una vez el producto es identificado positivamente, el analito es
cuantificado, utilizando la ecuacion de calibracion apropiada. El gran solapamiento de las
bandas en la regién del infrarrojo cercano requiere trabajar con técnicas de calibracion

multivariable®, siendo la mas utilizada la regresién parcial por minimos cuadrados.

Para que un nuevo método de andlisis de un preparado farmacéutico pueda ser
aceptado, éste debe ir acompafado obligatoriamente de su validacién. En general, la
validacién de métodos de analisis esta perfectamente regulada. En el ambito de la industria
farmacéutica existen distintas normativas para llevarlas a cabo®*?, aunque a nivel

internacional la normativa mas extendida y aceptada es la de la International Conference on
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Harmonisation (ICH)“. Sin embargo, uno de los problemas mas importantes para el
quimico, es que las normativas existentes estan estrictamente dirigidas a la validacion de
métodos cromatogréaficos. La falta de normativas oficiales para otro tipo de métodos hace
gue sus validaciones se conviertan en un proceso sin reglas preestablecidas, obligando a
que los laboratorios farmacéuticos adapten las normativas generales a las necesidades
particulares. Asi pues, diferentes autores han propuesto distintos enfoques para las

. . . 4,12-14
validaciones de los métodos NIR .

En este capitulo se determina el principio activo en tres fases de produccién de un
preparado farmacéutico: fase mezcla, nicleo y comprimido laqueado. El objetivo final ha
sido establecer y validar un Unico modelo de calibracion que permita el analisis de las
diferentes fases de produccién sin la necesidad de preparar calibraciones individuales para
cada una de ellas y, asi, simplificar el proceso de analisis de control utilizando un Unico
sistema de medida para todo tipo de muestra.

3.2. EXPERIMENTAL

3.2.1. Instrumentacion y software

El registro de los espectros NIR se ha llevado a cabo con el espectrofotdmetro
NIRSystem 5000 equipado con el médulo de fibra 6ptica, el cual esta controlado por el
software NSAS version 3.52.

El registro de los espectros UV-Visible utilizados en el método de referencia se ha
efectuado con el espectrofotometro Diode-Array Hewlett Packard HP8452A.

El desarrollo del método cualitativo se ha realizado mediante el programa IQ2 version
1.20 de Perstorp Analytical (NIRSystems), mientras que la cuantificacién se ha efectuado
mediante el programa UNSCRAMBLER versiéon 7.01. El programa de multicomponentes
MC, desarrollado por nuestro grupo de investigacién, se ha utilizado para determinar las
concentraciones de referencia a partir del andlisis UV-Visible.

Para molturar las muestras de produccién se ha usado un molinillo de cuchillas
Turmix Mill y para homogeneizar las muestras solidas preparadas en el laboratorio se ha
empleado un agitador TURBULA tipo T2C de WAB.

96



Desarrollo y validacion de un método NIR para el analisis de un preparado farmacéutico

3.2.2. Descripcion de las muestras de produccion

El preparado farmacéutico estudiado, Spasmoctyl® 40 mg. se presenta en forma de
comprimido laqueado, con un contenido nominal de principio activo, bromuro de otilonio, de
400mg/g. Este es un antiespasmodico, antisecretor gastrico, que actla reduciendo los
espasmos de la musculatura lisa y la secrecion glandular (figura 3.1).

_ CH,
o  Br (
/\/N\/CH3
o o |
CH,
N
H

NN
O CH,
Figura 3.1. Bromuro de otilonio.

Las muestras analizadas pertenecen a tres etapas del proceso de fabricacion: fase
mezcla (presentada en forma de granulado y que ya contiene todos los componentes del
farmaco), nicleo (mezcla directamente compactada) y comprimido laqueado (farmaco
comercial que se obtiene a partir de los nicleos a los que se ha aplicado una fina pelicula
de laca. En este trabajo todas estas muestras se han denominado genéricamente “muestras
de produccion”.

En la tabla 3.1 se muestra la composicion del preparado en la fase mezcla y nucleo.
El contenido nominal de principio activo en los comprimidos laqueados es inferior (400mg/g)
debido al recubrimiento de la laca

Se disponia de 34 muestras del preparado farmacéutico pertenecientes a 14 lotes de
produccién. Seis correspondian a la fase mezcla, 20 a la fase nlcleo y 8 a la fase
comprimido laqueado. También se disponia de 21 muestras de bromuro de otilonio, 24 de
celulosa microcristalina, 15 de almidon de maiz, 15 de carboximetilalmidon y 12 de
palmitoestearato de glicerol.
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Tabla 3.1. Composicion de la fase mezcla del
preparado farmacéutico.

Componente mg/g
Bromuro de otilonio 408
Celulosa microcristalina 347
Almiddén de maiz 123
Carboximetilalmiddn 102
Palmitoestearato de glicerol 20

3.2.3. Preparacion de las muestras de laboratorio

Para extender el estrecho margen de concentracién que presentaban las muestras
de produccién fue necesario preparar muestras en el laboratorio, las cuales se obtuvieron a
partir de la infra- o sobre-dosificacion de muestras de distintos lotes de produccién con
pequefias cantidades de excipientes o de principio activo. Para reducir la correlacion entre
el contenido de analito y de excipientes, las muestras infradosificadas se prepararon a partir
de la adicién aleatoria de dos mezclas diferentes de excipientes. El contenido de principio
activo se varié de forma regular en un intervalo de concentraciones de aproximadamente el
+20% del valor nominal.

Las muestras se homogeneizaron en la tdrbula, agitandolas durante media hora.
Posteriormente se registraba un espectro NIR. El proceso de homogeneizacién era repetido
durante 10 minutos, registrdndose un segundo espectro. Si los dos espectros obtenidos
eran idénticos, la muestra se consideraba homogénea. En caso contrario, el proceso se
repetia hasta conseguir que los dos espectros fuesen iguales.

3.2.4. Método de referencia UV-Visible

Alrededor de 0.1g del preparado, previamente molturado, se disolvian en
aproximadamente 80ml de metanol. La disoluciéon se sometia a agitacion magnética durante
15 minutos y en un bafio de ultrasonidos durante 5 minutos. Posteriormente la solucién se

llevaba a 100ml con el mismo disolvente. Una alicuota de la misma se centrifugaba a
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3000rpm durante 5 minutos y 5 ml del sobrenadante se diluian a 50 ml con metanol.
Finalmente se registraba el espectro de la solucion final entre 190 y 820nm, frente a un

blanco de metanol.

Se utilizé la regresion lineal miltiple para cuantificar las muestras a partir de su
espectro de 12 derivada en el intervalo 250-330nm, utilizando como estandar el espectro de
primera derivada del bromuro de otilonio (figura 3.2a). Previamente se comprobd que en el
intervalo utilizado para la cuantificacién, los excipientes del farmaco no presentan absorcion
(figura 3.2b).

Para la preparacion del espectro estandar del bromuro de otilonio se realizaron dos
pesadas diferentes, asi como diversas diluciones, para minimizar cualquier error debido a la
manipulacién de la muestra.

3.2.5. Registro de los espectros NIR

Dado que el farmaco se analizaba en diferentes fases de produccion y los espectros
pueden verse afectados por los distintos tamafios de particula, las muestras se molturaban
para su andlisis. Para ello, 10 g de muestra (de cualquiera de las tres fases) se molturaban
en un molinillo durante 30 segundos, tamizando posteriormente la muestra pulverizada para

asegurar que mas del 90% de la misma tuviera un tamafio de particula inferior a 250 micras.

La muestra molturada se analiza directamente, sin realizar ningan otro tratamiento,
utilizando la sonda de fibra éptica. Cada espectro registrado es el promedio de 32 scans en
el intervalo de longitudes de onda de 1100 a 2498nm. De cada muestra se registran tres
espectros, removiéndola antes de cada medida, utilizando, en los calculos posteriores, el

espectro promedio de los tres replicados.

En la figura 3.3 se muestra el espectro promedio de absorbancia de una muestra de
produccion molturada, del principio activo y del excipiente mayoritario.
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Figura 3.2. (a) Espectro de 12 derivada del bromuro de otilonio (b) Espectro de
absorbancia de los excipientes del farmaco.
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Figura 3.3. Espectros NIR de absorbancia de (1) muestra de Spasmoctyl®
40mg, (2) bromuro de otilonio y (3) celulosa microcristalina.

3.2.6. Procesado de los datos

Se utiliz6 como pretratamiento espectral la derivacion. Tanto la primera como la
segunda derivada se calcularon usando el software NSAS con un segmento de 10 y 20

respectivamente.

3.2.6.1. Proceso de identificacion

La identificacion de muestras problema se realizé utilizando como parametro de

15,16
™", Para ello, se compara su espectro con el

discriminacion el coeficiente de correlacion
espectro medio de cada uno de los productos incluidos en la biblioteca de referencia y se
identifica como aquel producto que proporciona un coeficiente de correlacion mayor. Un
valor de +1 indica similitud perfecta entre el espectro de la muestra problema y el espectro
de la muestra de la biblioteca. Sin embargo, el ruido aleatorio asociado a las medidas hace
gue este valor pueda no llegar a alcanzarse y, por tanto, hay que definir un valor umbral de

identificacion.

101



Capitulo 3

3.2.6.2. Analisis cuantitativo

Todos los modelos de calibracion se obtuvieron utilizando el algoritmo pLS® y se
construyeron por cross-validation, usando tantos segmentos como muestras contenia el
conjunto de calibracion. EI nimero de componentes principales se determindé como el
minimo por el que el sumatorio del cuadrado de los residuales (PRESS) no diferia
significativamente del valor minimo del PRESS'.

Para mostrar la calidad de los resultados se utilizé el error estandar relativo de
prediccion RSEP (%)'®.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo de este trabajo era desarrollar un procedimiento de andlisis de un
producto farmacéutico en diferentes fases del proceso de produccion, donde a partir de una
Unica medida espectral se realizaba simultdneamente el analisis cualitativo (identificacién) y

cuantitativo.

3.3.1. Desarrollo del método de identificaciéon

Se construyé una biblioteca con 117 espectros que representaban 6 productos
distintos: el preparado farmacéutico y sus cinco componentes puros. Para cada producto se
registraron un minimo de 12 espectros pertenecientes al menos a 4 lotes de produccion,
para incluir de esta forma la variabilidad debida al proceso de produccion. Se utilizo el
intervalo espectral 1134-2200, con espectros en 22 derivada para aumentar asi la
diferenciacién entre los espectros de las distintas muestras y reducir la variabilidad espectral

debida a la dispersion.

La biblioteca creada no presentaba ninguna conflictividad interna, identificando
correctamente todos los espectros incluidos en la autovalidacién de la misma. En un primer
momento se estableci6 como valor umbral de identificacion positiva un coeficiente de
correlacion superior a 0.95. En el caso de que una muestra superase este umbral para mas
de un producto contenido en la biblioteca, se identificaria positivamente como aquel
producto con el que presenta un coeficiente de correlacion mayor.
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En las tablas 3.2 y 3.3 se muestran los coeficientes de correlacién obtenidos al
analizar tres muestras de producciéon (una para cada fase del proceso de produccion) y
muestras de los componentes puros, respecto a los distintos productos introducidos en la
biblioteca. Como se puede observar, cada uno de los productos analizados se identifica
correctamente con un coeficiente de correlacién superior a 0.99 y con coeficientes respecto
al resto de componentes de la biblioteca suficientemente diferenciados para que no se
produzcan confusiones.

Tabla 3.2. Coeficientes de correlacién obtenidos en el analisis de una muestra de produccién de cada
una de las tres fases de produccion. (1) Muestra identificada. (2) Producto incluido en la biblioteca.

Q) Spasmoctyl Spasmoctyl Spasmoctyl
2) Fase mezcla Fase nuacleo Fase nucleo laqueado
Spasmoctyl (Spa) 0.999 0.996 0.997
Bromuro de otilonio (BroOtil) 0.479 0.440 0.447
Celulosa microcristalina (Cel) 0.749 0.779 0.774
Almidén de maiz (Alm) 0.743 0.791 0.782
Carboximetilalmidén (Carb) 0.798 0.820 0.816
Palmitoestearato glicerol (Palm) 0.327 0.313 0.309

Tabla 3.3. Coeficientes de correlacion obtenidos en el analisis de muestras de los
componentes puros de la formulacion. (1) Muestra identificada. (2) Producto incluido en la

biblioteca.
1) _
Brotil Cel Alm Carb Palm
2
Spa 0.479 0.746 0.744 0.782 0.295
Brotil 0.998 -0.189 0.091 -0.050 0.134
Cel -0.194 1.000 0.927 0.932 0.187
Alm -0.098 0.928 1.000 0.941 0.155
Carb -0.028 0.919 0.945 0.998 0.208
Palm 0.153 0.197 0.176 0.215 0.996
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3.3.2. Validacion del método de identificacion

Una vez establecido el método, se validdé la biblioteca realizando un estudio de

repetitividad y de reproducibilidad a lo largo del tiempo.

El estudio de la repetitividad se efectud registrando 12 espectros de la misma
muestra para cada fase de produccion, un mismo dia por un mismo operador. Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.4, donde se observa que el coeficiente de
correlacion es practicamente la unidad en todos los analisis.

El estudio de la reproducibilidad a lo largo del tiempo se realiz6 analizando 10
muestras producidas a lo largo de los tres meses posteriores al desarrollo del método.
Todos los coeficientes de correlacion obtenidos se encuentran entre 0.990 y 1.000, tal y
como se observa en la tabla 3.5.

A pesar de que en un primer momento el valor umbral se fij6 en 0.95, dado que
durante el proceso de validacion ninguna muestra de produccién presentaba un coeficiente
de correlacion inferior a 0.99, éste se fij6 finalmente en 0.99.

Tabla 3.4. Coeficientes de correlacidon respecto a Spasmoctyl obtenidos en 12
analisis de tres lotes de produccion.

Muestra Muestra Muestra
Medida fase mezcla fase nacleo fase nacleo laqueado
1 0.995 0.999 0.993
2 0.994 0.998 0.993
3 0.996 0.997 0.993
4 0.997 0.997 0.993
5 0.997 0.997 0.992
6 0.995 0.997 0.992
7 0.994 0.998 0.992
8 0.993 0.997 0.992
9 0.992 0.997 0.992
10 0.998 0.997 0.992
11 0.994 0.997 0.992
12 0.998 0.996 0.992
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Tabla 3.5. Coeficientes de correlacion respecto a
Spasmoctyl obtenidos en la identificacion de distintos
lotes de produccion.

Muestra Coeficiente correlacion

[EEY

0.999
0.999
1.000
0.995
0.996
0.999
0.993
0.999
0.990
1.000

© 00 N o o b~ DN

[En
o

3.3.3. Desarrollo del método de cuantificacion

En el analisis de productos farmacéuticos, uno de los principales problemas es la
disponibilidad de un conjunto de muestras que cubran un intervalo de concentracion
adecuado para establecer una ecuaciéon de calibracion fiable, puesto que todos los lotes de
fabricacion tienen un contenido de principio activo y excipientes muy constante y préximo al
valor nominal. En este trabajo, el intervalo de concentraciébn se extendid6 mediante la
utilizacion de muestras de laboratorio, las cuales se obtuvieron por infra y sobredosificacion
de muestras pertenecientes a diferentes lotes de produccién con pequefias cantidades de
excipientes y principio activo, respectivamentes. El conjunto de calibracién estaba formado
por muestras de laboratorio, que cubrian perfectamente el intervalo de concentraciones
deseado, y por muestras de produccion, que introducian la variabilidad del proceso de

produccion.

La seleccion de las muestras de produccién se ha de llevar a cabo de manera que
se tenga en cuenta la maxima variabilidad con un nimero pequefio de muestras. Con esta
finalidad se realizé un analisis en componentes principales (PCA) de los espectros en 22
derivada de todas las muestras de produccion disponibles. En la figura 3.4 se muestra la

representacion de los scores de las muestras de produccién para el primer y segundo
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componente principal (PC), lo que explica el 84% de la variabilidad espectral, indicando las
muestras escogidas para el conjunto de calibraciéon. Al seleccionar estas muestras se tuvo
en cuenta que pertenecieran a las diferentes fases del proceso de fabricacién, ya que, a
pesar de que fueron molturadas, en su espectro NIR todavia se podia diferenciar su origen,
tal y como se muestra en la figura 3.5.

0,015
0,010 A .
A
o]
i A °
0,005 . . . A
A
O a% s o °
a
o 0,000 - 4
s o
NI A
-0,005 - °
A 4 o
A
A
-0,010 o
-0,015 T T T T T T
-0,020 -0,015 -0,010 -0,005 0,000 0,005 0,010 0,015
Score PC1

Figura 3.4. Representacion del primer score frente al segundo en el analisis en
componentes principales de las muestras de produccion. (@, O) Fase mezcla.
(A, A) Fase nuacleo. (M, ) Fase nacleo laqueado. (@, A, H) Muestras de
calibracion. (O,A,0) Muestras de prediccion.

Una vez fueron escogidos los conjuntos de calibracién y prediccién, se construyeron

diferentes modelos PLS utilizando distintos modos espectrales e intervalos de longitudes de
onda.

Se encontrd que la precision de los modelos ensayados estaba influenciada por el
contenido de agua. Asi pues, los mejores resultados se obtuvieron usando un intervalo
estrecho de longitudes de onda (1600 -1800nm), donde el analito presenta absorcion y las

bandas de agua quedan excluidas. En esta situacién, los tres modos espectrales
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estudiados, absorbancia, primera y segunda derivada, producian resultados muy similares,
con RSEP(%) que variaban entre 0.9 y 1.3, y con un nimero de componentes principales
PLS de 4, 3 y 2, respectivamente. Finalmente, se escogié el modelo de calibracion que
utilizaba la primera derivada como el mas adecuado para analisis de rutina.

0,006

0,004 A

0,002 A

0,000 -

Score PC3

-0,002 +

-0,004 +

-0,006 T T T T T T
-0,020 -0,015 -0,010 -0,005 0,000 0,005 0,010 0,015

Score PC1

Figura 3.5. Representacion del primer score frente al tercero en el analisis en
componentes principales de las muestras de produccién. (O) Fase mezcla. (A)
Fase nucleo. (J) Fase nucleo laqueado.

3.3.4. Validacién del método de cuantificacion

, . 11 . -z z . .
Segun la guia ICH™, en la validacién de un método se han de considerar estudios de
precision, exactitud, intervalo de concentracion, linealidad y robustez. Sin embargo, su

aplicacién a un método NIR presenta algunos aspectos discutibles, especialmente en lo
referente a linealidad, exactitud y robustez.
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La aplicacion de la regresién PLS para realizar la determinacién de un principio
activo obliga a establecer a priori el intervalo de concentraciones que se quiere cubrir, por lo

que este parametro no fue objeto de estudio.

3.3.4.1. Precision

Normalmente la precisibn se determina evaluando tres parametros: repetitividad,
precision intermedia y reproducibilidad. En este caso, dado que el método se va a utilizar
como andlisis de control de calidad interno, no es necesario realizar el estudio de
reproducibilidad.

La repetitividad se determind realizando 12 andlisis de la misma muestra para cada
fase de produccién, el mismo dia y por el mismo operador. Como se observa en la tabla 3.6,
para todas las muestras el coeficiente de variacion (CV) era inferior a 0.6%, claramente
inferior al limite habitualmente aceptado (1%)19.

Tabla 3.6. Resultados (mg/g) encontrados en el estudio de la repetitividad.

Medida Muestra Mues’tra Muestra
fase mezcla fase nucleo fase nucleo laqueado
1 404 406 400
2 405 409 400
3 402 409 401
4 402 407 401
5 404 408 401
6 403 406 397
7 405 408 395
8 404 403 396
9 403 406 398
10 406 404 397
11 407 404 396
12 406 405 396
Media: 404 Media: 406 Media: 398
CV: 0.4% CV: 0.5% CV: 0.6%
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Para estimar la precision intralaboratorio, denominada precisién intermedia por la
ICH", se analizaron tres muestras de produccion (una de cada fase) tres dias distintos por
dos operadores diferentes. En la tabla 3.7 se muestran los resultados obtenidos, donde se
observa que el coeficiente de variacién es algo superior al obtenido en el estudio de la
repetitividad, debido a la introduccion de nuevas fuentes de variacién en el analisis.

La varianza debida a las fuentes de variacion dia y operador fueron evaluadas
conjuntamente mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias®, a partir del cual se
concluy6 que ninguna de las dos variables provocaba errores sistematicos.

Tabla 3.7. Resultados (mg/g) encontrados en el estudio de precisién intermedia.

Muestra Operador Dial Dia 2 Dia 3
Fase mezcla 1 403 406 402 s=3.1
2 410 407 403 Cv=0.38
Fase nlcleo 1 406 410 404 s=2.0
2 408 406 407 Cv=05
Fase nucleo 1 397 400 395 s=2.1
laqueado 2 400 398 396 Cv=05

3.3.4.2. Exactitud y linealidad

En la validacion de un proceso analitico univariable, la linealidad y la exactitud son
evaluadas independientemente. De acuerdo con la guia ICH “la linealidad debe ser
evaluada por inspeccién visual del grafico de la sefial analitica en funcion de la
concentracion de analito”. Ademas, la guia indica que “un andlisis de las desviaciones de los
datos respecto a la linea de regresion puede ser también (til para evaluar la linealidad”.

La exactitud se debe establecer en todo el intervalo de concentraciones del método
analitico (al menos el £ 20% del valor nominal, para el andlisis de un principio activo). Se
puede determinar por aplicacion del método analitico a un analito con una pureza conocida
0 por comparacion con un segundo método bien caracterizado.
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En un procedimiento multivariable NIR esta evaluacién separada no es posible. Por
una parte, no existe una sefial analitica especifica para ser representada y, por otra, el
intervalo de concentracion se establece previamente, durante el proceso de calibracion.
Nuestra propuesta fue evaluar conjuntamente exactitud y linealidad utilizando el mismo
conjunto de muestras, constituido tanto por muestras de produccion como de laboratorio,
ampliando de esta manera el estrecho intervalo de concentracion de las primeras. Estas
muestras se analizaron tanto por el método NIR como por el método de referencia, y se
representaron los resultados NIR frente a los valores de referencia. Si los dos métodos son
comparables esta representacion debe ser una linea recta con pendiente unidad y ordenada
en el origen cero.

En primer lugar se tiene que probar la linealidad. La figura 3.6 muestra la
representacion del valor de concentracién obtenido por el método NIR frente al obtenido por
el método de referencia, para el conjunto de muestras de evaluacion. La inspeccién visual
indica la existencia de una relacion lineal, y si la representacién es realmente una linea
recta, los residuales se deben distribuir aleatoriamente alrededor del cero. Esto se

comprobd aplicando la prueba de rachas de Wald-Wolfowitz*°.

500

a0 a=7+19 :
b=0,98 £ 0.05

aeo | 1=0.994

440 A
420 A
400
380

360 4

[Bromuro de Otilonio] 5 (Mg/g)
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320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
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Figura 3.6. Representacion de los resultados NIR frente a los valores de
referencia en el intervalo de concentracion estudiado. La pendiente y
ordenada en el origen se muestran con un intervalo de confianza del 95%.
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Comprobada la linealidad, se evalu6 la exactitud analizando la pendiente y la
ordenada en el origen de la recta. A pesar de que un analisis independiente de la pendiente
y la ordenada en el origen es normalmente aceptado, desde un punto de vista estadistico
los dos parametros estan correlacionados y se deberia estimar la region de confianza para
una evaluacién conjunta de ambos (joint confidence region)21. Como se puede ver en la
figura 3.7, esta region tiene la forma de una elipse con el centro en el punto (7, 0.98). Su
inclinacion con respecto a los ejes es debida a la correlacion negativa entre el término
constante (a) y la pendiente (b). Como el punto (0, 1) se encuentra con un 95% de confianza
dentro de la region obtenida en la evaluacién conjunta de la ordenada en el origen y la
pendiente, se puede aceptar simultdneamente que la pendiente es 1 y la ordenada en el
origen 0. En la figura también se muestran los limites de confianza individuales para ambos
pardmetros. Como se puede observar, el test individual y el conjunto pueden diferir en los
resultados, siendo la estimacién conjunta mucho mas restrictiva que la individual.

1,04 4

1,02 1

1,00 4

valores b

0,96 H

0,92 T T T T T

valores a

Figura 3.7. Regidn con el 95% de confianza para la evaluacion de la
ordenada en el origen y la pendiente. Elipse evaluacién conjunta;
rectangulo de puntos evaluacién individual.
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3.3.4.3. Robustez

La robustez de un método analitico se evalla determinando el efecto que producen
pequefios cambios en las condiciones de trabajoll. Sin embargo, este no es el caso de las
calibraciones NIR multivariables, donde el modelo de calibracion se desarrolla en un periodo
predeterminado y se asume que funcionara bien continuamente. Para ello, el instrumento se
somete a controles diarios, realizando los diferentes tests recomendados por el vendedor e
incluidos en el software que controla el instrumento. Asi pues, en el contexto de la
espectroscopia NIR, robustez significa “estabilidad del modelo de calibracién a lo largo del
tiempo”, confundiéndose, en cierta manera, con solidez. De esta manera, se analizaron 10
muestras, producidas a lo largo de los tres meses posteriores al desarrollo del modelo de
calibracién, tanto por el método NIR como por el método de referencia. Los resultados (tabla
3.8) se compararon mediante un test t de diferencias®®, no encontrandose diferencias
significativas entre ambos métodos.

Tabla 3.8. Valores obtenidos (mg/g) por el método NIR y de referencia en
la cuantificacion de bromuro de otilonio en muestras de produccion.

Muestra Método de referencia Método NIR
1 401 405
2 406 408
3 403 402
4 404 396
5 403 404
6 403 409
7 395 398
8 405 403
9 393 397
10 405 406
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3.4. CONCLUSIONES

Con una seleccion correcta de las muestras de calibraciéon y la utilizacién de la
regresion parcial por minimos cuadrados como método de calibracion, la espectroscopia
NIR por reflectancia difusa se puede utilizar como herramienta analitica para el control de
calidad de un preparado farmacéutico en las diferentes etapas del proceso de fabricacién.

El procedimiento analitico incluye la identificacion de una muestra desconocida y la

cuantificacidn del principio activo en el farmaco, utilizando la misma informacion espectral.

En este trabajo se ha propuesto una adaptacion de la guia de validacién ICH a la
validacién de un método NIR. La metodologia propuesta se puede aplicar satisfactoriamente
a cualquier producto farmacéutico analizado por espectroscopia NIR de reflectancia difusa,
utilizando un procedimiento de calibracion multivariable. La validacion del método confirma
su idoneidad como método de control en rutina.
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Desarrollo de un método cualitativo NIR para el analisis de un preparado farmacéutico

4.1. INTRODUCCION

Como se ha comentado en el capitulo anterior, la utilizacion de la espectroscopia NIR
en la industria farmacéutica ha ido en aumento en los Ultimos tiempos debido, basicamente,

al numero de ventajas que ésta presenta frente a las metodologias convencionales.

Cabe distinguir dos grandes tipos de aplicacion: andlisis cualitativo (identificacion de
un compuesto o de un preparado) y andlisis cuantitativo (normalmente determinacion del
principio activo, aunque se ha aplicado a la cuantificacién de muy distintos parametros).
Desde un punto de vista normativo su aplicacion al analisis cualitativo esta perfectamente
consolidada, habiendo sido recogido en distintas farmacopeas, entre ellas la European
Pharmacopoeial. Por el contrario, el desarrollo normativo de los métodos cuantitativos esta
menos avanzado, a pesar del gran nimero de ejemplos descritos en la bibliograﬁaz.

La identificacion de una sustancia por observacion visual de su espectro NIR es,
generalmente, dificil, ya que éste esta constituido por bandas muy anchas que normalmente
estdn superpuestas, por lo que es necesario utlizar los denominados métodos
guimiométricos de reconocimiento de pautass, cuyo objetivo es caracterizar la muestra a
partir de un adecuado tratamiento matematico-estadistico del espectro. En esencia, el
procedimiento a seguir para realizar la identificacion con estos métodos es, en primer lugar,
obtener un conjunto de sefiales analiticas de un producto y crear lo que se denomina una
biblioteca y, en segundo lugar, registrar la sefial de la muestra problema y compararla con
las de la biblioteca, usando criterios matematicos que permitan expresar de una forma
paramétrica la similitud entre los espectros comparados. Si el nivel de similitud supera un
cierto limite, se considera que los espectros son idénticos y, por tanto, se identifica la
muestra como el producto incluido en la biblioteca. Una forma matemética muy utilizada en
espectroscopia NIR para expresar el concepto de similitud es el coeficiente de correlacion®?,
que presenta como ventajas el ser independiente del tamafio de la biblioteca y no ser
sensible a las variaciones en la concentracion.

La industria farmacéutica debe garantizar la correcta dosificacion, manufactura y
estabilidad del producto, debiendo, para ello, controlar exhaustivamente las materias primas
y cada una de las etapas que componen la fabricacion del producto, determinando la
humedad, densidad, viscosidad, tamafio de particula, etc. con el objetivo de detectar y
poder corregir desviaciones en el proceso de fabricacion. Este control puede realizarse
determinando el valor numérico de todos los parametros mediante métodos cuantitativos de
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andlisis o comparando el espectro NIR de la muestra con un conjunto de espectros de
muestras que cumplan las especificaciones establecidas y que representen todas las
fuentes de variabilidad natural de la fabricacion. Esta opcién constituye lo que se conoce
como cualificacién y permite comprobar si la muestra esta dentro de la variabilidad normal o
hay desviaciones en la fabricacién que obligan a realizar un analisis completo de la muestra.
Los métodos mas utilizados son distancia maxima en el espacio de las longitudes de onda®,
distancia de Mahalanobis’® y varianza residual en el espacio de los componentes

— 9
principales”.

Dentro del control de calidad en la industria farmacéutica, uno de los aspectos mas
importantes es el control del enantiomerismo que, desde el desastre de la talidomina en la

10-12 . .
0 . Los estereoisdbmeros son compuestos

década de los sesenta, esta totalmente legislado
de igual férmula molecular (isémeros) que difieren entre si sélo en la forma en que los
atomos estan orientados en el espacio. Los enantibmeros son los estereoisomeros de un
compuesto quiral (que no puede superponerse a su imagen especular). La mezcla de
enantiomeros a la misma concentraciébn se conoce con el nombre de racémico. Los
enantiomeros de un compuesto presentan las mismas propiedades fisico-quimicas en un
entorno aquiral, pero sin embargo se comportan de forma distinta en un entorno quiral. Los
organismos vivos son inherentemente quirales. Las enzimas, receptores celulares y todas
las especies bioguimicas que intervienen en el metabolismo presentan una estereoquimica
definida y, por tanto, los enantimeros de una sustancia presentardn un comportamiento
distinto en el organismo humano. Asi pues, el enantidmero con la actividad biolégica
buscada se denomina eutémero, mientras que el otro enantibmero, que en principio no la

. ., . .. . . . . 1
posee, se denomina distbmero. Sin embargo, se pueden distinguir varias situaciones 3,

-El distémero es toxico.
-Es distémero es inactivo 0 menos activo.
-Los dos enantiémeros poseen una actividad biolégica distinta.

-La combinacion de ambos enantiomeros es beneficiosa, ya sea porque poseen
efectos terapéuticos complementarios o bien porque el distémero reduce los efectos
secundarios del eutémero.

Por tanto, cuando uno de los componentes de un preparado farmacéutico pueda
presentar diferentes formas enantioméricas, es muy importante realizar un estudio que
permita detectar la presencia de la forma enantiomérica no deseada. En este contexto la
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espectroscopia NIR se puede presentar como una buena opcién, tal y como se muestra en

la bibliografia***°.

En este capitulo se desarrolla un método cualitativo capaz de identificar un
preparado farmacéutico y cada uno de sus componentes puros. Ademas se estudia la
selectividad de dicho método frente a pequefias desviaciones en el nivel de concentracién
de alguno de los componentes del farmaco y frente a la presencia de la forma racémica del
principio activo.

4.2. EXPERIMENTAL

4.2.1. Instrumentacion y software

El registro de los espectros se ha llevado a cabo con el espectrofotémetro
NIRSystem 6500 equipado con el modulo de fibra 6ptica, el cual esta controlado por el
software Vision version 2.22. Este software también se empled para realizar el andlisis de
los espectros de las muestras.

Para molturar las muestras de producciéon se ha utilizado un molinillo de cuchillas
Turmix Mill y para homogeneizar las muestras sélidas preparadas en el laboratorio se ha
usado un agitador TURBULA tipo T2C de WAB.

4.2.2. Descripcion de las muestras de produccion

El preparado farmacéutico estudiado se presenta en forma de comprimido laqueado,
con la composicién que se muestra en la tabla 4.1, cuyo principio activo es un compuesto en
su forma enantioméricamente pura.

Se disponia de 30 muestras del preparado farmacéutico, 6 del principio activo, 6 del
excipiente 1, 6 del excipiente 2 y 6 del excipiente 3.
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Tabla 4.1. Composicion del preparado farmacéutico.

Componente mg/g
Principio Activo 141
Excipiente 1 530
Excipiente 2 185
Excipiente 3 104
Excipiente 4 20
Laca 20

4.2.3. Preparacion de las muestras de laboratorio

Para llevar a cabo el estudio de la selectividad del método de identificacion
desarrollado frente a pequefias desviaciones del nivel de concentracion de alguno de los
componentes del farmaco, se prepararon diferentes muestras de ensayo a partir de
muestras de produccion molturadas a las que se les afiadia una pequefia cantidad o de
excipientes o de principio activo. El nivel de principio activo se varié en un +5, +10, +15, +20
y +25% en concentracidon respecto a su valor nominal. Sin embargo, el nivel de los
excipientes se varié en un +10 y +20% en concentracion respecto a sus valores nominales,

y solamente para los tres excipientes mayoritarios (excipiente 1, 2 y 3).

Para realizar el estudio de la selectividad del método de identificacion desarrollado
frente a pequefias impurezas de la forma racémica del principio activo, se prepararon 15
muestras sintéticas de composicién muy parecida a las muestras de produccién (se obvi6 el
excipiente minoritario y la laca) y cuyo principio activo se presenta en su forma
enantioméricamente pura, y 4 muestras sintéticas de composicion también igual a las
muestras de produccién pero cuyo principio activo se impurificé en un 10, 15, 25 y 50% con
su forma racémica. En este caso no era posible utilizar muestras de produccion reales, ya
que la empresa no podia fabricar lotes de produccién que presentaran una impurificacién
por la forma racémica del principio activo.

Todas las muestras preparadas en el laboratorio se homogeneizaron en la tarbula,

siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo anterior, punto 3.2.3.
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4.2.4. Registro de los espectros NIR

Todas las muestras de produccion se molturaban antes de registrar el espectro NIR.
Para ello, aproximadamente 15g de muestra se molturaban durante 30 segundos en un
molinillo, tamizando posteriormente la muestra pulverizada para asegurar que mas del 90%
de la misma tuviera un tamafio de particula inferior a 250 micras. Por el contrario, las
muestras de los componentes puros se median directamente.

Cada muestra se registraba por triplicado en el intervalo espectral 1100-2498nm,
utilizando un promedio de 32 scans para cada espectro. Para llevar a cabo la medida, la
sonda de fibra optica se introducia directamente en el contenedor de los comprimidos
pulverizados, removiendo la muestra con la espatula entre cada una de las tres medidas
realizadas. Para célculos posteriores se usaba el espectro promedio de los tres replicados.

En la figura 4.1 se muestra el espectro promedio de absorbancia de una muestra de
produccion molturada y de los componentes puros del farmaco (principio activo y tres
excipientes mayoritarios).

4.2.5. Procesado de los datos

Las bibliotecas se construyeron con espectros de 22 derivada para aumentar la
diferenciacién entre los espectros de las distintas muestras y reducir la variabilidad espectral

debida a la dispersion. El espectro de 22 derivada se calculd utilizando el software Vision
con un segmento de tamafio 10.

Se probaron cuatro métodos de identificacion: coeficiente de correlacién, distancia
méaxima en el espacio de las longitudes de onda, distancia de Mahalanobis y varianza
residual en el espacio de los componentes principales.
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Figura 4.1. Espectros NIR de absorbancia de (1) muestra de produccién, (2)
principio activo, (3) excipiente 1, (4) excipiente 2 y (5) excipiente 3.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Desarrollo del método de identificacién para muestras de produccion.

En el desarrollo de una biblioteca se deben tener en cuenta diversos parametros:
seleccibn de las muestras que se utilizardn para construirla, método de identificacion,
pretratamiento espectral, intervalo espectral, valor del umbral, etc. Y ademas, cuando los
métodos de identificacion que se utilizan requieren de un PCA previo (distancia de
Mahalanobis y varianza residual en el espacio de los componentes principales), también hay
que tener en cuenta otros parametros como es el nimero de componentes principales o el
valor de la varianza explicada.

En este caso se construyé una biblioteca con 34 espectros que representaban 5
productos distintos: el preparado farmacéutico, el principio activo y los tres excipientes
mayoritarios. Se utilizé el intervalo espectral 1130-2200nm, con espectros en 22 derivada y
empleando como método de identificacion el coeficiente de correlacion. De las 30 muestras
de produccion de las que se disponia se utilizaron 10 para desarrollar la biblioteca y 20 para
validarla. La seleccion de las muestras de produccion se realizdé a partir de un andlisis en
componentes principales (PCA), escogiendo las muestras que presentaban la maxima
variabilidad en la grafica del primer score frente al segundo (figura 4.2).

La biblioteca creada no presentaba ninguna conflictividad interna, identificando
correctamente todos los espectros incluidos en la autovalidacion de la misma.

Todas las muestras de produccion analizadas, tanto las que se utilizaron para
desarrollar la biblioteca como las restantes, presentaban un coeficiente de correlacion entre
0.998 y 1. Para el andlisis de muestras problema se estableci6 como valor umbral de
identificacién positiva un coeficiente de correlacion superior a 0.99. Como se ha comentado
en el capitulo anterior, en el caso de que una muestra superase este umbral para méas de un
producto contenido en la biblioteca, se identificaria positivamente como aquel producto con
el que presenta un coeficiente de correlacion mayor.
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Figura 4.2. Representacion del primer score frente al segundo en el analisis en
componentes principales de las muestras de produccion. (@) Muestras incluidas
en la biblioteca. (&) Muestras de validacion de la biblioteca.

La idoneidad del método de identificacibn se determin6 en primer lugar
comprobando que la biblioteca desarrollada era capaz de identificar correctamente una
muestra de produccién y de discriminarla frente a otros materiales presentes en la
formulacién del producto. En la tabla 4.2 se muestran los coeficientes de correlacion
obtenidos cuando se analiza una muestra de produccién y muestras de los componentes
puros, respecto a los distintos productos introducidos en la biblioteca. Se observa que cada
uno de los productos analizados se identifica correctamente. Los coeficientes de correlacion
estan suficientemente diferenciados entre ellos, evitando asi que se produzcan confusiones.

También se realizé un estudio de la repetitividad y de la precision intermedia del
proceso de identificacién. Para ello se efectuaron, en primer lugar, 12 andlisis de una misma
muestra de producciéon el mismo dia y por el mismo operador. Y en segundo lugar se
registraron dos muestras de produccion tres dias diferentes por 2 analistas distintos. En
todos los casos las muestras fueron identificadas correctamente, con coeficientes de
correlacion entre 0.999 y 1.000.
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Tabla 4.2. Coeficientes de correlacion obtenidos en el analisis de una muestra de produccion y
muestras de los componentes puros de la formulacién. (1) Muestra identificada. (2) Producto
incluido en la biblioteca.

@ Produccion Principio Activo Excipiente 1  Excipiente 2 Excipiente 3
(2)
Produccion 0.999 0.213 0.931 0.875 0.873
Principio activo 0.223 1.000 -0.091 -0.074 -0.090
Excipiente 1 0.925 -0.094 1.000 0.911 0.896
Excipiente 2 0.866 -0.072 0.913 1.000 0.943
Excipiente 3 0.869 -0.093 0.898 0.943 1.000

4.3.2. Selectividad del método de identificacién a pequefios cambios en la
composicion del farmaco

Una vez desarrollado el método de identificacion, se procedié a estudiar si éste era
capaz de detectar pequefias desviaciones en el nivel de concentracion de alguno de los
componentes del farmaco. Para llevar a cabo este estudié se prepararon muestras en el
laboratorio a partir de muestras de produccién molturadas a las que se les afiadia una
pequefia cantidad de principio activo o de alguno de los excipientes. Asi como el nivel de
principio activo se varié en un +5, +10, +15, +20 y +25% en concentracién respecto a su
valor nominal, el nivel de los excipientes sélo se varié en un +10 y +20% en concentracion
respecto a sus valores nominales, y solamente para los tres excipientes mayoritarios
(excipiente 1, 2 y 3). Segun la Ley del Medicamento™® un excipiente es aquella materia que,
incluida en las formas galénicas, se afiade a las sustancias medicinales (principios activos)
0 a sus asociaciones para servirles de vehiculo, posibilitar su preparaciéon y estabilidad,
modificar sus propiedades organolépticas o determinar las propiedades fisico-quimicas del
medicamento y su biodisponibilidad. Por tanto, los excipientes constituyen componentes
habituales e imprescindibles en las formulaciones galénicas de los medicamentos, a pesar
de que no poseen actividad terapéutica”. Por este motivo solamente se han estudiado dos
casos de variacion de sus composiciones en el farmaco. Sin embargo, dado que el principio
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activo si que presenta actividad farmacolégica16 y un aumento en su nivel de concentracion
puede provocar diversos tipos de problemas (toxicidad, agravamiento de sus efectos
secundarios o apariciéon de nuevos efectos secundarios), se han estudiado cinco casos de
variacion en su composicion.

Se analizaron todas las muestras preparadas en el laboratorio con el método de
identificacion desarrollado. Como se puede ver en la tabla 4.3, con el umbral inicial de 0.99,
todas las muestras son identificadas como muestras de produccion, sin que el método sea
capaz de discernir que la composicién de estas muestras no corresponde exactamente a la
composicion del preparado farmacéutico.

Tabla 4.3. Coeficientes de correlacion obtenidos en el andlisis de las muestras
preparadas en el laboratorio cuya composicion no corresponde con la
composicion del farmaco.

Muestra Identificada como Coeficiente correlacion
+5% principio activo Produccion 0.998
+10% principio activo Produccion 0.997
+15% principio activo Produccion 0.997
+20% principio activo Produccion 0.997
+25% principio activo Produccion 0.994
+10% excipiente 1 Produccion 0.997
+20% excipiente 1 Produccion 0.994
+10% excipiente 2 Produccion 0.998
+20% excipiente 2 Produccion 0.997
+10% excipiente 3 Produccion 0.998
+20% excipiente 3 Produccion 0.998

Una de las ventajas que presenta el método del coeficiente de correlacion es la poca
sensibilidad a los cambios de absorbancia, por lo que no se ve afectado por variaciones en
la concentracion o pequefias fluctuaciones en la produccion. Esto se traduce en que, tal y
como ocurre en nuestro caso, cuando las variaciones espectrales debidas a una variacion
en la composicion del farmaco son pequefias (figura 4.3), el método no sea lo
suficientemente selectivo para detectarlas.
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Figura 4.3. Espectros de 22 derivada de muestras de produccion, de una
muestra con un 25% mas de principio activo respecto a su valor nominal y de
una muestra con un 20% mas del excipiente mayoritario respecto a su valor
nominal.

4.3.3. Aumento de la selectividad de la biblioteca

Para aumentar la selectividad de una biblioteca es posible desarrollar lo que se
denomina biblioteca en dos etapas o en cascada’®. En éstas se realiza una primera etapa
de identificacion, en la que se discrimina entre los productos espectralmente méas diferentes,
normalmente mediante el método del coeficiente de correlacion. Posteriormente, a los
espectros cuya identificacion inequivoca es ambigua se les aplica un segundo método que

proporciona una mayor capacidad discriminante.

De esta forma se construyé una biblioteca en dos etapas. En la primera etapa se
utilizaba la biblioteca desarrollada anteriormente, donde se discriminaba entre el preparado
farmacéutico y los componentes puros del mismo. Si el espectro del producto desconocido
era identificado como el preparado farmacéutico, se aplicaba un segundo método de
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identificaciobn que permitiria discriminar aquellas muestras cuya composicion no
correspondiese exactamente con la del preparado.

Para el desarrollo de la segunda etapa se ensayaron tres métodos de identificacién:
distancia maxima en el espacio de las longitudes de onda, distancia de Mahalanobis y
varianza residual en el espacio de los componentes. Se utilizaron las mismas muestras de
produccién que en la primera etapa. El valor del umbral se determind a partir del analisis de
las muestras de produccién no incluidas en la biblioteca y a partir de los estudios de
repetitividad y precision intermedia.

El método de identificacion que proporcionaba mejores resultados era el de varianza
residual (tablas 4.4, 4.5, 4.6 y 4.7). Si se utilizaban 2 componentes principales en el PCA y
se fijaba el valor umbral en 0.90, el método era capaz de distinguir casi todas las muestras
cuyas composiciones no correspondian exactamente a la composicion del farmaco.
Unicamente en tres casos el método proporcionaba falsos positivos (+10, +20% excipiente 3
y +10% excipiente 2). Un aumento en la concentracién de uno de los componentes del
preparado farmacéutico implica una disminucién del resto. Como se puede observar en la
tabla 4.7, en las muestras que el método no es capaz de detectar como distintas a las
muestras de produccién, la variacion en la composicion de los componentes que se
infradosifican es pequefia, inclusive la composicion del principio activo, que es el que
espectralmente presenta mayores diferencias con el resto de componentes (figura 4.1).
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Tabla 4.4. Valores de la varianza residual en el andlisis de
las muestras de produccion. (*) Muestras incluidas en la

biblioteca.
Valor varianza
Muestra Identificada como )

residual
1* Produccion 0.486
2* Produccion 0.553
3* Produccion 0.602
4* Produccion 0.634
5* Produccion 0.547
6* Produccion 0.514
7* Produccion 0.546
8* Produccion 0.628
9* Produccion 0.445
10* Produccion 0.488
11 Produccién 0.773
12 Produccion 0.718
13 Produccion 0.650
14 Produccién 0.647
15 Produccion 0.691
16 Produccion 0.707
17 Produccion 0.584
18 Produccion 0.695
19 Produccion 0.666
20 Produccion 0.694
21 Produccion 0.664
22 Produccion 0.706
23 Produccion 0.689
24 Produccion 0.609
25 Produccion 0.755
26 Produccion 0.712
27 Produccion 0.685
28 Produccion 0.768
29 Produccion 0.751
30 Produccion 0.798
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Tabla 4.5. Valores de la varianza residual en 12 andlisis de
una misma muestra de produccion.

Valor varianza

Medida Identificada como .
residual
1 Produccién 0.795
2 Produccion 0.765
3 Produccion 0.745
4 Produccién 0.825
5 Produccion 0.817
6 Produccion 0.786
7 Produccién 0.752
8 Produccion 0.850
9 Produccion 0.836
10 Produccion 0.796
11 Produccion 0.761
12 Produccion 0.818

Tabla 4.6. Valores de la varianza residual en el andlisis de dos muestras de
produccidn realizado por operadores distintos en dias diferentes. En todos
los casos la muestra es identificada como muestra de produccion.

Muestra Operador Dia 1 Dia 2 Dia3
1 1 0.776 0.781 0.827

2 0.823 0.837 0.848

2 1 0.780 0.876 0.885
0.853 0.803 0.849
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Tabla 4.7. Valores de la varianza residual en el analisis de las muestras preparadas en el
laboratorio cuya composicion no corresponde con la composicién del farmaco. Variacién en la
concentracion respecto a su valor nominal.

Muestra ]
Valor varianza
Variacién concentraciéon Identificada como )
residual

P.A. Exc. 1 Exc. 2 Exc. 3
+5.0% -0.8% -0.8% -0.8% - 0.918
+10.0% -1.6% -1.6% -1.6% - 0.958
+15.0% -2.4% -2.4% -2.4% - 0.971
+20.0% -3.2% -3.2% -3.2% - 0.978
+25.0% -4.2% -4.2% -4.2% - 0.995
-11.3% +10.0% -11.3% -11.3% - 0.955
-22.6% +20.0% -22.6% -22.6% - 0.995
-2.3% -2.3% +10.0% -2.3% Produccién 0.820
-4.5% -4.5% +20.0% -4.5% - 0.912
-1.2% -1.2% -1.2% +10.0% Produccién 0.818
-2.3% -2.3% -2.3% +20.0% Produccién 0.835

P.A.: principio activo; Exc.: excipiente

Para intentar aumentar la selectividad de la biblioteca se ensayaron dos nuevas
selecciones de muestras, utilizando como criterios la distancia méxima en el espacio de las
longitudes de onda y la distancia de Mahalanobis en el espacio de los componentes
principales, posibilidad que permite el software Vision. En la figura 4.4 se indican las
muestras seleccionadas segun estos criterios. Sin embargo, el hecho de cambiar las
muestras de produccién de la biblioteca no mejor6 su capacidad discriminante, como era de
esperar.

De la misma forma, se ensayaron diferentes intervalos espectrales. Al trabajar en la
region espectral 1130-1450 y 1600-2200nm, tal y como se hace en la referencia 5, evitando
la zona de la anomalia de Wood'®, con el método de identificacién de la distancia maxima
en el espacio de las longitudes de onda y utilizando como valor umbral 4.3, fijado de la
misma manera que se ha descrito anteriormente, se consiguié que la biblioteca fuera capaz
también de distinguir la muestra con un +20% del excipiente 3 (tabla 4.8).
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Figura 4.4. Representacién del primer score frente al segundo en el PCA de las
muestras de produccion. (8 Muestras incluidas en la biblioteca. (8 Muestras de
validacién de la biblioteca. (a) Muestras escogidas por distancia maxima. (b)

Muestras escogidas por distancia de Mahalanobis.
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Tabla 4.8. Valores de la distancia maxima en el andlisis de las muestras preparadas en el
laboratorio cuya composicion no corresponde con la composicién del farmaco. Variacién en la
concentracion respecto a su valor nominal.

Muestra ) )
Valor distancia
Variacion concentracion Identificada como o
maxima
P.A. Exc. 1 Exc. 2 Exc. 3
+5.0% -0.8% -0.8% -0.8% - 9.46
+10.0% -1.6% -1.6% -1.6% - 10.32
+15.0% -2.4% -2.4% -2.4% - 8.88
+20.0% -3.2% -3.2% -3.2% - 10.60
+25.0% -4.2% -4.2% -4.2% - 14.41
-11.3% +10.0% -11.3% -11.3% - 7.91
-22.6% +20.0% -22.6% -22.6% - 16.88
-2.3% -2.3% +10.0% -2.3% Produccién 4,17
-4.5% -4.5% +20.0% -4.5% - 5.68
-1.2% -1.2% -1.2% +10.0% Produccién 3.79
-2.3% -2.3% -2.3% +20.0% - 4.46

P.A.: principio activo; Exc.: excipiente

4.3.4. Desarrollo de un método de identificacidon selectivo frente ala presencia
de laformaracémica del principio activo

Las sustancias quirales pueden tener estructuras cristalinas diferentes, en funcion de
que esté presente el enantiomero puro o su forma racémica™. Los enantiomeros puros
cristalizan en grupo espacial no centrosimétrico, mientras que el 90% de los racémicos
cristalizan en un grupo espacial centrosimétrico. Diferentes estructuras cristalinas producen
distintos espectros NIR, con lo que seria posible desarrollar una biblioteca que fuera capaz
de detectar la presencia de la forma racemica del principio activo en un preparado
farmacéutico cuyo principio activo es enantioméricamente puro. En la figura 4.5 se puede
observar la diferencia espectral existente entre el enantiomero dextrorotatorio del principio
activo y su forma racémica. Por el contrario, en la figura 4.6 se muestra la pequefia
variacion espectral que se produce al impurificar las muestras sintéticas con pequefias
cantidades de la forma racémica del principio activo.
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Figura 4.5. Espectros de 22 derivada de (1) muestra del enantimero dextrorotatorio
del principio activo y (2) muestra de la forma racémica del principio activo.
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Figura 4.6. Espectros de 22 derivada de las muestras sintéticas. (1) Muestra
sintética cuyo principio activo se ha impurificado con un 25% de su forma racémica.
(2) Muestra sintética cuyo principio activo se ha impurificado con un 50% de su
forma racémica.
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Para realizar este estudio, se cre6 una biblioteca que contenia espectros de 10 de
las 15 muestras sintéticas preparadas en el laboratorio, cuya composicion era muy parecida
a las muestras de produccién. Se utiliz6 como pretratamiento espectral la 22 derivada y se
ensayaron diferentes métodos de identificacion e intervalos espectrales. Los mejores
resultados se obtuvieron con el método de la distancia maxima en el espacio de las
longitudes de onda, en el intervalo espectral entre 1130 y 2200nm. El valor umbral se fij6 en
4.2, a partir del andlisis de las 5 muestras sintéticas restantes. En la tabla 4.9 se observa
que el método desarrollado era capaz de distinguir las muestras sintéticas cuyo principio

activo se encontraba impurificado en mas de un 15% de su forma racémica.

La zona espectral donde se apreciaban las mayores diferencias entre los espectros
del enantiomero dextrorotatorio del principio activo y de su forma racémica era la
comprendida entre 1600 y 1800nm, como se muestra en la figura 4.5. Al trabajar en este
intervalo espectral con el método de la varianza residual, utilizando 3 componentes
principales en el PCA, se podia fijar el valor umbral en 0.80 (tabla 4.10). De esta manera, el
método desarrollado era incluso capaz de distinguir la muestra sintética cuyo principio activo
se encontraba impurificado con un 10% de su forma racémica. Sin embargo, un valor
umbral de 0.80 es demasiado bajo, pudiendo dar lugar a falsos negativos. Por otro lado, tal
y como se muestra en la tabla 4.6, el factor dia y operador puede introducir una variabilidad
en los resultados obtenidos que, en este caso, no ha sido contemplada, y que se traduce en
un aumento del valor umbral. En consecuencia, en la detecciéon de la muestra impurificada
con un 10% de la forma racémica nos encontramos en el limite.
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Tabla 4.9. Valores de la distancia maxima en el andlisis de las 15 muestras
sintéticas preparadas en el laboratorio y de las 4 muestras cuyo principio activo
se ha impurificado con su forma racémica. (*) Muestras incluidas en la biblioteca.

Muestra Identificada como Valor distancia
Sintética 1* Sintética 1.9
Sintética 2* Sintética 2.0
Sintética 3* Sintética 1.9
Sintética 4* Sintética 1.8
Sintética 5* Sintética 1.8
Sintética 6* Sintética 2.1
Sintética 7* Sintética 1.9
Sintética 8* Sintética 1.9
Sintética 9* Sintética 1.6
Sintética 10* Sintética 1.8
Sintética 11 Sintética 3.4
Sintética 12 Sintética 2.4
Sintética 13 Sintética 4.1
Sintética 14 Sintética 3.8
Sintética 15 Sintética 3.9

10% forma racémica Sintética 3.7
15% forma racémica - 5.6
25% forma racémica - 9.3
50% forma racémica - 22.2
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Tabla 4.10. Valores de la varianza residual en el analisis de las 15 muestras
sintéticas preparadas en el laboratorio y de las 4 muestras cuyo principio activo
se ha impurificado con su forma racémica. (*) Muestras incluidas en la biblioteca.

Valor varianza

Muestra Identificada como
residual
Sintética 1* Sintética 0.510
Sintética 2* Sintética 0.520
Sintética 3* Sintética 0.628
Sintética 4* Sintética 0.501
Sintética 5* Sintética 0.651
Sintética 6* Sintética 0.484
Sintética 7* Sintética 0.559
Sintética 8* Sintética 0.479
Sintética 9* Sintética 0.405
Sintética 10* Sintética 0.485
Sintética 11 Sintética 0.762
Sintética 12 Sintética 0.604
Sintética 13 Sintética 0.793
Sintética 14 Sintética 0.651
Sintética 15 Sintética 0.754
10% forma racémica Sintética 0.870
15% forma racémica - 0.968
25% forma racémica - 0.986
50% forma racémica - 1.000

4.4, CONCLUSIONES

La utilizacion de bibliotecas de espectros NIR para la identificacion de productos
farmacéuticos es una buena alternativa a los métodos tradicionales de analisis, permitiendo
la identificacién de los diversos productos mediante un Unico proceso y aumentando la
objetividad del mismo, ya que como resultado del andlisis se obtiene un valor numérico.

Ademas, el uso de bibliotecas en cascada o en dos etapas, permite aumentar la
capacidad discriminante del proceso de identificacién. De esta manera, en la primera etapa
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se identifican los distintos productos y en la segunda se diferencian los productos mas

relacionados. Este tipo de bibliotecas ha permitido desarrollar métodos de identificacion que

son capaces de detectar pequefias alteraciones en la composicion del preparado

farmacéutico, ya sea por un exceso del principio activo o de los excipientes. Asimismo, al

trabajar con un principio activo enantioméricamente puro, se ha conseguido desarrollar una

biblioteca capaz de detectar presencias superiores a un 15% de su forma racémica.
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