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RESUMEN

En esta Tesis Doctoral se han planteado, desarrollado ¢ implementado soluciones basadas en la
tecnologia analitica de proceso (PAT) en distintos puntos del proceso de produccion de
medicamentos. Estas deben servir para encaminar la fabricacion de medicamentos hacia una
fabricacion avanzada, dado que cada vez mas las agencias reguladoras estan incentivando a las
compaiiias de sustancias activas, medicamentos de uso humano y de uso veterinario a fabricar en el
paradigma PAT, QbD y fabricacion en continuo con las continuas publicaciones de guias. Las
técnicas analiticas rapidas, como son el NIR, el Raman o el IMS, junto a la quimiometria o

tratamiento de datos multivariables son dos herramientas indispensables del PAT.

Los trabajos realizados se pueden clasificar en cuatro grandes bloques: métodos de identificacion,

analisis de proceso, validaciones de limpieza y analisis de datos historicos.

1. Para la identificacion de materiales de partida que se formulan en los medicamentos se ha
actualizado y validado una biblioteca espectral NIR que permite identificar y cualificar 224
sustancias empleando la estrategia de la biblioteca en cascada. La biblioteca principal se ha
calculado mediante la distancia espectral, mientras que todas la sub-bibliotecas -en total 5
niveles- se han calculado con la distancia en el espacio PCA. También se ha realizado la
evaluacion inicial de un instrumento Raman, adquirido como técnica complementaria al
NIR, para la identificacion de materiales de partida. Se ha realizado un estudio que ha
permitido detectar los factores o caracteristicas inherentes a las muestras que podrian
afectar a la sefial Raman, lo que ha permitido establecer el protocolo del desarrollo de las

bibliotecas correspondientes.

Dentro del bloque de identificacion, se ha desarrollado e implementado un método NIR
para la cualificacion de comprimidos recubiertos en granel. Dado que la diferencia entre las
presentaciones es fisica y no quimica -las tres dosificaciones tienen formulaciones
proporcionales- ha sido necesario adquirir los espectros en transmision y ademas, calcular
el modelo con el analisis discriminante como algoritmo de reconocimiento de pautas sin
aplicar ningiin pretratamiento. De esta forma se ha obtenido un modelo especifico y

robusto.

2. Se ha implementado un método NIR que permite realizar el anélisis en tiempo real de un
producto farmacéutico granulado en el deposito de mezclado, una vez la operacion unitaria

de mezcla ha finalizado. Para ello se han calibrado y validado tres modelos -identificacion,
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cuantificacion de API y contenido en agua- y se han llevado a cabo las etapas relacionadas
con la industrializacion de un sistema de medida PAT en una planta farmacéutica.

Se ha realizado el inicio de un estudio de viabilidad con un instrumento NIR que dispone
de una sonda multipunto para implementarlo en la operacion unitaria de dosificacion de
productos en polvo, granulados y comprimidos. Se ha demostrado que en las condiciones
de trabajo, la sefial NIR tiene una respuesta lineal frente a los cambios de concentracion de
API de dos productos, un granulado con un 5.0% de API y unos comprimidos con un
10.3%. No ha sido posible desarrollar un modelo PLS con los espectros de un
medicamento que contiene un 1.0% de API ni con los de un producto en polvo que tiene la
banda principal del API en una zona con una elevada presencia de ruido. Por otro lado, se
ha demostrado la utilidad del instrumento para detectar de manera sencilla comprimidos
rotos durante el proceso de dosificacion.

3. La presencia de trazas de detergentes tras los procesos de limpieza de los equipos de
produccién se suele evaluar con técnicas analiticas no especificas. Se ha establecido una
sistematica mediante disefio de experimentos que permite entender la influencia de los
factores presentes en las muestras obtenidas durante la verificacion de limpieza usando una
técnica analitica no especifica como lo es la medida de la conductividad del agua del
ultimo aclarado o la disolucion resultante con la extraccion del swab.

También se ha propuesto el uso de IMS como técnica especifica para evaluar la presencia
de detergentes. Se ha realizado un estudio de caracterizacion y cuantificacion de
surfactantes no i6nicos —etoxilados- con IMS.

4. Durante la fabricacion de un medicamento se generan un nimero elevado de datos por lo
que se ha propuesto el uso de analisis multivariable con el que se puede demostrar el estado
de control estadistico de los procesos, usando como ejemplo los datos relacionados con un
comprimido recubierto. Para ello se han fijado los limites de control con los valores de
Hotelling T* y los residuales Q calculados a partir de un anélisis PCA de los atributos
criticos de calidad y a partir de un multiway PCA para los parametros de proceso que
varian con el tiempo. Este ultimo modelo puede usarse para analizar en tiempo real el

proceso de produccion.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es aportar soluciones basadas en la tecnologia analitica
de procesos (PAT), que permitan evolucionar la fabricacion tradicional de productos farmacéuticos
hacia una fabricacion avanzada. Las técnicas analiticas rapidas, como son el NIR, Raman o IMS, y
la quimiometria o tratamiento de datos multivariables, son dos herramientas indispensables de

PAT.

De manera mas detallada, la Tesis pretende desarrollar herramientas PAT en las diferentes

operaciones unitarias que estan implicadas en la fabricacion de un medicamento, como son:

La identificacion y cualificacion de los materiales de partida, a su recepcion.

- La determinacion de distintos atributos criticos de calidad (CQA) durante la produccion de

los medicamentos que permita tener un control en tiempo real.

- Proponer mejoras en el proceso de validacion y verificacion de los procesos de limpieza,

para obtener la maxima informacion con los minimos tiempo y coste posibles.

- Demostrar la importancia de los datos historicos de parametros de calidad de los materiales
de partida, de parametros de proceso y de atributos de calidad de los productos intermedios
y terminados, para el proceso de mejora continua y para el desarrollo de los procesos

existentes bajo las premisas de la calidad por disefio.
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Industria farmacéutica avanzada

1. INDUSTRIA FARMACEUTICA AVANZADA

1.1. ENTORNO

La tesis se ha realizado en la industria farmacéutica, en la compafiia Laboratorios Menarini, S.A.
ubicada en Badalona (Espaiia). La empresa esta presente en Espafia desde el afio 1961, cuando el
pequefio laboratorio espafiol Puig Sala se fusiona con la empresa italiana A. Menarini IFR.
Actualmente, la planta tiene una superficie de 15000m” y est4 formada por 750 trabajadores. De
media se fabrican 70 millones de unidades al afio, de las cuales aproximadamente el 80% son

medicamentos solidos orales.

Desde hace mas de 20 afios, Laboratorios Menarini ha apostado por la innovacion en el campo de
la fabricacion de medicamentos, como demuestra su convenio de colaboracion con el grupo de
investigacion de Quimiometria Aplicada de la Universidad Autonoma de Barcelona. Durante todo
este tiempo se han desarrollado un gran nimero de métodos para el control de calidad mediante el
uso de técnicas analiticas rapidas. También se han llevado a cabo estudios de viabilidad de calidad
por disefio (QbD del inglés Quality by Design) y de la aplicacion de tecnologia analitica de proceso
(PAT del inglés Process Analytical Technology). Estas herramientas son imprescindibles para un
nuevo paradigma de fabricacion, la fabricacion en continuo (CM del inglés Continuous
Manufacturing). Ahora bien, la falta de expertos dentro de la empresa ha complicado la aplicacion
de dichas innovaciones en rutina. Se concluyd que era imprescindible empezar a desarrollar los
proyectos desde dentro de la compaiiia, aprovechando el conocimiento aportado por la universidad.
Surgid la posibilidad de realizar la presente tesis mediante una beca de Doctorado Industrial,
otorgada por el organismo AGAUR de la Generalitat de Catalunya (expediente 2015-DI 014).
Precisamente, el objetivo de estos doctorados es el de transferir el conocimiento desde las

universidades a las industrias.

La fabricacion de un medicamento consta de multiples etapas, como son la recepcion de la materia
prima, pasando por todas las operaciones unitarias implicadas en la fabricacion del medicamento o
el control de calidad del mismo. Hay muchos departamentos implicados para que un producto
terminado est¢ en el mercado, entre los que se encuentran garantia de calidad, tecnologia

farmacéutica, produccion, control de calidad, ingenieria 0 mantenimiento.

La industria farmacéutica es un sector altamente regulado por las agencias competentes en cada
uno de los paises. Un medicamento solo se puede comercializar en un pais si la agencia pertinente
ha aprobado el registro del mismo. Desde hace tiempo las agencias reguladoras europea y

americana, EMA (European Medicine Agency) y FDA (Food and Drug Administration), incentivan
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a la industria a hacer un cambio en la forma de fabricacion, esto es, adoptar el desarrollo de
procesos de fabricacion mediante QbD y a controlar la calidad del proceso y de los productos con
el uso del PAT. Ademads, se estd planteando cambiar la fabricacion tradicional por lotes por la
fabricacion en continuo. Implicitamente, para poder aplicar PAT, también es necesaria la
implementacion de técnicas analiticas rapidas que permitan la obtencion de resultados en tiempo

real.
1.2. FABRICACION TRADICIONAL DE UN MEDICAMENTO SOLIDO

La fabricacion de productos farmacéuticos abarca desde la adquisicion de materiales, la
produccion, el control de calidad, la liberacion, el almacenamiento hasta la distribucion del propio
medicamento y los controles correspondientes a todas las operaciones mencionadas'. Esta
fabricacion se debe realizar bajo las normas de correcta fabricacion (NCF o GMP del inglés Good

Manufacturing Practices).

La fabricacion de un medicamento consta de distintas operaciones unitarias, donde en cada una de
ellas hay un cambio quimico o fisico del material’. En la Figura 1.1 se muestran ejemplos de
diagramas de flujo de las operaciones unitarias implicadas para la fabricacion de algunas de las
formulas solidas orales mas fabricadas, como son comprimidos, polvos o granulados en sobres y
capsulas. La forma tradicional de proceder es que dichas operaciones sean discretas, esto es, cierta
cantidad de material se carga en el equipo y una vez finalizado el proceso, se descarga el producto

(ya sea producto intermedio o producto granel). En este caso, se entiende como lote una cantidad

12
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de producto fabricado que parte de los mismos materiales de partida y ha pasado por las mismas
operaciones unitarias, considerandose homogéneo'. La calidad del producto se garantiza por medio
de ensayos analiticos en los materiales de partida, un proceso de fabricacion invariable, controles
en proceso y analisis de los productos intermedios, graneles y/o terminados. Una vez el producto

terminado cumple las especificaciones, este se liberara al mercado.
Las etapas que se siguen para que un nuevo producto salga al mercado son las siguientes:

- Definiciéon del producto: definir el producto objetivo asi como los atributos de calidad del

mismo, lo que se conoce como perfil de la calidad objetivo del medicamento (QTPP del
inglés Quality Target Product Profile).

Desarrollo procesos: una vez definido el producto objetivo, se empieza a desarrollar el

proceso de produccion. El objetivo de esta etapa es que queden definidos los atributos de
calidad del material de partida, ademas de fijar los puntos de consigna y rangos de
operacion de los parametros de proceso. Esto se suele llevar a cabo mediante el know-how
de la empresa y realizando experimentos univariantes’. Ademas, mediante el conocimiento
previo y realizando un analisis de riesgos se determina, de entre todos los parametros de
calidad, cuales son criticos (CQA del inglés Critical Quality Attributes).

También forma parte de la etapa de desarrollo establecer una estrategia de control. En el

enfoque tradicional esta se suele establecer para demostrar que el producto intermedio
(producto obtenido en una operacién unitaria intermedia), granel o terminado cumple con
las especificaciones establecidas. Para ello se suelen usar técnicas analiticas que se
encuentran instaladas de manera off-line; esto es, en unos laboratorios apartados de la
planta de produccion, por lo que se realiza una vez ha finalizado el proceso que esta siendo
evaluado.

- Validacion del proceso: todo proceso utilizado para producir medicamentos que se

comercializan en el mercado debe haber sido validado siguiendo los principios del
Anexo 15 de las GMP. El objetivo de validar un proceso es establecer pruebas
documentales de que el proceso de fabricacion desarrollado es capaz de producir de
manera consistente el producto con una calidad determinada®. El enfoque tradicional de
validacion se basa en demostrar que, con los parametros de calidad del material de partida,
las cantidades de material establecidos y los rangos de los parametros de operacion
(definidos durante el desarrollo), se obtiene el producto dentro de las especificaciones
predefinidas en el protocolo (atributos de calidad) de una manera constante. Para ello se
fabrica un nimero determinado de lotes de producto en las condiciones de rutina para

confirmar la reproducibilidad del mismo’.

13



INTRODUCCION

Registro: solo se puede comercializar un producto en el mercado si ha sido aprobado por la
agencia regulatoria competente del pais. Para este fin, se debe desarrollar un expediente si
el producto es nuevo o se debe modificar uno existente si se pretenden cambiar
caracteristicas de un producto autorizado. Una vez aprobado, el producto se puede fabricar
en rutina.

Fabricacion en rutina: una vez autorizados, los productos se fabrican siguiendo lo definido

en el expediente y bajo un sistema de calidad. Ademas, se debe revisar periddicamente la
calidad de cada producto para detectar cualquier tendencia, ¢ identificar mejoras de
proceso y/o producto’, elaborando informes periodicos de calidad (PQR del inglés Product

Quality Review).

El enfoque tradicional de fabricacion de medicamentos presenta ciertas desventajas. Entre otras, se

encuentran:

14

No se dispone de un conocimiento profundo del sistema. Esto conlleva que cuando hay
resultados fuera de especificaciones (OOS del inglés Out Of Specification) sea muy
complicado encontrar las causas raices que lo han provocado. Esto es, no hay una base
cientifica para entender las relaciones entre los parametros de partida —calidad del material
de partida y parametros de proceso- con la calidad del producto procesado.

Durante el desarrollo, se establecen parametros de calidad de materia prima y de proceso
invariables o con rangos muy estrechos. Esto provoca que se deseche producto debido al
poco margen operacional.

La cantidad de material que se fabrica por lote es invariable, con lo que no se puede
disminuir o aumentar segin la demanda que hay en cada momento.

Al establecerse una estrategia de control con un elevado consumo de tiempo, hay una
acumulacion de existencias. Esto es, el producto intermedio no puede pasar a la siguiente
operacion unitaria o el producto terminado no se puede aprobar, si antes no ha sido
evaluado de conformidad por el departamento de control de calidad. Otro problema es que
si se detecta algun defecto una vez finalizada la fabricacion del medicamento, el lote se
debe reprocesar, recuperar o desechar’.

El PQR suele realizarse con analisis univariantes de los datos; lo que esconde fueras de
control o tendencias, que saldrian a la luz realizando analisis multivariantes. Esto
contribuiria a mejorar la comprension del proceso de fabricacion, ya que podria ayudar a

identificar la causa raiz de OOS, y a entender relaciones entre variables.
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1.3.ENFOQUE MEJORADO DE LA FABRICACION DE MEDICAMENTOS

Distintas causas justifican la necesidad de implementar un nuevo enfoque de fabricacion en la
industria farmacéutica, tanto desde el punto de vista de la industria, como desde el punto de vista

de las agencias reguladoras.

Las compaiiias farmacéuticas estan interesadas en reducir los costes de produccion debido al
incremento de coste de la investigacion y desarrollo y la presion de los gobiernos por reducir sus
precios de los medicamentos®. También es conveniente aumentar la flexibilidad de la definicion y
tamafio de los procesos, ya que el futuro de los medicamentos pasara por desarrollar terapias
individualizadas que requeriran de lotes de tamafio variables’. Esto provocard que sea necesario
disponer de sistemas que permitan tener un amplio portafolio de productos y ademas, que un
mismo proceso sirva para fabricar distintos volumenes de producto y asi abastecer segin la
demanda del mercado’. Otro factor a tener en consideracién es que se esta viviendo lo que algunos
autores definen como la cuarta revolucién industrial o Industria 4.0'%"2. Se esta transformado la
industria 3.0, la cual se caracterizo por computarizar y automatizar los sistemas, a la industria 4.0,
que se basa en la implementacion de sistemas inteligentes y autonomos mediante el uso de los
datos que se generan y el aprendizaje automatico (machine learning). Los elementos centrales de
esta nueva industria son el internet de las cosas (IoT del inglés Internet of Things), internet de los
servicios (oS, del inglés Internet of Services), sistemas cibernéticos (CPS, del inglés Cyber-
Physical Systems) y Smart Factory'. Estos ayudaran a optimizar la cadena de valores, a reducir

costes y a ahorrar energja'.

Por otro lado, las agencias reguladoras estan interesadas en que las compafiias dispongan de
fabricaciones eficientes, agiles y flexibles, que permitan obtener productos de elevada calidad sin
una supervision regulatoria extensa'® y asi solventar el problema de escasez de suministros (drug
shortage). Las EMA y FDA, junto al Consejo Internacional para la armonizacion de los requisitos
técnicos para el registro de medicamentos de uso humano (ICH del inglés International Council for
Harmonisation), han fomentado distintas iniciativas para fabricar en un nuevo paradigma. Prueba

de ello son las normativas y guias publicadas en este sentido™">>".

El nuevo enfoque de fabricacion es lo que se conoce como fabricacion en continuo, desarrollando

los procesos mediante QbD y maximizar tanto como sea posible el control de calidad con PAT.
1.3.1. Fabricacion en continuo

La fabricacion en continuo consiste en un proceso de fabricacion sin interrupciones, esto es, el
sistema se alimenta con material de partida que va fluyendo por las distintas operaciones unitarias y

se descarga producto acabado de manera continua. Ademas, se asegura la calidad del mismo en
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: 9,22 . . . .

tiempo real ™. En este caso, se define como lote la cantidad de material producido en un periodo
. . 1 L, . . .

de tiempo determinado” y que cuenta con caracteristicas uniformes y con la calidad conforme a

. . 22
espemﬁcacwnes .

La fabricacion en continuo se caracteriza por tener un proceso integrado con un nimero reducido
de operaciones unitarias separadas y por usar equipos de tamafo reducido. A la vez, debe contar
con un sistema de ingenieria bien disefiado, para adaptar de manera automatica el proceso segun la
variacion de las propiedades de los materiales y a las condiciones ambientales. El desarrollo del
proceso se realiza mediante un enfoque mejorado, esto es, el uso de QbD y PAT permiten obtener
informacién de la calidad del producto en tiempo real’. Algunas de las ventajas que presenta este

tipo de fabricacion en la industria farmacéutica son:

- Aumento de la robustez del proceso, debido a que se tiene un conocimiento profundo del
mismo y se controla de manera proactiva. Los equipos usados en la fabricacion son los
mismos que durante la fase de desarrollo del proceso, por lo que todo el conocimiento
adquirido se puede aplicar durante la fabricacion®. Esto influye en un aumento de la
calidad del producto y en una reduccion de los costes por la generacion de rechazos.

- Flexibilidad de produccion. El volumen de producto fabricado puede aumentar o disminuir
variando el tiempo de produccién, para adaptarse a las demandas’.

- Al usarse maquinaria de tamafio reducido, se puede transportar a cualquier lugar, por lo
que se puede llegar a una descentralizacion de la fabricacion. También se reduce el

impacto ambiental’

Como se ha comentado anteriormente, la fabricacion en continuo estd altamente ligada al QbD y al

PAT. Por lo que a continuacion se describiran estos dos conceptos.
1.3.2. Calidad por diseiio (QbD)

La ICH publicaba en 2004 la primera guia ICH Q8, donde proponia el QbD como herramienta para
desarrollar productos farmacéuticos. En ella se define el QbD como un enfoque sistematico para el
desarrollo, que comienza con unos objetivos predefinidos y da importancia a la comprension y
control del proceso y del producto, basandose en una ciencia solida y en la gestion de riesgos de la
calidad'®. Este enfoque parte de la base que la calidad se debe construir durante el disefio'®. A partir
de ese momento, se han publicado nuevas guias dando soporte a esta idea, como son la ICH Q9,
Q10 y QI11. Actualmente la ICH Q12 sobre consideraciones técnicas y regulatorias de la gestion
del ciclo de vida de los medicamentos, esta publicada en draft. Ademas hay dos concept papers de
la ICH Q13 y Q14 en relacion a la fabricacion en continuo de API y medicamentos y al desarrollo

de métodos analiticos adaptados a la nueva realidad, respectivamente.
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Los objetivos de QbD son, entre otros, incrementar la capacidad del proceso, la robustez y la
efectividad de fabricacion. Mejorar la capacidad y velocidad de desarrollo de nuevos productos y/o
procesos. Aumentar la flexibilidad regulatoria y agilizar la gestion de cambios post aprobacion
dentro del marco de mejora continua. Por ultimo, mejorar el analisis de causas raices y disminuir

tanto como sea posible el analisis del producto terminado™”*.

Los pasos a seguir durante el desarrollo de un producto por QbD se enumeran a continuacion:

1) Definir el QTPP donde se detallan todas las caracteristicas de calidad que debe tener el
medicamento.

2) Identificar qué caracteristicas del producto son criticas (CQAs del inglés Critical Quality
Attributes), mediante el uso de conocimiento previo y del analisis de riesgos’.

3) Diseiiar el producto y el proceso para obtener un elevado conocimiento de los mismos. En
esta etapa se deben identificar los atributos criticos de material (CMA del inglés Critical
Material Attributes), las operaciones unitarias criticas y los parametros criticos del proceso
(CPP del inglés Critical Process Parameters) *. Para este fin, se usa el conocimiento
previo, la experimentacion, el analisis de riesgos y el conocimiento cientifico que permite
identificar y entender el impacto en los atributos criticos de calidad®'®. Esto servira para
encontrar las relaciones entre CMAs y CPPs con los CQAs del producto®. El proceso se
entiende profundamente cuando se han detectado todas las fuentes de variabilidad, el
proceso gestiona esta variabilidad y los atributos de calidad del producto se pueden
predecir de manera exacta y fiable’.

4) Si es necesario, se establece el espacio de disefio del proceso*. Este espacio de disefio debe
estar localizado dentro de los limites de todo el espacio de conocimiento adquirido durante
el desarrollo del proceso.

5) Definir una estrategia de control, tanto de los materiales de partida, del proceso, y si es
necesario, del producto terminado®. El objetivo es asegurar que el producto terminado

1824 Se definen tres niveles de

cumplira con los estandares de calidad establecidos
estrategia de control’:

o El primero es aquel que permite la monitorizacion de las CQAs en tiempo real. Las
CMAs se monitorizan y los parametros de proceso se ajustan automaticamente
para asegurar la calidad del producto. Este nivel permitiria la liberacion en tiempo
real, esto es, la calidad del producto quedaria asegurada durante el proceso.

o El segundo nivel consiste en controlar el producto con una reduccion de analisis

del producto terminado y con la flexibilidad de tener los CMAs y CPPs dentro del

espacio de disefio.
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o El tercer nivel consiste en el control tradicional de productos farmacéuticos. Se
realiza un amplio nimero de analisis para cada producto terminado. Asimismo,

hay un bajo margen de aceptacion de rangos de CMAs y CPPs.

Se entiende que para la aplicacion QbD se usa el primer nivel, el segundo o bien una
. ., . 2 ., , .

combinacion de ambos niveles”. También sera necesario en estos dos casos establecer una

monitorizacion regular del funcionamiento de los modelos predictivos para asegurar su

validez'®,

6) Una vez el proceso estd en rutina, se propone la mejora continua del proceso y/o del
producto y la verificacion continua del proceso. Se monitoriza el producto y el proceso, se
analizan y evaluan los datos para asegurar que el proceso sigue funcionando dentro del
espacio declarado. También se debe demostrar que el proceso sigue en estado de control

, L. 2,7 . . . o~
estadistico y que el proceso es capaz~'. Si se trabaja con un espacio de disefio, es

importante monitorizar regularmente el buen funcionamiento del modelo'®.

Las herramientas disponibles para llevar a cabo las etapas comentadas anteriormente son el analisis
de riesgo, analizadores de proceso, disefio de experimentos, analisis multivariable y modelado de

pI'OCCSO7’24.

Este nuevo enfoque se puede introducir en cualquier punto del ciclo de vida de un medicamento.
No solo en la etapa de desarrollo de un nuevo medicamento, sino también en la etapa de su

fabricacidn rutinaria.
1.3.3. Tecnologia Analitica de Proceso (PAT)

PAT se define como un sistema para disefiar, analizar y controlar el proceso de fabricacion
mediante medidas en tiempo real de los atributos criticos de calidad de materiales de partida,
atributos de calidad de productos intermedios y pardmetros de proceso, para asegurar la calidad del
producto terminado®’. Se debe entender el PAT como un sistema que requiere tomar acciones

basadas en la informacién que se obtiene en tiempo real .

El PAT abarca un conjunto de herramientas y principios que permiten mejorar el conocimiento del
proceso de fabricacion y su control”. Se consideran herramientas PAT las quimiometria o analisis
multivariable de datos, analizadores de proceso, herramientas de control y automatizacion de
proceso, herramientas de mejora continua y gestion del conocimiento®'. En la Tabla 1.1 hay una

descripcion y ejemplos de cada una de ellas.
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Tabla 1.1 Herramientas para aplicar sistemas PAT?'.

Herramientas Definicion Ejemplos
Quimiometria Herramientas matematicas y I . .
. . - Disefio de experimentos y superficie de
estadisticas para el disefio, la
L e respuesta
adquisicion y el analisis de
datos - Simulacién de proceso

- Reconocimiento de pautas

- Modelos de prediccion

Sensores y analizadores de  Herramientas para medir . o
- Sensores para medidas univariantes

proceso atributos quimicos, fisicos o (pH, Temperatura, presion...)
microbioldgicos a tiempo real ’ ’
del proceso - Analizadores para medidas
multivariantes (NIR, UV, Raman,...)
Herramientas de control Herramientas que permitan Sistemas de monitorizacién y
de proceso monitorizar el estado del

. distribucion de la informacion
proceso en tiempo real

analizando los datos obtenidos
y, si es necesario, tomar
decisiones de manera

automatica
Heqamlentas d.e’ mejora Herramientas para anghzar - PQR multivariable
continua y gestion del todos los datos obtenidos
conocimiento durante el ciclo de vida de un

producto para aumentar el
conocimiento del mismo y del
proceso; y si se considera
necesario, proponer mejoras

Los sensores y analizadores del proceso se pueden encontrar instalados de las siguientes

manerasml .

- At-line: 1a muestra debe extraerse de la operacion unitaria y medir con un analizador que se
encuentra instalado cerca del proceso.

- On-line: la operacion unitaria tiene incorporado un sistema que deriva la muestra hacia el
analizador y esta puede ser devuelta al proceso o no.

- In-line: el analizador esté integrado en la operacion unitaria de manera invasiva o no.
La aplicacion del PAT en la fabricacion comercial se puede usar para dos objetivos:

1) Como herramienta de recopilacion de conocimiento para respaldar la robustez del proceso
(concepto de “firma de proceso”). Esto permite la mejora continua y asi resolver problemas
de calidad y robustez’.

2) Como estrategia de control sustituyendo los controles tradicionales off-line.

Debido a que la informacion se obtiene en tiempo real, la implementacion de un sistema PAT
podria llegar a permitir liberar producto en tiempo real (RTRT del inglés Real Time Release

Testing); si se combina con un profundo conocimiento del proceso (el concepto QbD). Se acaba de
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publicar un anexo de las GMP especifico para el RTRT. En ella de define RTRT como “una
combinacion de controles y monitorizaciones en proceso que puede reemplazar, cuando esté

. C ey . .y 26
autorizado, a los ensayos en el producto final como parte de la decision de liberacion de un lote””.

Aunque hace afios ya desde la primera publicacion de la guia PAT y durante todo este tiempo se
hayan publicado todas las guias mencionadas respecto al QbD o al cambio de paradigma de
fabricacion, mayoritariamente aun se fabrica de la manera tradicional. Varios motivos pueden
influir a que el cambio de paradigma de fabricacion sea un proceso lento. Uno de ellos puede ser
que la inversion inicial que se debe efectuar tanto para estudios de viabilidad como para la
instalacion de equipos y sistemas que permitan el cambio es elevada. Otro puede ser la falta de
recursos humanos que tengan el conocimiento en este campo. Finalmente, debido que vivimos en
un mundo globalizado, las farmacéuticas suelen vender en un numero elevado de mercados.
Aunque la FDA y la EMA estén a favor de estos cambios, la falta de confianza a que otras agencias
reguladoras acepten dichos cambios, podria frenar la apuesta de las compaiias a invertir en este
sentido. También cabe destacar las diferencias que existen entre las compaiias farmacéuticas
instaladas en EEUU, donde el niimero de aplicaciones PAT, QbD y fabricacidén en continuo parece

que es mayor que las que se llevan a cabo en Europa.
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Herramientas de obtencion de datos

2. HERRAMIENTAS DE OBTENCION DE DATOS

Los datos usados para el desarrollo de esta tesis provienen principalmente de dos fuentes. La
primera, de técnicas analiticas rapidas como son la espectroscopia del infrarrojo cercano (NIR del
inglés Near-Infrared), la espectroscopia Raman y la espectrometria de movilidad iénica (IMS del
inglés lon Mobility Spectrometry). La segunda fuente son todos los datos que se obtienen
relacionados con la fabricacion de un producto; incluyendo los atributos de los materiales de
partida, los datos de los procesos y los atributos de calidad de los productos intermedios y graneles.

A continuacion se describe cada una de las herramientas empleadas.

2.1.ESPECTROSCOPIA NIR

La espectroscopia NIR es una técnica de absorcion de la radiacion cuando esta interacciona con la
materia y produce cambios en los estados vibracionales de las moléculas. El descubrimiento de la
region espectral NIR se atribuye al astronomo Sir William Herschel, pero no es hasta mediados del

. . . . . . 12
siglo XX que se empiezan a desarrollar aplicaciones industriales .

2.1.1. Fundamentos de la radiacion NIR

La energia asociada a las bandas de una molécula determinada es la suma de las energias
electronicas, vibracionales y rotacionales. Para cada nivel electronico, hay varios niveles de
vibracion y a su vez varios estados rotacionales. La energia de la radiacion de la region IR produce
transiciones vibracionales y rotacionales °. Para entender las transiciones utilizamos una molécula
diatomica. Su vibracion se puede describir como el de un oscilador anarmonico, tal como se
muestra en el diagrama de energia potencial de la Figura 2.1, donde los niveles de energia estan
cuantizados. Al tratarse de un oscilador anarmonico, los niveles energéticos no son equidistantes,

sino que disminuyen al aumentar v. Esta propiedad provoca que las reglas de seleccion no solo
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permiten transiciones entre niveles contiguos (Av==£l), sino que también estan permitidas entre
estados vibracionales con Av==+2, +3..."*. El modelo para una molécula con un niimero mayor de

atomos es mas complejo, pero la esencia es la explicada anteriormente.

La radiacion IR ocupa la regién que comprendida entre 10 y 12820 cm™ del espectro

electromagnético, que a su vez se puede dividir en 3 subregiones que provocan transiciones
distintas (Tabla 2.1).

Tabla 2.1 Descripcion de las tres regiones del IR.

Regiones del IR Rango (cm™) Transiciones que se observan
FIR (infrarrojo lejano) 10 2 400 cm™' - Rotaciones puras
- Vibraciones en red de solidos’
MIR (infrarrojo medio) ~ 400-4000 cm’ - Bandas fundamentales (transiciones del estado
vibracional fundamental al primero excitado
(v=0>v=1))
NIR (infrarrojo cercano ~ 4000-12800 cm’ - Sobretonos (transiciones vibracionales entre

estados Av>1)

- Combinacion de bandas fundamentales (un foton
excita simultaneamente dos 0 mas modos de
vibracion)

Dado que las transiciones entre estados con Av>1 son menos probables, las bandas que se obtienen
en el NIR son menos intensas que en el MIR. También cabe mencionar que dentro de los
sobretonos el primer (v=02>v=2) es mas intenso que el segundo (v=0->v=3) y asi sucesivamente.
Hay otros efectos presentes en los espectros NIR como son la resonancia de Fermi (caracteristica

del CO,), la de Darling-Dennison (caracteristica de la molécula de H,O) y modelos locales'”.

Para que una molécula sea activa en el NIR, se deben cumplir tres condiciones. La primera es que,
como en cualquier técnica espectroscopica de absorcion, la energia del foton incidente debe
coincidir con la diferencia energética de los niveles, en este caso, vibracionales. La segunda es que,
como en todas las técnicas IR, la vibracion de la molécula debe producir un cambio en el momento
dipolar de la misma. Por ultimo, los atomos implicados en la vibraciéon deben presentar una
anarmonicidad de enlace -diferencia en las masas atomicas- elevada. Asi, los grupos mas activos
seran los X-H (X=C, N, O o S)’. Aparte de los enlaces moleculares, también se obtiene

informacion de interacciones intermoleculares como son los puentes de hidrégeno.

Los espectros NIR se caracterizan por presentar bandas anchas y superpuestas. Esto hace que la
selectividad de la técnica sea baja, razéon por la cual se emplea en combinacién con la
quimiometria. Por otro lado, las intensidades de absorcion son débiles, debido a la baja
probabilidad de que ocurra el fendémeno que da lugar al espectro NIR, lo que hace que la

sensibilidad de la técnica sea baja. La mejora instrumental ha mejorado dicha sensibilidad’. El
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hecho que tenga baja absortividad, se convierte en una ventaja debido a que permite medidas
directas sin preparacion de muestra y mayor penetracion de radiacion en las muestras solidas °. Esta
combinacion junto con otras ventajas que presenta la técnica (Tabla 2.2) ha hecho que la

implementacion del NIR en la industria farmacéutica vaya en aumento.

Tabla 2.2 Ventajas de la técnica espectroscopica NIR.

Es una técnica no invasiva ni destructiva, por lo que permite analisis in- y on-line

Registro de espectros rapido, lo que permite el analisis en tiempo real

De un mismo espectro se puede obtener informacion fisica y quimica de la muestra

Versatil, permite registrar el espectro de muestras solidas, liquidas y gaseosas

Ningln pretratamiento de la muestra o minimo, por lo que ademas de contribuir a poder realizar analisis
in-y on-line, disminuye el error asociado a la preparacion de la muestra, y es respetuoso con el
medioambiente

Posibilidad de uso de fibras opticas (>100m)

Coste de analisis relativamente bajo

2.1.2. Instrumentacion

Un instrumento NIR consta basicamente de cuatro partes: una fuente de radiacion, un sistema de
seleccion de longitudes de onda, un compartimento o la interfaz de contacto con la muestra y un

detector. También es necesario un convertidor de la sefial.

2.1.2.1. Fuente de radiacion

La fuente de radiacion mas usada es la ldmpara de halogeno con filamento de tungsteno y ventana
de cuarzo. Esta emite una radiacion policromatica, de energia alta y constante en todo el rango NIR
y también se caracterizan por ser estables’. Las trazas de halégeno sirven para reciclar el tungsteno
vaporizado volviéndolo a depositar al filamento y asi alargar la vida de la lampara®. Otro tipo de
lamparas que se pueden usar son las LED. Excepto estas Gltimas, el resto de fuentes de radiacion

necesitan un selector de longitudes de onda®.

2.1.2.2. Sistema de seleccion de longitudes de onda

El objetivo es filtrar el haz de luz policromatica en valores discretos de longitudes de onda’ de una
anchura de banda estrecha, exacta y precisa respecto a la banda de absorcion que mide y de una
elevada intensidad en todo el rango de longitudes de onda'®. Este sistema puede ir antes o después
de la muestra. Hay distintos sistemas de seleccion: monocromadores, policromadores, filtros,
AOTF e interferometros. Se hace una pequefia descripcion y se mencionan algunas de las
caracteristicas mas importantes en la Tabla 2.3. La eleccion del sistema se hara segun la aplicacion

que se vaya a desarrollar.
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Tabla 2.3 Sistemas de longitudes de onda disponibles para equipos NIR y algunas caracteristicas.

Equipo ss(::;iz;nde Descripcion Propiedades
Dispersivo Monocromadores  Realizan barridos espectrales + Obtencion de todo el rango
de red difractando la luz en diferentes espectral
angulos’. Consta de dos rendijas, una  + Alta relacion S/N
de entrada y otra de salida, y de una - Baja sensibilidad
red de difraccion movil. Las - Alto tiempo de adquisicion
longitudes de onda se registran
sucesivamente en el tiempo.
Policromadores Consta de una rendija de entrada, una  + Obtencion de todo el rango
red de difraccion fija y una red de espectral
diodos. La red de diodos realiza el + Velocidad de adquisicion
barrido espectral permitiendo la elevada
deteccion simultanea de longitudes de  +Miniaturizacion (no tiene
onda con varios canales’. partes moéviles) y robustos
- Baja precision
- Posible calentamiento de
la muestra
No dispersivo  Filtros Consta de un filtro o un seguido de + Compactos y resistentes

ellos, los cuales actfian como una
ventana que o bien deja pasar una
parte del espectro o bien bloque todas
las longitudes de onda por encima o
por debajo de cierta frecuencia''.

- Solo se obtienen ciertas
longitudes de onda

Filtros acusto-
optico (AOTF)

Constan de materiales birrefrigentes
(TeO,) con uno o varios
transductores piezoeléctricos. Las
longitudes de onda se escogen usando
sefiales de radio-frecuencia, las
cuales alteran el indice de refraccion
del TeO,".

+ Se pueden miniaturizar (no
tiene partes moviles)

+Robusta

+Repetitividad

- Baja estabilidad y
reproducibilidad

Transformada de
Fourier

La radiacion es modulada mediante el
interferdmetro permitiendo la
codificacion de la longitudes de onda
y la medida de longitudes de onda se
realiza simultanea®.

+ Alta precision y
reproducibilidad de
longitud de onda

+FElevada velocidad de
adquisicion

- En algunos casos pueden
ser sensibles a la vibracion

2.1.2.3. Compartimento de la muestra

El compartimento de la muestra o interfase entre el equipo y la muestra vendra determinado por

dos factores, el modo de adquisicion del espectro y la aplicacion de la técnica.

Existen tres modos de adquisicion del espectro, reflectancia, transmision y transflectancia. En la

Figura 2.2 se presenta un esquema de cada uno de ellos.
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- Reflectancia difusa: la luz incidente es absorbida por la muestra o reflejada. Esta reflexion
puede ser especular -mismo angulo que la radiacion incidente sin haber interaccionado con
la muestra, por lo que no contiene informacién de la misma- o difusa -la radiacion que
interacciona con la muestra y que no es absorbida por la misma, es dispersada en todas
direcciones. Se mide la radiacion dispersada (scattering) que vuelve al detector, el cual esta
situado al mismo lado que la fuente de radiacion.

- Transmision: se mide la radiacion que traspasa la muestra sin haber sido absorbida y llega
al detector localizado en lado opuesto de la fuente de radiacion.

- Transflectancia: se coloca un reflector después de la muestra. La radiacion que no ha sido
absorbida por la muestra es devuelta al detector que se encuentra en el mismo lado que la

fuente de radiacion.

Otro factor a tener en cuenta para elegir el compartimento de muestra es la forma de aplicacion de
la técnica, esto es, si se pretende usar en el laboratorio (off-line) o en el proceso de fabricacion (off-,

at-, in- u on-line).

Teniendo en cuenta esto, en el mercado hay disponible una gran variedad de compartimentos o

interfases con las muestras entre ellos se encuentran:

- Esferas integradoras para medir muestras en modo reflectancia difusa. Estas se usan en at-

u off-line.
- Porta cubetas para medir liquidos en modo transmitancia en at- u off-line.
- Sondas con fibra oOptica (tanto de transmision como de reflectancia difusa) para medidas

off-, at-, in- u on-line de muestras solidas y liquidas.
2.1.2.4. Detectores

Los detectores que se usan son semiconductores’, los cuales pueden ser fotoconductores (PbS,
PbSe, InAs, InSb) o fotodiodos (InGaAs, Si, Ge). En el caso del InGaAs es necesario que vaya

acompaiiado de un refrigerador termoeléctrico para asegurar el buen funcionamiento.
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2.1.3. Parametros que afectan a la seiial

La sefial del NIR no varia unicamente por diferencias quimicas, sino que se puede dar por muchas
otras fuentes de variabilidad'?, algunas de las cuales se describen en la Tabla 2.4. Al desarrollar un

método analitico se deberan tener en cuenta para que no se vea comprometida su robustez.

Tabla 2.4 Parametros que pueden afectar al espectro NIR.

Fuente Parametros

Cambio de fungibles
Instrumental

Longitud de la fibra 6ptica (si tiene)

Temperatura y humedad ambiental

Operacional —
Posicion de la muestra
Tamaio de particula
Temperatura de la muestra
Contenido en agua
Muestra

Heterogeneidad

Estado soélido

Grosor de la muestra (modo transmitancia y transflectancia)

2.1.4. Aplicacion NIR en la industria farmacéutica

La espectroscopia NIR es la técnica por excelencia para aplicar sistemas PAT en la industria
farmacéutica. Esto es debido a la rapidez con la que se obtiene informacion de las muestras, tanto
quimica como fisica, de manera no destructiva. También se suma la versatilidad de instrumentos
disponibles en el mercado, que permiten el uso de la técnica en modo of-, at-, in- u on-line. La
importancia del NIR en la industria farmacéutica se hace evidente tanto a nivel académico como a

nivel regulatorio.

Del total de publicaciones encontradas en la base de datos Web of Science al buscar los conceptos
NIR junto a farmacia y/o PAT se obtiene el grafico de la Figura 2.3. El numero de articulos ha

aumentado hasta el afio 2015 manteniéndose constante hasta la actualidad.

A nivel regulatorio, en Enero del 2014 la EMA publicé la guia definitiva del uso del NIR y los
requisitos al desarrollar un método analitico para la solicitud de registro'”. La agencia FDA, tiene
un guia que va en el mismo sentido desde el 2015, pero atn esta en borrador'®. Por otro lado, hay
un capitulo dedicado al NIR tanto en la farmacopea europea como en estadounidense (EP 2.2.40. y

USP <1119>)"*",
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El uso del NIR en el entorno farmacéutico es muy variado. Asi, se puede usar para la identificacion
de materia prima o productos granel'®'®. También para la cuantificacion del contenido en API"*

231 Eg una

para determinar la riqueza o la uniformidad de contenido, y el contenido en agua
técnica til para la determinacién de propiedades fisicas® o para determinar la cantidad de
polimorfo® presente en la muestra. Finalmente, el NIR es una técnica ampliamente usada para el

seguimiento en tiempo real de distintas operaciones unitarias, como son la granulacién®**,

36-41

. .. 42
procesos de mezcla™ " o de recubrimiento de comprimidos™.

2.2.ESPECTROSCOPIA RAMAN

La espectroscopia Raman se basa en la dispersion ineldstica de la radiacion cuando una radiacion
monocromatica interactua con una molécula, permitiendo el estudio de rotaciones y vibraciones
moleculares. El efecto Raman fue observado experimentalmente por Raman y Krishnan en el afio

1928%.

2.2.1. Fundamentos

La espectroscopia Raman permite obtener informacion de la estructura y propiedad de moléculas a
partir de las transiciones vibracionales™, pero en vez de basarse en la absorcion de la radiacion,
como en el caso del NIR, se basa en la dispersion de la misma. El foton de una radiacion
monocromatica interacciona con la molécula produciendo una distorsion en la nube de electrones y
creando un estado excitado virtual. La caracteristica de este nuevo estado es que tiene un tiempo de
vida muy corto y al relajarse, el foton es re-emitido, pudiéndose producir una de las situaciones que
se es se esquematizan en la Figura 2.4. La primera situacion es cuando el foton vuelve al estado
fundamental, produciéndose una dispersion elastica conocida como dispersion Rayleigh. La
frecuencia emitida es la misma que la de la radiacion incidente. Esta es la mas intensa y a la vez

irrelevante ya que no contiene informacion de la molécula. El segundo escenario se genera cuando
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el foton incidente aparte de una polarizacion de la nube de electrones, provoca un movimiento
nuclear lo que produce una transferencia de energia entre el foton incidente y la molécula®. En este
caso se produce una dispersion inelastica, lo que se conoce como dispersion Raman. Dentro de esta
dispersion, se encuentran las lineas Stokes que ocurren cuando la molécula gana un estado
vibracional, por lo que la frecuencia del foton emitido es menor al de la luz incidente. La diferencia
de energias corresponde a la energia vibracional de absorcion MIR?. Por otro lado, cuando la
molécula parte de un estado vibracional excitado y pierde un estado vibracional al volver al estado
fundamental, entonces la frecuencia del foton emitido es mayor a la de la luz incidente. Este Gltimo
es de muy baja intensidad debido a la ley de Boltzmann, segun la cual a temperatura ambiente, la
mayor parte de las moléculas se encuentra en el estado de menor energia'. Este ultimo caso solo es

interesante estudiarlo cuando la muestra se encuentra a temperatura elevada®.

La dispersion Raman es un proceso débil debido a que solo un foton se dispersa ineldsticamente de
un total de 10°-10® dispersados, pero el uso de laseres de alta intensidad permite una sensibilidad
razonable de la técnica. Se debe encontrar un compromiso entre tener una buena sensibilidad y

evitar que se produzca una degradacion de la muestra o un proceso de fluorescencia®.

La técnica Raman, como en el caso del NIR, se basa en obtener informacion de la molécula a partir
de sus vibraciones, pero hay diferencias en los tipos de enlaces que pueden ser activos en una y
otra, por lo que se trata de técnicas complementarias’. Dado que la condicion de que haya actividad
en Raman es que se produzca un cambio en la polarizabilidad del enlace durante la vibracion, éste
es sensible a los enlaces apolares, a los grupos funcionales y vibraciones simétricas. En NIR, la
condicion es que haya un cambio en el momento dipolar del enlace durante la vibracion ademas de
una gran anarmonicidad entre los atomos implicados en los enlaces, por lo que es sensible a enlaces
polares, a grupos funcionales y vibraciones asimétricas®**. A modo de ejemplo, una de las

moléculas mas activas en NIR, el agua, es totalmente transparente para el Raman.
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Cuando la evaluacion que se realiza de la sefial Raman es cuantitativa, se debe tener en cuenta que

la intensidad de la sefial es proporcional a la concentracion de analito presente en la muestra’.

Debido a las ventajas que presentan las técnicas basadas en dispersion Raman (Tabla 2.5), es una

técnica atractiva para su uso en la industria farmacéutica como herramienta PAT.

Tabla 2.5 Ventajas de la técnica espectroscopica Raman.

Es una técnica no invasiva ni destructiva, por lo que permite analisis in- y on-line

Registro de espectros rapido, lo que permite el analisis en tiempo real

Alta selectividad

Versatil, permite registrar el espectro de muestras solidas, liquidas y gaseosas

Permite adquirir espectros a través de contenedores (vidrio o plastico)

Ningln pretratamiento de la muestra o minimo, por lo que ademas de contribuir a poder realizar analisis
in-'y on-line, hay una contribucion al medioambiente

El agua es transparente

Posibilidad de uso de fibras opticas (>100m)

Coste de analisis relativamente bajo

Hay dos inconvenientes que deben tenerse en cuenta a la hora de implementar la técnica. El
primero es la posibilidad de que la muestra presente fluorescencia, la cual puede enmascarar
completamente la sefial Raman. El segundo es la posible degradacion térmica de la misma segin

las condiciones de irradiacion y las propiedades de la muestra.

2.2.2. Instrumentacion

Un instrumento Raman consta de un laser, ya que la muestra se debe irradiar con una fuente
monocromatica intensa; el compartimento de la muestra o interfase entre el instrumento y la
muestra; un sistema que permita la separacion de la radiacion en longitudes de ondas discretas y un

detector. A continuacion se detallan cada una de las partes.

2.2.2.1. Laser

Es necesario el uso de una luz monocromatica de alta intensidad ya que la probabilidad que ocurra
la dispersion inelastica es baja, por lo que se emplea un laser como fuente de excitacion®. La
intensidad de la dispersion, tal como se muestra en la ecuacion Ec 2.1, ademas de depender la
polarizabilidad de la molécula (o), también depende de la cuarta potencia de la frecuencia del laser
de excitacion (vy), y su intensidad (Iy)’. Asi, cuanto mayor es la frecuencia del laser, mas intensidad

de sefial se obtiene.

8r
— 4
1= WUS

Iya? Ec2.1
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Ahora bien, al aumentar la frecuencia del laser, la probabilidad que se produzca un proceso de
fluorescencia también crece. Esto es debido a que el estado virtual que se genera al irradiar la
molécula, acaba coincidiendo con el estado electronico excitado. Ademas, si se aumenta la
intensidad del laser, también se puede dar una degradaciéon térmica de la muestra. Se debe
encontrar un compromiso entre la sensibilidad y la probabilidad de ocurrencia de fluorescencia y

degradacion.

En el mercado hay instrumentos con laseres en el rango del visible y NIR (Tabla 2.6). Se escogera
de una longitud de onda concreta dependiendo de las caracteristicas de las muestras que se van a

analizar. El laser a 785nm tiene un buen compromiso entre eficiencia de dispersion y fluorescencia.

Tabla 2.6 Caracteristicas de los laseres disponibles para instrumentos Raman.

Laser Caracteristicas

Visible + Aumenta sensibilidad
- Aumenta probabilidad fluorescencia
+ Aumenta probabilidad degradacién térmica muestra de
muestras con color (posible absorcidon foton Raman)
- Se acoplan a detectores mas baratos

NIR - Disminuye sensibilidad
+ Disminuye probabilidad de fluorescencia
+ Disminuye probabilidad de degradacion térmica de las
muestras con color

2.2.2.2. Modos de adquisicion

En aplicaciones PAT hay principalmente tres modos de adquisicion distintas, la retrodispersion
(Backscattering), el desplazamiento espacial (SORS del inglés Spatially Offset Raman) y por
transmitancia. Se escogera un tipo u otro de tecnologia dependiendo de la aplicacion y de los

equipos disponibles. En todos los casos es posible el uso de fibras opticas.

El modo convencional de adquisicion de muestras es el bacskattering. Este consiste en la obtencion
de la sefial Raman en el mismo lado y en el mismo punto de la radiacion incidente. Con este tipo de
adquisicion se obtiene informacion de las capas superiores de la muestra. Por lo que puede haber
problemas de representatividad si el producto es heterogéneo. Para solventar dicho problema, se

suele usar un sistema rotativo que permite aumentar el area muestreada.

Para aumentar la representatividad de la muestra, hay el modo de adquisicion SORS con el cual se
recoge la sefial Raman por el mismo lado que la radiacion incidente pero a un punto distinto al del
haz incidente, obteniéndose informacion de capas mas internas de la muestra. Esta tecnologia es

relativamente nueva, por lo que no hay muchos instrumentos que la incorporen.
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Finalmente, con el modo de adquisicién en transmitancia se detecta la sefial Raman en el lado

opuesto de la radiacion incidente, obteniéndose informacion de toda la muestra.

2.2.2.3. Sistema de seleccion de longitud de onda

La funcion del espectrometro es separar en distintas longitudes de onda -convertir en valores
discretos- la radiacion policromatica dispersada inelasticamente que sale de la muestra. En el caso
de los equipos Raman se encuentran dos tipos, los dispersivos y los FT-Raman. El primero separa
las longitudes de onda espacialmente con una rendija. El segundo modula cada longitud de onda,
obteniendo una frecuencia modular caracteristica de cada una de ellas, mediante el uso de un
interferometro®. Segiin el tipo de espectrometro, se usa un laser y detector determinado, los cuales
se detallan en la Tabla 2.7 junto con las ventajas y desventajas de cada uno de ellos.

Tabla 2.7 Configuracion de equipos Raman segun el tipo de espectrometro usado, la longitud de
onda de laser mas habitual en mercado y caracteristicas de cada tipo de equipo.

Equipo Laser Detector Propiedades
Dispersivo Visible CCD + Alta relacion S/N
(780nm) + Sensible

+ Equipo robusto
- Resolucion espectral intermedia
- La resolucion varia a lo largo del espectro

FT-Raman NIR InGaAs + Alta precision de longitud de onda
(1064nm) +Resolucion constante a lo largo del
espectro
- Baja relacion S/N

2.2.2.4. Detector

Como se muestra en la Tabla 2.7, hay dos tipos de detectores segun el equipo que se utiliza. El
dispositivos de carga acoplada (CCD del inglés Charge Coupled Devices) y fotodiodos,

principalmente InGaAs.

En el caso de CCD, los espectros se registran mediante la generacion huecos-electrones que se
producen en un material semiconductor fotosensible, generados por fotones con suficiente energia.
El CCD necesita que se enfria a -30°C para reducir el ruido de corriente de oscuridad (generacion
aleatoria de hueco y electrones), fendmeno que aumenta con la temperatura®. Para que la
sensibilidad sea alta, la temperatura del detector debe disminuir hasta que la intensidad de corriente

oscura sea satisfactoriamente baja.

2.2.3. Parametros que afectan a la sefial

El espectro Raman, como en el caso del NIR, se puede ver afectado por parametros ajenos a la
caracteristica con la que se esta interesado. Algunos de los mas importantes se describen en la

Tabla 2.8.
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Tabla 2.8 Parametros que pueden afectar al espectro Raman

Fuente Parametros

Ruido de disparo (shot): es el resultado de la naturaleza aleatoria de la luz. Es
una fuente de ruido inevitable

Ruido térmico: en el caso de los detectores CCD, pero que cuando esta
enfriado este es despreciable

Rayos cosmicos (particulas de alta energia), estos se concentran en uno o dos
elementos (pixeles) del detector CCD, apareciendo un pico muy estrecho y de
gran intensidad en el espectro

Instrumental

Intensidad del laser

Longitud fibra optica (si tiene)

Temperatura y humedad ambiental

Operacional —
Posicion de la muestra

Fluorescencia

Color de la muestra

Muestra Heterogeneidad

Estado soélido

Grueso de la muestra (modo transmitancia)

2.2.4. Aplicaciéon Raman en la industria farmacéutica

Por sus caracteristicas, la espectroscopia Raman es otra de las técnicas que cumplen con las
caracteristicas para ser usadas como herramienta PAT. Regulatoriamente, no hay ninguna guia
especifica para la implementacion en el entorno farmacéutico, pero dado que el desarrollo de un
método es parecido al NIR, se pueden usar las guias publicadas por la EMA y la FDA para esta
técnica’’. En la farmacopea europea y estadounidense hay un capitulo especifico dedicado a la

técnica Raman (EP 2.2.48. y USP <1120>)**,

Las publicaciones relacionadas con el desarrollo de métodos Raman y su implementacion en el

campo farmacéutico han aumentado anualmente hasta la actualidad (Figura 2.5). Esto se debe, en
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parte, a la mejora instrumental. Entre sus aplicaciones se encuentran la identificacion de materia

49,50 51-55,

y la deteccion de falsificaciones” ~; cuantificacion de API tanto para determinar la

riqueza como la uniformidad de contenido™®®'; la cuantificacion de polimorfismo

prima

62-65
o el

s : : - ,03,65-71
seguimiento de operaciones unitarias™~"™ .

2.3.ESPECTROMETRIA DE MOVILIDAD IONICA

La espectrometria de movilidad ionica (IMS del inglés lon Mobility Spectrometry) es una técnica
de separacion, basada en la migracion de iones en fase gas que atraviesan un campo eléctrico
homogéneo a presion atmosférica y a contracorriente de un gas inerte. Las moléculas son separadas
segun su movilidad idnica; caracteristica que depende de la relaciéon masa/carga, de su forma y su
tamafo. Los principios de la movilidad de los iones en un campo eléctrico ya se conocian a

principios del siglo XX, aunque no fue hasta los afios 70 cuando se desarrolld la instrumentacion.

2.3.1. Fundamentos de IMS

La separacion en IMS se basa en la diferencia de velocidad de las especies cargadas bajo la accion
de un campo eléctrico, que a su vez depende de su relacion masa-carga y /o su estructura. La
velocidad de deriva de la nube de iones de una especia quimica (v,) es proporcional al campo

eléctrico aplicado (E), segtn la ecuacion Ec 2.2.
Vg = K-E Ec2.2

La contante de proporcionalidad es lo que se define como constante de movilidad (K), la cual se

describe a nivel molecular por la ecuacion de Mason-Schamp, ecuacion Ec 2.3.

Ec2.3

_<3e2) 2 m+ M (1+a>
16N kT mM o)
donde e es la carga del electron (1.602 x 107" C), z es la carga del idn, N es la densidad del gas de
deriva, k la constante de Boltzmann (1,381 x10™> J K™) y T'la temperatura en Kelvin, m y M son la
masa del i6n y del gas de deriva respectivamente, o es un término de correccion dependiente de la
masa y Q es la seccion transversal de colision, derivada de las integraciones de todos los posibles
angulos de dispersion de la seccion transversal de la especie ion-molécula neutra de gas de

deriva™*,

Como la constante de movilidad (K) es funcion de la densidad de gas de deriva y por tanto presenta
una alta dependencia de la temperatura y de la presion, usualmente se normaliza a condiciones

estandar (273K y 760Torr) mediante la ecuacion Ec 2.4. Esta constante normalizada, conocida
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como movilidad reducida (XK;), es necesaria para comparar datos experimentales que se obtienen

bajo diferentes condiciones experimentales.

K _K(273)(P) Fe2.4
o~ T )\760 '

2.3.2. Instrumentacion IMS

Un instrumento IMS consta principalmente de dos partes, la region de ionizacion y la de deriva. En
la primera es donde la sustancia quimica se ioniza, mientras que en la segunda es donde se produce
la migracion de los iones generados. En la Figura 2.6 se presenta un esquema mas detallado de los

componentes de instrumento IMS.

A continuacion se detalla cada uno de ellos, asi como los procesos que tienen lugar en él.

2.3.2.1. Sistema de introduccion de muestra

El objetivo del sistema de introduccion de muestra es suministrar la muestra vaporizada a la region
de ionizacion con la minima pérdida de muestra y sin distorsionar su informacion quimica. El

sistema usado depende del tipo de muestra de la cual se disponga’:

- Las muestras gaseosas se pueden introducir directamente a la region de ionizacion, o bien
usar sistemas basados en membranas. También se encuentran sistemas de diluciones y
sistemas de pre-concentracion.

- Para muestras liquidas, los sistemas mas usados son membranas semipermeables,
introduccidén por espray o micro-extraccion en fase solida (SPME del inglés Solid-Phase
Micro-Extraction).

- Para muestras sélidas se usan sistemas de vaporizacion térmica, vaporizacion por

calentamiento mediante laser o ablacion.
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2.3.2.2. Fuente de ionizacion

La fuente de ionizacién sirve para ionizar las moléculas neutras de la muestra a presion
ambiental”. Las mas empleadas son las radioactivas de “Ni, ionizacién por electrospray (ESI),
corona de descarga, fotoionizador, MALDI y flama’™. Dado que la fuente usada para el desarrollo

. . 63 7+ . oy . .
de esta tesis ha sido la de "°Ni, a continuacion se explica el proceso que tiene lugar.

La ionizacion tiene lugar a presion atmosférica y consiste en dos etapas. Primero se forman los
iones reactantes mediante la emisién de radiacion B del ©Ni. La colision de los electrones de alta
energia con el nitrogeno y el oxigeno del aire genera una reaccion en cadena con las que se acaban
obteniendo los iones reactantes. Este proceso puede tener lugar en polaridad positiva (i6n reactante
H'(H,0),) o negativa (ion reactante (H,0),0%). El nivel de humedad del aire y la temperatura
determinara el valor de n”. La segunda etapa es la ionizacién de la muestra al producirse una
transferencia de carga con el i6n reactante. A continuacion se muestran las reacciones que tienen

lugar tanto en modo positivo como en negativo:

- Modo positivo: esta reaccion es favorable si la afinidad de la molécula con el i6n reactante

es mayor que con el agua (moléculas con afinidad proténica mayor que el agua).

- Modo negativo: favorecida cuando las moléculas presentan electroafinidad.

En ambos casos se puede usar un gas reactivo, conocido como dopante, para reducir las
interferencias de la matriz y asi aumentar la selectividad”™. Si se trabaja en modo positivo el gas
reactivo controla la transferencia de protones. Se emplea acetona, amoniaco, DMSO, nicotinamida
o nonilamina. En polaridad negativa el gas reactivo controla las reacciones de acoplamiento
anionico, y los mas empleados son pequefios clorocarbonos primarios, como el hexacloroetano,

.. 74
para producir ion cloruro”.

Por tltimo, una desventaja de la ionizacion con “Ni respecto a otros modos de ionizacion, es que si
hay mas de una especie con las caracteristicas apropiadas para poderse ionizar, hay una
competitividad entre ellas durante dicho proceso. Esto es debido a que el reactivo ionizante es

limitante, por lo que la informacion analitica que se obtiene es sesgada.

2.3.2.3. Tubo de deriva

Una vez ionizada la muestra, esta se introduce al tubo de deriva mediante una rejilla obturadora. El

flujo de iones se mueve bajo la influencia de un campo eléctrico y contra un gas de deriva. El

37



INTRODUCCION

fenémeno que tiene lugar se ha explicado en el apartado 2.3.1.Fundamentos de IMS. Los iones se
separan segun su masa, carga ionica y forma. Se suele usar un calibrante interno -nicotinamida en
modo positivo y 4-nitrobenzonitrilo en modo negativo- por lo que el coeficiente de movilidad

reducida se calcula con la ecuacion Ec 2.5.

é'al
an _ jrcal
KO =K, _tgn Ec2.5

2.3.2.4. Detector

Se usa un plato de Faraday como detector’*, de modo que los iones se neutralizan colisionando con
¢l y se produce un flujo de corriente que es amplificada y convertida en voltaje. El tiempo que tarda

un i6n desde la rejilla obturadora al detector es el tiempo de deriva.

Se obtiene un espectro de movilidad que consiste en la respuesta del detector frente al tiempo de
deriva (ms). Con este se puede obtener informacién cualitativa con la K, y cuantitativa con la

amplitud de los picos.

2.3.3. Aplicaciéon de IMS en la industria farmacéutica

Las ventajas que presenta la técnica IMS son su alta sensibilidad y rapidez en la adquisicion de
datos. También hay disponibles equipos que permiten el analisis in-situ”>"". Ademas, el volumen de
disolvente necesario para la preparacion de la muestra es muy bajo y hay muy poca generacion de
residuos, los que convierte el IMS en una técnica de bajo coste y respetuoso con el medio
ambiente. La mayor desventaja es su limitada resoluciéon’. Otra desventaja a tener en cuenta es que
la generacion de iones reactantes es limitada, por lo que si la muestra tiene mas de un analito habra

competencia para ionizarse, pudiéndose producir pérdidas de informacion.
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Historicamente el IMS ha sido empleado en el campo de la seguridad y militar para detectar
componentes organicos volatiles y semi-volatiles, tales como trazas de explosivos, de agentes
quimicos de guerra y de drogas ilegales™’”"®. Sin embargo, gracias a sus caracteristicas, esta
técnica ha ganado importancia en los wltimos afios en otros campos’’, como son el alimentario®, el
biomédico® o el ambiental™. Las publicaciones existentes en lo referente al campo farmacéutico,
en el grafico de la Figura 2.7, no son muy altas. Esto puede ser debido a la falta de casas
comerciales que ofrezcan un instrumento con las prestaciones necesarias para ser implementadas en
el entorno regulado. Pero las aplicaciones publicadas referentes a la validacion y/o verificacion de

83-87

limpieza son de elevado interés, sobre todo por la sensibilidad y rapidez que ofrece la técnica.

2.4.DATOS DE PROCESO

Se entiende como datos de proceso todos aquellos datos que se generan durante la fabricacion de
un lote de medicamento. Estos incluyen los parametros de calidad de materias primas, los
parametros de proceso y los atributos de calidad del producto en granel y terminado. También
todos los datos derivados de la fabricacion, como son, por ejemplo, datos de los procedimientos de

limpieza.

Un lote de producto terminado consta de un niimero determinado de operaciones unitarias. Cada
operacion unitaria tiene asociada una orden de trabajo. Cada producto intermedio tiene un lote
especifico y unico. Ademas, cada materia prima usada puede provenir de un solo lote o de varios
distintos. Asi, para un solo lote de producto terminado que se encuentra en el mercado se obtiene

una gran cantidad de datos.

2.4.1. Parametros de calidad de materias primas

A cada material de partida y material de acondicionamiento se le realizan las pruebas necesarias
para aceptar la validez de un lote. Todos los resultados de las pruebas realizadas se consideran
parametros de calidad de materia prima y se registran y almacenan en el sistema de gestion de

informacion de laboratorio (LIMS del inglés Laboratory Information Management System).

2.4.2. Parametros de proceso

Para cada una de las operaciones unitarias implicadas en la fabricacion de un producto se registran
los parametros de proceso implicados en una base de datos. Estos se pueden usar para entender la

influencia que tienen individualmente y/o conjuntamente en la calidad del producto terminado.

Las caracteristicas de este tipo de datos es que el volumen generado es muy alto. Ademas, dado que

el tiempo de fabricacion no es exactamente el mismo para cada lote de fabricacion, la longitud de
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vectores puede variar lote a lote. Esto hace que sea necesario realizar un tratamiento previo al

analisis.
2.4.3. Atributos de calidad

Son los parametros de calidad evaluados en productos intermedios, en el producto granel o en el
producto terminado. Todos ellos deben encontrarse dentro de las especificaciones declaradas para
que puedan liberarse en el mercado. Estos parametros pueden ser cualitativos o cuantitativos.
Todos ellos, como en el caso de los atributos de los materiales de partida, se encuentran

almacenados en el LIMS.

2.4.4. Aplicaciones en la industria farmacéutica

La gran cantidad de datos almacenados contienen una informacion muy valiosa para poder conocer
mucho mejor el proceso de fabricacion y poder entender las posibles relaciones entre los CMA,

CPP y CQA. Por lo que con esto se podra, entre otros:

- Optimizar procesos que estan en curso.

- Detectar causas raices en lotes fuera de especificaciones, que permanecen latentes si no se
entienden las relaciones.

- Sentar las bases para realizar una propuesta de desarrollo por QbD, siguiendo Ias
directrices de la ICH Q8, Q9, Q10, Q11 y Q12. Cuando un proceso es nuevo, es inevitable
plantear todo los disefios de experimentos necesarios para comprender lo que se tiene entre
manos. Pero cuando el proceso ya esta implementado con el enfoque tradicional, el analisis
retrospectivo de datos y las propias experiencias simplificaran el nimero de experimentos a

realizar.
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3. TECNICAS DE ANALISIS MULTIVARIABLE DE DATOS

Las técnicas de analisis multivariable son el conjunto de herramientas empleadas para estudiar
objetos definidos por mas de una variable (generalmente un nimero elevado de ellas) y asi poder
transformar la informacion disponible en conocimiento. Cuando estos datos provienen de técnicas
o sefales analiticas se habla de quimiometria. La quimiometria se puede definir como “una
disciplina de la quimica que utiliza métodos matematicos, estadisticos y otros con el objetivo de (a)
disefiar o seleccionar procedimientos de medida y experimentos optimo, y (b) obtener el maximo
de informacién quimica relevante analizando los datos quimicos™. Esta disciplina incluye disefio

de experimentos, exploracion de datos y desarrollo de modelos predictivos’.

Como se ha comentado, el uso de la quimiometria es imprescindible en el empleo de la
espectroscopia NIR y Raman como técnicas analiticas, para poder extraer la informacion til
(exploracion de datos), agrupar muestras segun sus caracteristicas (métodos de clasificacion) o
relacionar la sefal analitica con una o varias propiedades cuantificables de interés (métodos

cuantitativos).

Por otro lado, la fabricacion de un medicamento proporciona una cantidad elevada de datos,
procedentes de los atributos de las materias primas, variables de proceso, atributos de calidad de
productos intermedios y/o acabados... por lo que el empleo del analisis multivariable de los datos
permite obtener un conocimiento profundo del proceso. Esto es una condicion indispensable para

avanzar hacia una fabricacion basada en el QbD o en la fabricacién en continuo.

Las herramientas usadas en esta tesis para el analisis multivariable de datos son los métodos que
usualmente se emplean en quimiometria, por lo que de ahora en adelante se van a usar estos
conceptos indistintamente, tanto si los datos provienen de sefiales quimicas como si no. En este
capitulo se definiran los métodos quimiométricos de forma genérica (disefio de experimentos,
pretratamiento matematico de datos, analisis cualitativo y analisis cuantitativo ) asi como los pasos
que se deben seguir para desarrollar un modelo NIR o Raman en el entorno regulado de la industria

farmacéutica.

3.1.DISENO DE EXPERIMENTOS

El disefio de experimentos (DoE del inglés Design of Experiments) es una técnica que permite
planificar experimentos relevantes maximizando la obtencidon de informacién y minimizando los
costes. Se pueden usar para estudiar los efectos de factores que pueden tener en una respuesta

determinada y las interacciones entre ellos (screening) o para modelar y optimizar procesos’.
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La finalidad es obtener un modelo matematico capaz de relacionar la respuesta de interés con las
variables experimentales. Este modelo contiene términos lineales (efectos directos de cada factor a
la respuesta), términos de interaccion entre factores (de primer orden cuando la interaccion es entre
dos factores, de segundo orden cuando es entre tres factores...) y finalmente, términos cuadraticos
(permiten determinar relaciones no lineales entre las variables y la respuesta). Para realizar estudios
de screening, se usan los dos primeros, efectos directos e interacciones, mientras que para estudios

.. ., . , . L. 4
de optimizacion se introducen los términos cuadraticos”.

En todos los casos, el proceso para llevar a cabo un DoE empieza con la definicion del objetivo del
estudio. Después, es necesario detectar todas las variables (factores) que podrian tener efecto en la
respuesta y definir el rango y niveles de cada uno de ellos. A continuacion se planifican los
experimentos que se llevaran a cabo mediante la eleccion de un disefio de experimentos, seguido de
la realizacion de los experimentos, de manera aleatoria para evitar errores sistematicos. Finalmente

se analizan los datos para obtener la informacién’.

Hay muchas opciones para escoger el disefio de experimentos adecuado. Esta eleccion se realizara
segun las necesidades y objetivos del estudio. En la Tabla 3.1 se describen algunos de los mas
empleados para realizar un screening. Con el factorial completo es con el que se obtiene mayor
informacion. Ahora bien, el nimero de experimentos a realizar aumenta exponencialmente con la
cantidad de factores incluidos en el estudio. Asi que, si el nimero de experimentos debe disminuir,

se puede escoger otro DoE, teniendo presente que siempre se sacrifica informacién a cambio.

Tabla 3.1 Disefio de experimentos para realizar estudios de screening.

Disefio de experimentos Caracteristicas
Factorial Completo” - 2% experimentos (k es el namero de factores y 2 el numero de niveles por
factor).
- Se suelen afadir 3 experimentos en el centro para calcular intervalos de
confianza.

- Se detectan todos los factores e interacciones entre ellos que tienen efecto
en la respuesta.

- El nimero de experimentos aumenta exponencialmente con el nimero de
factores.

Factorial fraccionado’ - 257 experimentos (k es el namero de factores, p es la magnitud de la
fraccion y 2 el numero de niveles por factor).
- Se realiza una fraccion de experimentos del factorial completo.
- Al disminuir el nimero de experimentos se explora parcialmente el
dominio experimental.
- Aparecen confusiones. Se debe encontrar un compromiso entre el numero
de experimentos a realizar y la informacion que se desea obtener.

Plackett-Burman® - Caso especial de un disefio factorial fraccionado. Es un disefio de dos
niveles con un nimero de experimentos multiple de 4.
- Solo para estudiar efectos principales de los factores en la respuesta.

D-Optimo® - Permiten realizar estudios de factores con mas de dos niveles sin tener el

48



Técnicas de analisis multivariable de datos

Tabla 3.1 Disefio de experimentos para realizar estudios de screening.

Diseiio de experimentos Caracteristicas

mismo niimero de niveles entre ellos.

- Busca el mejor subconjunto de experimentos dentro de todo un conjunto,
el cual maximiza el determinante de la matriz X X para un modelo de
regresion.

3.2.PRETRATAMIENTO DE DATOS

El pretratamiento de los datos consiste en aplicar una operacion matematica al conjunto de datos
antes de llevar a cabo el analisis multivariable’. El objetivo es aumentar o enfatizar la informacién
de interés y reducir el ruido o informacién no deseada®. Los pretratamientos se pueden clasificar en
dos grupos segun la direccion en la que se aplica la operacion matematica en la matriz de datos.
Teniendo una matriz de datos de n» muestras y m variables, los pretratamientos se pueden aplicar
por columnas -variable a variable- o por filas -muestra a muestra-’, tal como se representa en la

Figura 3.1.

Existe una gran variedad de pretratamientos, en las siguientes secciones se describen los usados en

el desarrollo de esta tesis.

3.2.1. Pretratamientos por columnas

3.2.1.1. Centrado a la media

La aplicacion del centrado a la media sirve para suprimir los offset presentes de manera constante
en los datos'’. Esto se lleva a cabo eliminando las intensidades absolutas de las variables®. Para ello
el sistema de coordenadas se traslada al centroide de los datos, sin que el posicionamiento entre

ellos se vea afectado tal como se muestra en la Figura 3.2.

49



INTRODUCCION

Para aplicar este pretratamiento se calcula el promedio de cada variable de la matriz de datos y esta

se resta a cada una de las variables siguiendo la ecuacion Ec 3.1:

X MC — X—Xx Ec3.1
siendo Xy, la matriz de datos transformados, X la matriz de datos original y X el vector promedio

de las variables.
. . . . . s, 211
Generalmente, este pretratamiento se aplica siempre que se realiza un modelo de calibracion™ .

3.2.1.2. Escalado

El escalado se aplica siempre que las unidades de las variables tengan distintas magnitudes para
evitar que las de mayor grado tengan més influencia que las de menor'”. Este pretratamiento se
aplica después del centrado a la media como se muestra en la ecuacion Ec 3.2. De esta manera se

obtiene para cada columna un promedio de 0 y varianza de 1.

X = — Ec3.2
sc S
siendo Xs¢ la matriz de datos autoescalada, Xy,c la matriz de datos centrada en la media y s el vector
de desviaciones estandar de las variables.
3.2.2. Pretratamientos por filas

Este tipo de pretratamientos solo se pueden aplicar en los casos que las variables sean continuas y
sirven para reducir variaciones aditivas y multiplicativas’ entre muestras, reducir el ruido y
enfatizar diferencias entre muestras. En esta seccion se definiran los mas usados en espectroscopia

NIR y Raman.

3.2.2.1. Correccidn del efecto multiplicativo de dispersion (MSC)

El objetivo del pretratamiento por correccion del efecto multiplicativo de dispersion (MSC del
inglés Multiplicative Scattering Correction) consiste en reducir variaciones de la linea base de los
espectros. Estas variaciones son debidas a los efectos multiplicativos y/o aditivos™'® causadas por

las diferencias fisicas de la muestra.
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Para aplicar este pretratamiento, en primer lugar se deben estimar los coeficientes de correccion
multiplicativo (b;) y aditivo (by) mediante una regresion lineal (ecuacion Ec 3.3) usando un
espectro de referencia (x,.,). La eleccion del espectro de referencia es el punto critico de la

aplicacion del modelo. Se suele escoger el promedio de un conjunto de datos'.
X = by + b1 Xpef Ec3.3

Una vez estimados los coeficientes de correccion (tanto el multiplicativo como el aditivo), estos se

usan para aplicar el pretratamiento a la matriz de datos problema (ecuacion Ec 3.4).

x — by

Xmsc = Ec3.4

blxref

donde x,5c es el espectro procesado y x el espectro original.

El modelo calculado para aplicar el pretratamiento MSC asume que las variaciones espectrales por
efectos multiplicativos y aditivos son mayores que las debidas a variaciones quimicas. En el caso

de que esta premisa no se cumpliera y se aplicara este pretratamiento se podrian obtener modelos

de prediccion erroneos’.

3.2.2.2. Variable normal estdndar (SNV)

El pretratamiento de variable normal estandar (SNV del inglés Standard Normal Variate) se aplica
para corregir los efectos aditivos y multiplicativos en la sefial'®. Esto efectos son debidos a
diferencias fisicas de la muestra que no estan relacionados con la propiedad de interés que se
pretende modelar. Al tratarse de un pretratamiento por filas, para cada espectro se aplica la

ecuacion Ec 3.5.

X—X
.xSNV el — Ec 3.5
donde xgyy es el espectro corregido, X y s el promedio y desviacion estandar del espectro original

respectivamente y x el espectro original.

La aplicacion del SNV da resultados similares a MSC dado que los dos tienen como objetivo
corregir los efectos debidos a diferencias fisicas de las muestras. Aun asi, a diferencia del MCS, el
SNV no se calcula por ajuste de minimos cuadrados, por lo que puede ser sensible a la presencia de

ruido en el espectro’.

3.2.2.3. Derivada Savitzky-Golay

La aplicacién de la derivada permite aumentar la resolucion de bandas solapadas™'’. Las mas

usadas son la primera y segunda derivada. La primera derivada reduce el desplazamiento constante
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de la linea base entre muestras, mientras que la segunda derivada reduce tanto el desplazamiento

constante y el proporcional de la linea base™'>'

entre muestras. Una desventaja de derivar las
sefiales es que disminuye la relacion sefial ruido, por lo que en general va acompafiada de un

proceso de suavizado'’, como en el caso del método Savitky-Golay.

Para el calculo de la derivada de Savitzky-Golay se define un ancho de ventana movil que abarca
un numero determinado de puntos del espectro. En él se ajusta un polinomio de orden determinado
y se calcula la derivada en el punto central de dicha ventana. Una vez calculado el primer punto, se
mueve la ventana una posicion a la derecha y se repite el proceso hasta que se han procesado todos

: 13
los puntos que contiene el espectro .

Para poder aplicar el pretratamiento, se deben definir previamente tres parametros: la amplitud de
la ventana movil (cuanto mayor sea, mayor el efecto de suavizado de sefial), el orden del polinomio
(tipicamente 2 o 3) y el orden de la derivada (primera o segunda). Si el orden de derivada es 0, lo

que se realiza es un suavizado de la sefial"’.

3.3.ANALISIS CUALITATIVO

El objetivo de realizar un analisis cualitativo de datos es clasificar las muestras segun las variables

descriptivas®. Este analisis puede realizarse mediante métodos no-supervisados o supervisados.

- Me¢étodos no-supervisados: se desarrollan sin tener informacion previa de las muestras. Se
utilizan para explorar los datos o encontrar similitudes'’ entre objetos y asi extraer

informacion que no es posible obtener visualizando la matriz.

- Métodos supervisados: se desarrollan con muestras de calibracion de las cuales se conoce
de antemano a la clase que pertenecen. Estos tienen como objetivo poder clasificar nuevas
muestras desconocidas segin una regla predeterminada’. A la vez, los métodos

supervisados se pueden clasificar en discriminantes y de modelado de clases.

o Meétodos discriminantes: se caracterizan por dividir el espacio en tantas clases
como haya en las muestras de referencia definiendo lineas fronterizas entre ellas.
Una nueva muestra siempre se clasificara en una de las clases definidas.

o M¢étodos de modelado de clase: se calcula un modelo o espacio para cada clase.
Una nueva muestra se identificard si se ajusta a alguno de los modelos, sino, no
quedara clasificada'’. Ver esquematicamente la diferencia entre ambos métodos en

la Figura 3.3.
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En las siguientes secciones se van a describir los métodos cualitativos que se han usado para el

desarrollo de la tesis, tanto para la exploracion de datos como para su clasificacion.

3.3.1. Analisis de componentes principales (PCA)

El analisis de componentes principales (PCA del inglés Principal Component Analysis) es una
técnica lineal multivariable no supervisada que aplica una reduccién de variables. La mejora
computacional y tecnoldgica ha hecho que se disponga de grandes cantidades de datos procedentes
de técnicas analiticas y/o del proceso de fabricacion, por lo que la compresion de datos se hace

necesaria para obtener la informacion relevante y descartar la redundante y el ruido.

El procedimiento matematico del PCA consiste en la descomposicion de la matriz de datos

compuesta por n muestras y m variables (NxM) siguiendo la ecuacion Ec 3.6.

X=T-PT+E Ec 3.6
donde T son los scores (NxA), P los loadings (AxM) y E los residuales (varianza de los datos

originales no explicada por el modelo).

A es el nimero de componentes principales (PC del inglés de Principal Components) que se
escogen para definir el modelo”. Los PC son los nuevos ejes, siendo A<<M para que se realice una
reduccion de datos real. Estos PC son combinaciones lineales de las variables originales y son

ortogonales entre si. El primer PC es el que define la mayor variabilidad de los datos. El segundo es
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ortogonal al primero y describe la segunda mayor variabilidad, como se muestra en la Figura 3.4.
Los scores son las proyecciones o coordenadas de las muestras en los nuevos ejes y los loadings

. .. 18
son los cosenos de las variables originales con cada PC™.

El nimero de PC usados para calcular el modelo se deben elegir cuidadosamente siguiendo el
principio de parsimonia, es decir, el modelo mas simple suele ser el mas robusto'”. De esta manera
se evita el sobreajuste del modelo (incorporar ruido o informacion irrelevante al modelo, de manera
que explique muy bien los objetos usados para desarrollar el modelo pero no tenga capacidad

predictiva) y también el subajuste (el modelo no explica la variabilidad de los datos).

El PCA se puede convertir en un método supervisado cuando se usa como herramienta de
prediccion para proyectar nuevas muestras en el espacio modelado con las muestras de referencia.
A partir de los residuales del PCA se calculan dos valores estadisticos, el de Hotelling T* y el valor
residual Q. El primero refleja a qué distancia del centro estd una muestra dentro del espacio del
modelo; mientras que el segundo, residual Q, indica la cantidad de respuesta de una muestra que se
encuentra fuera del espacio PCA, que no explica el modelo®. Asi, con las muestras de calibracion
se definen los limites de cada estadistico con un nivel de confianza determinado. Al proyectar una
nueva muestra se puede detectar si tiene un comportamiento distinto al conjunto de calibracion si

. e1r . 2
sus residuales caen fuera de estos ilimites”.

Las principales aplicaciones del PCA son reducir la dimensionalidad de los datos, visualizar y
explorar los datos para detectar patrones, tendencias, agrupaciones, muestras anomalas y evaluar la
calidad de las respuestas. También sirve como base de otros métodos de calibracion multivariable,

tanto cualitativos como cuantitativos.

3.3.2. Coeficiente de correlacion

El coeficiente de correlacion es la herramienta méas simple para medir la similitud entre datos' con
un mismo nimero de variables. Si se comparan dos vectores, el coeficiente de correlacion se

. , 8 , <y
entiende como el coseno del angulo que forman ambos” y se calcula segtn la ecuacion Ec 3.7.

_ Yit1 XY
\/Z?ll xi? X, vi?

donde r es el coeficiente de correlacion entre dos vectores, x € y son dos vectores de dimension i.

Ec 3.7

Txy

Como mayor sea » mas similares seran los vectores. El coeficiente de correlacion se puede usar o
para un analisis de comparacion de dos muestras o bien para clasificar una nueva muestra a un
grupo cuando el valor calculado respecto al vector promedio de los datos de referencia (muestras

de calibracion) sea mayor al threshold (umbral) predefinido en el desarrollo del método.
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3.3.3. Distancias

Las distancias son otra medida de similitud entre objetos. Estas se pueden calcular entre dos objetos
0 entre un objeto y un punto central. Cuanto menor sea el valor obtenido para la distancia, mayor
sera la similitud entre ambos. Para aplicar el calculo de distancias, se puede trabajar en dos
espacios, el de las wvariables originales o en el de los componentes principales (PC).
Independientemente del espacio en el que se aplique las dos distancias mas usadas en analisis

cualitativos son la Euclidea y la de Mahalanobis.

La distancia Euclidea entre dos objetos x e y en el espacio de las variables originales se calcula
segun la ecuacion Ec 3.8, donde m es el numero de variables. La distancia entre un objeto y el
punto central de una serie de objetos o una clase se obtiene seglin la ecuacion Ec 3.9". Si se trabaja

en el espacio de PCA, se substituye el parametro x de la ecuacion Ec 3.9 por ¢ (scores)®.

i(xi - ¥)?
i=1

dez = (x; — %) (x; — )T Ec3.9

dyy Ec3.8

La distancia de Mahalanobis entre un objeto y el punto central de un conjunto de datos viene dado
por la ecuacion Ec 3.10 y tiene en cuenta que algunas variables pueden estar correlacionadas entre
si introduciendo la inversa de la matriz de varianza-covarianza (C). Una desventaja de esta
distancia es que el nimero de muestras debe ser mayor al numero de variables, dado que si no se
podria dar el caso de que no se pudiera calcular la inversa de la matriz C *°. Por lo que cuando se
trabaja con datos con una cantidad elevada de variables, se calcula una vez aplicado el PCA, y
sustituyendo x por ¢ en la ecuacion Ec 3.10. Notese que trabajando en el espacio PCA, la matriz de
varianza-covarianza solo contendra elementos diferentes a 0 en la diagonal dado que los PC son
ortogonales entre si’, por lo que la distancia de Mahalanobis acaba siendo equivalente a la

Euclidea®'.

dyz =/ (x; — X)C1(x; — X)T Ec 3.10

Igual que en el caso del coeficiente de correlacion, estas distancias se pueden usar para determinar
la similitud entre dos objetos o bien para clasificar un objeto desconocido. Para este tltimo caso se
fijara un threshold con muestras conocidas. Si la distancia calculada entre el nuevo objeto y el
centroide del conjunto de calibracion esta por debajo del valor threshold, significara que pertenece

a la clase frente a la que se ha comparado.
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3.3.4. Analisis lineal discriminante (LDA)

El analisis lineal discriminante (LDA del inglés Linear Discriminant Analysis) es un método de
clasificacion supervisado discriminante, que sirve para encontrar limites entre clases y asi poder

clasificar nuevas muestras.

De la misma manera que el PCA, el LDA es un método de reduccion de variables® en el que se
define un nuevo espacio con un conjunto de vectores propios o funciones lineales discriminates
(LD). Estos son combinaciones lineales de las variables originales y son ortogonales entre si. Sin
embargo, a diferencia del PCA, en el caso del LDA se buscan las direcciones que maximizan la
varianza entre clases y la minimizan dentro de una misma clase"'**. En la Figura 3.5 se puede

observar graficamente la diferencia entre los PC y las LD.

El modelo de clasificacion se definira por el niamero de LD escogidos, evitando el sobreajuste’. Sin
mas limitaciones, una nueva muestra se clasificard mediante la transformacion de las variables
originales a las nuevas coordenadas en el nuevo espacio con las funciones LD. La muestra
desconocida se asignara a la clase a la cual la distancia Euclidea a su centroide sea menor'’. De esta
manera, y como método discriminante, un objeto siempre serd asignado a una clase (a excepcion
que caiga justo en un limite entre clases), sin ser capaz de detectar muestras que no pertenecen a
ninguna de las clases definidas en el modelo. Hay distintas formas de definir limites para prevenir
esta situacion. Una opcion es definir un rango de varianza en cada clase, por debajo del cual una

nueva muestra sera clasificada como tal'’.

Este método de clasificacion asume que las diferencias entre clases en el espacio reducido se

pueden explicar de forma lineal, por lo que si esto no se cumple, el método no funcionara
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correctamente’. Ademas, también puede presentar problemas cuando las varianzas internas de las

distintas clases son muy diferentes entre si'’.

3.3.5. SIMCA

SIMCA (del inglés Soft Independent Modelling of Class Analogies) es un método de clasificacion
supervisado de modelado de clases. Es decir, para cada clase se define un modelo matematico

independiente.

En este caso se calcula un modelo PCA para cada clase y se definen unos limites a un nivel de
confianza determinado para los residuales de Hotelling T*> y Q independientemente. Cuando se
pretende clasificar una nueva muestra, se proyecta en todos los modelos, obteniendo tantos pares de
valor T> y Q como clases haya en el método. Para aquellas clases en que estos valores sean
menores que los definidos seglin el nivel de confianza, la nueva muestra sera clasificada como tal.
Es importante destacar que en este caso, un objeto puede ser determinado como perteneciente a una

clase, a varias o ninguna™'

3.4.ANALSISI CUANTITATIVO

El analisis multivariable cuantitativo se lleva a cabo para encontrar una funcioén que relacione una o
varias respuestas cuantitativas con mas de una variable predictora. Estos modelos pueden ser
lineales o no-lineales, siendo los primeros los mas usados debido a que la mayoria de variables
dependientes y los parametros de la regresion siguen este comportamiento. Su amplio uso también
se debe a que en los casos que no se cumple este comportamiento, se puede conseguir un
comportamiento lineal realizando una aproximacion local o bien aplicando una transformada de los

datos®.

Por otro lado, existe la diferencia entre calibraciones clasicas, donde las variables predictoras son
dependientes de la respuesta, y calibracion inversa, que por motivos matematicos la respuesta actia

como variable dependiente de la matriz de variables predictoras.

Otra clasificacion de los métodos cuantitativos es la que diferencia los métodos directos, donde los
parametros de regresion se determinan a partir de sefiales puras y los métodos indirectos donde se

determinan a partir de la mezcla de sefiales'®.

Existen diversos métodos para realizar la calibracion cuantitativa como son la regresion lineal
multiple (MLR del inglés Multiple Linear Regression), regresion por componentes principales
(PCR del inglés Principle Component Regression), regresion parcial por minimos cuadrados (PLS

del inglés Partial Least Squares Regression) o redes neuronales (ANN por sus sigla en inglés
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Artificial Neural Network), siendo PLS la mas usada debido a sus ventajas respecto a MLR, PCR y
ANN:

- La calibraciéon MLR es un método inverso de regresion lineal que solo se puede realizar
cuando el niimero de objetos es mayor al nimero de variable’. Ademas, este método puede
dar modelos inestables cuando hay correlaciones en las variables predictoras' como es el
caso de datos espectroscopicos.

- La calibracion PCR solventa el problema de colinealidad observado en el MLR, debido a
que primero se realiza un PCA en la matriz de datos predictores, y posteriormente se aplica
un MLR entre la matriz de scores y el vector respuesta. La principal desventaja de PCR es
que los primeros PC no tienen por qué estar relacionados con la variacién de la respuesta’.

- ANN son métodos no paramétricos de calibracién no lineal’. Se caracterizan por ser
métodos muy potentes, pero de una elevada complejidad de desarrollo. Debido a esta

complejidad, atin no se usan de manera habitual en la industria farmacéutica.
3.4.1. Regresion parcial por minimos cuadrados (PLS)

La regresion PLS es un método de calibracion multivariable lineal indirecto, o lo que es lo mismo,
los parametros de calibracion se determinan a partir de la sefial que tiene la matriz, ¢ inverso, es
decir que la concentracién es la variable dependiente y la sefial analitica es la independiente'®.
También se realiza una reduccion de variables, pero a diferencia del PCA, la matriz de variables
(X) se descompone usando la informacion de la matriz respuesta (Y), ecuaciones Ec 3.11 y Ec¢ 3.12.
Las nuevas variables latentes se calculan de manera que la varianza explicada en X sea maximizada

y a la vez la covarianza entre estas y la respuesta ¥ sea maxima’.

X=T-PT+E Ec3.11

Y=U-QT+F Ec3.12
donde T'y U son los scores de la matriz X e Y respectivamente, Py Q los loadings y E y F los

residuales para cada una de las matrices.

El ntimero de factores o variables latentes que definen el modelo, como en el caso de PCA, se
seleccionan siguiendo el principio de parsimonia, evitando tanto el sobreajuste como el subajuste

del modelo.

Una vez realizada la descomposicion se determinan los coeficientes B (parametros de calibracion)

siguiendo la ecuacion Ec 3.13.

B=w(PT-w)™1.Q7 Ec3.13
siendo W la matriz de pesos de los loadings.
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Los pardmetros de calibracion B son los que permiten predecir una nueva muestra sin necesidad de

transformar o descomponer las variables predictoras™.

La calidad del modelo y de las predicciones se puede diagnosticar mediante los residuales, es decir
que si un residual en Y es elevado, indican que el modelo es pobre para explicar esa respuesta. Por

otro lado, los residuales en X son la parte no utilizada para modelar ¥ **.

3.5.DESARROLLO DE UN METODO NIR Y RAMAN EN EL ENTORNO
FARMACEUTICO

El desarrollo de un modelo de calibracion es el proceso para relacionar una o varias propiedades de
las muestras con las variables predictoras, siendo estas los espectros cuando se trabaja con NIR o

Raman. El proceso de calibracion consta de distintas etapas descritas en la Figura 3.6.

Cuando el objetivo es desarrollar un método en la industria farmacéutica es indispensable que se
haga dentro del marco regulador correspondiente. Para ello, se deberan seguir las guias publicadas
por las agencias regulatorias EMA y FDA sobre el desarrollo de un método NIR**° (extensibles a
cualquier técnica espectroscopica que requiera el empleo de quimiometria para poder ser
aplicadas®”), asi como las indicaciones sobre validaciones de método analitico ICH Q2**. Por
ultimo, también sirven de soporte los capitulos publicados por la farmacopea europea y

estadounidense sobre quimiometria'®*’, NIR*® y Raman’'.
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A continuacion se describen las distintas etapas para el desarrollo de un método de calibracion NIR

o Raman segtn la Figura 3.6.

3.5.1. Definicion del objetivo

Inicialmente se debe definir de forma clara cual sera el objetivo del método analitico a desarrollar,
asi como lo esperado de dicho método. Para ello, se debe disponer de toda la informacion

relacionada con el método, como:

- El objetivo del método.

- El tipo de tecnologia que se usara para el analisis.

- Si se pretende sustituir un método utilizado o ampliar el conocimiento del
proceso/producto. En el caso de que se quiera sustituir un método, si este estd en el
expediente de registro autorizado del medicamento.

- Si el andlisis se pretende llevar a cabo en el laboratorio de control de calidad o en la planta
de produccion. En el Gltimo caso, se realizaria con un equipo on-, in- 0 at-line.

- Realizar un analisis de riesgos para identificar todas las variables que pueden afectar al
analisis.

Una vez se disponga de toda esta informacion se debe establecer un protocolo para disefiar la

estrategia de desarrollo y validacion del método analitico.

3.5.2. Preparacién del conjunto de calibracion y validacion

Esta es una de las etapas claves para obtener un modelo de calibracion con mayor exactitud y
robustez. Para conseguirlo, se debe introducir todas las fuentes de variabilidad esperadas en las
muestras que se pretenden predecir en un futuro, asi como, en el caso de métodos cuantitativos,
expandir el rango de la propiedad de interés que se pretende calcular. Por otro lado, es necesario ser
cuidadoso con la variabilidad que se introduce dado que pueden aparecer no linealidades por

introducir demasiada en el sistema®’.

En el caso de productos farmacéuticos, dependiendo del tipo de calibracion que se vaya a realizar,

la variabilidad se introducira como sigue:

- Variabilidad fisica (métodos cualitativos y cuantitativos): introduciendo muestras
elaboradas con componentes de distintos proveedores, tamafios de particula, equipos de
produccion...

- Variabilidad quimica (métodos cuantitativos): esta se hara expandiendo el rango de la
propiedad de interés. Cuando esta propiedad es la concentracion de algin componente, no

se puede realizar mediante el uso de distintos lotes de produccién, puesto que en la
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industria solo se pueden encontrar variaciones de concentracion de API del £5% respecto
al valor nominal. Esta rango es demasiado estrecho, si comparamos con las directrices de la
ICH Q2, donde indica que, para una riqueza el rango debe ser +20% mientras que para una
uniformidad de dosis debe ser de +30%%. Consecuentemente, se debe utilizar alguna de las
siguientes estrategias para conseguir expandir la propiedad de interés™:

o Planta piloto: siguiendo el mismo proceso de fabricacion en pequena escala que en
la planta de produccion permitiendo introducir tanto la variabilidad quimica como
la fisica. Sin embargo, requiere de un coste elevado y muchas veces se produce
mas cantidad de muestra que la necesaria para crear el conjunto de calibracion.

o Muestras de laboratorio: se basa en la mezcla de los componentes de la
formulaciéon en polvo. Esto permite expandir la variabilidad quimica, pero
fisicamente son distintas a las muestras de produccion, por lo que en el conjunto de
calibracion también se deben incluir muestras de produccion.

o Muestras dopadas: se trata de sobre-dosificar y sub-dosificar muestras de
produccion usando API o placebo. De esta manera se introduce la variabilidad
quimica a la vez que se introducen las caracteristicas de las muestras de

produccion.

Para asegurar que la variabilidad espectral se correlacione con la propiedad de interés y no con
34 . c ey .. .
otras™ -como por ejemplo con la variacion de excipientes en vez de con el API- es necesario

realizar un DoE y asi intentar reducir correlaciones entre el API y los excipientes™.

Las muestras preparadas formaran parte de dos conjuntos, el de calibracion y el de validacion, y
deben ser independientes entre si. El conjunto de calibracion se usara para desarrollar el modelo y
optimizarlo, mientras que el conjunto de validacion servira para evaluar la capacidad predictiva del

modelo.

3.5.3. Adquisicion del espectro

La adquisicion de los espectros se debe realizar con un equipo que haya sido cualificado segin el
Anexo 15 de las GMP. Ademas, en equipos como el NIR o el Raman, se realizan verificaciones
periddicas, usualmente diarias, siguiendo el capitulo genérico de la farmacopea europea para ambas

técnicas®', para asegurar el correcto funcionamiento de los mismos.

Siguiendo lo explicado en el capitulo 2, el modo de adquisicion -reflectancia o transmision- y los
parametros de adquisicion de los espectros, deben ser evaluados y escogidos segin los objetivos

del analisis y el tipo de muestra a analizar.
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Los espectros obtenidos de todas las muestras se visualizan para observar el comportamiento
espectral, asi como para localizar espectros anémalos. Los espectros anémalos que no contengan
informacion de la muestra se deben eliminar antes de proceder con los siguientes pasos, realizando

una justificacion en el informe final de la validacion del método.

3.5.4. Determinacion de la propiedad por el método de referencia

Para ambas técnicas la sefial analitica no varia inicamente debido a la propiedad de interés, hay
otros factores que influyen en ella como son la matriz, las propiedades fisicas de la muestra, las
condiciones ambientales, el instrumento... Por lo que hablamos de técnicas analiticas secundarias,
esto es, deben ser calibradas frente a unos valores obtenidos por un método de referencia®. Estos
deben ser los que estan aprobados en el expediente. Se debe analizar la misma muestra por NIR o

Raman y por el método de referencia.

En el casos de analisis cuantitativos es necesario identificar el error estandar de laboratorio (SEL
del inglés Standar Error of Laboratory), siendo la precision intermedia o la reproducibilidad del

y . 25
método de referencia™.

3.5.5. Pretratamiento de los datos y seleccion rango espectral

El pretratamiento se aplica con el fin de reducir interferencias provocadas por las caracteristicas de
la muestra o por el instrumento en el espectro. Estas interferencias no estan directamente
relacionadas con las propiedades de interés. En el caso del NIR se deben principalmente a la
dispersion de la luz, el camino Optico, las propiedades fisicas de la muestra...mientras que en el
caso del Raman se deben a la fluorescencia, fluctuacion del laser.... En los espectros, estas
interferencias se suelen presentar como factores aditivos, factores multiplicativos, desplazamiento
polinomial de la linea base o ruido’’. Para este fin se usaran los métodos mencionados en el

apartado 3.2. Pretratamiento de datos.

Al tratarse de métodos empiricos no hay una forma guiada de proceder. El mejor pretratamiento o
combinacion de ellos sera aquel con el que se obtenga el modelo mas robusto sin eliminar la
informacion de interés" y sin introducir nuevas variaciones en los datos'®. La eleccion se suele
realizar mediante el método de prueba y error, comparando el error cuadratico medio de prediccion
(RMSEP del inglés Root Mean Squared Error Prediction) o el error cuadratico medio de
validacion cruzada (RMSECYV del inglés Root Mean Squared Error Cross-Validation).

Otro parametro a optimizar de manera iterativa es el rango espectral a usar, pudiendo ser completo
o seleccionando uno especifico. La segunda opcion puede ayudar a mejorar las predicciones y la
robustez del modelo™, pero también puede disminuir la capacidad del modelo para detectar

.39
outliers™ .
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3.5.6. Exploracion de los datos y deteccion de outliers

Para visualizar los datos y comprobar el comportamiento de los espectros es util realizar un analisis

exploratorio de los datos en el espacio multivariable mediante la herramienta PCA.

El grafico de scores, representacion de las coordenadas de cada muestra en los nuevos ejes (PC), es

util para estudiar el comportamiento de las muestras (detectar tendencias, grupos entre muestras...).

El PCA también puede ser ttil para detectar o identificar posibles outliers espectrales. Un outlier es
una muestra que se comporta de manera distinta a la poblacion a la que pertenece’. Pueden existir
distintos tipos como son los relacionados con el espectro, con el valor de referencia o con la
relacion entre el espectro y el valor de referencia. Un outlier puede estar provocado por una mala
medicion, pero también puede pertenecer a una variabilidad inherente a la muestra, por lo que no

. r . 2
tiene por qué ser incorrecto”.

Los outliers espectrales se pueden detectan mediante el grafico de los residuales Q frente al valor
de Hotelling T* * obtenidos con el calculo del PCA. Una vez detectado un outlier se debe elegir y

justificar si se elimina o se mantiene en el conjunto de muestras.

3.5.7. Seleccion de muestras

Si se dispone de un nimero suficiente de muestras de calibracion, estas se van a dividir en el
conjunto de calibracién y el de optimizacion del modelo™. Para realizar esta seleccion existen

varios métodos, ejemplo de ellos son:

- Manual: a partir del grafico de scores del PCA realizado para explorar de los datos se
seleccionan manualmente las muestras de manera que el conjunto de calibracion englobe
toda la variabilidad posible.

- Kennard-Stone: algoritmo que normalmente se aplica en el espacio PCA y que permite
dividir las muestras en conjunto de calibracién y optimizacion. Este empieza con la
seleccion de las dos muestras mas distintas entre ellas, la siguiente muestra escogida es la
que estd mas lejos de ellas. Este proceso se repite hasta que el nimero de muestras es el

mismo que el indicado inicialmente".

Por contra, si no se dispone de suficientes muestras, la optimizacion del modelo se realizara
mediante la validacion cruzada. Este método consiste en usar las mismas muestras empleadas para
la calibracion del modelo para su optimizacion. Su funcionamiento se basa en calcular el modelo
con una parte de las muestras dejando cierta cantidad fuera. Con el modelo obtenido, se predicen
las muestras que se han dejado fuera y se calculan los residuales. Este proceso se repite con otro

subconjunto, hasta que al final, todas las muestras se han dejado fuera al menos una vez. La forma
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de dejar muestras fuera del célculo durante la validacion cruzado se hace de manera sistematica y

depende del método que se seleccione’. La eleccion de dicho método se debe definir.

3.5.8. Modelo de calibracion y optimizacion

Tanto en modelos cualitativos como cuantitativos la eleccion del algoritmo a usar para realizar la

calibracion del modelo se hara seglin el objetivo del estudio.

3.5.8.1. Método cualitativo

El primer paso consiste en decidir el espacio que se va a usar, esto es, el espectral o una reduccion
de variables. Seglin esta eleccion, se escogera el algoritmo matematico para desarrollar el modelo.
En el caso de que el método sea de reduccion de variables, la eleccion del nimero de factores se
realizara con el conjunto de muestras de optimizacion. Usando el grafico de varianza explicada
frente al nimero de los nuevos ejes (PC, LD...), se escogera aquel a partir de cual la varianza

explicada no mejore significativamente introduciendo un nuevo factor.

Mediante la validacién interna o el conjunto de optimizacién se determinara una regla de

clasificacion y se evaluara el funcionamiento del modelo asegurando su selectividad.

3.5.8.2. Método cuantitativo

El PLS es el algoritmo matematico mas usado para calibrar modelos cuantitativos debido a sus
ventajas. La eleccion del nimero de factores para definir el modelo se realizara con el conjunto de
optimizacion. Usando el grafico de los valores RMSECV o de RMSEP frente al nimero de factores
se escogera aquel a partir de cual el residual no mejore significativamente introduciendo un nuevo

factor*’. No se usa el de calibracion puesto que siempre mejora.

L0 = 90)?
N

RMSECV /RMSEP = Ec3.14

donde y; es el valor de referencia, ¥; el valor predicho por el modelo y N el nimero de muestras del
conjunto de validacion cruzada (RMSECV) y de prediccion (RMSEP). Los valores RMSE tienen
las mismas unidades que la respuesta que se predice. El calculo del error estandar relativo (RSE del
inglés Root Standard Error) de la ecuacion Ec 3.15 permite obtener valores del error

adimensionales.

YL (i — 9:)?
Iiv=1(3’i)2

donde y; es el valor de referencia, ¥; el valor predicho por el modelo y N el nimero de muestras del

RSECV /RSEP = -100 Ec3.15

conjunto de validacion cruzada (RSECV) y de prediccion (RSEP).
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3.5.9. Validacion externa

La validacion del método se lleva a cabo segun las indicaciones de la guia de la EMA sobre NIR*
y de la ICH Q2 * con el conjunto de validacion externa, que es un grupo de muestras
independientes de las usadas durante la calibracion y optimizacion de los modelos. En la Tabla 3.2

se indican los parametros que se deben determinar para métodos cualitativos y cuantitativos.

Tabla 3.2 Parametros a determinar durante el proceso de validacion de métodos cualitativos y cuantitativos.

Parametro Método cualitativo Método cuantitativo

Especificidad  La especificidad se define como  Se suele realizar una identificacion antes de proceder

“la habilidad de evaluar de a cuantificar para asegurar que la nueva muestra
manera inequivoca el analito en  pertenece a la clase y a la poblacion del conjunto de
presencia de componentes que calibracion usado para realizar el modelo. Ademas,
pueden estar presentes”zg, Es también se pueden usar los graficos de loadings para
necesario demostrar que no hay ~ demostrar que los factores que se han incluido en el
falsos positivos ni negativos y modelo estan relacionados con la propiedad de

que es capaz de clasificar interés (las bandas principales del compuesto de

correctamente las muestras que  interés estan presentes en los loadings de cada
pertenecen a una clase incluida  factor).
en el modelo.

Linealidad y No aplica La linealidad se define como la “habilidad (dentro de
rango un rango concreto) de obtener resultados que son
directamente proporcionales a la propiedad de interés

en la muestra™?.

Para evaluarla, serd necesario realizar una regresion
lineal entre los valores predichos por el modelo y los
valores de referencia obtenidos en el conjunto de
validacion. El intervalo de confianza la pendiente y
ordenada en el origen debe contenerel 1 yel 0
respectivamente con un nivel de confianza del 95%.
También se debe comprobar la homocedasticidad de
los residuales frente al valor de la propiedad de
interés.

El rango queda definido por el valor maximo y
minimo de la propiedad con los que se ha evaluado la
linealidad.

Exactitud No aplica La exactitud del modelo es “el grado de coincidencia
entre el valor que se considera verdadero y el valor
encontrado por el procedimiento analitico™®.

Para ello, se realizara un test t de muestras
emparejadas entre el valor predicho y el valor de
referencia de las muestras usadas para la linealidad,
de manera que se aceptara el modelo solo si el valor t
calculado es menor al valor t critico de dos colas con
un 95% de nivel de confianza.

Precision No aplica La precision se define como “el grado de
coincidencia entre una serie de medidas obtenidas de
multiples muestreos de una misma muestra
homogénea bajo condiciones determinadas™®. Se
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Tabla 3.2 Parametros a determinar durante el proceso de validacion de métodos cualitativos y cuantitativos.

Parametro Método cualitativo Método cuantitativo

determinaran dos niveles, repetitividad y precision
intermedia.

- Repetitividad

Precision de un método bajo las mismas condiciones
de medida para un intervalo corto de tiempo®®. Para
evaluarlo se realizan o bien 9 determinaciones
cubriendo el rango del modelo o bien 6 al valor
nominal.

- Precision intermedia
En este caso se analiza una misma muestra durante
tres dias por dos analistas diferentes. Se realiza un
analisis de varianza (ANOVA) de dos factores para
verificar que no hay efecto de estos dos factores
sobre la prediccion.

Limite de No aplica El limite de deteccion y cuantificacion es “la minima
deteccion / cantidad de analito en una muestra que se puede
cuantificacion detectar y cuantificar respectivamente”.

Estos solo se determinaran en los casos en que la
propiedad de interés se considere una impureza.

Robustez Se trata de demostrar la capacidad del método de predecir correctamente la propiedad de
interés en variaciones de los parametros de medida. Para ello se realiza un test t de
muestras emparejadas de muestras adquiridas durante un periodo mas o menos amplio de
tiempo que contenga muestras en las que hay incorporadas todas las variabilidades de
proceso, instrumento, condiciones ambientales... que permita asegurar la robustez.

3.5.10. Uso y mantenimiento del modelo

Una vez validado el modelo, y si es el caso, aprobado por el 6rgano regulador, el método se puede

usar en rutina.

Los modelos de calibracion se deben mantener durante el ciclo de vida debido a su sensibilidad en
el cambio de parametros de materia prima, de proceso, de instrumento... Por esta razon es necesario
comprobar periddicamente su validez. Para llevarlo a cabo se suelen analizar muestras con una
frecuencia determinada por ambos métodos, NIR/Raman y el de referencia. Los residuales
obtenidos se usaran para detectar tendencias o fueras de control mediante graficos de control. Si se
detecta que ha habido un cambio o una deficiencia en la prediccion del modelo, este se debera
recalcular con muestras que contengan la nueva variabilidad, repitiendo todo el proceso de

desarrollo de la Figura 3.6.

En el caso de modelos calculados con el algoritmo PLS, también es util comprobar que los
residuales T? de Hotelling y/o los residuales Q de las nuevas muestras se encuentren dentro de los

limites de confianza definidos por el modelo. Se puede dar la circunstancia que los residuales de la
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diferencia entre el valor predicho y el de referencia no presenten anomalias, pero se puedan

detectar outliers o tendencias con los residuales T> y Q *'.
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Identificacion de material de partida

4. IDENTIFICACION DE MATERIAL DE PARTIDA

4.1.INTRODUCCION

Identificar el contenido de todos los envases que constituyen un lote de material de partida antes de
usarse en produccion es de obligado cumplimiento, excepto en alglin caso especial'. Se consideran
material de partida tanto los principios activos (API por sus siglas en inglés Active Pharmaceutical
Ingredient) como los excipientes. Una vez se han identificado correctamente, la calidad del lote se
puede evaluar con una muestra representativa, el muestreo de la cual se realizara mediante criterios
estadisticos”. Este procedimiento se realiza para asegurar que todo el material de partida usado en
la fabricacion de un medicamento corresponde a lo que certifica el proveedor, y asi, evitar
problemas de salud ptblica como, por ejemplo, los que ocurrieron en Panama el afio 2006. Después
de una serie de errores en la cadena de suministro, se fabrico jarabe para el resfriado usando como
excipiente dietilenglicol (DEG) en vez de glicerol. Esto provocd la muerte de decenas de
pacientes®. El glicerol o glicerina es un excipiente usado como edulcorante, agente antimicrobiano
o como agente de carga para aumentar la viscosidad en soluciones liquidas orales’. El DEG es un
sustituto barato del glicerol, que se usa en distintas industrias, pero es toxico para el ser humano.
Esta tragedia, se podria haber evitado si cada envase se hubiera identificado antes de entrar en la

planta de produccion.

La espectroscopia NIR y Raman son técnicas ampliamente usadas desde hace afios para este fin’,
debido a las ventajas que presentan comparado con otros métodos de identificacion que se
recomiendan en las farmacopeas, como son métodos clasicos (p.ej. reacciones especificas o test de
precipitacién) o técnicas instrumentales (p.ej. IR, HPLC o GC)®. Permiten el analisis sin manipular
el producto, siempre que el envase primario sea transparente al fendémeno que se esta midiendo. El
analisis se puede realizar de manera at-line, ya que los instrumentos que existen en el mercado
disponen de sondas o son portatiles. Esto permite realizar el analisis en la cabina de muestreo o
incluso en el almacén, si es posible identificar a través del envase. Otra ventaja es la rapidez con la
que se obtiene la respuesta, que permite determinar la validez de un lote de manera inmediata. Por
ultimo, al ser métodos no destructivos, la identificacion se puede llevar a cabo directamente sobre
el producto. En este Gltimo caso, hay una excepcion con la técnica Raman. Se debe tener especial
cuidado con la potencia del laser, sobre todo cuando las muestras son coloreadas, para evitar que se
produzca una degradacion térmica’. Las dos técnicas se consideran complementarias, debido a los

distintos mecanismos que provocan a la sefial™'".

Como se ha comentado en la introduccion, las propiedades quimicas y fisicas de los materiales de

partida suelen ser parametros criticos de calidad, porque pueden afectar a la fabricacion del
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producto, asi como a la calidad final del mismo''. Estas técnicas, aparte de ser utiles para la
identificacion, permiten diferenciar materiales segun sus propiedades. El NIR es capaz de
diferenciar materiales quimicamente idénticos pero con distinto tamafio de particula, asi como
diferenciar formas polimorfas de los s6lidos o viscosidades de geles y liquidos. También es una
técnica sensible a la humedad, por lo que se puede determinar el contenido en agua del material.
Por otro lado, el Raman puede ser ttil para diferenciar formas polimoérficas'' y detectar la presencia
de impurezas que provocan efecto de fluorescencia. En consecuencia, son técnicas que permiten
realizar la cualificacion de CMAs (tanto propiedades quimicas como fisicas) de los API y
excipientes y que estan directamente relacionados con las CQAs del producto terminado. Mediante
la identificacion se confirma la identidad quimica del material, mientras que con la cualificacion se

confirma la identidad fisica del mismo'?.

Es indispensable el uso de la quimiometria para aplicar ambas técnicas, NIR y Raman. Para
identificar y cualificar muestras se emplean métodos de reconocimiento de patrones (PRM por sus
siglas en inglés Pattern Recognition Methods). Se suelen desarrollar bibliotecas espectrales que
contienen todos los materiales de partida y asi se evita tener un método distinto para cada uno de
ellos®'%. En el caso del NIR, se empieza elaborando una biblioteca general que permita identificar
el mayor numero de sustancias posibles. El criterio de similitud que habitualmente se emplea para
esta primera criba es el coeficiente de correlacion o el calculo de distancias espectrales. Se debe
establecer un criterio de aceptacion por el cual una muestra se considerara correctamente
identificada™®. Para los productos que presentan ambigiiedades entre si, esto es, no hay selectividad
entre ellos, se construyen sub-bibliotecas con un método cualitativo de mayor selectividad que
permita diferenciarlas. En la Figura 4.1 se muestra un esquema de lo que se conoce como una
biblioteca de identificacion en cascada. En el caso del Raman, al tratarse de espectros bandas bien

13 IR B , . . .
resueltas , las bibliotecas espectrales suelen ser mas sencillas, incluyendo solo una de principal.
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En Laboratorios Menarini, desde el afio 2001, la identificacion de material partida se lleva a cabo
mediante NIR. Esta identificacion se realiza en una sala de muestreo, de manera at-line. Hasta el
momento de la realizacion de este trabajo, la version de la biblioteca espectral NIR contenia 184
sustancias. El objetivo de la primera parte de este trabajo ha sido actualizar la biblioteca NIR con
nuevas materias primas no incluidas en la biblioteca y mejorar la robustez de las ya existentes,
incluyendo nueva variabilidad no considerada en la primera version. Por necesidades internas de la
compatfiia, durante la estancia del doctorado se adquiridé un instrumento Raman portatil para la
identificacion de material de partida. El segundo objetivo ha sido definir el protocolo de desarrollo

y validacion de una biblioteca de identificacion con el equipo Raman.

4.2.METODO EXPERIMENTAL
4.2.1. Muestras
4.2.1.1. NIR

Los materiales de partida incluidos en la biblioteca NIR fueron 224, englobando 65 APIs y 159
excipientes. Todas las muestras usadas para la calibracion y la validacion del modelo fueron
identificadas por el método de referencia pertinente. El nimero total de lotes disponibles para cada
una de ellas fue muy variable, ya que esto depende de tres factores. La cantidad usada para la
preparacion de los correspondientes preparados farmacéuticos, el tamafio de lote del material de
partida y la cantidad del mismo por envase y del volumen de produccion de cada producto

terminado.

4.2.1.2. Raman

Para establecer la metodica del desarrollo de la biblioteca de identificacion por Raman, se usaron
muestras que permitieran verificar la técnica para asi establecer la criticidad de las propiedades
relacionadas con los materiales de partida. Para ello se usaron distintos APIs, excipientes o
productos intermedios que presentaban una variedad de propiedades que podrian verse afectadas
por la radiacion incidente. Entre los que se encontraban un material que tenia dos fabricantes
homologados, productos con distinto tamafio de particula, distinta pureza o diferentes grados de

polimorfismo.

4.2.2. Adquisicion de espectros
4.2.2.1.NIR

Los espectros NIR se registraron con el instrumento FT-NIR MPA (Bruker Optics, Alemania)
equipado con un detector InGaAs, una sonda de reflectancia difusa unida al equipo mediante una
fibra dOptica de 2m y un compartimento para las medidas de transmision con un camino optico de

Smm. El equipo se controlaba con el software OPUS 7.0. Cada espectro se adquirié en el rango
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espectral 12800-4000 cm™, con una resolucién de 16cm™ y promediando 32 scans. Este equipo

estaba cualificado segtn el fabricante y se realizaba una verificacion periodica del mismo.

Las muestras solidas se analizaron con la sonda de reflectancia difusa. En el caso de materias
primas entregadas con una bolsa de polietileno transparente como envase primario, los espectros
fueron adquiridos a través del plastico. El espectro de referencia se realizé con un trozo de bolsa
colocada sobre la placa de ceramica del equipo. Por otro lado, si el packaging primario de la
materia prima no permitia adquirir los espectros a través de €l (bolsas de carton, aluminio, plastico
opaco...), el espectro se registro directamente sobre el producto. En consecuencia, el espectro de

referencia se obtuvo directamente con la ceramica del equipo.

En el caso de las muestras semisolidas (ceras, parafinas...), se calentaron para que estuvieran en un
estado liquido. Estas, junto a las muestras liquidas, se registraron en modo de transmision. Se abrio
cada contenedor para muestrearlo y las cubetas se colocaron en el compartimento de muestras del
instrumento. La referencia se registré con una cubeta vacia entre el haz de luz y el detector del

equipo.

4.2.2.2. Raman

Se us6 en instrumento de retrodispersion portatil TruScan RM (Thermo Scientific, USA) equipado
con un laser de excitacion de 785nm con potencia de 250mW y un detector de Silicio CCD de 2048
pixeles. El espectro se registré en el rango de desplazamiento Raman 250-2875 cm™ con una
resolucion variante en todo el rango de 8.0-10.5 cm™. Para el anélisis de muestras solidas se utilizo
un cono auxiliar, tanto si la adquisicion se hacia directamente sobre el producto o a través de una
bolsa de polietileno. Para la adquisicion de espectros de muestras liquidas se usaron cubetas. El
Raman se controla directamente desde el instrumento, a través del display de la pantalla, con el

software instalado TruScan Software v 2.6.2.

4.2.3. Desarrollo de la biblioteca NIR

4.2.3.1. Seleccion del conjunto de calibracion

Los espectros que forman parte del conjunto de calibracion, que serviran para desarrollar el
método, deben contener toda la variabilidad que se espera del material de partida objetivo. Esta
variabilidad proviene, en realidad, de tres fuentes. De la variabilidad presente entre adquisiciones
de espectros, la variabilidad intra-lote, y la inter-lote (diferentes parametros como son fabricantes,
propiedades quimicas y fisicas, contenido en agua...)’. La sefial NIR es sensible a esta variabilidad,
por lo que es necesario incluirla en el conjunto de calibracion. No hay una regla general que
indique el nimero de lotes y espectros a usar para este proposito. Algunos autores recomiendan que

una buena aproximacién es que para realizar una identificacion se usen 3 lotes y para la
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. . . 12 e e ..
cualificacion de un producto sean mas de 20 °. Como estrategia inicial se siguieron las

indicaciones de la Tabla 4.1, segun el numero disponible de lotes para cada material.

Tabla 4.1 Criterio de eleccion de espectros para el conjunto de calibracion y validacion de la biblioteca
NIR segun el namero de lotes disponible.

Numero de lotes Calibracién Validacién
3 lotes
: Resto de lotes
>3 Se eligen los espectros que presentan
g Se usan todos los espectros
mayor variabilidad
2 lotes
. 1 lote
3 Se eligen los espectros que presentan
e Se usan todos los espectros
mayor variabilidad
1 lote
. 1 lote
2 Se eligen los espectros que presentan
. Se usan todos los espectros
mayor variabilidad
1 lote
. Se usan los espectros no
1 Se eligen los espectros que presentan

. incluidos en la calibracién
mayor variabilidad

Si para un producto se disponia de mas de tres lotes, la eleccion de los que formaban parte de la
calibracion se realizé de acuerdo a las premisas de introducir toda la variabilidad que cabe esperar.
Ahora bien, en aquellos casos donde habia tres 0 menos lotes, no era posible tener la certeza de que
el método incluyera toda la variabilidad que puede presentar el producto. A excepcion de aquellos
productos con un solo lote, en el resto de materiales de partida los lotes de calibracion y validacion

externa eran distintos.

Una vez escogidos los lotes de calibracion, no se usaron todos los espectros que pertenecian a un
mismo lote para realizar el célculo, debido a que cada uno podia contener mas de 200. Inicialmente
se seleccionaron visualmente tres espectros de cada lote para formar parte del conjunto de
calibracion. Previamente se aplico el pretratamiento SNV a los espectros de cada lote para reducir

las diferencias fisicas, y se eligieron los tres que representaban la variabilidad del lote.

Si durante el desarrollo de la biblioteca se detectaba que no se habia incluido toda la variabilidad de
un producto, se incluian mas lotes o mas espectros de un lote en el conjunto de calibracion. Esta

etapa era un proceso iterativo

4.2.3.2. Calibracién y optimizacion de la biblioteca

Para desarrollar la biblioteca se utiliz6 el aplicativo IDENT que incorpora el software Opus 7.0. El
conjunto de calibracion se empled para calcular y optimizar la biblioteca NIR. Los pardmetros que
se deben escoger y/u optimizar son el algoritmo usado para medir la similitud, el pretratamiento de
los datos, el rango espectral incluido y, finalmente, el valor de aceptacion. Los dos algoritmos de

calculo que se usaron fueron la distancia Euclidiana en el espacio espectral, y la distancia
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Euclidiana en el espacio de los componentes principales (factores segin el software del equipo
NIR). El primero calcula la distancia entre un espectro y el espectro de referencia en el espacio de
nimeros de onda, el segundo calcula la distancia de los scores en el espacio reducido de
componentes principales (PC). Los pretratamientos disponibles son la SNV, la primera y segunda
derivada con una ventana moévil de 5 a 25 puntos, y la combinacion de derivada y SNV. Estos
deben servir para reducir las diferencias entre espectros de la misma sustancia y a la vez aumentar
las diferencias entre espectros de distintos productos. El rango espectral se ajusta de manera que
contenga tanta informacion como sea posible y a la vez se excluyan zonas con ruido o sin
informacioén util. Finalmente, la eleccion del valor de aceptacion o umbral se tiene que definir de
manera cuidadosa, ya que es el valor minimo requerido para asignar de manera inequivoca un
espectro a un grupo especifico. A la vez, debe evitarse el solapamiento entre los grupos, para no

tener ambigiiedades entre productos o falsos positivos.

Para calcular la biblioteca principal se us6 el algoritmo de distancia Euclidiana en el espacio
espectral. La eleccion del pretratamiento, el rango escogido y el criterio de aceptacion (umbral) se
realiz6 de manera que permitiera identificar inequivocamente tantos productos como fuera posible.
Para todos aquellos grupos de materias primas que presentaron ambigiiedades a partir de la
identificacidn inicial, se crearon sub-bibliotecas de nivel 2 para cada conjunto. Para el calculo de
todas las sub-bibliotecas se empleé el PCA. La optimizaciéon de los parametros (rango,
pretratamiento y umbral) para cada modelo se realizé de manera que permitiera diferenciar tanto
como fuera posible todas las sustancias que formaban parte de ella. Si dentro de un nivel 2, se
continuaban confundiendo productos, se creaba una sub-sub-biblioteca de nivel 3 y, en este trabajo,
usando el mismo algoritmo de calculo y optimizando la combinacién de pardmetros. Este proceso
se repitio hasta que se obtuvo una biblioteca en cascada de » niveles capaz de identificar de manera

inequivoca cada material de partida.

4.2.3.3. Validacién externa

La validacién externa se llevo a cabo con los lotes no utilizados para el calculo y la optimizacion de
la biblioteca con una excepcion. Aquellos productos que en el momento del desarrollo solo tenian
un lote, este se uso para la calibracion y validacion pero los espectros usados en cada conjunto eran
distintos. Se evalud la especificidad y, en aquellos casos en los que habia suficientes lotes, la
robustez. En los productos que no se pudo evaluar la robustez en el momento de validar la
biblioteca, se realizo a posteriori. Hasta que no quedara demostrada la robustez con un total de tres
lotes nuevos, el material de partida no se podia identificar unicamente por NIR, sino que se debia
realizar con otro método de referencia. Si la robustez fallaba, la nueva variabilidad se incorporaria

en una nueva version de la biblioteca.
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La comprobacion de la especificidad se realizd mediante la selectividad de la biblioteca. El
software de OPUS permite diferenciar 4 situaciones, esquematizadas en la Figura 4.1. Cuando la
selectividad es menor a 1 significa que los grupos implicados estan solapados. Se pueden dar dos
situaciones, que hayan muestras que aparecen en la zona de solapamientos o que ninguna muestra
se encuentre en ella. Cuando la selectividad es igual o mayor a 1 significa los grupos estan
separados. Cuanto mayor es el valor de S, mayor es la distancia entre los grupos. Por lo tanto, el
objetivo es obtener una biblioteca donde la selectividad de todos materiales de partida sea mayor a
uno, asegurando que no haya ningun falso positivo. Si en alglin caso se obtiene una S<1, solo se
considera satisfactoria si se da la situacion que ninglin espectro se encuentra dentro de la zona de
solapamiento, y se demuestra con el conjunto de validacion externa que en ningin caso se

obtendran falsos positivos.

La robustez se comprobo retando al modelo con lotes nuevos que presentaran la variabilidad
esperada para cada producto. El objetivo es que la biblioteca sea capaz de identificarlos
correctamente, minimizando o eliminando los falsos negativos y asi evitar tanto como sea posible

el riesgo de rechazar lotes que son correctos.

4.2.4. Desarrollo de bibliotecas Raman

Dado que las bandas del Raman estan bien resueltas, el desarrollo de una biblioteca espectral para
la identificacion y cualificacion de productos es mucho mas sencilla. Ademas el software presenta

menos prestaciones por lo que la flexibilidad u opciones para el desarrollo son muy limitadas.

4.2.4.1. Calibracién

El proceso empezo con la adquisicion de los espectros que se usaron como referencia y sirvieron

para crear los métodos de los materiales de partida que debian formar parte de la biblioteca. Este
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registro se puede realizar en primera o segunda derivada, lo que significa que a la vez que se
registra el espectro de referencia, el software incorporado en el instrumento lo almacena una vez ya
se ha calculado la derivada del mismo para ser usados en la identificacion. Como norma general, se
uso la primera derivada. Una vez registrados, se crearon los métodos correspondientes a los
productos definidos. El nimero de espectros que se emplean para crear un método depende de la
variabilidad esperada de la muestra. Se suele usar un espectro de calibracion si la variabilidad no
afecta a la sefial Raman y, en caso contrario, se afiaden tantos espectros como sea necesario para

cubrirla.

El método estadistico que se usa para la verificacion se basa en la probabilidad de que las
diferencias observadas entre un nuevo espectro y el espectro de referencia sean causadas por la
incertidumbre de la medida. Esta incertidumbre, que esta relacionada con la repetitividad de la
medida, la calcula automaticamente el software del instrumento mientras se esta registrando el
espectro de referencia. El valor de este parametro se basa en la variabilidad esperada en una nueva
adquisicion debido a las caracteristicas de la muestra, las propiedades del instrumento y las
condiciones ambientales. Esta incertidumbre define el dominio multivariable del espectro de
referencia. Al analizar un nuevo producto, este se compara con los espectros de referencia incluidos
en el método, si el valor p obtenido es igual o mayor a cierto valor de probabilidad (se puede elegir
entre 0,05 0 0,1) se acepta la hipdtesis nula (el espectro de la nueva muestra pertenece a la mima

poblacién que el espectro de referencia)'®.

4.2.4.2. Validacion

El software permite realizar un test de selectividad para demostrar que no hay confusiones entre
productos. Esto es, para un producto concreto, solo se obtiene un valor de p mayor al valor de
aceptacion determinado para un solo método, y no para las otras clases incluidas en la biblioteca
Raman. La robustez se demuestra con la correcta identificacion de tres lotes no incluidos en la

calibracion de la biblioteca.

4.3.RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1. Biblioteca NIR

4.3.1.1. Evaluacién de la biblioteca anterior

La estructura de la biblioteca de identificacion NIR de la version anterior constaba de una
biblioteca principal (nivel 1) con 184 materiales de partida, 15 sub-bibliotecas de nivel 2 y 5 de

nivel 3.

La evaluacion previa que se realizé de la biblioteca de identificacion NIR, llevo a detectar que de

184 materiales de partida contenidos en el método, habia 80 productos que se identificaban parcial
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o totalmente de manera incorrecta. Se realizo un estudio que permitiera determinar los motivos de
esta baja robustez, y asi establecer la estrategia que se seguiria para actualizar la biblioteca. No
habia un motivo unico que provocara los errores en la identificacion, sino que era un conjunto de

causas.

Incluir toda la variabilidad esperada en un producto es un requisito imprescindible para el
desarrollo de un método NIR. Si en el momento de realizar la biblioteca no se ha incluido toda la
diversidad que presenta un producto ya sea debido a: (1) que no se dispone de lotes suficientes, (2)
que aunque se dispone de una cantidad elevada de lotes, estos no representan la variabilidad total
esperada o (3) que con el tiempo, el producto ha evolucionado; la biblioteca de identificacion NIR
no tendré la robustez necesaria. El alcohol cetoestarilico es un ejemplo de esta situacion (Figura
4.3). En este caso, hubo unas serie de lotes que se identificaron correctamente y otros que no. Los
espectros no identificados presentan una linea base diferente a los que estaban incluidos en el
conjunto de calibracion que no se corregia con el pretratamiento aplicado en el modelo. Esto es un
indicativo de que hay nueva variabilidad que no se detectd o no se tuvo en cuenta al realizar la
biblioteca. En todos los casos en los que se daba esta situacion, fue necesario incorporar la nueva

variabilidad dentro del conjunto de calibracion para la actualizacion de la biblioteca NIR.

La manera de adquirir los espectros influye de forma directa a los espectros. Para el desarrollo de la
version anterior, los espectros de los productos liquidos se registraron con la sonda de transmision.
Debido a una serie de problemas técnicos, se tomoé la decision que, a partir de cierto momento, los
espectros de las sustancias semisélidas y liquidas se adquirieran usando el compartimento de
transmision mediante cubetas. Como era de esperar, la diferencia de intensidades que presentan los
espectros adquiridos de ambas formas (Figura 4.4) imposibilito la correcta identificacion de lotes
registrados de la nueva manera. Ademas, esta diferencia no permitia que se pudieran incluir los

espectros adquiridos mediante cubeta y mantener los anteriores (con sonda). Esto obligo a eliminar
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del conjunto de calibracion los registrados con la sonda y considerar unicamente los registrados con
cubeta. Incluso en algunos casos fue imposible mantener el producto en la misma biblioteca, ya que
el rango espectral que se usa en el modelo de la biblioteca principal (que es necesario usarlo porque
ha demostrado suficiente poder de identificacion) el instrumento presenta una saturacion del
detector, lo que se traduce al espectro en forma de ruido elevado. En la Figura 4.5 se muestra un
ejemplo donde se observa el fendmeno, con el excipiente Emulsion de Simeticona. Aunque se
incluyeran todos los espectros en la calibracion, nunca una nueva muestra se identificara
correctamente debido a la aleatoriedad del ruido. En esta situacion, se decidid que era
imprescindible desarrollar una segunda biblioteca que incluyera todos los productos que

presentaban esta singularidad. Esta segunda biblioteca no forma parte de esta tesis doctoral.
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En el caso de los productos solidos que se suministran con bolsas de polietileno transparentes como
envase primario, el registro de los espectros se realiza a través de ellas con la sonda de reflectancia
difusa. Aunque es una ventaja desde el punto de vista operativo, es un reto a la hora de desarrollar
la biblioteca. El plastico puede generar alteraciones en el espectro debido a la sefial del mismo'®. Al
realizar la comparacion de un API registrado directamente sobre el producto y a través del plastico
(Figura 4.6), se observan claramente bandas que pertenecen al polietileno. Para minimizar la
aparicion de esta sefial en los espectros de los productos, el blanco se registra a través de la misma
bolsa de plastico. Ahora bien, por causas operacionales como son pequefias diferencias del grosor
del plastico o lecturas a través de pequefias arrugas en la bolsa, la sefal del polietileno es
inevitable. Por lo que se debe aceptar cierto grado de variabilidad en esa zona del espectro, pero
evitando la incorporacion de espectros cuando la variabilidad empieza a ser significativa, ya que

podria enmascarar sefiales importantes de nuevas muestras.

4.3.1.2. Desarrollo de la nueva biblioteca de identificaciéon NIR

La biblioteca principal se desarrolld de tal forma que sirviera para identificar de manera inequivoca
tantos productos como fueran posibles. El algoritmo escogido para el calculo fue la distancia
Euclidiana en el espacio espectral. Se us6 como pretratamiento la primera derivada con una
ventana movil de 17 puntos seguida de una SNV. El rango espectral seleccionado fue
9000-4400 cm™. Se descartaron los rangos 12500-9000 cm™ y 4400-4000 cm™ debido a que no
presentaban informacion Util que pudieran contribuir a una mejora sustancial de la identificacion.
El valor de aceptacion o distancia umbral para cada material de partida se ajusté a un nivel de
confianza del 97%. Los espectros de nuevas muestras quedarian identificados como pertenecientes
a un producto determinado si la distancia calculada era menor que el umbral definido para un
grupo. Como resultado, la biblioteca principal permitia identificar de manera inequivoca 129
materiales de partida de los 224 incluidos. Entre ellos, la mayoria de los de los APIs. Solo dos

principios activos se confunden con un grupo de excipientes. Un total de 95 sustancias presentaban
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ambigiliedades, por lo que fue necesario crear 20 sub-bibliotecas en el segundo nivel y, en algunos
casos, se tuvieron que incluir varios niveles extras para acabar resolviéndolas. Entre los 20 grupos
se encontraban polisacdridos (almidones y celulosas por separado), cadenas hidrocarbonadas
largas, sacarosas, lactosas, lacas, etc. Los componentes denominados lacas son, en realidad,
mezclas con sustancias de carga mayoritarias y comunes, lo cual explica la dificultad de su

diferenciacion mediante espectroscopia NIR.

El objetivo de desarrollar sub-bibliotecas es definir un modelo que permita cualificar de manera
inequivoca productos quimicamente similares. Debido a que los espectros son parecidos, el
algoritmo que se usé fue también la distancia Euclidiana, pero una vez realizada la factorizacion.
Esto es, se calculo la distancia entre los scores una vez reducida la dimensionalidad de los datos
mediante el PCA. Esto se hace, precisamente, porque los datos originales estan altamente
correlacionados. El rango espectral, el pretratamiento de los datos, el nimero de PCs y el umbral

para cada grupo se optimizaron de manera que permitiera identificar/cualificar correctamente todas
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las materias primas sin que las delimitaciones de los grupos se solaparan. En algin caso no fue
posible resolver las diferencias entre productos, por lo que se debieron agrupar productos
quimicamente iguales pero que presentaban distintas propiedades fisicas. Un ejemplo de esto se dio
con un tipo de microcelulosa que, mas adelante, se comentara con detalle. La estructura final de la
biblioteca completa estd esquematizada en la Figura 4.7. En total estd compuesta por 5 capas
(niveles) los cuales sirven para realizar una identificacion en cascada. La biblioteca principal, como
ya se ha comentado, consta de 224 productos. En el segundo, tercer, cuarto y quinto nivel hay un

total de 95, 38, 15 y 4 sustancias respectivamente.

A continuacion se describen en detalle algunas de las ramas de las cascadas que han sido necesarias

desarrollar para cualificar los materiales no identificados en el primer nivel o biblioteca principal.
Almidones

Cuando se analiza el grafico de scores (Figura 4.8) que se ha obtenido con el modelo definido para
la sub-biblioteca Nivel 2 grupo A de la Figura 4.7, se detecta como los almidones y los productos
derivados de estos forman un claster. Para resolver el solapamiento que presentan estas sustancias,
es necesario desarrollar la sub-biblioteca Nivel 3 Grupo A de la Figura 4.7. También cabe
mencionar que fue necesario desarrollar otra sub-biblioteca (Nivel 3 Grupo B de la Figura 4.7) para
poder identificar de manera inequivoca el conjunto de capsulas de gelatina duras de diversos

tamaios y colores y el sulfato de magnesio heptahidratado.

El almidén es un polisacarido que contiene aproximadamente un 75% de amilopectina y un 25% de

amilosa. Ambas tienen como cadena principal la a-D-Glucosa con enlaces a-(1->4). La
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amilopectina, ademds, presenta ramificaciones de enlaces o-(1->6)'°. En la Tabla 4.2 se describen

todos los materiales de partida incluidos en el grupo sujeto de estudio.

Tabla 4.2 Productos incluidos en la sub-biblioteca Nivel 3 Grupo A, incluidas su funcionalidad y caracteristicas.

Compuesto

Funcionalidad®

Caracteristicas

Almidon pregelatinizado
de maiz

Excipiente para la diluciéon o
disgregacion de comprimidos y capsulas,
0 como agente aglutinante en
comprimidos.

Almidoén procesado quimica o
fisicamente para eliminar o

. y 14,6
reducir los granulos de almidon’.

Almidon de maiz

Almidon de arroz

Excipientes para la dilucion o
disgregacion de comprimidos y capsulas,
o como agente aglutinante en
comprimidos o agente espesante.

Almidén que proviene del maiz.

Almidén que proviene del arroz

Carboximetilalmidon
sodico tipo A

Excipiente para la disgregacion de
comprimidos y capsulas.

Es la sal sddica del carboximetil
éter del almidon.

Maltodextrina

Excipiente con varias funcionalidades.
Agente de recubrimiento, disgregante
para comprimidos y capsulas...

Mezcla de polisacaridos que
proviene de la hidrdlisis parcial
con 4cido o enzimas del almidon®.

Aroma de fresa

Excipiente para dar aroma al producto
farmacéutico.

El componente de carga
mayoritaria es maltodextrina.

Raiz de altea

API

Las raices son ricas en almidon.

El modelo calculado usando como pretratamiento la primera derivada de 17 puntos de ventana

moévil seguido de una SNV permitié diferenciar claramento ente el grupo de almidones y

carboximetil almidon por un lado y el grupo de maltodextrina y aroma de fresa por otro. La raiz de

altea se identific6 de manera inequivocamente en esta sub-biblioteca. En la Figura 4.9 se observan

las diferencias entre los grupos previamente mencionados en el grafico de scores obtenido una vez

se ha aplicado el PCA y definidos los umbrales. La diferencia entre los productos que forman los

dos clusteres heterogéneos, almidones por un lado y maltodextrinas por el otro, es el nimero de

unidades que componen las moléculas.

84



Identificacion de material de partida

Para el grupo de almidones y carboximetil almidon sédico aun fue necesario crear dos niveles mas.
El primero diferenciaba sin ninguna confusion el almidon pregelatinizado (diferencia en el tamafo
de particula respecto a los demas productos del grupo), y el carboximetil almidon sodico
(quimicamente distinto a los demas productos que forman parte del modelo), aplicando una primera
derivada de 25 puntos seguido de una SNV en el rango espectral 6000-12500 cm™. Pero atin no era
posible cualificar los dos almidones con distinto origen, el de arroz y el de maiz. Introduciendo un
quinto nivel para estas dos materias primas, y aplicando un SNV entre 8700 y 9500 cm™ fue
suficiente para cualificar de manera correcta ambos productos. En la Figura 4.10 se pueden

observar los espectros y el grafico de scores de este tltimo nivel (Nivel 5 Grupo A).

Por ultimo, la otra bifurcacion de la sub-biblioteca que se cred para el grupo de maltodextrinas
(Nivel 4 Grupo A), se aplicé una primera derivada de 25 puntos en el rango 7000-10000cm™ y el
modelo permiti6 identificar ambos productos, la maltodextrina por un lado, y el aroma de fresa por

el otro.

Celulosa microcristalina

En el Nivel 2 Grupo C de la Figura 4.7 de la biblioteca de identificacion por NIR se agruparon
todas las celulosas microcristalinas y derivadas de estas. La celulosa microcristalina (MCC) es una
celulosa purificada y parcialmente despolimerizada. Se prepara mediante el tratamiento con acidos
minerales de la o-celulosa que se obtiene de la pulpa de fibras de plantas'’. La celulosa es un
polisacarido formado por D-glucosa con enlaces -1,4-O-glucosidicos. En la Tabla 4.3 se resumen

todos los productos que conforman el modelo junto a sus funcionalidades y caracteristicas.

Tabla 4.3 Productos incluidos en la sub-biblioteca Nivel 2 Grupo C, incluidas su funcionalidad y caracteristicas.

Compuesto Funcionalidad® Caracteristicas

Celulosa microcristalina Absorbente, agente de Celulosa fabricada por la compafiia A
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Tabla 4.3 Productos incluidos en la sub-biblioteca Nivel 2 Grupo C, incluidas su funcionalidad y caracteristicas.

Compuesto Funcionalidad® Caracteristicas
65um Fabricante A suspension, diluyente en capsulas  con tamafio de particula 65um
Celulosa microcristalina y comprimidos, disgregante en Celulosa fabricada por la compaiia A

130um Fabricante A comprimidos con tamafio de particula 130pm
Celulosa microcristalina Celulosa fabricada por la compafiia B
50um Fabricante B con tamafio de particula 50pm
Celulosa microcristalina Celulosa fabricada por la compafiia B
100pum Fabricante B con tamafio de particula 90um

. L . , Mezcla de celulosa microcristalina con
Celulosa microcristalina Diluyente de capsulas y .

o .. aproximadamente un 2% en peso de
silificada HD 90 comprimidos . o .
dioxido de silicio coloidal.
Agente dispersante, estabilizador

Celulosa microcristalinay  de emulsiones, agente Contiene aproximadamente un 11% de
carmelosa sodica estabilizador, agente de carmelosa sodica.

suspension y espesante.

Con la sub-biblioteca Nivel 2 Grupo C se pudo diferenciar de forma clara las dos celulosas
microcristalinas del proveedor A, las dos del proveedor B, la silificada y finalmente la que contiene
carmelosa sodica. Para ello se realizO un pretratamiento de los datos aplicando una segunda
derivada de 13 puntos de ventana movil seguido de una SNV en el rango espectral 7500-6400 cm’.
Los componentes principales seleccionados para definir el modelo fueron el segundo y el cuarto, ya
que son los que permitian una mayor diferenciacion entre los grupos mencionados anteriormente.
Las diferencias espectrales que presentan los productos se traducen en los cltsteres formados en el
grafico de scores (Figura 4.11) del PCA calculado. Este primer modelo permite identificar
correctamente los productos quimicamente distintos (contienen otras sustancias aparte de MCC), y
dentro de las MCC puras, diferenciar entre los dos fabricantes homologados de la materia prima.
Ahora bien, no es capaz de cualificar entre MCC de distinto tamafio de particula. En este punto,
seria necesario incorporar dos nuevos niveles (uno para cada fabricante) para poder cualificar

correctamente las MCC.
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Como se puede comprobar al observar el esquema general de la biblioteca de la Figura 4.7,
finalmente solo se incluy6 una nueva sub-biblioteca (Nivel 3 Grupo F), la cual permitia diferenciar
las MCC que provenian del fabricante B por su tamafio de particula. Aplicando una primera
derivada de 13 puntos seguido de una SNV en los rangos 7500-5900 y 5400-5000 cm', se observan
diferencias (Figura 4.12). Ello es debido a la diferencia de scattering que tiene lugar en productos
quimicamente equivalentes pero con una diferencia en el tamafio de particula (en este caso 50 y
100um). Estas variaciones permitieron desarrollar un modelo con suficiente poder discriminatorio

entre ambos materiales.

Por otro lado, no fue posible encontrar una combinacion Optima que permitiera diferenciar por
tamafio de particula las MCC del fabricante A. Esto fue sorprendente, ya que la diferencia de
tamanos de particula de los materiales son aproximadamente equivalentes que los del fabricante B
(en este caso 65 y 130 um). Para encontrar una explicacion a este hecho, inicialmente se evalu6 la
distribucion del tamafio de particula y la variabilidad que presentaban distintos lotes de los
productos de ambos proveedores. Este estudio comparativo se realizé con un equipo de difraccion
laser, el cual permite determinar la distribucion del tamafio de particula de un material mediante
tres parametros: djo, dso y doo. Estos valores estan basados en la distribucion del volumen de las
particulas. En la Figura 4.13 se puede observar como las distribuciones de tamaiio de particula de
las dos clases de MCC para cada fabricante son equivalentes, y presentan una variabilidad parecida
entre lotes. Este hecho llevo a descartar que se tratara de un problema del producto. La diferencia
entre ambos fabricantes es el numero de bultos que se reciben en cada lote. Para el fabricante A,
cada lote consta de aproximadamente 300 sacos, mientras que para el B este nimero es menor
(20-40). No es lo mismo registrar 300 espectros de manera consecutiva que 20. Se concluyo que
por causas operacionales, el método analitico no ofrece el poder resolutivo suficiente que permita

cualificar las dos MCC del fabricante A segln su tamafio de particula. Se decidi6 incorporar en una
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misma clase ambos productos, generando un grupo de “celulosa microcristalina fabricante A”. El
modelo comentado anteriormente, el del Nivel 2 Grupo C, permitia identificar esta clase de manera
inequivoca, sin necesidad de anadir una sub-biblioteca. Se postula que, en este caso, cuando un lote
de cualquiera de las MCC del fabricante A se haya identificado correctamente como “celulosa
microcristalina fabricante A” mediante NIR, en el laboratorio de control de calidad se analizara la

muestra representativa de cada lote para verificar que el tamafio de particula es el correcto.

Lactosas

En el Nivel 2 Grupo G de la Figura 4.7 de la biblioteca de identificacion por NIR se agruparon
todas las lactosas disponibles. La lactosa es un disacarido formado por una galactosa y una glucosa
con un enlace (1->4). Dependiendo de las condiciones de cristalizacion del excipiente, se pueden
obtener cristales a-lactosa, P-lactosa o forma amorfa'®. En la Tabla 4.4 se describen las

funcionalidades y caracteristicas de los 4 productos incluidos en esta rama.

Tabla 4.4 Productos incluidos en la sub-biblioteca Nivel 2 Grupo G, incluidas su funcionalidad y caracteristicas.

Compuesto Funcionalidad® Caracteristicas

Lactosa monohidratada Excipiente para la dilucion de o-lactosa con tamafio de particula
comprimidos y capsulas, o como agente  de~100pum

Lactosa monohidratada aglutinante en comprimidos. a-lactosa con tamafio de particula

granulada de ~180um

Lactosa monohidratada a-lactosa con el 60-85% de

polvo particulas con un tamafio menor a

75um
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Tabla 4.4 Productos incluidos en la sub-biblioteca Nivel 2 Grupo G, incluidas su funcionalidad y caracteristicas.

Compuesto Funcionalidad® Caracteristicas

Lactosa atomizada Excipiente para la compresion directa de  o-lactosa mezclada con la forma
comprimidos, diluyente de comprimidos  amorfa con tamafo de particula
y capsulas de~100pm

La sub-biblioteca Nivel 2 Grupo G sirvio para realzar la diferencia entre la lactosa que contiene una
mezcla de forma cristalina a y la forma amorfa del producto del resto de lactosas monohidratadas,
que son o-lactosas. Para ello se aplico una primera derivada de 9 puntos seguido de la SNV en el
rango espectral de 7900-5900 cm™' y se seleccioné el segundo componente principal. La utilidad
del NIR para diferenciar formas cristalinas y amorfas ha sido altamente descrita en la bibliografia.
En la Figura 4.14 se observan las diferencias espectrales entre las dos formas incluidas en el

modelo.

La incorporacion de un tercer y cuarto nivel (Nivel 3 Grupo H y Nivel 4 Grupo E respectivamente)
fueron necesarios para acabar de resolver las ambigiiedades que presentaban las lactosas

monohidratadas y poderlas cualificar de manera inequivoca seglin su tamafio de particula.

4.3.1.3. Validacioén de la biblioteca NIR

Una vez definidos y optimizados todos los modelos que componen la biblioteca de identificacion
NIR, se realiz6 la validacion de dicha biblioteca para comprobar su selectividad y robustez. En el
histograma de selectividad obtenido mediante la validacion de la biblioteca (Figura 4.15) se
representa el valor de S. Esta se usa para comparar todos los grupos entre ellos y detectar si hay
solapamientos. El calculo de S se realiza mediante la division entre la distancia de los espectros
promedios de cada grupo y la suma de los umbrales asignados a cada grupo’. Aunque el objetivo
principal es obtener todos los valores de S igual o mayor a 1, una cantidad minima de grupos se
solapaban. Los valores de S eran mayores a 0,8 y en ningtn caso habia espectros que cayeran en la

zona de solapamiento entre los grupos. Después de evaluar los riesgos y comprobar mediante el
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analisis de nuevos lotes que en ningun caso se obtendrian falsos positivos se concluy6 que esta era
suficientemente selectiva. Aunque se haya demostrado que la en ningin caso habra confusiones
entre los productos, la muestra representativa de estos materiales de partida se identificaran por el

método alternativo en el laboratorio de control de calidad.

Todos los lotes que no fueron usados para la calibracion y optimizacion de la biblioteca se usaron
para validar la robustez de la misma. En todos los casos se obtuvieron identificaciones correctas sin
ningin falso positivo ni falso negativo. Por lo que se dio como demostrada la robustez de la
biblioteca. En aquellos casos que el numero de lotes disponibles fue menor a 3, no se dio como
demostrada la robustez. Hasta que no se identificaran correctamente tres lotes nuevos, el producto

no se podria identificar inicamente por NIR, sino que seria necesario usar otro método alternativo.

4.3.2. Biblioteca Raman

La espectroscopia Raman se trata de una técnica completamente nueva en la compania que servira
para desarrollar una biblioteca para la verificacion de materiales de partida. Cuando se utiliza una
biblioteca espectral para la identificacion o cualificacion de un producto, esta puede emplearse de
dos formas: comparar el nuevo espectro con todas las clases incluidos en la biblioteca
(identificacion) o sabiendo previamente a que clase pertenece, escogerla y que el nuevo espectro se
compare Unicamente con dicho grupo (verificacion). Antes de definir el protocolo para el desarrollo
de una biblioteca Raman fue necesario tener un conocimiento de lo que era capaz de identificar y lo
que no. En la Tabla 4.5 se enumeran posibles parametros de andlisis o caracteristicas de los
productos que podrian tener un impacto en la sefial Raman, y por consiguiente, en la identificacion
de un producto.

Tabla 4.5 Relacion de los parametros de analisis o caracteristicas de la muestra que pueden tener un efecto en la
sefial Raman.

Parametro o

. Posible efecto en la seiial
caracteristica

Se presenta como una linea base que puede llegar a ser tan elevada que

Fluorescencia
4 enmascare las bandas Raman del producto. La muestra se puede degradar
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Tabla 4.5 Relacion de los parametros de analisis o caracteristicas de la muestra que pueden tener un efecto en la
sefial Raman.

Parametro o

. Posible efecto en la seiial
caracteristica

térmicamente por la absorcion de la radiacion.

La muestra se puede degradar térmicamente por la absorcion de la
radiacion.

Distintas formas cristalinas y amorfas pueden presentar diferencias en las
bandas.

Algunos autores apuntan que la sefial Raman es sensible al tamafio de
particula debido a la presencia de scattering"”.

Color de la muestra

Polimorfismo

Tamafio de particula

Impurezas Hay impurezas que pueden provocar fluorescencia.
Isébmeros Diferencia en las bandas seglin el isomero que se analiza.
Componentes

Lo No detectar la presencia de componentes minoritarios.
minoritarios

La diferencia en la intensidad de ciertas bandas del espectro pude afectar a
la correcta identificacion.

El espectro Raman puede presentar bandas que correspondan al envase
primario.

Puede afectar:

- Al correcto funcionamiento del equipo (detector y laser).
Temperatura ambiente - Alaintensidad de las bandas, ya que son funcion de la
temperatura. Afecta de manera distinta a las bandas de alta y baja
frecuencia'”.

Concentracion o riqueza

Envase primario

Fabricante Distintos espectros debido a diferentes propiedades de los productos.

No fue necesario realizar un estudio en profundidad de todas las variables de la Tabla 4.5, ya que se
pudieron descartar algunas. La primera de ellas fue la temperatura ambiente. El analisis se realizara
en una sala de muestreo donde la temperatura y la presion estan completamente controladas, y se
mueven en un rango muy estrecho. Por lo que no deberia producirse ninguna variacion en el
espectro debido a este motivo. El segundo fue el color de la muestra. El instrumento tiene un
mecanismo que no permite realizar medidas prolongadas, cuando detecta que el tiempo empleado
para registrar el espectro es demasiado largo, el laser se para y en la pantalla avisa de que se cambie
de posicion la muestra. Excepto los dos casos mencionados, el resto de caracteristicas y variables

se evaluaron con muestras reales.

4.3.2.1. Fluorescencia

La fluorescencia es una de las desventajas mas importantes que presenta la técnica Raman. Al
producirse este fenomeno, aparece una sefial de fondo en el espectro, pudiendo ser tan elevado que
llegue a enmascarar las bandas del Raman. Aunque el uso de un laser de 785nm presenta un buen
compromiso entre la sensibilidad y fluorescencia, estd documentado que hay algunos excipientes
que presentan fluorescencia, como por ejemplo la celulosa microcristalina (MCC) o la

J . 19
croscarmelosa sodica .
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Al obtener el espectro del MCC de dos fabricantes distintos, aunque presentaban una sefial de
fondo causada por la fluorescencia, se observaban bandas Raman. Al pasar a analizar el producto

MCC con un 11% de carmelosa sodica, las bandas quedaron enmascaradas casi en su totalidad. Al

calcular los espectros en primera derivada, se confirmé que la sefial Raman registrada con las MCC
era suficiente como para poder identificar dicho producto. Por lo contrario, la relacion sefial ruido
obtenida en el espectro del producto MCC con carmelosa sodica era tan baja que no se podia

emplear dicha técnica para verificar el producto por Raman (Figura 4.16).

4.3.2.2. Polimorfismo

Siendo el Raman una técnica conocida para poder diferenciar entre formas cristalinas, se
compararon los espectros de dos tipos de lactosas, la que tiene forma cristalina o y la que es una
mezcla de forma cristalina o y amorfa. La comparacion de los espectros primarios demostraron un
desplazamiento en la linea de base, la cual era reducida casi completamente una vez aplicada la
primera derivada (Figura 4.17). No habia ninguna sefial distinta entre la forma a-lactosa y la

amorfa, por lo que en este caso no se podrian cualificar mediante Raman.
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Por otro lado, se evalud si la presencia o ausencia de polimorfos podria ser detectado o
caracterizado por el instrumento Raman. Se credé un método con el espectro de referencia de un
API que no contenia el polimorfo B. Posteriormente se analiz6 el mismo API con un 10 y un 20%
de polimorfo B. La Tabla 4.6 confirma que ambas muestras se identificaron correctamente (p=0.05).

Se concluyo¢ el equipo utilizado no es sensible a diferentes grados de polimorfismo para este API.

Tabla 4.6 Resultados verificacion API con distintos grados de
polimorfo B.

Muestra P(? limorfo B Valor p  Resultado
(% en peso)

Muestra 02 10 0.418 Pasa

Muestra 04 20 0.346 Pasa

4.3.2.3. Tamano de particula

Los mismos ejemplos expuestos en la Figura 4.16 y en la Figura 4.17 sirvieron para observar las
diferencias que presentaban los espectros Raman debido al tamafio de particula. Aunque en los
datos primarios, se observa una diferencia en la linea base de los productos con distinto tamafio de
particula (MCC de 50 y 90pm por un lado, y lactosa monohidratada y lactosa monohidratada polvo
por otro). Esta diferencia es completamente reducida cuando se aplica la primera derivada. Si bien
con la comparacion visual de los espectros parece evidente que no se diferenciardn cuando se
analice por Raman, se cre6 un método que permitiera obtener la evidencia numérica. Para ello se
us6 como espectro de referencia la MCC 50um, y se verificaron dos nuevos lotes, uno de MCC

50um y otro de 90um. Como era de esperar, ambos se identificaron como MCC 50um (Tabla 4.7).

Tabla 4.7 Resultados verificacion MCC con distintos
tamafio de particula.

Muestra Valor p Resultado
MCC 50pm 0.176 Pasa
MCC 90pm 0.539 Pasa

4.3.2.4. Impurezas

La presencia de ciertas impurezas puede provocar fluorescencia, ya que es un proceso mas eficiente
que la dispersion Raman®. La sensibilidad del instrumento se comprobd con un API que
presentaba distintos perfiles de impurezas. Se desarrolld el método de verificacion con los
espectros de dos lotes. Al analizar tres lotes nuevos del mismo API, dos lotes se identificaron
correctamente obteniendo valores p superiores a 0.05. para el tercer lote, el resultado de la

identificacion fue “Fallo” obteniendo un valor p de 0.00. Al comprobar el espectro de este tltimo
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lote y comparalo con el resto, se detectd la presencia de una sefial de fondo, la cual era inexistente
en los espectros usados en la calibracion. Se evaluoé el perfil de impurezas de todos los lotes
analizados por Raman, tanto los usados para la calibracion, como los tres nuevos. En la Tabla 4.8
se puede ver que el lote incorrecto tiene un alto contenido de impureza C, si se compara con los
demas lotes, aunque se encuentra dentro de los limites especificados. Se atribuyd que dicha

impureza era la responsable del fenomeno fluorescencia.

Tabla 4.8 Perfil de impurezas de distintos lotes de un API con los valores de p obtenidos en el analisis por Raman de

dicho API.

Lote 1 API Lote 2 API Lote 3 API Lote 4 API Lote 5 API

referencia referencia analizado analizado analizado
Impureza B NQ* NDP 0.055% ND° 0.060%
Impureza C NQ* 0.052% 0.057% 0.236% ND°
Impureza D NQ* NQ* 0.089% 0.097% 0.080%
Impureza E NQ* NQ* 0.070% ND® 0.092%
Impureza F 0.114% 0.081% 0.109% 0.116% 0.167%

Valor p NA® NA°® 0.6382 (Pasa) 0.0000 (Fallo) 0.6306 (Pasa)

*No cuantificable; ® No detectable; °No aplica

4.3.2.5. Isomeros

La espectroscopia Raman es una técnica que permite diferenciar entre isomeros' ya sea porque hay
distintos modos vibracionales activos al Raman o porque presentan una red cristalina distinta. Se
evalu6 la capacidad del instrumento a diferenciar los isdmeros de dos polialcoholes que se usan
como edulcorantes en la industria. Estos fueron el manitol ((2R,3R,4R,5R)-hexano-1,2,3.,4,5,6-
hexol) y el sorbitol ((2S,3R,4R,5R)-hexano-1,2,3,4,5,6-hexol), que se diferencian por la orientacion

del grupo hidroxilo en el segundo carbono, son estercoisomeros. Al comparar los espectros
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obtenidos, Figura 4.18, se observan bandas distintas en cada uno de los compuestos, por lo que se

confirma que es posible identificar de manera inequivoca compuestos isdmeros.

4.3.2.6. Componentes minoritarios

El limite de deteccion (LOD) de la espectroscopia Raman es dificil de establecer, ya que depende
de la sefial Raman que presenta el producto objetivo, asi como de la sefial que presentan los otros
compuestos que forman parte de la muestra. Una buena aproximacion es considerar un LOD entre
un 1 y un 2%"°. Aunque la teoria es esta, era necesario comprobar la sensibilidad del instrumento
para diferenciar productos iguales, pero con distinto contenido de componentes minoritarios. Para
este fin, se registrd el espectro de una sacarosa polvo y de una sacarosa polvo con un 2% de
contenido de silice. En la Figura 4.19 no aparece ninguna diferencia entre los espectros, por lo que
en este caso no es posible diferenciar ambos productos. Esta conclusion no se puede generalizar, ya
que la aparicion de sefiales del componente minoritario dependera de la efectividad de la dispersion

Raman del mismo. Por lo tanto, debera estudiarse cada caso de forma individual.

4.3.2.7. Concentracién

Se comprobd como podia afectar la riqueza o concentracion presente en un producto para llegar a
ser identificado correctamente. Para ello se cre6 un método con el espectro de referencia de un
producto granulado que contenia un 11.7% de API. Después de comprobar que las sefiales del
espectro Raman eran intensas, sin ningiin componente que generara fluorescencia, se analizaros dos
lotes nuevos del producto. En este caso, contenian un 17.5% y un 21.7% de APL. Como se
demuestra en la Tabla 4.9 ambos productos se identificaron correctamente. Se puede concluir que

la concentracion, y en extension la riqueza, no afecta en la identificacion de sustancias.
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Tabla 4.9 Resultados obtenidos en la verificacion de un producto granulado con distintas
concentraciones de API

Concentracion Resultado
Nombre del product Val
ombre ¢el producto (% en peso) alorp verificacion
Producto granulado A 17.5 0.515 Pasa
Producto granulado B 21.7 0.552 Pasa

4.3.2.8. Envase primario

El uso de un Raman portatil tiene que servir para poder minimizar el tiempo empleado en la
verificacion de materiales de partida. EI 80% de productos se reciben en bolsas de polietileno como
envase primario. Se ha evaluado la contribucion del polietileno en el espectro. Para ello se registro
un espectro de un API directamente sobre el producto y otro a través de la bolsa de polietileno. Al
comparar los espectros obtenidos, Figura 4.20, no se detectd ninguna diferencia entre ambos, por lo
que no hay sefial procedente del polietileno. Esto es debido a que el punto focal del laser se
encuentra mas alla de la bolsa, en la muestra. Es posible registrar los espectros a través de los
envases primarios de este material. Se debera tener especial atencion en aquellos casos donde la
sefial del Raman sea pobre, ya que en este caso si podria haber contribuciones del envase primario

en el espectro.

4.3.2.9. Fabricante

En algunos casos los materiales de partida estan homologados para varios fabricantes. Es
importante entender si las posibles diferencias entre ellos podrian afectar a la identificacion. Se
realiz6 la comparacion de un API con dos fabricantes autorizados y sus espectros se comparan en la
Figura 4.21. La fluorescencia que presenta el API del fabricante A influye de tal manera que no es
posible crear el método de identificacion para ambos fabricantes con un solo espectro de referencia,
sera necesario incluir uno de cada uno. Esto podria ser debido a la presencia de ciertas impurezas

que provocan fluorescencia.
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4.3.2.10. Indicaciones para el desarrollo de una biblioteca Raman

Las conclusiones de los resultados obtenidos en este primer estudio, se pueden resumir en la Tabla
4.10. Como es evidente, esta es una primera aproximacion para entender las capacidades del
instrumento. Cuando se desarrolla una biblioteca, en caso de duda, se realiza una comparacion o
comprobacion previa, para determinar los efectos antes de desarrollar el método.

Tabla 4.10 Relacion de los parametros de analisis o caracteristicas de la muestra que pueden tener un efecto en la
sefial Raman.

Parametro o

. Mitigacion del efecto
caracteristica

Comprobar si hay sefial Raman. Si no se observan bandas -la relacién
Fluorescencia sefal ruido es baja- entonces se debe concluir que el Raman no es una
técnica para verificar dicha sustancia.

Obtener el espectro de referencia en una muestra representativa del lote.

Evitar el registro en el envase original por si falla el sistema automatico de
Color de la muestra paro de registro y asi evitar degradacion de la muestra.

No hay problema en el analisis en rutina, ya que la adquisicion dura

segundos.

Evaluar cada caso en particular. Registrar un espectro de referencia para
cada polimorfo. En principio no se observaran diferencias entre los
espectros. Se debe crear un Unico método que agrupe todas las formas
cristalinas y amorfas.

Polimorfismo

No afecta en la identificacion de compuestos. Crear un unico método con
un espectro de referencia de un tamafio de particula en concreto.
Demostrar en la validacion la correcta identificacion de productos con
distinto tamafio.

Tamafio de particula

Pueden afectar. Adquirir espectros con distintos perfiles de impurezas y
Impurezas que se encuentren dentro de especificaciones e incluirlos como espectros
de referencia.

Pueden presentar espectros distintos debido a la presencia de distintos
Isébmeros modos vibracionales activos o por diferencias en la red cristalina. Crear un
método para cada uno.
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Tabla 4.10 Relacion de los parametros de analisis o caracteristicas de la muestra que pueden tener un efecto en la
sefial Raman.

Parametro o

. Mitigacion del efecto
caracteristica

Depende de la efectividad de dispersiéon Raman del componente
Concentracion minoritario. Si no afecta, el registro de un solo espectro de referencia para
crear un solo método sera suficiente.

Si es bolsa de polietileno no afecta. Por lo que se puede analizar a través
de ella. Si la sefial de Raman es débil, evaluar si aparecen bandas

Envase primario correspondientes al envase. En el caso de tener otros envases primarios,
como son carton, aluminio, plastico opaco... los espectros se registraran
sobre el producto.

Temperatura ambiente No afecta.

Los productos provenientes de mas de un fabricantes pueden presentar
distintas propiedades y estas pueden hacer que los espectros presenten
ciertas diferencias, por lo que se incluird un espectro de referencia de cada
fabricante para la creacion del método.

Fabricante

4.4. CONCLUSIONES

Se ha llevado a cabo una actualizacion de la biblioteca de identificacion de materia prima mediante
NIR ya existente. Esta permite la identificacion y cualificacion de los materiales de partida en la
cabina de muestreo que se encuentra en del almacén de entrada, por lo que se trata de un analisis
at-line. Esta nueva version ha servido para incorporar 44 productos nuevos y aumentar la robustez
de los materiales ya incluidos en la version antigua. Con los resultados obtenidos, se verifica la
capacidad de la técnica de analisis NIR de cualificar materiales segin su tamafio de particula,

forma cristalina y longitud de cadenas poliméricas.

Por necesidades industriales se ha adquirido un instrumento Raman para la identificacion de
materia prima. Al tratarse de una técnica nueva en la empresa, se ha realizado un estudio previo de
posibles efectos en la sefial Raman que ha servido como base para establecer el protocolo del
desarrollo de una biblioteca. Se ha determinado que la presencia de impurezas, la fluorescencia que
presenta algun producto y el fabricante, son efectos que deben estudiarse antes de la creacion de un
método. Por otro lado, parece que el polimorfismo, el tamafio de particula, la presencia de
componentes minoritarios o la riqueza no afectan en la identificacion del producto. También se ha
confirmado la habilidad de la técnica en diferenciar estereoisomeros. En el caso de componentes
minoritarios, sera necesario realizar un estudio previo, ya que depende de la efectividad de la
intensidad de la sefial Raman de dicho producto. En el caso del polimorfismo, también se hara una
comparativa de los espectros obtenidos de cada forma, para detectar la presencia de sefiales

distintas.

Al comparar las posibilidades del NIR y el Raman para la identificacion y cualificacion de

materiales de partida, parece que se puede concluir que el Raman es una técnica adecuada para la
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identificacion de API y algunos excipientes. Pero el NIR es la técnica por excelencia para, no solo
identificar, sino cualificar excipientes. La mayor desventaja es el tiempo y esfuerzo que consume el
hecho de desarrollar y validar una biblioteca NIR, a diferencia del Raman, que este proceso es
mucho mas sencillo y lo puede llevar a cabo personal no experto. Al mismo tiempo, esto se puede
convertir en una desventaja si empiezan a aparecer ambigliedades entre métodos, ya que el
software es cerrado. Asi ambas técnicas presentan sus ventajas y desventajas, y debido a sus

caracteristicas, son complementarias.
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5. IDENTIFICACION DE PRODUCTOS GRANEL

5.1.INTRODUCCION

El producto granel es aquel que ya ha pasado por todas las fases de produccion excepto el
acondicionamiento final'. Cuando este producto es adquirido como tal por parte de la compafiia
farmacéutica, debe tratarse como un material de partida®, por lo que es necesario verificar la

identidad del mismo.

Como en el caso de las materias primas, la técnica analitica NIR, en combinacion con un método
de reconocimiento de pautas, puede ser util para este proposito, y asi evitar tener que emplear
técnicas que consuman tiempo y requieran una preparacion previa de la muestra. La eleccion del
PRM se hara en base a la disponibilidad de algoritmos que ofrezca el software quimiométrico del

instrumento, asi como de la dificultad de la sefal que presente la muestra.

En muchas ocasiones, un mismo medicamento se formula en diversas dosis. Por lo que no solo es
necesario identificar el producto, sino que se debe cualificar. Esto es, el método analitico tiene que
ser capaz de diferenciar las dosis. En comprimidos o capsulas, las diferentes dosis se consiguen
modificando la concentracion de la sustancia activa o bien variando la cantidad unitaria de una
misma formulacion (férmulas proporcionales). En el primer supuesto, el modelo quimiométrico
que se desarrolle estara basado en las diferencias de concentracion de API entre dosis. En el
segundo, dado que la concentracion es la misma, es necesario desarrollar un modelo que ademas de
contener informacion sobre la identidad quimica, sea capaz de diferenciar por caracteristicas
fisicas. El NIR es una técnica 1til para ello, ya que permite diferenciar comprimidos, por ejemplo,
segn su dureza o porosidad’ . Esta capacidad es debida a que la propagacion de la luz en la
muestra se ve afectada por las condiciones de empaquetamiento de la misma’. Los trabajos
referenciados han evaluado la capacidad de los modos de adquisicion en reflectancia difusa y
transmitancia para este fin. Otro factor que tiene una gran influencia en los espectros adquiridos en

transmision es el grosor tanto del comprimido como del recubrimiento”®.

En el laboratorio de control de calidad se utilizaba un método de identificacion y cualificacion por
NIR de tres presentaciones de comprimidos con una misma sustancia activa, alternativo a los
métodos HPLC definidos en los correspondientes expedientes autorizados. El modelo NIR carecia
de robustez y frecuentemente no identificaba el producto o lo cualificaba como una presentacion
incorrecta. El objetivo de este trabajo ha sido encontrar la causa raiz de los errores de identificacion
que presentaba el método y proponer una alternativa viable para la correcta identificacion de los

mismos.
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5.2.METODO EXPERIMENTAL
5.2.1. Muestras

Los productos sujetos de estudio son comprimidos recubiertos que tiene como principio activo el
Olmesartan Medoxomilo. Se comercializan medicamentos en tres presentaciones de 10, 20 y
40 mg. En los tres comprimidos la sustancia activa se encuentra en la misma concentracion (9.5%),

consiguiéndose cada dosis de 10, 20 y 40 mg con una cantidad unitaria distinta.

El nimero de lotes de cada presentacion que se usaron para la calibracion/optimizacion y la
validacion externa del método de identificacion se detallan en la Tabla 5.1. Los espectros de
calibracion fueron escogidos basandose en el analisis visual de los mismos una vez aplicado el
SNV como pretratamiento y escogiendo los de mayor variabilidad (mayor, menor y absorcion
media) para cada presentacion; todos los demas se destinaron a la validacion. Ademas, para la
validacion externa también se usaron nucleos de cada una de las dosis y otros comprimidos
suministrados por el mismo proveedor del producto granel, que contienen, ademas del Olmesartan
Medoxomilo, otros dos APIs.

Tabla 5.1 Numero de lotes usados para la calibracion y validacion del método de
identificacion de comprimidos de Olmesartan.

Producto Calibracion Validacion
Olmesartan 10mg 5 lotes 30 lotes
Olmesartan 20mg 5 lotes 91 lotes
Olmesartan 40mg 5 lotes 63 lotes

Cada lote consta de diversos envases, por lo que se seleccionaron diez comprimidos de la muestra
representativa para registrar el espectro NIR. Todos los lotes fueron identificados por el método de

referencia.

5.2.2. Adquisicion de espectros

La adquisicion de los espectros se llevd a cabo con el espectrometro FT-NIR Nicolet Antaris 11
(Thermo Scientific, USA) equipado con detector InGaAs. Se uso la esfera integradora para la
adquisicion en reflectancia difusa y el modulo estandar de transmision para comprimidos para la
adquisicion en transmision. El instrumento se controla con el software Result (Thermo Scientific,

USA).

Para obtener los espectros en reflectancia difusa, los comprimidos se colocaban en la esfera

integradora centrandolos con un iris. Una vez abierto el iris, se registraban 32 scans en el rango
-1 . -1 . , .

espectral 10000-4000 cm™ con una resolucion de 16cm™. La referencia se obtenia de una pieza de

oro interna.
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Para obtener los espectros en transmision, los comprimidos se colocaban en la esfera integradora
con la ayuda de un carrusel y se cubrian con el modulo. Cada espectro adquirido fue el resultado de
100 scans en el rango espectral 10000-6000 cm™ y con una resolucion de 32cm™. La referencia se

adquiria sin ninguna muestra en el modulo.
5.2.3. Tratamiento de datos

Para la exploracion de los datos, tanto historicos como actuales, se empled el software The
Unscrambler X (Camo Analytics, Noruega). Distintos pretratamientos y rangos fueron
seleccionados para aplicar un analisis de componentes principales (PCA) que permitiera detectar

clusteres o tendencias.

Para la calibracion y validacion del modelo se uso el software TQ Analyst (Thermo Scientific,
USA). Las clases incluidas en la biblioteca fueron las tres presentaciones de Olmesartan 10, 20 y
40 mg. Sin ningiin pretratamiento de los datos e incluyendo el rango espectral 9800-6300cm™, se
escogid como algoritmo de reconocimiento de pautas el analisis discriminante. Este se basa en
reducir las variables mediante y calcular la distancia Mahalanobis entre los scores y el centro de la
clase. El umbral establecido para cada una de las clases fue una distancia de 2.3, dado que era la
que permitia identificar correctamente todos los productos evitando que hubieran confusiones —
falsos positivos- entre clases. Una nueva muestra se clasificaria al grupo con el cual presente una

distancia menor al umbral.

5.3.RESULTADOS Y DISCUSION
5.3.1. Cualificacion por modo reflectancia

Los comprimidos que se deben identificar y cualificar son de tres dosis distintas, pero para fabricar
cada una de ellas, se utiliza el mismo granulado. Asi, la concentracion de API es la misma para
todas, diferenciandolas solo la cantidad dosificada y por ende, las propiedades fisicas. La diferencia
de la dureza, la forma y el grosor es lo que permitiria cualificarlas. En la Tabla 5.2 se resumen las

caracteristicas y formas de cada una de las presentaciones.

Tabla 5.2 Caracteristica de las tres presentaciones disponibles de comprimidos de Olmesartan.

Caracteristicas Olmesartan 10mg Olmesartan 20mg Olmesartan 40mg
Forma
Dimensiones (mm) 6.5 8.5 15.0x7.0
Grosor (mm) 3.2 3.8 4.8
Dureza (kp) 9 12 16
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El espectro del API adquirido en reflectancia difusa presenta bandas en todo el rango espectral,
siendo las més intensas en la zona de 4000 a 5000 cm™. Cuando se compara con el espectro de un
comprimido de 20mg (Figura 5.1), a priori, es dificil detectar la contribucion del API. Al aplicar la
primera derivada se observa que, a parte de las bandas mas intensas mencionadas anteriormente,

también hay una contribucion del resto de bandas que aparecen entre 6000 y 9000 cm™.

El método NIR desarrollado hasta la fecha se basaba en el registro de espectros por reflectancia
difusa de los comprimidos dispuestos en el iris de la esfera integradora, sin ningiin elemento que
los cubriese. El modelo cualitativo se basaba en el analisis discriminante con el calculo de distancia
Mahalanobis de los espectros sin aplicar ningun pretratamiento. El primer paso fue determinar el
motivo de la falta de selectividad y robustez del modelo. Dado que los espectros eran adquiridos en
modo de reflectancia, cabe esperar que la diferencia entre cada clase sea debido al fendmeno de

scattering.

Los espectros incluidos en la calibracion del modelo se representan en la Figura 5.2. Para cada
presentacion se observa un desplazamiento de la linea base, siendo mayor la diferencia entre la
presentacion de 20mg de las demas. Cuando se realizo un andlisis por componentes principales
(PCA) de los mismos espectros se obtubo el grafico de scores de la Figura 5.2. En él se observa
que el primer componente principal (PC1) separaba las muestras segun la presentacion de
comprimidos, confirmandose lo que se detectaba en los espectros. Pero aunque se define un clister
para cada clase, la separacion entre ellos es muy ambigua, llegando a tener muestras solapadas

entre ellos. Esto provoca que la selectividad se vea comprometida.
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El modo de adquisicion de espectros en este método, como se ha mencionado anteriormente, era el
de reflectancia. La muestra se irradia con un haz de luz y parte de esta luz es reflejada. Dicha
reflexion puede ser especular, que no aporta informacion de la muestra, o bien difusa. Esta tltima
tiene lugar en todos las direcciones y es debido a los procesos absorcion y dispersion. Esta es la que
nos aporta la informacion de la muestra. En la Figura 5.3 se presenta un esquema de la lectura de

comprimidos. Esta adquisicion se llevaba a cabo sin cubrir los comprimidos.

AR
-

Al tomarse los espectros al aire, sin ser protegidos de la luz ambiental, esta tiene una influencia
sobre el espectro que se obtiene. Se deberia tapar con un material negro para evitar la entrada de
luz exterior y para que la radiacion “perdida” del haz incidente -la que no interactua con la

muestra- fuera absorbida por ese material, y no influenciara en el espectro de la muestra.

Cuando la adquisicion de los espectros se realizo por reflectancia y cubriendo los comprimidos con
una ceramica negra, se obtubieron los espectros de la Figura 5.4. En este caso, unicamente hay
informacion referente a la muestra y se puede observar como los espectros de los comprimidos
correspondientes a las presentaciones de 10 y 40 mg se solapan completamente. El grafico de

scores de la Figura 5.4 confirma dicho solapamiento.

Esto demuestra que la diferencia entre clases que se observaba en la Figura 5.2 no era solamente
debido a la diferencia entre dichas clases, sino que también se veia influenciada por el entorno.

Esto es lo que provocaba la falta de selectividad del método. Se puede concluir que, en este caso, el
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modo de reflectancia no es un método adecuado para cualificar los comprimidos de manera

inequivoca entre las distintas presentaciones.

Otro parametro que se tuvo en consideracion fue la reproducibilidad de la medida debido a las
lamparas. Dado que el modelo se desarrolld sin ninglin pretratamiento de los espectros, era
necesario evaluar la influencia que podia tener el cambio de lampara del instrumento NIR. Para ello
se recopilaron los espectros de los comprimidos analizados durante cuatro afios. Como la lampara,
por procedimiento, se cambia anualmente, esto equivale a tener informacion obtenida con cuatro
lamparas distintas Los graficos de scores obtenidos para cada presentacion (Figura 5.5) no
presentaron ninguna tendencia temporal, por lo que se concluyd que las lamparas daban sefiales

estables.

06 10mg

PC-1 (86%)

PC-2 (12%)

a 1
PC-1 (82%)
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5.3.2. Cualificacion por modo transmision

Era necesario proponer un método alternativo que fuera capaz de identificar y cualificar los
comprimidos de Olmesartan de manera inequivoca. Para ello se evalud el modo de adquisicion de
espectros mediante transmision. En la Figura 5.6 se muestran los espectros de los comprimidos de
Olmesartan. Entre las tres presentaciones se observan diferencias en los espectros, por lo que cabe
esperar que se puedan clasificar en distintos grupos utilizando un analisis multivariable. Las
diferencias que se observan en los espectros obtenidos en cada presentacion seguramente se deban
a un conjunto de efectos. La diferencia en la linea base puede ser debida a los distintos procesos de
scattering producidos por la diferencia en la dureza de los comprimidos y/o a la distinta porosidad
de los mismos. Por otro lado, la diferencia en los contornos o en la absorcion relativa de las bandas
puede ser consecuencia de los distintos grosores de los comprimidos. Al aumentar el grosor,
aumenta el camino optico recorrido por la radiacion, por lo que la muestra absorbe mas luz y llega

menos al detector. Esto se traduce en una disminucion de la informacion presente en el espectro.

El grafico de scores obtenido con el PCA mostrado en la Figura 5.7, pone de manifiesto que el

primer PC, que explica el 99.6% de la varianza, sirve para separar los comprimidos de 10mg del
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resto y que es el segundo PC, con un 0.4% de varianza explicada, que permite diferenciar los de 20

y 40 mg.

Con los espectros de calibracion se desarrolld un modelo utilizando el algoritmo de analisis
discriminante. El modelo se calculdé sin aplicar ningin pretratamiento a los espectro NIR e
incluyendo el rango espectral 9800-6300 cm™. Los resultados de la validacién interna permitieron
fijar una distancia de 2.3 como umbral comun para todas las clases. Los graficos de las distancias
de Mahalanobis obtenidos para cada pareja de clases (Figura 5.8) confirmaban la habilidad del
modelo y del valor de aceptacion de discriminar entre las muestras seglin su dosificacion. Todas las

muestras de calibracion se clasificaron correctamente sin presentar ninguna ambigiiedad.

La validacion externa se llevo a cabo con todos los lotes que no se usaron en la calibracion del
modelo. En la Figura 5.9 se resumen los resultados que se obtuvieron en todos los lotes analizados
de Olmesartan. Cabe destacar que solo se presenta el resultado de un comprimido de los diez
analizados por lote para simplificar los graficos. Con ellos se demuestra la robustez del modelo y la

capacidad de clasificar correctamente los productos en el grupo que pertenecen.
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La selectividad del modelo se demostrd no solo con la correcta identificacion del producto, sino
que también con nucleos y otro medicamento que contiene, junto al Olmesartan Medoxomilo, otros
dos APIs. Los resultados obtenidos y presentados en la Tabla 5.3 corroboran la capacidad de
rechazar productos que no pertenecen al producto objetivo.

Tabla 5.3 Resultados de la validacion externa realizada con ntcleos y 5

productos. El producto A, B, C, D y E contiene los mismos 3 APIs en
distintas proporciones.

Producto Clase mas cercana Distancia Resultado
Nucleo 10mg 10mg 4.66 Fallo
Nucleo 20mg 20mg 3.73 Fallo
Nucleo 40mg 20mg 5.00 Fallo

Producto A 20mg 4.64 Fallo

Producto B 20mg 10.98 Fallo

Producto C 40mg 7.94 Fallo

Producto D 40mg 10.63 Fallo

Producto E 40mg 8.68 Fallo

5.4. CONCLUSIONES

Se ha determinado que la reflectancia difusa no es el método adecuado para cualificar el producto

objetivo segln la dosis de los comprimidos objetos de este estudio. Una vez eliminado el factor de
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la luz ambiental, se ha demostrado la completa falta de selectividad del mismo. En consecuencia, se
ha propuesto un método alternativo registrando los espectros en transmision, traduciéndose en ellos
las diferencias fisicas que presenta cada una de las presentaciones. El modelo obtenido presenta
una buena selectividad frente a los nucleos del mismo producto y a comprimidos de otros
medicamentos, y también una buena robustez, habiendo identificado y cualificado correctamente

un gran numero de lotes.

Ahora bien, no se puede perder de vista que en el caso de la presentacion con mayor grosor, la
informacion del espectro es bastante pobre, debido a que la radiacion que llega al detector es baja.
En consecuencia, se propone una mejora en el método. Esta consiste en adquirir automaticamente
dos espectros por cada comprimido analizado, en reflectancia y transmision. El primero serviria
para identificar, en una primera fase, el comprimido como Olmesartan. La cualificacion del mismo,
esto es, determinar a la dosis o presentacion a la que pertenece, se realizaria en una segunda fase

con el espectro de transmision
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6. IMPLEMENTACION DE UN SISTEMA PAT EN LA
INDUSTRIA FARMACEUTICA

6.1.INTRODUCCION

Cuando la espectroscopia NIR se combina con un sistema de control en proceso puede emplearse
como una herramienta PAT para analizar, de forma mas o menos automatizada, los CQAs de un
producto o bien, para seguir un proceso y determinar el punto final de una operacion unitaria. Esto
permite trasladar la funcioén de un laboratorio de control de calidad a la planta de produccion. Para
implementar satisfactoriamente un sistema PAT es necesario elaborar un proyecto y que toda la
organizacion esté implicada en él. En la bibliografia se encuentran distintas propuestas de las fases
que deberian formar parte de este tipo de proyectos. Aunque cada autor utiliza nombres diferentes,
en el fondo, el objetivo y las tareas a realizar son las mismas. En la Figura 6.1 se presenta un

ejemplo.

En la Tabla 6.1 se resumen los objetivos y algunas de las tareas principales a realizar en cada una
de las etapas mencionadas cuando la finalidad es implementar el NIR como herramienta PAT. Es
necesario tener presente que se esta trabajando en un entorno regulado, por lo que se debe cumplir

con lo establecido en las GMPs.

Tabla 6.1 Etapas a seguir para el desarrollo de un proyecto PAT usando como analizador un instrumento NIR.

Etapa Objetivo y/o tareas’

Definicion del proyecto - Definir el objetivo del proyecto y realizar todas las tareas propias de
puesta en marcha de un proyecto (cronogramas, asignar los recursos
destinados...).

Alcance del proyecto - Recopilar detalles del proceso, definir requisitos analiticos y desarrollar un
conocimiento del proceso (operaciones unitarias, tendencias historicas,
identificar fuentes de variabilidad conocidas y potenciales...) en base al
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Tabla 6.1 Etapas a seguir para el desarrollo de un proyecto PAT usando como analizador un instrumento NIR.

Etapa

Objetivo y/o tareas'

cual se desarrollara el sistema PAT.

Prueba de concepto

Buscar soluciones PAT (en la bibliografia y en el mercado) que den
informacion en tiempo real, relacionada con las necesidades definidas en
el objetivo. Decidir qué tecnologia usar, segun el conocimiento interno o
la madurez de la misma.

Realizar las pruebas necesarias para evaluar la capacidad del instrumento

a dar la respuesta de interés en el rango especificado. Elegir un
instrumento.
Estudio de viabilidad con el instrumento en las instalaciones y con las

modificaciones necesarias en los equipos. En esta etapa se optimiza la
medicion y se desarrollan los modelos quimiométricos.

Disefiar el sistema

Disefiar el sistema de analisis. Esto debe incluir, pero no esta limitado, la
siguiente informacion:

o Detallar como se realizara el muestreo

o Detallar como se llevara a cabo el analisis

o Detallar como se gestionaran los datos

Estimar los costes.
- Adquirir el analizador (NIR) si es necesario. Realizar las modificaciones

pertinentes a los equipos de proceso.

Implementacion industrial

Instalar el analizador (NIR). Realizar la cualificacion de instalacion y
operacion (IQ, OQ).

1Q y OQ del software quimiométrico.

Comprobacion del buen funcionamiento de los modelos quimiométricos.
Si no es asi, rehacer los modelos con la variabilidad del proceso.
Establecer los parametros de control para la comprobacion del buen

funcionamiento del modelo quimiométrico.
Implementar el sistema de automatizacion y gestion de los datos.

Cualificar dicho sistema.

Redactar las instrucciones de trabajo y toda la documentacion relacionada.
Formacion del personal sobre el sistema de analisis.

Realizar la cualificacion del funcionamiento de todo el sistema (PQ).

- Una vez demostrado y documentado el buen funcionamiento del sistema
PAT se puede implementar en rutina.

Registro y espera de la aprobacion, si es necesario.

Implementacion en rutina

Verificar de manera periodica la validez del modelo quimiométrico. La
frecuencia se determina segun la robustez demostrada en la validacion del
mismo. Se suele aceptar 10 lotes.

Si hay algin cambio que pueda afectar en la sefial NIR, ya sea por el
material de partida o los parametros de produccion, se debe realizar un
control de cambios para que el departamento encargado de mantener el

modelo pueda realizar las acciones necesarias.
Realizar el mantenimiento necesario en el instrumento.

Gestion del ciclo de vida /
Mejora continua

Evaluar periodicamente la necesidad de mantener el sistema PAT tal como
se concibid en un inicio. Realizar las mejoras necesarias acorde con la
evolucion en la fabricacion o en la tecnologia.

El objetivo de este trabajo ha consistido en implementar industrialmente un método de analisis

mediante NIR para determinar en tiempo real los CQAs de un producto granulado, una vez acabada
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la etapa de mezclado. Esto permitiria la inmediata liberacion interna del granel para poder pasar a
la siguiente etapa de dosificacion. Las primeras fases del proyecto ya se habian llevado a cabo por
parte de Juan G. Rosas et al.” y Laboratorios Menarini. Desde un inicio, se detecté que los modelos
realizados hasta la fecha no presentaban la robustez suficiente para poderlos usar en rutina. Por
esto, el objetivo también ha sido desarrollar modelos quimiométricos capaces de predecir de forma
robusta los CQAs (identificacion, cuantificacion y contenido en agua) en el entorno de produccion.

Antes de proceder a exponer el trabajo realizado, es imprescindible poner en contexto el proyecto.

6.2. ANTECEDENTES

El objetivo de este proyecto era implementar un sistema PAT que permitiera determinar, en tiempo
real, los CQAs necesarios para liberar un producto una vez finalizada la etapa de mezcla; para
aumentar la productividad y optimizar recursos. El medicamento es un producto farmacéutico
granulado que se comercializa en sobres. El proceso de produccion se esquematiza en la Figura 6.2.
Una vez terminada la granulacion de una parte de la formulacion mediante lecho fluido, se le afiade
un ultimo excipiente extra-granular. Es necesario realizar una mezcla para poder homogeneizarlo.
En este caso, tanto el producto granulado como el Gltimo excipiente, se descargan en un depdsito
denominado cominmente como bin. El proceso de mezclado tiene como parametros criticos de
proceso la velocidad (rpm) y el tiempo (min) de mezcla. Estos parametros vienen fijados por una
validacion de dicho proceso. La forma tradicional de proceder, cuando la mezcla ha finalizado, es
transportar este bin a una sala controlada para realizar un muestreo por niveles del producto. Esta
muestra es la que se analiza en el departamento de control de calidad para determinar los CQAs

que permiten liberar el producto y que éste pase a la siguiente etapa de produccion, la dosificacion.

La implementacion de un sistema de medida en el sitio de mezcla llevaria a la liberacion en tiempo
real. En el afio 2012, por parte de Laboratorios Menarini, se adquirié6 un NIR capaz de registrar

espectros de forma no invasiva. Desde entonces, se ha instalado un software que permite la
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monitorizacion en tiempo real, es decir adquirir los espectros, predecir los CQA y enviar los
valores. Una de las bocas estandar de los depdsitos bin se han modificado incorporando una
ventana de zafiro (de 3mm de grosor y 2cm de didmetro) y un adaptador que permite el anclaje de
la sonda NIR. Ademas, se ha ideado una aplicacion que permite la gestion de los datos que se
generaran en las predicciones. Por parte del Grupo de Quimiometria Aplicada de la UAB se
desarrollaron modelos quimiométricos capaces, entre otros, de identificar el granulado, asi como de
predecir el riqueza del API y el contenido en agua’. El esquema del sistema instalado se encuentra

en la Figura 6.3.

El sistema funcionaba de la siguiente manera. Una vez finalizada la mezcla, el bin quedaba
posicionado con la boca modificada abajo, permitiendo que el producto caiga sobre la misma.
Desde el PC se daba la orden para que empezara la adquisicion de los espectros con el bin estatico.
Automaticamente, desde el software de monitorizacion en tiempo real se predecian los valores
correspondientes a los espectros adquiridos segun los modelos introducidos previamente. En 2016,
se habia finalizado la fase de disefio del sistema y se habia realizado alguna tarea de

industrializacion, pero era necesario realizar practicamente todas las acciones de implementacion.

6.3.METODO EXPERIMENTAL
6.3.1. Producto

El producto es un granulado que contiene Nimesulide como API, sacarosa como excipiente

mayoritario (aproximadamente un 90% en peso) y acido citrico, esencia de naranja, maltodextrina
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y macrogol como excipientes minoritarios. La concentracion de API en el producto final es de
50mg/g (5% en peso). Las especificaciones de los CQAs que se deben determinar con el método

NIR son las que se demuestran en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2 Especificaciones del producto granulado.

CQA Especificacion
Identificacion Pasa
Contenido de API (mg/g) 47.5-52.5
Cocficiente de variacion del API (%) <5%
Contenido en agua (% m/m) <0.5%

6.3.2. Conjunto de muestras para la calibracion y validacion

6.3.2.1. Modelo de identificacién

Las muestras usadas para la calibracion y validacion del método de identificacion del producto
Nimesulide fueron las propias muestras de produccion, los excipientes de la formulacion, el
placebo, y un producto que se almacena en los mismos bins una vez se ha granulado. Dado que los
espectros NIR son sensibles a las propiedades fisicas del producto, el placebo se granul6. En la
Tabla 6.3 se detallan los usos y los motivos que llevaron a incluir cada uno de las muestras en el
estudio.

Tabla 6.3 Muestras incluidas en la calibracion y validacion del modelo de identificacion y la justificacion de ser
incluidas.

Muestras incluidas Justificacion

Calibracion, optimizacion y validacion externa (especificidad y

Product lado Ni lid . e .
rogueto granwlaco RNifesulide robustez). Es el producto objetivo de la identificacion.

Validacion externa, para demostrar la especificidad. Excipiente

Sacarosa N
mayoritario
Acido citrico
Esencia de naranja Validacién externa, para demostrar la especificidad. Excipiente
Maltodextrina minoritarios

Macrogol

Validacion externa, para demostrar la especificidad. Producto

Placeb \ lad . . . o .
acebo (polvo y granulado) objeto de identificacion sin presencia de API.

Validacion externa, para demostrar la especificidad. Producto que

Ot duct lad . . . L
r0 producto grantiaco se manipula cerca del Nimesulide en la planta de fabricacion.

6.3.2.2. Modelo para la cuantificacién de API

Para el desarrollo de un modelo cuantitativo capaz de predecir la riqueza de API se usaron dos
tipos de muestras, las de produccion y las preparadas en el laboratorio. Las primeras servirian para

introducir la variabilidad esperada del proceso. Las segundas servirian para expandir el rango de
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concentracion hasta un £30% respecto el valor nominal (35-65 mg/g). La estrategia usada para
expandir el rango de concentracion fue el de dopar muestras de produccion, con API o placebo,

segun si se queria aumentar o disminuir la concentracion de APL

En total se prepararon 57 muestras de laboratorio, que englobaban 7 niveles de concentracion (70,
80, 95, 105, 115 y 130 % respecto al valor nominal). Primero se prepararon 3 placebos con
distintas proporciones de cada uno de los excipientes (variando las concentraciones un +5%
respecto al valor nominal) para disminuir las correlacion entre los componentes de la formulacion
en las muestras finales. Después se seleccionaron 6 lotes del producto granulado de Nimesulide de
produccion, que servirian como base para preparar las muestras de laboratorio. A partir del
producto base, se afiadio cierta cantidad de API o placebo (en la Tabla 6.4 se detallan las
cantidades de cada uno de las sustancias usadas para preparar 100g de cada nivel de
concentracion). El placebo usado para la preparacion de cada muestra se adjudicé de manera
aleatoria. El producto final se mezcld en un bombo V de la planta piloto. 45 muestras se emplearon
para la calibracion y optimizacion del modelo y 12 para la validacion externa del mismo. Los lotes
en ambos conjuntos eran independientes.

Tabla 6.4 Cantidades usadas de producto Nimesulide de produccion, API y placebo usadas para preparar cada uno de
los niveles de concentracion.

conl\cli‘lllilrgsién Concentracion de Cantidad de muestra de Cantidad de Cantidad
nominal de API (%) API (mg/g en peso) produccion (g) placebo (g) de API(g)

70 35.0 70.00 0.00 30.00

85 42.5 85.00 0.00 15.00

95 47.5 95.00 0.00 5.00

100 50.0 100.00 0.00 0.00

105 52.5 99.74 0.26 0.00

115 57.5 99.21 0.79 0.00

130 65.0 98.42 1.58 0.00

6.3.2.3. Modelo cuantitativo para la determinacién del contenido en agua

Como en el caso anterior, se usaron muestras de produccion y muestras preparadas en el
laboratorio. Las muestras de produccion se seleccionaron de manera que incluyeran toda la
variabilidad esperada procedente del proceso. Para aumentar el rango de humedad, se prepararon
47 muestras en el laboratorio. Dado que la especificacion interna del producto establece que el
contenido en agua tiene que ser menor o igual al 0.50%, y el valor obtenido en produccion suele ser
0.20-0.30 %, se establecio un protocolo que permitiera expandir el rango de 0.10 a 1.50 %. Para
ello se usaron los mismos 6 lotes de produccion seleccionados para la preparacion de muestras para
expandir la concentracion de API. Para secar el producto, las muestras se pusieron en una estufa a

50°C, dejando un tiempo de 2.5h para conseguir un porcentaje cercano al 0.10%. Cabe mencionar
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que se realizé un estudio previo con el que se concluyd que no era posible disminuir el contenido
de agua por debajo de 0.1%. Para humedecer el producto, se puso en la estufa un recipiente con
agua a 40°C, de manera que se creara un ambiente hiimedo. El producto se introdujo en el horno
durante tiempos variables para lograr un aumento en el contenido de agua. En la Tabla 6.5 se
detallan los tiempos y los contenidos de agua esperados. La cantidad preparada de cada muestra
fueron 100g. 37 muestras se incluyeron en el conjunto de calibracion y optimizacién, y las 10
restantes en el conjunto de validacion externa. Los lotes de cada conjunto eran independientes.

Tabla 6.5 Tiempo que se expuso el producto Nimesulide de
produccion a un ambiente hiimedo y el contenido en agua esperado.

Contenido en agua (%) Tiempo expuesto a humedad (h)

0.40 0.5
0.80 2.0
1.20 4.1
1.50 4.4

6.3.3. Adquisicion de espectros

El equipo que se uso6 para la adquisicion de los espectros fue un LabSpec Pro 2500 (ASD inc.,
USA) con un rango espectral de 350 a 2500 nm. El principio de dispersion en la zona del
visible-NIR (350-1000 nm) es una matriz de diodos con filtros y en la region del NIR cuenta con
dos monocromadores con rejilla holografica concava (uno entre 1000 y 1800 nm y el otro entre
1800 y 2500 nm). Este instrumento también cuenta con tres detectores. En la zona del visible-NIR
tiene una matriz de fotodiodos con 512 canales. En la zona del NIR tiene dos detectores InGaAs
enfriados termo-eléctricamente. La resolucion de los espectros es variable en todo el rango
espectral, siendo de 4 y 10 nm en la region del visible y del NIR, respectivamente. El nimero de
scans para la adquisicion de un espectro fueron 32. El accesorio de muestreo para registrar los
espectros en reflectancia difusa, fue una sonda modificada que permitia el anclaje con el tapon del
bin y que estaba unida al equipo mediante una fibra optica de 3m. Antes de cada medida se

registraba la referencia con una placa de spectralon.

El equipo fue cualificado segiin el Anexo 15 de las GMPs®. Antes de proceder con las lecturas, el
equipo se verifica diariamente segin la farmacopea europea’. El test consiste en verificar la
exactitud de la longitud de onda, la linealidad fotométrica y el nivel de ruido espectrofotométrico.
Para llevarlo a cabo se utiliza un kit de 7 estandares externos (Avian Technologies, USA) que

presentaban distintos porcentajes de reflectancia.

El registro de los espectros de las muestras de produccion y de las muestras preparadas en el

laboratorio fue distinto, debido a la cantidad de muestra disponible. Para las primeras, habia 400K g
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de producto, mientras que para las segundas, la cantidad era de 100g. A continuacion se especifica

el método para cada una de ellas.

- Muestras de produccién: una vez finalizado el proceso de mezcla, el bin quedaba

posicionado hacia abajo, para que el producto granulado cubriera por completo la ventana
de zafiro. La referencia se registrd con una placa de spectralon. Acto seguido, la sonda se
acoplo al tapon del bin con la ventana de zafiro, y se registro el espectro. Una vez
finalizado, se extraia la sonda y se procedia a dar una vuelta al bin, lo que permitia renovar
la muestra analizada. Para cada lote, se repetia este proceso por triplicado, obteniendo tres
espectros.

- Muestras de laboratorio: en este caso, las muestras no se podian analizar en el bin, debido a

la cantidad disponible. La metodologia que se siguio fue la de poner los 100g preparados
de cada muestra en un tapon de bin, asegurando que, aparte de cubrir la ventana de zafiro,
no se perdia radiacion durante las medidas. El registro del espectro de referencia y de la
muestra se realizé de la misma manera que en el caso de las de produccion. Entre espectro
y espectro, se mezclaba manualmente el producto de manera que cambiase la muestra

analizada. En total se obtuvieron 3 espectros por cada muestra de laboratorio.

6.3.4. Meétodos de referencia

Dado que el NIR es una técnica indirecta, los valores de referencia se obtuvieron con los métodos
analiticos validados por Laboratorios Menarini y autorizados para el control inicial del

medicamento.

La identificacion y el contenido de API se obtuvieron mediante un método de cromatografia liquida
de alta presion (HPLC) usando un cromatografo serie 1200 con un detector de red de diodos
(Agilent Technology, USA) equipado con un columna C18 de dimensiones 4.6x50mm. La fase
movil usada fue agua acidificada y metanol (40/60 V/V). Los cromatogramas se procesaron con el
software Empower (Waters, USA). El analisis se realizo por triplicado, por lo que el promedio se
considerd la concentracion de API del lote (o de la muestra de laboratorio), mientras que el

coeficiente de variacion se relaciond con la homogeneidad del lote.

Los valores de referencia para la determinacion del contenido en agua se obtuvieron por el método
de pérdida por desecacion utilizando un analizador de humedad (Mettler Toledo, USA) a 90°C
durante 5 minutos. En este caso, solo se realizé un analisis de la muestra representativa del lote (o

de la muestra de laboratorio).
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6.3.5. Software

Los softwares implicados en este trabajo han sido tres. Para la adquisicion de los espectros de las
muestras de laboratorio, se us6 el software del instrumento, el IndicoPro 6.3 (ASD inc, USA). Para
el registro de los espectros de lotes de produccion, se us6 el software de monitorizacion en tiempo
real del proceso Unscrambler X Process Pulse 1.1M (CAMO Analytics AS, Noruega). Ademas,
una vez el sistema PAT estuviera en rutina, este serviria para la prediccion de los CQAs y el envio
de la informacion. Finalmente el analisis de los espectros, la calibracion y la validacion de los

modelos se uso6 el Unscrambler X 10.3 (CAMO Analytics AS, Noruega).

6.3.6. Tratamiento de los datos

Para la identificacion del producto se utilizO como criterio de similitud el coeficiente de
correlacion. El espectro de referencia se calculé promediando los espectros de 5 lotes de
produccion que representaban la variabilidad esperada. Los modelos cuantitativos se calcularon con
el algoritmo PLS. En todos los casos se us6 el promedio de los 3 espectros registrados para cada
muestra (tanto de produccion como de laboratorio) para poderlos relacionar con el valor de
referencia. El rango espectral y pretratamiento escogidos para el calculo se optimizaron mediante la

validacion cruzada y detallan en el apartado de resultados y discusion.

6.4.RESULTADOS Y DISCUSION

6.4.1. Modelos predictivos

6.4.1.1. Estudio inicial

Al realizar el analisis en paralelo de un niumero importante de lotes de produccion, por NIR y de la
forma tradicional (Figura 6.4), quedod patente la desviacion significativa entre los valores predichos
con los modelos que estaban implementados inicialmente y los valores de referencia. En la Figura
6.4 se muestran los residuales que se obtuvieron tanto para el contenido de API como el contenido

en agua. Los residuales se calcularon mediante la diferencia de los valores de referencia y los

121



ANALISIS EN EL PROCESO

valores predichos. Para el modelo de concentracion de API, se obtuvieron residuales de hasta
Smg/g, lo que representa un 10% de error respecto al contenido nominal (50mg/g). También se
observaba un sesgo negativo, esto es, los valores del NIR eran sistematicamente superiores a los de
referencia. Por otro lado, en el caso del modelo para determinar el contenido en agua, presentaba
un sesgo positivo, por lo que los valores predicho con el NIR eran sistematicamente inferiores a los

de referencia.

Al realizar un test t de muestras emparejadas, se confirmé lo que se intuia visualmente. Las
diferencias entre los valores predichos con los modelos implementados y los de referencia eran
estadisticamente significativas, dado que los valores absolutos calculados de t (9.6 y 12.3 para el

contenido de API y en agua respectivamente) fueron superiores al valor critico de t (2.0)

La primera medida correctiva que se propuso fue la de incluir nuevas muestras de produccion a los
modelos, dado que suele ser necesario alimentar al sistema cuando aparecen nuevas fuentes de
variabilidad. Esta estrategia fracaso, en ningin momento se consiguid validar ningun modelo con la
robustez suficiente que permitiera la liberacion de los mismos en rutina. Esto llevo a descartar esta
posibilidad y se decidio realizar modelos nuevos, preparando nuevas muestras de laboratorio y

desarrollar los modelos en las mismas instalaciones donde se iban a usar.

Antes de proceder al desarrollo de los modelos se realizé un andlisis de riesgos (Tabla 6.6) con el
que se identificaron todas las posibles variables que podrian ser susceptibles de afectar al espectro

NIR, y en consecuencia, a la capacidad predictora de los modelos.

Tabla 6.6 Variables que pueden tener un efecto en los valores predichos con NIR y su control de riesgo.

Variable

Condiciones ambientales

Efecto Control del riesgo

Medida erréonea debido a las
condiciones ambientales

Incluir en el conjunto de calibracion
todas las condiciones ambientales
posibles

Suciedad en la interfase Resultados erroneos debido a que  Validacion del sistema de limpieza

de muestreo queda polvo en la ventana de
zafiro
Calidad optica de la Medidas erroneas La ventana se protegera de manera

ventana de zafiro adecuada después de las medidas

Propiedades de la
muestra

Resultados erréneos debido a los
cambios en las propiedades fisicas
o quimicas de las muestras

- Robustez del modelo

- Evaluacién del modelo y, si es
necesario, modificarlo para incluir la
nueva variabilidad

Variaciones locales en la
concentracion o la
humedad

Medida no representativa de la
muestra

- Proceso de mezcla validado
- Se realizan tres replicados por muestra

Cambios en los
consumibles del
instrumento NIR

Resultados erroneos

- Robustez del modelo
- Evaluacién del modelo y, si es
necesario, modificarlo para incluir la
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Tabla 6.6 Variables que pueden tener un efecto en los valores predichos con NIR y su control de riesgo.

Variable Efecto Control del riesgo
nueva variabilidad
Cambios en el proceso de  Resultados erréneos Evaluacion del modelo y, si es necesario,
produccion modificarlo para incluir la nueva
variabilidad

Las variables del proceso o propiedades de la muestra identificadas como las que podrian afectar al

espectro NIR fueron:

- El API usado en la formulacion dado que hay dos fabricantes autorizados.

- La temperatura del producto analizado ya que se puede encontrar a distintas temperaturas,
dependiendo del momento que se adquieran los espectros. Cuando el producto sale del
equipo de granulacion se encuentra a unos 70°C.

- El equipo de granulacion usado debido a que hay dos procesos validados con dos equipos

distintos.

Estas variables mencionadas se tuvieron presentes a la hora de escoger los lotes de produccion a

incluir en los conjuntos de calibracion y optimizacion de los modelos.

6.4.1.2. Caracteristicas de los espectros

Los espectros que se muestran en las figuras de esta seccion estan en reflectancia sobre la base de
que el modelo de cuantificacion de API demostrd tener mejor bondad usando los espectros en estas

unidades, tal como se justificara mas adelante.

Los espectros adquiridos para las muestras de produccion y las preparadas en el laboratorio
presentaban ciertas diferencias, tal como se puede apreciar en la Figura 6.5. Las diferencias que se

aprecian entre las muestras de laboratorio y las de producciéon se atribuyeron a la distinta
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compactacion que sufre la muestra. Las muestras de laboratorio tienen la presion ejercida por 100g
de producto, mientras que las de produccion tienen la presion de 400kg de producto. La parte del
espectro con una diferencia mas significativa se encuentra en el area del visible, concretamente en
la banda con el maximo a 380nm. Este rango se descartd en todos los calculos de los modelos
quimiométricos, ya que es una variabilidad que no se observara en los espectros en rutina. En el
resto del rango espectral fue necesario aplicar un pretratamiento que permitiera la reduccion de las
diferencias en las lineas bases causadas por distintos procesos de scattering. También se
descartaron las longitudes de onda comprendidas entre 990 y 1020 nm, debido a que aparece una
perturbacion en la longitud de onda de 1000nm coincidiendo con la region del cambio de detector.
Una vez establecidas estas restricciones, cada uno de los modelos se desarrolld combinando el
rango espectral y el pretratamiento mas adecuado que permitian obtener resultados exactos y

robustos.

De las variables de proceso y de muestras que se identificaron durante el analisis de riesgos segun
lo observado en la Figura 6.6 aparentemente no tienen efecto en el espectro. Ahora bien, teniendo
en cuenta que el espectro NIR puede esconder informacion que no se observa visualmente o a
primera vista, esta variabilidad se tuvo en cuenta a la hora de escoger los lotes de produccion que

formarian parte del conjunto de calibracion.
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6.4.1.3. Modelo de identificacidén

La comparacion del espectro puro del APIy el placebo, frente al producto granulado de Nimesulide
de la Figura 6.7, permite distinguir en éste ultimo la presencia de bandas que corresponden a las
mas intensas del API, y que no estan presentes en el placebo. Estas diferencias deberian permitir
obtener un método de identificacion capaz de discernir entre el producto granulado de Nimesulide

y el resto.

El espectro de referencia que serviria para calcular el coeficiente de correlacion fue el resultado de
promediar los espectros de cinco lotes, los cuales representaban la variabilidad que se esperaba en
las futuras muestras. Estos incluian productos fabricados con el API del fabricante 1 y el
granulador 1, API del fabricante 2 y el granulador 1 y API del fabricante 1 y el granulador 2. La
combinacion API del fabricante 2 y el granulador 2 no se habia producido en ningiin momento, por
lo que no se tuvo en cuenta en el desarrollo del modelo. El rango espectral seleccionado fue de
1020 a 2320 nm, y no se aplicd ninglin pretratamiento, debido a que el software de monitorizacion
no lo permite. Esto represent6 un contratiempo, ya que no era posible reducir las diferencias fisicas
e incrementar las diferencias quimicas, por lo que cobraba vital importancia establecer un nivel de
aceptacion Optimo. Este threshold tenia que permitir identificar correctamente muestras de
produccién con una diversidad elevada de variabilidad y, a la vez, permitir diferenciar productos
espectralmente muy similares, como es el placebo. Se establecid un nivel de aceptacion de
R>0.998. La validacion externa demostro la especificidad o selectividad del método y su robustez.
En el grafico de la Figura 6.9 se representan los valores de coeficiente de correlacion obtenido con
el producto granulado de Nimesulide, el placebo, la sacarosa y con el otro producto granulado que

se manipula en el mismo bin.
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En el grafico de la izquierda de la Figura 6.9 se representan los valores con lotes del producto
granulado de Nimesulide, fabricados con los dos API disponibles. De los 390 espectros usados en
la validacion externa, hay 8 que han resultado mal identificados (coeficiente de correlacion menor
al umbral establecido). Para comprender el motivo del fallo, se compararon sus espectros con el de
referencia (Figura 6.8 izquierda). Los lotes correspondientes a los puntos 248, 249, 250 y 276
pertenecian a lotes con un contenido en agua por encima o muy cerca del limite de especificacion
interna. Esto se corrobora al comparar los espectros de los mismos con el de referencia, ya que en
los primeros se observa una banda mas intensa sobre 1940nm. Este pico corresponde a la banda de
combinacion del agua’. Para el resto de muestras (78, 192, 193 y 335) visualmente no se
observaron diferencias significativas en los espectros. Se calculé un modelo PCA con los espectros
usados para establecer el espectro de referencia e incluyendo los primeros 2 PC, los cuales
explicaban el 99% de la varianza de los datos. Al proyectar las muestras del producto granulado de
Nimesulide correspondientes a los lotes de validacion externa, los mismos espectros que habian
dado un coeficiente de correlacion por debajo del nivel de aceptacion establecido, también

aparecieron fuera de los limites de Hotelling T* y/o residuales Q. Se concluyo que dichos espectros
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presentaban una variabilidad distinta a la considerada en el calculo de la referencia y se asumio este

porcentaje de falsos negativos.

El grafico de la derecha de la Figura 6.9 demuestra la selectividad del método. Este es capaz de
descartar los productos parecidos (sacarosa como excipiente mayoritario y placebo granulado) y el

producto granulado que se procesa en la misma instalacion.

6.4.1.4. Modelos PLS

Para la cuantificacion de la concentracion de API y el contenido en agua en el producto granulado
de Nimesulide se calcularon dos modelos PLS que permitieron relacionar los espectros NIR con los
valores de referencia. Se ensayaron distintas combinaciones de pretratamientos (derivada Savitky-
Golay, SNV, MSC) y rangos espectrales. Se escogieron los que presentaron mejores resultados

haciendo uso de la validacion cruzada. En la Tabla 6.7 se presentan las figuras de mérito de ambos

modelos.
Tabla 6.7 Figuras de mérito de los modelos de calibracion PLS.
Caracteristicas PLS cuantificacion API PLS contenido en agua
(Labortorto - Produccion) 36 45+ 4 3548
Modo del espectro Reflectancia Absorbancia
Pretratamiento espectral 1?* Derivada SG ’(p.olinomio orden 2, 1* Derivada SG ’(p.olinomio orden
ventana movil 15 puntos) 2, ventana moévil 17 puntos)
Rango espectral (nm) 1014-1276; 1458-2306 729-1968
Rango de calibracion 34.1-67.3 mg/g 0.12-1.67 %
Numero de factores PLS 5 4
Varianza explicada (Y) (%) 98.9 95.4
Regresion Yier vs. Ynir
Pendiente 0.989 0.954
Ordenada en el origen 0.55 0.02
RMSEC/RMSECV 0.88/1.15 (mg/g) 0.08/0.10%

Cuantificaciéon de API

Para desarrollar el modelo PLS capaz de relacionar los espectros NIR con la concentracion de API
en el producto granulado de Nimesulide se incluyeron 57 muestras en el conjunto de calibracion.
De ellas, 47 se habian preparado en el laboratorio para ampliar el rango de concentracion y las otras
10 pertenecian a muestras de produccion. La eleccion de estas ultimas se realizo teniendo en
cuenta: (1) el conocimiento previo de la variabilidad que contenian las muestras debido al proceso
y (2) la eleccion de las que presentaban mayor variabilidad espectral. Para este ultimo supuesto, se

escogieron usando el grafico de scores una vez calculado el PCA, de manera que las muestras de
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calibracion representaran la variabilidad total. Los espectros de todas las muestras de calibracion
estan representados en la Figura 6.10. El rango espectral seleccionado para el calculo fue
1014-1276 nm y 1458-2306 nm después de aplicar la primera derivada Savitky-Golay de orden 2 y
ventana movil de 15 puntos. El rango de 1277-1457 nm se descartd debido a que la variabilidad
que presenta esta banda no estaba relacionada con la concentracion de API y los modelos obtenidos

resultaron tener un RMSECYV elevado.

El grafico de scores del modelo PLS calculado (Figura 6.11) muestra como el primer factor no
explica exclusivamente la diferencia entre muestras por su concentracion (solo el 27%), sino que
también se ve influenciado por el tipo de muestra analizada (de produccion y de laboratorio). No se
encontr6 una combinacion de pretratamiento y rango espectral capaz de eliminar por completo la
diferencia en el efecto scattering producido por la disparidad de presiones (o compresiones) de la
muestra, si bien el modelo ha demostrado tener un poder de prediccion suficiente como demuestra

la validacidn externa del mismo.
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Un hecho sorprendente en la calibracion de este modelo de cuantificacion de API fue que los
modelos calculados con el espectro en modo absorbancia daban unos residuales 2 veces superiores
a los obtenidos si se calculaba con los espectros en reflectancia. En general, cuando se usa el
espectro NIR de reflectancia difusa para la cuantificacion de un analito suele cumplirse la Ley de
Beer, la cual relaciona linealmente la absorbancia con la concentracion. Aunque se dé alguna
pequefia desviacion de la linealidad el PLS es capaz de resolverlo’. Ahora bien, en el rango de
concentraciones de API en el que se trabaja, la desviacion de la linealidad es tan elevada, que no es
posible corregirlo con el PLS. En estas situaciones la bibliografia consultada propone el uso de la
ecuacion de Kubelka-Munk®. Pero en este caso concreto se ha demostrado que la reflectancia
presenta una relacion lineal con la concentracion de API en el rango de estudio, por lo que se ha

escogido para el calculo del modelo PLS.

Las figuras de mérito de la validacion externa del modelo de cuantificacion (Tabla 6.8)
demostraron la habilidad del mismo para predecir la cantidad de API presente en nuevas muestras

del producto granulado de Nimesulide.

Cuantificacioén contenido en agua

La determinacién del contenido en agua en un producto mediante NIR es una de las aplicaciones
mas extendidas debido a que el coeficiente de extincion del agua es muy elevado’. Para la
calibracion del modelo PLS que relacionara los espectros NIR con el contenido se emplearon un
total de 43 muestras, de las cuales 35 provenian de muestras preparadas en el laboratorio y 8 de
produccion. Estas ultimas se eligieron siguiendo los mismos criterios que los comentados
anteriormente, las que contenian variabilidad del proceso y variabilidad espectral. Inicialmente se
disponia de 37 muestras de laboratorio, pero al calcular el modelo se detectd que las muestras que
contenian mas de un 1.80% de agua aparecian como outliers, distorsionando el modelo de tal
manera que se perdia la linealidad del mismo. Se decididé descartar las dos muestras que se
prepararon con un contenido alrededor del 2.00%, considerandose que era suficiente ampliar el

rango hasta 1.67% dado que las especificaciones internas permiten un maximo del 0.50%.

El rango espectral incluido en el calculo, después de aplicar una primera derivada al espectro en
absorbancia fue 729-1968 nm (Figura 6.13). En esta region aparecen los cinco maximos de

absorcion del agua, 760, 970, 1190, 1450 y 1940 nm'".
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En el grafico de loadings de los cuatro factores incluidos en el modelo, en la Figura 6.12, se
observan picos correspondientes a las bandas del agua que se han mencionado, por lo que se puede

deducir que todos ellos explican una parte de la variabilidad de los datos debido a las diferencias de

contenidos de agua.

Las figuras de mérito de la validacién externa del modelo de cuantificacion (Tabla 6.8)
demostraron la habilidad del mismo para predecir el contenido en agua presente en nuevas

muestras de produccion.
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Tabla 6.8 Figuras de mérito obtenidos con la validacion externa de los modelos PLS de cuantificacion de API 'y del
contenido en agua.

Parametros de validacion

PLS cuantificacion

PLS contenido en

API agua

Especificidad Coeficiente de correlacion ) o >0.998
método identificacion
Numero de muestras 15 12
Rango 35.1-65.9 mg/g 0.21-1.23 %
Varianza explicada Y 99.3% 96.2%
Pendiente + IC (a=0.05)

Linealidad y rango incluye 1 0.96 + 0.04 1.07+0.10
Ordenada en el origen +
IC (a=0.05) incluye 0 2.20+£2.23 -0.04 £ 0.09
R*>0.95 0.99 0.99
Aleatoriedad de los . .
residuales Cumple (Figura 6.14) Cumple (Figura 6.14)
Numero de muestras 15 12

Exactitud RMSEP 0.70mg/g 0.04%
Test t de muestras texp = -0.12 texp = 0.74
emparejadas te, <t teale = 2.14 teale = 2.20
RSD de seis medidas de la  0.50 0.60

Precision Repetitividad

misma muestra < 2%

Precision intermedia

ANOVA 2 factores (3 dias
y 2 analistas) no tienen

Analista: p=0.586

Analista: p=0.113

efecto significativo Dia: p=0.075 Dia: p=0.364
Numero de muestras 117 125

Robustez Test t de muestras texp = -1.19 texp = -1.28
emparejadas te,, <t teae = 1.98 teale = 1.98

6.4.1.5. Monitorizacién y mantenimiento de los modelos

Con el paso del tiempo los modelos NIR pueden verse afectados por cambios en los materiales de

partida, cambios de parametros de proceso, cambios en el instrumento o por factores que no se
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tuvieron en cuenta durante el desarrollo del modelo. Es imprescindible establecer una estrategia
que permita monitorizar el comportamiento de los modelos y mantenerlos. Hay diversos métodos
reportados en la literatura para monitorizar los modelos en rutina y detectar cuando empiezan a
fallar'' ™. En este trabajo se han establecido varias medidas para poder mantener los modelos que

se han desarrollado en las secciones anteriores.

Como método de monitorizaciéon principal se propusieron los graficos de control aplicados a los
residuales que se obtienen entre los valores predichos y los valores de referencia. Esta herramienta
se caracteriza por ser de sencilla implementacion y manejo, por lo que lo puede usar personal no
experto en quimiometria. A partir de los residuales que se obtuvieron con las predicciones de las
muestras empleadas para evaluar la robustez de los modelos, se definieron la linea central, los
limites de alerta y los de accion (X, +26 y £30 respectivamente) de los graficos de control que se

usarian para la monitorizacién del funcionamiento de los modelos NIR.

Tabla 6.9 Parametros de los graficos de control calculados a partir de las muestras de validacion externa.

Valores para el PLS de Valores para el PLS de la
cuantificacion de API cuantificacion de contenido en agua
Limite superior de accion 2.50 0,17
Limite superior de alerta 1.70 0,12
Linea central 0.09 0,01
Limite inferior de alerta -1.52 -0,10
Limite inferior de accion -2.33 -0,16

De manera rutinaria, cada diez lotes de produccion, uno se analizard por ambos métodos, NIR y
referencia. Los residuales obtenidos se representaran en los graficos de control con los parametros
que se han definido en la Tabla 6.9. Se aplicaran las reglas de Nelson para detectar puntos fuera de
control, tendencia o desplazamientos. Si en algin momento se detecta un patrén el modelo se

evaluara de manera minuciosa.

En el caso de detectar patrones se realizara la segunda etapa de la monitorizacion, el uso de
diagnésticos internos del modelo. Estos son los valores de influencia de Hotelling T y los
residuales Q que se establecieron. Con el conjunto de calibracion empleado para el calculo de cada
modelo PLS se establecieron los limites con un nivel de confianza del 95% para cada uno de los
pardmetros (modelo API: T? de 13.15 y Q de 1.2:10%; modelo agua: T>de 11.41 y Q de 2.6-10).
Si al proyectar los espectros de las muestras que presenten un patron se obtienen unos valores de
Hotelling T? inusualmente elevados, significara que se encuentra a una distancia elevada del centro
del modelo, pero en el mismo plano'. En este caso, la prediccion de la muestra se hace por
extrapolacion, por lo que estas pueden llevar a una disminucion moderada de la exactitud de los

. 11 . . .. ,
valores predichos . Por otro lado, si las muestras presentan un residual Q elevado, significara que

132



Implementacion de un sistema PAT en la industria farmacéutica

los espectros presentan una variacion ortogonal al plano del modelo, la cual no queda explicada por
el modelo'?. En este caso, los problemas de inexactitud en los valores predichos son mayores''. En
ambos casos, si con este diagnostico se confirma que la causa raiz del problema es que los
espectros presentan una variabilidad nueva y aceptada respecto a las muestras usadas durante la
calibracion, el modelo se debera actualizar. Para ello se incluira esta nueva variabilidad en el
conjunto de calibracion y una vez calculado el modelo se revalidara por completo. Por lo contrario,
si la causa raiz es un problema inaceptable (por ejemplo mal funcionamiento del instrumento,
deriva del proceso de produccion...) el modelo no se actualizara sino que se afrontara el problema

que causa dicha desviacion.

Otra medida considerada de monitorizacion del modelo es que siempre que se realicen cambios
especificados en el andlisis de riesgos de la Tabla 6.6 los cuales pueden afectar al espectro y, en
consecuencia, a la capacidad de prediccion de los modelos, se evaluara el impacto del cambio. Para
ello se analizaran un seguido de lotes por ambos métodos, NIR y referencia, y se determinara la

necesidad de actualizar el modelo.

Por ultimo, siempre que haya un valor fuera de especificacion (OOS) el lote implicado se analizara
por el método de referencia para confirmarlo. Si no es confirmado, se estudiaran las causas raices

y, si fuera necesario, se recalculara el modelo.

6.4.2. Implementacion del sistema PAT

La implementacion industrial del sistema PAT ha consistido en un conjunto de tareas que se hacen
imprescindibles para que se pueda usar de manera rutinaria. El esquema general de todos los
elementos implicados en el analisis de un lote por NIR, asi como las comunicaciones, se presenta

en la Figura 6.15.
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El proceso que se sigue cuando se realiza una nueva orden de trabajo (OT) para la granulacion y la
mezcla del producto, empieza con la generacion de un lote asociado a la OT en el sistema de
planificacion de recursos empresariales (ERP por sus siglas en inglés FEnterprise Resource
Planning). Ademas, de manera automatica, se genera una peticion de analisis en el sistema de
gestion de informacion de laboratorio (LIMS) asociada a la OT. Hasta aqui no hay ninguna
diferencia con el modo tradicional de proceder. La parte nueva es que es necesario crear una ficha
relacionada con el lote y OT del producto a analizar en el software de control en proceso (IPC por
sus siglas en inglés In Process Control). Cuando el bin del lote en cuestion se mezcla, en el panel
mezclador se introducen los datos de la ficha IPC. Automaticamente se envian las tramas del
protocolo TCP/IP (protocolo que permite la comunicacion entre maquinas) entre el ordenador (PC
del inglés Personal Computer), el controlador 16gico programable del aplicativo IPC (PLC del
inglés Programmable Logic Controller) y el panel del equipo del mezclador de deposito bin. Esto
permite que desde el panel del mezclador se puedan dar 6rdenes de adquisicion de espectros — tanto
de la referencia como de la muestra- y estas se envien, a través del PLC IPC, al software para la
monitorizacién en tiempo real. Este ultimo, cuando recibe la orden, es el que controla el NIR.
Cuando el instrumento NIR ha adquirido los espectros, el software de monitorizacion predice los
CQAs con los modelos quimiométricos integrados. En este momento, se genera una nueva trama
del protocolo TCP/IP y los valores se envian al PLC IPC. Cuando éste Gltimo ha recibido tres
valores para cada CQA (recordemos que un lote se analiza por triplicado) se terminan las tramas.
Desde el software IPC se recuperan los datos generados y se introducen en el LIMS. El
departamento de control de calidad revisa los resultados y dictamina el lote. Si es conforme, el
producto se libera a través del ERP para que pueda pasar a la siguiente operacion unitaria, la
dosificacion. El ultimo elemento clave en este proceso es el sistema de monitorizacion y
distribucion de la informacion (SMDI), el cual permite el registro de todas las operaciones

realizadas durante el proceso de mezcla y el analisis por NIR. Este tiene funciones de Audit Trail.

Para poder implementar todo este complejo sistema, se tuvieron que realizar una serie de
cualificaciones y comprobaciones para corroborar y demostrar documentalmente el buen
funcionamiento de todas las partes implicadas en el sistema PAT segin las normas GMP y el
cumplimento de la integridad de datos segun la 21CFR parte 11 (Tabla 6.10). Ademas se
desarrollaron las instrucciones de uso pertinentes. El resto de cualificaciones no especificadas, ya

se habian realizado en la compania previamente.

Tabla 6.10 Cualificaciones realizadas al instrumento NIR, al software de monitorizacion en tiempo real y al sistema

PAT en general.
Elemento Acciones realizadas
Instrumento NIR y 10:
Software para la - Caracterizar software y hardware
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Tabla 6.10 Cualificaciones realizadas al instrumento NIR, al software de monitorizacion en tiempo real y al sistema

PAT en general.
Elemento Acciones realizadas
monitorizacion en tiempo - Caracterizar la configuracion
real - Corroborar que los componentes estan instalados segun el suministrados

- Corroborar la disponibilidad de documentacion descriptiva (manuales,
caracteristicas...)

- Comprobar la existencia de medios para recuperar el sistema en caso de
fallo (copia imagen, backup...)

- Comprobar la existencia de PNT de gobernanza (backup, controles de
cambio, incidencias...)

0Q:

- Comprobar las funciones basicas tanto del instrumento como del software
(Audit trail, accesos, informes, backup, interfase con otros sistemas...)

- Mirar las funcionalidades contra los requerimientos

PQ:

- Comprobar el correcto funcionamiento en condiciones reales

- Comprobar que hay los PNT de uso

- Comprobar que se ha realizado formacion

Sistema PAT PQO:

- Comprobar el correcto funcionamiento en condiciones reales
- Comprobar que hay los PNT de uso

- Comprobar que se ha realizado formacion

Finalmente, se analizaron 40 lotes en paralelo —determinacion por el método NIR y por el de
referencia- para poner a prueba el sistema PAT antes de liberarlo en rutina. Este momento se

aprovecho para formar a personal involucrado en las medidas.

Los graficos de control obtenidos con las cuarenta muestras analizadas en paralelo se presentan en
la Figura 6.16 y la Figura 6.17. Antes de pasar a comentar los graficos, cabe mencionar que todos
los valores predichos (individuales y promedio de cada lote) a partir del espectro NIR fueron

conformes, o lo que es lo mismo, estuvieron dentro de especificaciones.

En el grafico de control para la concentracion de API solo se observaron dos patrones de Nelson. El
primero corresponde a la muestra sefialada con un punto rojo, el valor del cual esta por fuera de -
3. El otro patron de Nelson es el que corresponde a las muestras 25 y 26, dos puntos consecutivos
estan por debajo de -2c. Las tres muestras correspondian al producto fabricado con el API
homologado 2. Haciendo una evaluacion de los valores obtenidos en esta fase comparativa y
durante el analisis de la robustez del modelo se observé como, de manera sistematica, cuando el
producto analizado se habia formulado con el API del fabricante 2 los valores predichos eran
menores que los de referencia. La conclusion a la que se llegd es que un unico modelo no podia
modelar de manera satisfactoria la variabilidad que presentaban ambos productos por lo que se

realizaran dos modelos PLS separados para cada uno de los API.
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Por otro lado, el grafico de control obtenido para el modelo PLS capaz de predecir el contenido de
agua, mostro un ligero sesgo negativo. Esto es, los valores de referencia eran de manera
mayoritaria superiores a los predichos con el NIR. Este comportamiento ya se intuyd evaluando la
linealidad del modelo durante la validacion externa, al comprobar la aleatoriedad de los residuales
(Figura 6.14). Ahora bien, una mejora en este sentido seria muy complicada de obtener. La causa
raiz se encuentra en la manera de obtener los valores por ambos métodos. En el caso del analisis
por NIR, se realiza a través de la ventana de zafiro sin que, en ningun momento, el producto esté en
contacto con el ambiente. En el caso de la pérdida por desecacion, el método de referencia, el
producto esta en contacto con el ambiente antes de realizar el analisis (durante el muestreo, durante
la pesada...), por lo que siempre puede absorber humedad. Ademas, este fendomeno se absorcion
puede variar ciclicamente siendo dependiente de la estacionalidad. Como el modelo ha demostrado
ser robusto con un gran numero de lotes que cubren todas las estacionalidades y ser capaz de
detectar fuera de especificaciones internas o lotes que estan cerca de ellas, se considera que el

modelo es funcional para el analisis.
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6.5. CONCLUSIONES

En este trabajo se han desarrollado y validado de manera satisfactoria tres nuevos métodos NIR que
permiten identificar y predecir la riqueza de API y el contenido de agua del producto granulado de
Nimesulide. El método de identificacion empleado ha sido el coeficiente de correlacion. En el caso
de los modelos de cuantificacion se ha usado como algoritmo el PLS. Para el calculo de la riqueza
de API se ha observado que, en el rango de estudio, la reflectancia muestra un comportamiento
lineal con la concentracion, no siendo asi con la absorbancia tal como marca la ley de Beer.
También se ha establecido el mecanismo de monitorizacion y mantenimiento de los modelos,

mediante graficos de control en primera instancia, y diagnosticos de los modelos en segunda.

Por otro lado, también ha sido posible concluir la implementaciéon de un sistema PAT de forma
industrial. Para ello ha sido necesario participar en todas las cualificaciones pertinentes que
permitieran el uso del instrumento, software y sistema de monitorizacion en rutina. La
implementacion de este sistema PAT ha de permitir disminuir el tiempo de stock de granel del
medicamento, dado que el cuello de botella es la espera de las horas o los dias necesarios para
obtener los resultados desde el laboratorio de control de calidad, provocando que se retrase el inicio
de la siguiente operacion unitaria, la dosificacion. Esta mejora productiva se prevé que comporte

una disminucion relevante del coste de fabricacion de la familia de medicamentos.
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7. ESTUDIO DE VIABILIDAD DE UN METODO NIR PARA
IMPLEMENTAR EN LA ETAPA DE DOSIFICACION

7.1.INTRODUCCION

El contenido de API y su coeficiente de variacion de los productos farmacéuticos son dos
parametros criticos de calidad que deben ser determinados. La implementacion de un sistema PAT
que permitiera determinar dichos parametros durante la dosificacion de productos granulados,
polvos o comprimidos contribuiria a mejorar el conocimiento del proceso y, ademas, los lotes se
podrian liberar en tiempo real. En el caso de los comprimidos, también se podria demostrar la
uniformidad de contenido a partir de un niimero elevado de muestras, de 100 a 1000, siguiendo las
directrices de la monografia 2.9.47 de la Farmacopea Europea', con unos valores de aceptacion
adaptados a esta nueva realidad. Estos criterios de aceptacion tienen un margen mas amplio que los

aplicados en el analisis de uniformidad tradicional, en el que se analizan 10 o 30 comprimidos®.

La eleccion del instrumento NIR que pueda instalarse en el proceso de produccion y permita el
analisis de las muestras en movimiento, es uno de los primeros pasos que se debe realizar para
poder llevar a cabo la implementacion de un sistema PAT. En la actualidad existen varias
tecnologias que lo permiten. La gran mayoria consisten en instrumentos con los que se obtiene un
espectro, ya sea el que proviene de un detector o del promedio de varios detectores, con cada
medida realizada (single-point)’. Pero también existen equipos NIR con sonda multipunto, como la
espectroscopia espacialmente resuelta (SRS por sus siglas en inglés Spatially Resolved
Spectroscopy). Con ellos se obtienen un nimero determinado de espectros independientes que dan
informacion espacial de la muestra®®. Estan formadas por una fuente de iluminacion y varios
canales (detectores) situados a distintas posiciones respecto a la fuente. Dependiendo de la
distancia que los separa de la fuente la informacion que se obtiene varia. Los espectros adquiridos
con los que estdn mas cerca estan caracterizados por el fenomeno de scattering, mientras que a
medida que la distancia entre el detector y la fuente aumenta, la informacion espectral corresponde
a capas mas profundas de la muestra’. Estos equipos se encuentran a medio camino entre los NIR
clasicos y las camaras hiperespectrales, por lo que permiten desarrollar métodos para: (1) la
determinacion de parametros de calidad de la muestra analizada, empleando el espectro promedio
de la muestra, y (2) obtener informacion sobre la homogeneidad de la misma si los espectros se

usan de forma individual®.

El objetivo de este trabajo consistid en poner a prueba las capacidades de un instrumento NIR, que
registra de manera simultanea diferentes espectros de una muestra, para dar respuesta relacionada

con la concentracion de API de un producto farmacéutico que esta en movimiento. Esta prueba de
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viabilidad forma parte de la etapa inicial de un proyecto PAT, con el cual se pretende instalar un
equipo NIR e implementar un método en las etapas de dosificacion que permita liberar en tiempo

real el producto farmacéutico que se esta analizando.

7.2.METODO EXPERIMENTAL
7.2.1. Muestras

Los productos elegidos para este estudio fueron los siguientes: un producto en polvo, de mezcla
directa con tendencia a la segregacion, el cual tiene un 5.7% de API; dos productos granulados que

contienen un 5.0 y un 1.0 % de API; y unos comprimidos recubiertos con un 10.0% de API.

La estrategia seguida para preparar las muestras a distintos niveles de concentracion (del 70 a
130 % del contenido declarado) fue la de sub-dosificar y sobre-dosificar muestras de produccion
anadiendo placebo o API respectivamente. Normalmente, esta estrategia requiere preparar distintos
placebos de acuerdo a un DoE para variar la cantidad de los distintos excipientes un £5% del
contenido declarado, y evitar la correlacion entre ellos y el APL. En este caso, se decidi6 preparar
un solo placebo con los valores nominales de excipiente de la formulacion, evitando introducir
variabilidad extra dado que el objetivo del estudio era probar la habilidad del instrumento a detectar

cambios y no desarrollar un modelo robusto que se pudiera usar en rutina.

A partir de 3 lotes distintos de produccion para cada producto se prepararon las muestras con los
correspondientes niveles de concentracion de API cada uno. Asi, para cada producto se obtuvieron
15 muestras, 3 procedentes de las muestras de produccion y 12 preparadas en el laboratorio. Para la
homogeneizacion de las muestras de laboratorio se empled un mezclador en forma de V de la
planta piloto. Los comprimidos se produjeron en la planta piloto mediante el uso de una
comprimidora y con los mismos punzones de fabrica, permitiendo obtener comprimidos con la

misma forma y caracteristicas fisicas (dureza, peso y grosor) que los de produccion.

Las concentraciones gravimétricas de las muestras se utilizaron como valor de referencia para

desarrollar los modelos cuantitativos.

7.2.2. Adquisicion de espectros

El estudio se realizo con el instrumento Hy-Trinity NIR (Indatech, Francia), el cual cubre el rango
espectral de 900 a 1700 nm. El instrumento estaba equipado con una sonda de no contacto con
varias fibras Opticas. La configuracion de la misma se presenta en el esquema de la Figura 7.1. Las
fibras opticas activadas durante la adquisicion de los espectros fueron las que aparecen en azul en
el esquema. Un scan contenia 8 espectros. Cabe mencionar que la distancia desde el punto de

iluminacion a las fibras 42, 43 y 44 es la misma que desde el mismo punto de iluminacion a las
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fibras 42b, 43b y 44b. Esta sonda estaba colocada en una cinta que permitia simular el proceso real
de analisis, donde el producto pasaba por debajo de ella con una velocidad fijada a 200mm/s en
todos los experimentos. La distancia de la sonda a las muestras se optimizd manualmente de

manera que la presencia de ruido en los espectros quedara minimizada.

El registro de las muestras en polvo o granuladas se realizdo colocando 10g en el soporte y
procurando que la superficie quedara plana. Esto se hizo para evitar la variabilidad espectral debida
a la diferencia de distancias entre la sonda y la muestra. El soporte se colocaba en la cinta en
movimiento, de manera que la muestra pasaba por debajo de la sonda NIR. Los espectros se
registraron con un tiempo de integracion de 2ms. En el caso de los comprimidos, se registraron
espectros de dos maneras. En la primera se usaron las mismas condiciones que las mencionadas
anteriormente, pero los espectros obtenidos presentaban ruido. Para mejorar la relacion S/N se
disminuy6 la distancia entre la sonda y el soporte. Para este segundo registro se definidé un tiempo
de integracion de 4ms. Este aumento responde a que la saturacion disminuye al disminuir la
distancia entre la sonda y la muestra. Para mantener un nivel de saturacion constante (80%) fue
necesario aumentar el tiempo de integracion. Para el analisis de cada una de las muestras se
colocaron siete comprimidos en el soporte, dejando una distancia de medio centimetro entre ellos.
A fin de evaluar la repetitividad de la medida se analizaron 6 veces 7 comprimidos de los tres lotes

de produccion.

Al inicio y final del proceso experimental se registro el espectro de referencia con un spectralon
para verificar que no habia habido cambios durante el tiempo que dur6 el analisis de todas las
muestras. Estos mismos espectros de referencia sirvieron, mas adelante, para transformar los

espectros originales, los cuales se obtenian en unidades de cuenta, a unidades de absorbancia.

Para evitar tener informacion innecesaria, todos los espectros se adquirieron mediante lo que se

conoce como Trigger mode. Este permite que solo se almacene informacion cuando el software
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detecta que el producto esta pasando por debajo de la sonda. El criterio por el cual se activaba el
almacenaje se definié antes de realizar el analisis de todas las muestras. Para ello, se analizo de
manera continua una muestra de produccion de cada uno de los productos objetos de estudio,
obteniendo los espectros de cuando la muestra pasaba por el NIR y de cuando no pasaba. De los
datos obtenidos se definid una region Optima de longitudes de onda e intensidades donde se
confirmaba que aparecia sefal solo cuando la muestra pasaba por la sonda. Durante el analisis en
rutina, cuando la fibra 22 de la Figura 7.1 detectaba sefial en la ventana definida, daba orden al
software de que almacenara los espectros generados. De este modo, la sefial de la fibra 22 no se
tendria en cuenta en el desarrollo de los modelos, ya que su Gnico propoésito era el que se ha

definido.

7.2.3. Tratamiento de los datos

Se emplearon dos programas para el desarrollo de los resultados, el MATLAB v7.11.0 (The
MathWorks, USA) y el Solo 8.1 (Eigenvector, USA). El primero sirvié para transformar los
espectros en crudo a una matriz manejable para analizar. El segundo se utilizO para aplicar
pretratamiento a los espectros, realizar exploracion de datos y desarrollar los modelos cuantitativos

con el algoritmo PLS.

El equipo proporcionaba una matriz de datos compleja. Para una muestra, se disponia de » medidas
(del orden de las decenas en el caso de cada comprimido y del orden de los centenares en el caso de
cada muestra de granulado o polvo). Cada medida contenia la concatenacion de 8 espectros, esto
es, un espectro por cada fibra Optica activada (matriz nx §). Ademas, en el caso de los

comprimidos recubiertos, cada muestra consistia en siete comprimidos (matriz de 7 x n x 8).

La preparacion de las matrices para realizar los analisis pertinentes se llevo a cabo tal como se
detalla en la Figura 7.2. El primer paso correspondi6 en eliminar aquellos espectros que contenian
informacion distorsionada de cada muestra. Se prepararon matrices separadas seleccionando fibras
individualmente, o conjuntos de ellas, con el fin de obtener informacion de utilidad. Una vez
elegidas, era necesario transformar las intensidades que se encontraban en unidades de cuenta a
unidades de absorbancia. Con este fin se promediaron los dos espectros de referencia registrados y
se aplico la ecuacion - log(espectro muestra/espectro promedio de referencia). Para desarrollar
el modelo de cuantificacion del API se utilizo el espectro promedio de las fibras 42, 43, 44, 42b,

43b y 44b.

7.3.RESULTADOS Y DISCUSION

7.3.1. Justificaciéon de la eleccion de los productos analizados

142



Estudio de viabilidad de un método NIR para implementar en la etapa de dosificacion

Como se ha mencionado en la introduccion, el objetivo del proyecto es implementar un método
NIR que permita determinar de manera in-/ine la concentracion de API de distintos productos
farmacéuticos durante la etapa de dosificacion de los mismos, lo cual permitiria realizar una
liberacion del producto en tiempo real. Para ello, se realizé un estudio de mercado con el que se

identificaron distintas tecnologias disponibles que permitirian alcanzar dicho objetivo. Una de estas

tecnologias fue la que se presenta en este trabajo, un equipo NIR multipunto con tecnologia SRS,

que permitiria obtener informacion espectral y espacial de la muestra analizada®.

El estudio de viabilidad se disefi6 de manera que se obtuvieran conclusiones sobre la adecuacion de
esta tecnologia en la realidad de la planta de produccion. Sobre la base de este objetivo, se
escogieron los cuatro productos farmacéuticos empleados en este trabajo, la justificacion de la cual

se detalla en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1 Justificacion de la eleccion de los productos farmacéuticos para realizar el estudio de viabilidad.

Producto farmacéutico Razonamiento de la eleccion

Producto granulado de mayor volumen de produccion en la
planta.

Producto granulado de volumen importante de produccion
Granulado con un 1.0% de API con una concentraciéon de API que se encuentra cerca del
limite de deteccion de la técnica NIR.

Producto granulado con un volumen menor de produccion,
pero que presenta tendencia a la segregacion.

Granulado con un 5.0% de API

Polvo con un 5.7% de API

Comprimido recubierto con un 10.0% de

AP Producto con mayor volumen de produccion de la planta.
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Una de las limitaciones, a priori, mas remarcables de este equipo se encontrd en el rango espectral
que abarca -de 900 a 1700 nm- dado que las bandas mas intensas del NIR corresponden a las
bandas de combinacion y al primer sobretono, las cuales suelen aparecer por encima de 1400nm™°,
Se realizd una comprobacion previa de los espectros de los cuatro productos en granel y sus
correspondientes API y placebos (Figura 7.3), los cuales se adquirieron con un equipo FT-NIR
estandar de sobremesa. La comparacion de los espectros obtenidos sirvié para confirmar que en
todos los casos habia presencia de bandas correspondientes al API en entre 900 y 1700 nm vy,
ademas, estas no coincidian con las del placebo. El rango de trabajo podria ser suficiente para

observar cambios espectrales debidos a la distinta concentracion.

7.3.2. Exploracion de los datos

Los espectros concatenados de la Figura 7.4 corresponden al producto granulado con un 5.0% de
API, y ponen de manifiesto que las fibras de la derecha (42b, 43b y 44b) presentaban una
variabilidad mayor que las de la izquierda. Los espectros con menor intensidad correspondian a las
primeras lecturas de la muestra. Este fendmeno se repetia en todos los analisis realizados a los
productos en polvo y granulados y esta relacionado con la mayor distancia que habia entre el

producto y la sonda, dado que en la parte del principio del soporte no estaba completamente lleno
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de muestra. Para no introducir esta variabilidad, la cual no estaba relacionada con la muestra, en el

momento de realizar los modelos se descartaron los primeros 15 espectros.

A diferencia de los productos granulados o en polvo, en los comprimidos recubiertos no se daba
este fenomeno. Pero también fue necesario descartar algunos espectros del inicio y del final de cada
comprimido por dos razones. La primera era igualar el nimero de espectros de cada uno de los
comprimidos que formaban parte de una misma muestra. Cuando se analizaban los 7 comprimidos
que conformaban una muestra, el nimero total de espectros adquiridos en cada uno de ellos podia
variar ligeramente. El andlisis de los comprimidos lacados de una muestra de produccion se

muestra en la Figura 7.5. En él se puede comprobar que el nimero de espectros varia entre 13 y 14.

Esto depende de la posicion relativa a la sonda de cada uno de los comprimidos en el momento en
que se empiezan a adquirir los espectros, ya que el tiempo de integracion es de 4ms. La segunda
razén era eliminar espectros que contenian informacion especular. Los primeros espectros de un
comprimido correspondian al borde del mismo. Dado que el borde no es plano, sino que tiene cierta
curvatura, la posicion del detector no era la optima y el espectro obtenido era practicamente plano,

ya que mayoritariamente se detecta la radiacion correspondiente a la reflectancia especular. En la
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Figura 7.6 se representan las 13 medidas que conforman un comprimido, y se demuestra que el
primer espectro es practicamente plano, y el segundo, contiene cierta informacion especular. Por
todo ello, para realizar los analisis posteriores, se descartaron los primeros dos espectros y los dos

ultimos.

La comparacion de los espectros de una misma muestra adquiridos con cada una de las fibras
situadas a la misma altura respecto al eje y (fibras 43,43b y 51) permitio determinar las similitudes
o diferencias de la informacion obtenida a distintas posiciones respecto a la fuente de radiacion (eje
x). A modo de ejemplo, en la Figura 7.7 se muestran los espectros y el grafico de scores al aplicar
un PCA de una muestra de produccion del producto granulado con un 5% de API. Con el fin de
reducir las diferencias debidas a la variabilidad fisica de la muestra, se aplicé como pretratamiento
el SNV. Los espectros obtenidos con las fibras que se encontraban a una misma distancia de la
fuente de iluminacion (en este caso 43 y 43b) eran equivalentes. Dado que los resultados que se
obtengan de ellas seran comparables, estas pueden usarse para determinar la homogeneidad del
producto que se esté analizando. Por otro lado, cuanto mayor es la distancia en el eje de las x entre
la fuente de luz y el detector, en este caso fibra 51, la informacion proviene de capas mas profundas
de la muestra®. En los espectros de la fibra 51 se observaba una mayor presencia de ruido, sobre
todo en el rango de 1470 a 1700nm cuando se compara con el espectro de la fibra 43 y a la vez, un
efecto multiplicativo distinto, que podria estar causado por el distinto recorrido de la radicacion en
la muestra. Los scores también confirmaban estas diferencias. Cuantas mas fibras a distintas
distancias respecto a la fuente de luz se incluyan en el calculo del modelo, mayor informacion de la
muestra se obtendra, debido a que el volumen analizado sera mayor. En este caso, dado que solo
habia disponible la fibra 51, y no la 51b, el promedio de los espectros para desarrollar los modelos

provendrian de las fibras 42, 43, 44, 42b, 43b y 44b.
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Una caracteristica remarcable de los espectros de todos los productos analizados, era la elevada
presencia de ruido en el rango espectral 1425-1700 nm. Este rango no podria usarse en el desarrollo
de los modelos cuantitativos debido a la aleatoriedad del mismo. Se confirm6 que esta zona
espectral es la que presentaba mayor variabilidad. Con el fin de evaluar la repetitividad del
instrumento, se analizaron seis veces los mismos siete de comprimidos recubiertos de una muestra
de produccion. De cada repeticion se calculd el espectro promedio para cada comprimido,
siguiendo el esquema de la Figura 7.2. De los seis espectros obtenidos por comprimidos, se calculd
el promedio y la desviacion estandar asociada a cada longitud de onda. En la Figura 7.8 de la
izquierda se representa esta desviacion estandar para cada longitud de onda, poniendo de
manifiesto que los valores de desviacion estandar mas elevados se obtenian en el rango espectral a
partir de 1425nm. Este hecho se asocio a la presencia de ruido en esta zona. En la misma Figura 7.8
a la derecha aparece representado el espectro promedio de las seis repeticiones hechas del primer
comprimido y su desviacion estandar asociada. En el resto del espectro (por debajo de 1400nm) la

variabilidad entre medidas era muy baja.

7.3.3. Respuesta del NIR a variaciones de concentracién de API

El desarrollo de modelos cuantitativos con PLS permiti6 determinar si la respuesta del NIR
evaluado era sensible a los cambios de concentracion de cada uno de los productos escogidos. No

se obtuvieron los mismos resultados para cada uno de ellos tal como se detalla a continuacion.

El instrumento demostro ser sensible a la diferencia de concentracion de API en dos productos: el

granulado con un 5.0% de API y los comprimidos recubiertos con un 10.0% de API. Las figuras de
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mérito de ambos modelos PLS se presentan en la Tabla 7.2. Los pretratamientos escogidos
ordenaban las muestras segiin su concentracion en la banda principal del API (1134nm en el
producto granulado y 1140nm en los comprimidos). Ademas, en ambos casos el primer factor
latente ordenaba las muestras segiin las concentraciones. Los resultados no eran satisfactorios para
implementar los modelos en rutina pero permitieron confirmar la utilidad del instrumento para la

determinacion del contenido de API en ambos productos.

Tabla 7.2 Figuras de mérito de los modelos de calibracion PLS.

PLS cuantificacion API 5.0% PLS cuantificacion API 10.0%
producto granulado con un comprimidos recubiertos con un

15 (12+3) 15 (12+43)

Caracteristicas

Numero de muestras
(Laboratorio + Produccion)

Normalizacién vectorial y 2 SNV y 27 Derivada SG (polinomio

Pretratamiento espectral Derivada SG (Ir)o.linomio orden 2, orden 2, ventana mévil 15 puntos)
ventana movil 13 puntos)
Rango espectral (nm) 1070-1180 1100-1490
Rango de calibracion (mg/g) 33.8-65.8 66.2-140.7
Numero de factores PLS 3 3
Varianza explicada (Y) (%) 99.1 96.2
RMSEC/RMSECYV (mg/g) 1.03/1.80 4.68/6.79

La implementacion del equipo en el proceso de dosificacion, no solo permitiria la determinacion
del contenido de API, también seria posible determinar la homogeneidad de la muestra si se
desarrollan modelos individuales para cada una de las fibras. Se puede calcular la desviacion
estandar entre los valores de concentracion de API predichos con los modelos de fibras
equidistantes respecto a la fuente de luz (p. €j. 43 y 43b) o bien entre los valores predichos para una
misma fibra en funcidon del tiempo. Seria necesario establecer un limite de control por debajo del
cual se considera que el producto es homogéneo’. Con los datos obtenidos hasta el momento no ha

sido posible realizar dicho estudio.

No fue posible desarrollar ningiin modelos cuantitativo que fuera capaz de relacionar la sefial con
la concentracion de API para el producto granulado con un 1.0% de API y el producto en polvo con
un 5.6% de API. En el primer caso fue debido a la baja concentracion de API en las muestras, del
0.7% al 1.3 % en peso. Aunque la banda del API a 1140nm no tiene interferencia con la sefial del
placebo, el instrumento, en las condiciones experimentales definidas, no era suficientemente
sensible para llegar a diferenciar las muestras por la diferencia de concentraciones. Por otro lado,
en el caso del producto en polvo que tiene un 5.6% en peso de API, su banda principal se encuentra
en el inicio de la zona mas ruidosa del espectro (1426nm), como se muestra en la Figura 7.9. No se
encontrd ninguna combinacion de pretratamientos que permitiera reducir la aleatoriedad de la

sefial. La otra banda del API que aparece sin interferencias de la matriz a 970nm, no tenia
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suficiente intensidad. Como resultado, no se pudo desarrollar ningin modelo PLS que demostrara

que la respuesta NIR variaba segun el contenido de API.

7.3.4. Deteccion de comprimidos rotos

El instrumento NIR multipunto también puede usarse a modo de camara hiperespectral pero con
datos simplificados. La comparativa del nimero de espectros registrados para un comprimido
permitiria detectar muestras rotas. Si para un comprimido se conoce de antemano el numero de
espectros que debe registrar cada una de las fibras activadas -en funcioén de la velocidad y del
tiempo de integracion- seria posible detectar comprimidos que estan rotos, debido a que tendrian un
nimero menor de espectros en algunos o todos los canales. A modo de ejemplo, en la Figura 7.10
de la izquierda se presenta el numero de espectros obtenidos de unos comprimidos intactos, los
cuales presentaban entre 24 y 27 espectros. En la figura de la derecha se muestran los espectros
adquiridos para el mismo producto que anteriormente pero las 5 primeras muestras corresponden a
comprimidos rotos. Se puede observar como el niumero de espectros registrados en la fibra 43 van
de 15 a 23, confirmandose la disminucion de espectros registrados por comprimido. En este caso,
se podria instalar un sistema que expulsara con aire comprimido todos los comprimidos que

tuvieran un numero de espectros menor a 23 espectros.
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7.4. CONCLUSIONES

Se han evaluado las capacidades que tiene un instrumento NIR con sonda multipunto para poder
implementarse en el proceso de dosificacion de distintos productos farmacéuticos. Solo se ha
demostrado la validez de detectar cambios de concentracion de API en dos, un producto granulado
con un 5.0% de API y un comprimido recubierto que contiene un 10.0% de APIL. La sensibilidad
del equipo, en las condiciones experimentales escogidas, no ha sido suficiente para detectar
cambios en un producto con una baja concentracion de API del 1.0%. El hecho que el intervalo
espectral a partir de 1425nm presente un elevado ruido, ha imposibilitado cuantificar el API de un
producto que tiene la banda mas intensa a 1426nm. Este estudio de viabilidad necesita una segunda
fase, donde se puedan optimizar las condiciones experimentales e incluir mas fibras en las medidas,
lo que podria suponer conseguir resultados mas optimos en los dos tltimos casos. También seria
necesario ampliar el estudio a otros parametros de calidad como son el contenido en agua o la

dureza de los comprimidos.

La mayor ventaja de los equipos multipunto es que se pueden usar como un equipo NIR
tradicional, obteniendo el promedio de los espectros que corresponden a una unidad de dosis (por
ejemplo a un comprimido) con el que se puede obtener informacion de parametros da calidad como
son la riqueza. Pero también permiten obtener informacion de la homogeneidad de la unidad de
dosis al analizar de manera individual los espectros de cada fibra. Cabe mencionar que esta ventaja
solo es beneficiosa en el caso de los comprimidos dado que en el analisis de productos granulados
0o polvo esta informacion de homogeneidad se puede obtener con los instrumentos NIR
tradicionales, comparando los espectros obtenidos en funcion del tiempo. También son utiles para
detectar la presencia de comprimidos rotos en linea. Una de las desventajas que se ha corroborado
con este trabajo ha sido la dificultad del tratamiento de los datos. De momento, la exploracion de
datos y el desarrollo de los modelos lo debe realizar una persona experta en quimiometria y con
conocimiento moderado del uso de un software de procesamiento de datos (como son el Matlab o

R). Procedimentar dicho método y comunicar a las autoridades sanitarias todos el desarrollo es un

reto.
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8. IMPLEMENTACION DE LIMITES PARA METODOS NO
ESPECIFICOS

8.1.INTRODUCCION

La limpieza de los equipos, instalaciones y locales es una etapa critica dentro de la industria
farmacéutica que debe prevenir la contaminacién microbiologica y la contaminacién cruzada'”.
Cualquier procedimiento de limpieza debe ser validado, para aportar las evidencias de que el
proceso establecido es adecuado para eliminar cualquier residuo que haya estado en contacto con el
equipo, instalacién o sala’. Cuando la planta de producciéon es multiproducto, este es un reto atin
mayor. Una vez el proceso de limpieza esta validado, puede ser necesaria la verificacion de dicha
limpieza para asegurar que se esta realizando correctamente. En los medicamentos que formulan
sustancias activas de elevada y/o especial actividad, la verificacion de la efectividad de la limpieza

es obligatoria.

Un producto puede ser contaminado por el producto que se ha fabricado previamente en el equipo
(tanto API como excipientes), por agentes microbioldgicos, por contaminantes fisicos (como polvo
o particulas), por lubricantes, por los agentes de limpieza utilizados (detergentes y/o desinfectantes)
o por residuos de descomposicion®. Es necesario demostrar con la validacion de limpieza de los
equipos, instalaciones o locales que, una vez finalizado el proceso, todos los contaminantes estan
por debajo de los niveles aceptables. Estos limites se establecen basandose en una evaluacion de la
toxicidad®. El primer criterio de célculo es el que se realiza a partir de la exposicion diaria
permitida (PDE por sus siglas en inglés Permitted Daily Exposure)’. Si no se dispone de la
informacion del PDE, se debe calcular basandose en dosis terapéuticas o en el valor de dosis letal
media (LDs). En ultima instancia, si el contaminante no es toxico, cada laboratorio debe definir y
justificar el limite aceptable. Previamente a la aplicacion de los valores de PDE ha sido una
practica habitual y aceptada por las agencias reguladoras aplicar como limite genérico del potencial
contaminante en 10ppm. El limite de microorganismos aceptables se establece segun la finalidad

del medicamento.

Para llevar a cabo la validacion de limpieza, deben determinarse tanto el método de muestreo (por
hisopo o en el agua purificada del Gltimo aclarado) como la técnica analitica a utilizar para detectar
los residuos definidos. Siempre que sea posible es necesario establecer un método analitico
especifico para cada contaminante. Las técnicas analiticas especificas mas empleadas, las que
presentan sefial especifica para un determinado analito, son la cromatografia HPLC, la
cromatografia de gases (GC) y la espectroscopia UV o IR. Por otro lado, cuando no existe una

técnica analitica especifica, se acepta el uso de técnicas no especificas que determinan todos los
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analitos que presentan sefial como son las que determinan el carbono orgéanico total (TOC por sus
siglas en inglés Total Organic Carbon), el pH o la conductividad. Las ventajas de estas tltimas son
la rapidez de implementacion, la instrumentacion es relativamente barata y se pueden instalar de

modo on-line.

Se consideran agentes de limpieza el agua: productos quimicos simples (acidos o bases diluidas),
detergentes, agentes antimicrobianos o disolventes organicos. No es facil conocer la composicion
de los detergentes usados durante el proceso de limpieza de equipos debido a la poca informacion
que proporcionan los proveedores, lo que hace complicada la tarea de evaluar los residuos’. Por lo
que es habitual usar técnicas no especificas para determinar la presencia de estos contaminantes.
Cuando se usan métodos de analisis no especificos, se esta sujeto a tener una respuesta de todo
aquello que sea sensible a la técnica. No se puede asegurar, a priori, cual es el analito o analitos que
presentan sefal. Para ello, es necesario hacer un estudio de todos los posibles contaminantes
presentes en una muestra que puedan dar respuesta. Para disminuir el nimero de experimentos y

obtener la informacion de la maxima calidad se puede usar un disefio de experimentos.

El objetivo de este trabajo ha sido establecer una metodologia que permita entender el
comportamiento de todos los componentes relevantes involucrados en los procesos de limpieza de
los distintos equipos usados para la fabricacion de un medicamento, frente a una técnica analitica
no especifica. Esto permitiria crear un perfil del proceso de eliminacion de agente de limpieza y asi
poder seguir de manera on-line o at-line, dependiendo del método de muestreo, la limpieza de los
equipos y verificar la misma de manera rapida, facil y economica. Para ello, se han evaluado todos
los agentes de limpieza usados en las instalaciones de produccion. También se ha elegido un
medicamento determinado y se han seguido todos los procedimientos de limpieza de los equipos
implicados en su produccion, con el objetivo de proponer una metédica para estudiar el
comportamiento de los factores a la respuesta analitica. Finalmente, para un segundo medicamento,
se ha determinado la respuesta maxima permitida en cada uno de los equipos una vez finalizada la
limpieza. La técnica analitica escogida ha sido la conductividad. La conductividad es una técnica
no especifica que permite establecer la cantidad de especies idnicas presentes en una muestra, ya
que mide la facilidad de los iones al conducir la electricidad. La conductividad de una disolucion
depende de la concentracion de iones, su movilidad y carga, la temperatura y viscosidad de la

disolucion.

8.2.METODO EXPERIMENTAL
8.2.1. Materiales y equipo

En total se usaron diez agentes de limpieza. Los detergentes Mistol Vajillas (Henkel Ibérica;

Espaiia), Skip Polvo y Skip Liquido (Unilever, Reino Unido), CIF profesional crema (Diversey,
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Espafia), Divoflow NTC y Shureclean Plus (JohnsonDiversey, Espafia); el desinfectante Divosan
Mezzo y Sumasol (Diversey, Espafia); el desincrustante Pascal VA5 (JohnsonDiversey, Espaia); y

el antiespumante AF silicon (JohnsonDiversey, Espaiia).

El primer medicamento, que sirvid para establecer el mecanismo de trabajo para entender el
comportamiento de los distintos factores frente a la conductividad, fue un comprimido recubierto
que contenia un 13% en peso de API y 6 excipientes entre los que se encontraban celulosa
microcristalina, almidon de maiz y carboximetilalmidon sédico como mayoritarios. El segundo
medicamento estudiado, el cual sirviéo a modo de ejemplo de como determinar las conductividades
maximas permitidas una vez finalizados todos los procesos de limpieza, fue un granulado para
solucion oral que contenia un 5% de API y 6 excipientes, de los cuales la sacarosas y el acido

citrico son los mas relevantes.

Para la preparacion de las disoluciones pertinentes se empled metanol de calidad HPLC >99.9%
(Carlo Erba Reagents, Espafia) y agua purificada de la red de distribucion de la planta de

produccion farmacéutica. Esta ultima también se utilizo para medir los blancos de la conductividad.
La conductividad se midi6 con el conductimetro modelo 712 (Metrohm, Suiza).

8.2.2. Preparacion y medida de muestras

Para la evaluacion inicial de la respuesta de cada uno de los 10 agentes de limpieza, se prepararon
disoluciones en un rango de 1 a 100 ppm con agua purificada. De cada muestra, se usaron 25mL de

solucion para medir las conductividades.

Las muestras preparadas para realizar el DoE relacionado con el primer medicamento, que sirvio
para determinar los factores que tenian efecto en la conductividad, podian contener API,
excipientes, detergente e hisopo (swab). Las disoluciones se prepararon de acuerdo a las
concentraciones indicadas por el DoE calculado en cada caso, usando como solvente el agua
purificada. Si era pertinente, se mantenia la solucion final en ultrasonidos durante un minuto. Se

usaron 25mL para determinar la conductividad de cada muestra.

El estudio de recuperacion de detergente, en este caso concreto de Mistol, para cada superficie de
contacto al muestrearse con swab, se realizd como sigue y como se esquematiza en la Figura 8.1.
Se prepar6 una disolucion madre de 4000ppm de Mistol en metanol. Para las muestras de
recuperacion, se depositaron 200, 250 y 300 pL en un area de 25¢m” en cada una de las superficies
estudiadas (acero inoxidable mate y acero inoxidable brillante). Al mismo tiempo, se transfirieron
estas cantidades en tres matraces distintos, los cuales servirian como muestras de control. Una vez
evaporado el solvente de las superficies, se muestrearon los 25¢cm” de cada una de ellas con un

bulbo empapado en agua purificada, el cual se cortd y se introdujo en un matraz. En todos los
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matraces, también en los de control, se afadieron 25mL de agua purificada y se agitaron
vigorosamente durante un minuto. Las concentraciones de las disoluciones finales fueron 32, 40 y
48 ppm (80, 100 y 120 % respectivamente en relacion a la maxima cantidad permitida en la
superficie de uno de los equipos estudiados). Acto seguido, se introdujeron durante un minuto en el

bafio de ultrasonidos y se midié la conductividad’ tanto de las disoluciones provenientes del

muestreo como de las disoluciones iniciales, denominadas de control.

Las muestras que permitieron establecer la conductividad limite esperada en los equipos de
produccién del segundo medicamento se prepararon con los contaminantes que tenian efecto en la
conductividad. La concentracion de cada uno de ellos dependia de los siguientes supuestos: la
recuperacion del material del equipo, el nivel aceptable de contaminante en la superficie del equipo
o en las aguas del ultimo aclarado (segiin el muestreo especificado) y, en el caso de muestreo con

swab, del factor de dilucion. La conductividad de midié con 25mL de cada disolucion.

8.2.3. Definicion de los factores, de la respuesta y niveles para el DoE

Dado que el objetivo del DoE era realizar un screening, se hizo un estudio de todos los materiales y

agentes de limpieza usados en cada uno de los equipos involucrados en la produccion de los
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medicamentos. Si la limpieza de cada equipo se realizaba con detergentes distintos, se definia un
DoE para cada uno de ellos. Los resultados del DoE permitieron determinar qué factores tenian
efecto en la conductividad. En el caso de que mas de un equipo se limpiase con el mismo producto,
entonces se escogid el que estaba en contacto con un mayor numero de componentes de la

formulacion.

Se identificaron como factores los componentes del medicamento (API y excipientes), el
detergente y el tiempo de exposicion al aire de la solucion a analizar. Los niveles incluidos en el
estudio fueron la ausencia de cada factor (-) y el maximo esperado de cada factor (+). La respuesta

del estudio era la conductividad que presentaba la disolucion final.

El célculo y andlisis del DoE se realizdé con el software Modde 8.0 (Umetrics, USA). Una vez
finalizada la etapa experimental, se analizaron los datos obtenidos para poder determinar los
factores que tenian efecto en la conductividad. Los modelos para relacionar la conductividad con

los factores significativos se calcularon usando el algoritmo de regresion lineal multiple.

8.3.RESULTADOS Y DISCUSION
8.3.1. Evaluacion inicial de los agentes de limpieza

En la Tabla 8.1 se presentan los rangos de concentracion de cada producto de limpieza evaluados
en este estudio, con los cuales se determino la idoneidad del uso de la conductividad para detectar
su presencia en una solucion acuosa. El intervalo de linealidad se estableci6 visualmente, ya que el
objetivo de este estudio previo era obtener una idea inicial del comportamiento de cada uno de los
10 productos de limpieza mas usados en la planta de produccion. El limite de deteccion se calculo a
partir de dividir tres veces la desviacion estdndar de la intercepcion de la recta de regresion y la

pendiente calculada.

Tabla 8.1 Rangos estudiados, intervalo de linealidad y LOD de cada producto de limpieza.

Nombre comercial Rango estudiado Intervalo de LOD

(ppm) linealidad (ppm) (ppm)
Mistol Vajillas 1.9-111.8 5.7-111.8 4.2
Jabon Skip polvo 1.0-99.4 1.0-99.4 0.8
Jabon Skip liquido 2.3-111.1 22.2-111.1 6.1
Divosan Mezzo 1.3-111.1 3.3-111.1 1.9
CIF profesional 1.1-99.3 5.6-99.3 3.8

crema
Pascal VAS 1.3-32.7* 1.3-32.7 0.4
DivoioTVéNTC 1.1-105.3 8.3-105.3 15
AF silicon 0.8-102.0 - -
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Tabla 8.1 Rangos estudiados, intervalo de linealidad y LOD de cada producto de limpieza.

Nombre comercial Rango estudiado Intervalo de LOD
(ppm) linealidad (ppm) (ppm)
Sumasol 1.1-101.0 1.1-101.0 0.3
Shureclean plus 1.4-108.8 10.2-108.7 6.8

*La concentracion maxima estudiada es 32.7ppm porque presenta la conductividad

limite del instrumento, 100 uS/cm.
Los resultados obtenidos confirmaron la idoneidad de la técnica analitica para poder detectar, a
priori, la presencia de todos los agentes de limpieza a excepcion del AF silicon. En este caso,
deberia usarse un método alternativo. Los tensioactivos basados en silicona estan formados por dos
partes. Un pequefio grupo polar y una cadena polimérica hidrofobica que suele ser
polidimetilsiloxano®. Si este fuera uno de los ingredientes del producto AF silicon, el TOC seria
posiblemente un método analitico valido para su determinacion. La reciente adquisicion, por parte

de la empresa, de un equipo de determinacion del TOC permitira comprobar dicha hipotesis.

8.3.2. Estudio de la influencia de factores en la conductividad

En este apartado se define la metddica a seguir para identificar todos aquellos factores, tanto los
que estan implicados en el proceso de limpieza de los equipos usados en la produccion de un
medicamento como los que estan relacionados con su andlisis, que tienen efecto en la
conductividad. Esta debe permitir justificar el uso de la técnica no especifica para el proposito de
determinar la presencia de detergente y reducir el numero de componentes que se deberan usar en
dos posibles estudios posteriores. Uno de ellos seria describir el perfil del proceso de limpieza
mediante conductividad y el otro fijar la conductividad limite que pueden tener las disoluciones
finales y asi verificar la correcta finalizacion de la limpieza. A modo de ejemplo se muestra el
estudio realizado en el proceso de produccion del primer medicamento, los comprimidos

recubiertos, y sus respectivos procesos de limpieza.

8.3.2.1. Identificacion de factores

Cada equipo, o las distintas partes desmontables del mismo, que interviene en la produccion de un
medicamento tienen su propio proceso de limpieza. En estos procedimientos, entre otros, se definen
los modos de limpieza (automatico o manual) y los agentes de limpieza. El primer paso que se hizo
para evaluar la idoneidad de la conductividad con el fin de verificar las limpiezas fue recopilar y
esquematizar todo la descriptiva del proceso. En la Figura 8.2 se detallan las 5 operaciones
unitarias que conforman la produccion de los comprimidos recubiertos, los equipos implicados, los
productos de la formulacidon que estdn en contacto con las superficies de estos equipos y
finalmente, los detergentes usados en los procesos de limpieza de cada parte. Se planifico un DoE

para cada producto de limpieza usado. En el caso de que mas de un equipo se limpiase con el
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mismo detergente, se escogio el que estaba en contacto con mas componentes de la formulacion.

Los 3 equipos que se estudiaron estan resaltados en naranja en la Figura 8.2.

Los factores definidos en cada caso fueron: los componentes que estaban en contacto con cada
equipo (API y excipientes), el detergente, el swab y el tiempo de exposicion de la solucion final al
aire. Este ultimo se incluy6é debido a que puede ser determinante el tiempo transcurrido entre la
preparacion u obtencion de la muestra y el analisis. El didxido de carbono ambiental se disuelve en
el agua purificada de las muestras alterando la conductividad de las mismas. La concentracion de

bicarbonato presente en el agua depende del tiempo de contacto agua-aire.

8.3.2.2. Determinacion de niveles

Los niveles inferiores de cada factor se definieron como la ausencia de cada uno de ellos en la
disolucion. En cambio, los niveles superiores de cada factor se establecieron de manera distinta

segn sus caracteristicas, tal como se explica a continuacion.

Para el API se disponia del valor PDE, por lo que la cantidad maxima de contaminante que puede
pasar al lote siguiente (MACO por sus siglas en inglés Maximum allowable carryover) en cada
equipo se podia calcular segun la ecuacion Ec 8.1. Disponiendo del valor MACO y la superficie del
equipo que esta en contacto con el producto, se calcularon los niveles maximos de API permitidos

en la superficie de cada equipo una vez finalizada la limpieza.

MACOPDE _ PDE * MBS

ES  TDD-ES
donde las unidades de PDE se expresan en mg/dia, el tamafio de lote minimo del siguiente producto

Ec 8.1

Nivel maximo API superficie equipo =

(MBS) en mg, la dosis maxima diaria del siguiente producto (TDD) en mg/dia y la superficie del

equipo (ES) en cm’.
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Para los excipientes no se disponia de informacion toxicologica. Es por ello que se uso el limite
interno, el cual establece que en el siguiente producto no puede haber mas de 1ppm de excipiente.
Este limite es una restriccion del criterio empleado historicamente de 10ppm para los productos sin
efecto toxico el cual permite disponer de un factor de seguridad. El nivel méximo en la superficie
del equipo se determiné siguiendo la ecuacion Ec 8.2.

1ppm - MBS

Nivel maximo Excipientes superficie equipo = s Ec 8.2

donde MBS esta expresado en mg y ES en cm”.

En el caso de los detergentes no existe ninguna especificacion de la EMA o la FDA que indiquen el
nivel maximo permitido al finalizar el proceso. Se afirma que idealmente no deberia estar presente
al acabar el ciclo de limpieza, pero dejan a criterio de cada compaiiia establecer el limite®. Una
practica habitual es utilizar el criterio de un maximo de 10ppm en el producto siguiente’. En cada
caso, si en la ficha de seguridad del producto aparecia informacion del LDs,, primero se calculd el
MACO.pso segin la ecuacion Ec 8.3. En ninguno de los cuatro detergentes se proporcionaba la
informacion toxicologica del producto global. En las fichas de seguridad de cada uno, se indicaba
la composicion maxima que podia haber de aquellos ingredientes que presentaban LDs, y el valor
de este parametro. Con estos dos datos se calculd una LDs, aparente del producto global, el cual se

emple6 para calcular el MACO ps.

NOEL-MBS _ LDsq, - BW - MBS
SF-TDD 2000 -SF.TDD
donde el LDs, se expresa en mg/kg, el peso de una persona adulta estandar (BW) es de 70kg, MBS

MACOLDSO == Ec 8.3

en mg, 2000 es una constante sin unidades, el factor de seguridad (SF) es de 100 para

medicamentos orales y es adimensional, TDD en mg/dia y ES en cm’.

El MACOypsy se compar6 con el MACOgppm, calculado a partir de la ecuacion Ec 8.4. Entre los
dos valores, se escogié el MACO mas restrictivo para calcular el nivel de detergente que podia

quedar en la superficie del equipo una vez finalizara el ciclo de limpieza (ecuacion Ec 8.5).

MACOppm = 10ppm - MBS Ec 8.4

donde MBS se expresa en mg.

{min{MACO,pso|MACO; gppm)}
ES

Ec 8.5

Nivel maximo Detergente superficie equipo =

2
donde ES se expresa en cm”.
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En todos los casos anteriores, a partir de los niveles maximos establecidos, se calcularon las
concentraciones que tendrian las soluciones finales suponiendo que las superficies de los equipos
se muestreaban por swab. Asi, cada valor del nivel maximo permitido en la superficie de los
equipos se multiplicé por el area muestreada (25cm’) y se dividié por el volumen de agua
purificada usado para la extraccion del swab, 25mL. En la Tabla 8.2 se detallan las concentraciones
finales. Para la linea de blisteres se consider6 que debido a la baja concentracion de los excipientes
5y 6, estos podian descartarse del estudio. Previamente se habia comprobado que estas sustancias

no presentaban conductividad.

Tabla 8.2 Concentraciones maximas que pueden quedar en la solucion final una vez finalizado el ciclo
de limpieza cuando la superficie del equipo se ha muestreado con swab.

Granuladora Comprimidora Comprimidora  Linea blisteres

Factores (ppm) parte A (ppm)  parte B (ppm) (ppm)
API 3.75 4.00 4.00 4.00
Excipiente 1 14.57 15.53 15.53 15.53
Excipiente 2 21.40 22.82 22.82 22.82
Excipiente 3 15.71 16.75 16.75 16.75
Excipiente 4 NA 2.36 2.36 2.36
Excipiente 5 NA NA NA 0.03
Excipiente 6 NA NA NA 0.00
Skip polvo 6.64 NA NA NA
Divoflow NTC NA NA 17.36 NA
Skip liquido NA 6.44 NA NA
Mistol NA NA NA 4.14

En el caso del factor swab, que es una variable cualitativa dicotomica, el nivel maximo era la

presencia de €l en la solucion final seguido de aplicarle ultrasonidos durante un minuto.

Finalmente, para el factor tiempo de exposicion de la solucidn al aire, el nivel maximo definido fue

de una hora de transcurso entre la preparacion de la solucion y la lectura por conductividad.

8.3.2.3. Eleccion del DoE

El niimero de factores definidos en la granuladora fueron 7, mientras que para la comprimidora
parte A y B, y la linea de blisteres fueron 8. Los DoE calculados para cada equipo, o parte de ellos,
fueron disefios factoriales fraccionados de 2 niveles, con una resolucion IV y tres puntos centrales.
Estos permitian obtener informacion clara de los efectos principales sin tener una carga muy
elevada de experimentos; consiguinedo un buen compromiso para realizar un screening. En total se

planificaron 19 experimentos para cada equipo de produccion. Las preparaciones de muestra y
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lecturas de la conductividad se llevaron a cabo de forma aleatorizada para evitar posibles

influencias sistematicas.

8.3.2.4. Analisis de los resultados del DoE

El modelo de los resultados obtenidos para el DoE de la granuladora se calculo con 18
experimentos de los 19 propuestos. Debido a un error experimental, un punto central se tuvo que
excluir del modelo debido a que la conductividad obtenida fue de -1.13 y el valor se considerd
invalido. Se podia confiar con los resultados obtenidos porque el modelo presentaba un buen ajuste,
con una varianza explicada (R*) de 0.999 y un poder de prediccion (Q*) de 0.996; y la regresién era
significativa (0.000) mientras que la falta de ajuste era no significativo (0.74). Los coeficientes
significativos del modelo (con un valor de p<0.05) fueron los correspondientes al API, al
detergente Skip polvo y al tiempo de exposicion de la solucion al aire; por lo que estos se
identificaron como los factores que tenian efecto en la conductividad. En la Figura 8.3 se presentan
graficamente los coeficientes. Aquellos en los que la linea de incertidumbre cruza el 0 del eje de la
y, indica que el factor asociado no tiene influencia en la respuesta. Cabe mencionar que la
eliminacion de los factores con menor significacion (excipiente 1 y 2 y el swab) no hizo que el

factor Excipiente 3 pasara a ser significativo.

El modelo obtenido para la parte A de la comprimidora también presentaba un buen ajuste; con una
R*de 0.968 y una Q*de 0.901, la regresion era significativa (0.000) y la falta de ajuste no (0.06). El
estudio puso de manifiesto que los factores con efecto en la conductividad eran el excipiente 3 y el
detergente Divoflow NTC (Figura 8.5). El excipiente 3 correspondia al carboximetilalmidén

sodico.
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En el caso de la parte B de la comprimidora, un modelo con una R* de 0.977 y una Q*de 0.920 con
la regresion significativa (0.00) y la falta de ajuste no significativo (0.43) desveld que los Unicos
factores que presentaban un coeficiente significativamente distinto a 0 (valor de p<0.05) eran el
API, el excipiente 3 y el tiempo de exposicion. Los coeficientes calculados se encuentran en la
Figura 8.4. En este caso concreto, el detergente Skip liquido no era un factor con efecto en la
conductividad. El nivel maximo permitido, 6.44ppm (Tabla 8.2), estd muy cerca del limite de
deteccion calculado en el estudio previo (Tabla 8.1) para este detergente, el cual era 6.1ppm. Para
este proceso de limpieza la conductividad no es una técnica adecuada para determinar la presencia
de detergente por debajo del nivel de aceptacion. Se propuso como técnica analitica alternativa el
TOC.

Finalmente, en la linea de blisteres, donde el detergente usado era el Mistol, confirmé que este era
un factor con efecto a la conductividad, ademas del APIy el excipiente 3 (Figura 8.6). El tiempo no

fue significativo una vez eliminados los factores con un coeficiente menor (Excipiente 1,2 y 4 y el
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swab). El modelo presentaba una R* de 0.970 y una Q> de 0.884, siendo la regresion significativa

(0.00) y la falta de ajuste no (0.70).

Este estudio permitio establecer los factores a incluir en la preparacion de muestras que servirian
para establecer el perfil del proceso de limpieza o determinar la conductividad limite para verificar
que dicho proceso habia finalizado de manera correcta. También sirvid para poner de manifiesto
que no era posible usar la técnica de la conductividad para determinar todos los detergentes. Fue

necesario proponer un método alternativo para el analisis del Skip liquido.

8.3.3. [Establecimiento conductividad limite para verificar la limpieza

En este apartado se describe todo el estudio realizado para establecer la conductividad limite que
tendrian las disoluciones finales de las muestras recogidas al finalizar el proceso de limpieza. Estos
limites servirian para verificar los procesos de limpieza respecto al contaminante detergente. El

ejemplo que se presenta es el realizado con el segundo medicamento, un producto granulado.

8.3.3.1. Factores que influyen en la conductividad

Para iniciar el estudio, el primer paso fue determinar todos los posibles factores que podian afectar
a la conductividad de las soluciones finales. Para ello, se empled la metddica establecida en el
apartado 1.3.3. Todos los equipos usados en la produccion del segundo medicamento se limpian
con el mismo detergentes tal como de muestra en la Figura 8.7. En este caso, fue suficiente realizar
un solo DoE para obtener la informacion buscada. El equipo seleccionado fue la linea de sobres,

puesto que era el que estaba en contacto con todos los componentes de la formulacion.
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Se definieron como factores a evaluar todos los componentes de la formulacion (API y
excipientes), el detergente Mistol y el tiempo de contacto de la solucion con el aire. El factor swab
se descartd, debido que en el estudio anterior ya se habia comprobado que, tanto el mismo hisopo
como el hecho de aplicar ultrasonidos, no tenia influencia en la conductividad. En total se
definieron 9 factores, con los niveles inferiores y superiores calculados de la misma manera que en

el apartado 1.3.2.2.

El DoE calculado fue un disefio factorial fraccionado de resoluciéon IV, con un total de 33
experimentos planificados. Tras la evaluacion y analisis de los resultados experimentales se obtuvo
un modelo con una R* de 0.959 y una Q* de 0.914 como parametros de ajuste. Los coeficientes
significativos del modelo (valor p <0.05) fueron los que correspondian al excipiente 4, el Mistol y
el tiempo. El excipiente 4 era el acido citrico. En la Figura 8.8 se muestra la representacion grafica
de cada coeficiente. La eliminacion de los factores no significativos (excipiente 1, 2, 3, 5y 6) no
provocd que el API se convirtiera en un factor significativo. Los tres factores comentados

inicialmente fueron los que se tuvieron en cuenta para determinar la conductividad limite.

8.3.3.2. Determinacion de la recuperacién en superficies

Otro parametro a determinar, antes de poder definir las conductividades limites al finalizar la
limpieza de los equipos, fue el factor de recuperacion del detergente en las distintas superficies de

los equipos. El modo de muestreo estudiado en este caso fue el swab, por lo que el proceso de
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recuperacion se evalué como el conjunto del muestreo, la extraccion del swab y el método

analitico.

Las superficies de los equipos del proceso de produccion del segundo medicamento son acero
inoxidable mate y brillante. Para cada superficie y nivel de concentracion de detergente se procedio
por triplicado. El porcentaje de recuperacion se calculdé como el cociente entre la respuesta de la
conductividad de las muestras de recuperacion y la solucion de control. En la Tabla 8.3 se muestran
los promedios y la desviacion estandar relativa (RSD por sus siglas en inglés Relative Standard
Deviation). En todos los casos se obtuvo una recuperacion mayor al 50%, la cual se considera
aceptable®’. Para asignar la recuperaciéon del Mistol en cada superficie, se escogié el peor caso de
cada una de ellas y se redondeo por debajo. Al acero inoxidable mate se le asignd una recuperacion
del 80% mientras que para el brillante fue del 50%.

Tabla 8.3 Resultados del proceso de recuperacion de detergente Mistol en
dos superficies, acero inoxidable mate y acero inoxidable brillante.

Nivel de Promedio
Superficie concentracion recuperacion  RSD (%)
detergente (%) (%)
80% 97.7 6.0
Acero mate 100% 88.7 1.3
120% 96.6 5.0
80% 82.9 0.9
Acero o
brillante 100% 68.9 8.7
120% 63.8 5.0

8.3.3.3. Conductividades limites

En la Tabla 8.4 se detallan las conductividades limite que podran tener las soluciones finales de los
equipos muestreados por swab. Por debajo de esta respuesta se podra dar como correcta la limpieza
del equipo respecto a la eliminacion del detergente. Para obtener dichos valores se prepararon
soluciones que contenian las concentraciones maximas de cada producto con efecto en la
conductividad, teniendo en cuenta el nivel aceptable para cada uno de ellos segun el MACO vy el
factor de recuperacion del detergente en cada una de las superficies. Antes de proceder a la lectura,
cada una de las soluciones se tapd y dejo reposar 15 minutos. Fue el tiempo maximo estimado que
podria tardar un analista entre realizar la extraccion y proceder a la lectura. Las conductividades

descritas son las que se obtuvieron una vez restada la sefial del blanco.
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Tabla 8.4 Determinacion de las conductividades limites en cada equipo usado en la produccion de un producto
farmacéutico granulado

. Tipo de . Factor” Excipiente 4  Mistol Condycpwdad

Equipo muestreo Superficie recuperacion (ppm) (ppm) maxima

Misto (%)l PP PP (nS/cm)

Reactor Ultimo Acero -- - -- -
aclarado inoxidable
Mate

Granulador Swab Acero 50 0.90 49.98 6.576
inoxidable
Brillante

Linea de Swab Acero 50 0.33 18.11 2.522
sobres inoxidable
Brillante

Acero 80 0.33 28.98 3.555
inoxidable
Mate

En el caso del reactor, alin no se habia realizado el estudio de recuperacion del detergente con las
aguas del ultimo aclarado. La determinacion de este parametro es clave para poder establecer la

conductividad maxima aceptable de la solucion final.
8.4. CONCLUSIONES

Se desarrolldé una metddica til para establecer qué factores presentes en la disolucion acuosa tras
la limpieza de un equipo influyen en la conductividad. Realizar un DoE ha demostrado ser
imprescindible cuando se trabaja con la conductividad como técnica analitica por varias razones.
Entre ellas, reducir la carga experimental de futuros estudios, entender, como se ha comentado, qué
factores influyen en la respuesta y asegurar que el analito objetivo a la concentracion debida puede
ser determinado con la técnica analitica. Esta metodica no es exclusiva para la conductividad ya

que puede ser adecuada a cualquier otro método analitico no especifico.

Una vez establecidas las variables que tienen efecto en la sefial de la técnica analitica no especifica,
estas pueden usarse para establecer un perfil de proceso de limpieza. También es posible
determinar la respuesta limite que podrian tener las muestras, recogidas por swab o las aguas del
ultimo aclarado, para dar como correcta la finalizacion de la limpieza respecto a la presencia de
detergente. Esta metodica se puede realizar de modo off-line en el laboratorio de control de calidad

o implementarla como un sistema PAT y verificar en tiempo real el proceso de limpieza.

Finalmente, se ha evidenciado que la conductividad no es adecuada para determinar la presencia de
todos los agentes de limpieza presentes en la planta de produccion. Puesto que la parte hidrofobica
de los tensioactivos suelen contener cadenas alifaticas o cualquier otra cadena con contenido de

atomos de carbono, una técnica mas adecuada podria ser el TOC.
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Caracterizacion de surfactantes no ionicos por IMS

9. CARACTERIZACION DE ALCOHOLES GRASOS LINEALES
ETOXILADOS POR ESPECTROMETRIA DE MOVILIDAD
IONICA (IMS)

9.1.INTRODUCCION

Ya se ha demostrado la habilidad de la espectrometria de movilidad i6nica (IMS) como técnica
especifica a usar en las validaciones de limpieza para determinar la presencia de API y detergente
de una manera rapida'*. Pero no se ha estudiado en profundidad el comportamiento del detergente
frente a esta técnica. En este trabajo se estudian alcoholes lineales etoxilados (LAE del inglés
Lineal Alcohol Ethoxylate) los cuales son sustancias tensioactivas no ionicas. Los LAE tienen una
gran importancia en la industria por sus propiedades tensioactivas, pues estos se usan en la
preparacion de detergentes, emulsionantes, humectantes, dispersantes, etc. Estos productos
presentan dos grupos funcionales: la cadena hidrocarbonada (lipo6fila) de longitud diversa segin el
alcohol de partida y los grupos etoxi (hidrofila) polares, pero con polaridad variable segin el
nimero de grupos presentes en la molécula. La mayoria de los productos comerciales se presentan
en forma de mezclas complejas de una o mas cadenas hidrocarbonadas y con diferente nimero de
grupos etoxi. La sintesis industrial -que consiste en hacer reaccionar el alcohol con 6xido de etileno
en la proporcion deseada en presencia de un catalizador adecuado- da lugar a mezclas de
oligomeros con diferentes valores promedio de grupos etoxi segun la cantidad de 6xido de etileno
introducido en el reactor durante su fabricacion. La importancia de conocer la composicion de las
mezclas obtenidas se debe a que sus propiedades dependen de la distribucion obtenida y por lo
tanto es deseable disponer de un método de analisis simple, rapido y reproducible para realizar la
caracterizacion del producto obtenido con el objeto de realizar la seleccion del mas adecuado para
cada aplicacion particular. Tradicionalmente, la caracterizacion de alcoholes etoxilados se ha
llevado a cabo mediante técnicas de separacion como cromatografia de gases (GC), cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), cromatografia en capa fina (TLC) y electroforesis capilar (CE),
las cuales requieren de patrones puros para la asignacion de los picos. Ademas, en la mayoria de
casos es necesario derivatizar la mezcla con reactivos adecuados, lo que da lugar a métodos largos
y complejos que consumen mucho tiempo’ . Usualmente estas técnicas se aplican acopladas a la

espectrometria de masas (MS) para la caracterizacion de los diferentes oligdbmeros’ '

La separacion en IMS se basa en la diferencia de velocidad de las especies cargadas bajo la accion
de un campo eléctrico, que a su vez depende de su relacion masa-carga y/o su estructura. En la

ecuacion Ec 9.1, la velocidad de deriva (v, cms™) de la nube de iones es directamente proporcional
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al campo eléctrico aplicado (E, Vem™), siendo K (cm*V''s™) la constante de movilidad y Esta se

describe a nivel molecular por la ecuacion de Mason-Schamp (ecuacion Ec 9.2).

vg=K-E Ec 9.1

Ec9.2

_(3ez> 2 m+M (1+a)
16N kT mM 0
donde e es la carga del electron (1.602 x 107" C), z es la carga del idn, N es la densidad del gas de
deriva, k la constante de Boltzmann (1,381 x10™ J K™") y T la temperatura en Kelvin, m y M son la
masa del i6n y del gas de deriva respectivamente, o es un término de correccion dependiente de la
masa y Q es la seccion transversal de colision, derivada de las integraciones de todos los posibles
angulos de dispersion de la seccion transversal de la especie ion-molécula neutra de gas de

deriva'>™*,

La constante de movilidad (K) es funcion de la densidad de gas y, por tanto, presenta una alta
dependencia de la temperatura y de la presion; en consecuencia, usualmente se normaliza a
condiciones estandar (273K y 760Torr) segin la ecuacion Ec 9.3. Esta constante normalizada
reportada como movilidad reducida (Kj) es necesaria para comparar datos obtenidos bajo diferentes

condiciones experimentales.

273\ / P
— — \(— Ec9.3
Ko _K( T )(760)

El conocimiento de la relacion entre la movilidad K, de una especie y su estructura molecular ha
sido objeto de estudio en IMS a lo largo de los ultimos afios para finalmente, poder predecir la
movilidad de iones desconocidos sin necesidad de comparar con el valor de K, de referencia. Se
han publicado estudios para predecir movilidades los cuales utilizan modelos complejos los cuales

. . . . , Jon] - 1516
requieren de descriptores estructurales obtenidos a partir de calculos tedricos previos ™.

Recientemente se ha propuesto un método empirico (basado en la linealizacion de la ecuacion de
Mason-Schamp), en el cual se representa la inversa de la constante de movilidad en funcion del
nimero de carbonos para diferentes series homodlogas de compuestos polares alifaticos,
obteniéndose modelos lineales con una buena capacidad predictiva'”'®. Sin embargo, los resultados
mostrados se refieren solo a series de moléculas sencillas con un solo grupo funcional por cada

serie homologa.

En este trabajo se propone la aplicacion del IMS para la caracterizacion de los surfactantes no-
i6nicos, del tipo alcohol graso polioxietilenado, como un método simple de aplicar y rapido en la

obtencion de los resultados.
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9.2. METODO EXPERIMENTAL
9.2.1. Muestras

Los muestras usadas para este estudio pertenecen a dos tipos: patrones puros de alcoholes
etoxilados con un nuimero definido de grupos etoxi y surfactantes comerciales constituidos por

mezclas de oligdbmeros de un alcohol graso con diferente nimero de grupos etoxi.

Los patrones utilizados fueron el tetractilenglicol monododecil éter >98% GC, hexaetilenglicol
monododecil éter >98% TLC, heptaetilenglicol monododecil éter >98% TLC, hexaetilenglicol
monotetradecil éter >99% GC, octaetilenglicol monohexadecil éter >298% GC y hexaetilen estearil

éter >98% GC ( Sigma-Aldrich, Alemania).

Los surfactantes industriales utilizados fueron: polietilenglicol monododecil éter con un promedio
de grupos etoxi de 4 (Brij L4) y otro de 10; polietilenglicol monohexadecil éter con un promedio de
10 (Brij C10); polietilenglicol monododecil éter de 2 (Brij 52), 10 (Brij S10 y Brij 76) unidades
etoxi de promedio (Sigma-Aldrich, Alemania); y el Brij 76 (Fluka Chemie AG, Suiza). Ademas se
ha utilizado polietilenglicol 400 (PEG400) que es una mezcla de oligdmeros (Merck, Alemania).

Para el analisis, todas las soluciones se prepararon con isopropanol de grado HPLC >99.8%

(Scharlab, Espaiia).

Para la designacion de un compuesto Unico, la nomenclatura utilizada en este estudio es C,E,,
donde C, se refiere al nimero de atomos de carbono alifaticos y E,, se refiere al nimero de grupo

etoxl.

9.2.2. Espectrometria de movilidad iénica

El equipo IONSCAN-LS (Smiths Detection, USA) equipado con una lamina de “Ni como fuente
de ionizacion radioactiva se us6 para separar y detectar los distintos compuestos. Se empled el
software IMStation v5.389 (Smiths Detection, USA) para la adquisicion y procesamiento de los
datos. El espectro de movilidad ionica se adquirid en modo positivo usando como calibrante
interno e i6n reactivo la nicotinamida, que tiene una movilidad reducida (K;) de 1.86cm*V's™. El
intervalo del ciclo del obturador de iones fue de 0.2ms, valor fijado por el fabricante. El espectro de
movilidad se adquiri6 hasta un tiempo de deriva de 40ms. El campo eléctrico aplicado en el tubo de
deriva fue de 252Vem™, con un potencial de deriva de 1763V y la longitud del tubo de deriva de
7cm. El flujo de aire seco, fijado en 300mLmin™', se introdujo como gas de deriva al final de la

region de deriva.

Para introducir la muestra se uso la desorcion térmica, depositando 1uL de la solucion en una

membrana de Teflon. Esta membrana se calentd para vaporizar el analito, el cual era transferido a
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la camara de ionizacion. Las temperaturas de desorcion, inlet y tubo de deriva fueron 290, 280 y

230°C, respectivamente.

9.3.RESULTADOS Y DISCUSION
9.3.1. Fundamento tedrico

La movilidad de una especie viene dada por la ecuacion de Michael-Schamp (ecuacion Ec 9.2) que,

cuando se combina con la ecuacion Ec 9.3, se obtiene la ecuacion para la movilidad ionica reducida

(Ec 9.4).
273 P 3ez 21 m+M\/1+«a
%o = () (550) (em) | J7r (=)
T 760/ \16N kT mM 0

Los 4 primeros términos de la ecuacion son constantes bajo las mismas condiciones experimentales

de temperatura y presion, y pueden ser sustituidos por la constante 1/%. Una segunda
consideracion, es que el término masa reducida [pu=(m+M/mM)] se puede considerar practicamente

constante e igual a M si m>>M'>"®, para dar la ecuacién Ec 9.5 y su inversa, la ecuacion Ec 9.6.

K, _101 (“’“) Ec9.5
v\ M\ q
i=¢mﬂ Ec9.6
Ky 1+a

La seccion transversal de colisiones (2 es la suma de todos los posibles angulos de dispersion de la

1920 v se puede expresar como la suma de las

seccion transversal de colisiones de una molécula
secciones transversales de colisiones desglosada en diferentes partes (ecuacion Ec 9.7), agrupados
en fragmentos estructuralmente similares.

1 (YVM

—_— = z l/) 0 Ec9.7

Ky L\l1+4+a)

i=1

En los alcoholes etoxilados, £2 se puede desglosar como suma de £2,, debida a la contribucién de la

cadena alquilica, €2,, debida a la contribucion de los grupos etoxi de los oligomeros y (2. debida a

los grupos terminales H- y -OH restantes (Figura 9.1), dando lugar a la ecuaciéon Ec 9.8.
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Ec9.8

R — 0N
Ko, \1+a 1+a 1+a™°

o (5em) (1) +(7end)
Cada uno de estos términos de 2, se puede asociar con cada uno de los tres coeficientes de la
Figura 9.1: , esta asociado con p (constante de proporcionalidad entre 1/K, y el nimero de
carbonos alifaticos), £2,, esta asociado con x (constante de proporcionalidad entre 1/K, y el nimero
de grupos etoxi) y £2. esta asociado con o (término independiente asociado a los grupos terminales
H- y -OH). Por lo tanto, cada uno de los términos de la ecuacion Ec 9.8 se puede considerar

asociado a una subunidad de un alcohol etoxilado lineal, de forma que cada una de las partes

contribuye al total del valor de 1/K,(ecuacion Ec 9.9).

1
—=0+p-n+K-m Ec 9.9
Ko

Los espectros de movilidad i6nica de alcoholes etoxilados muestran una serie de picos a diferentes
tiempos de deriva, pertenecientes a los diferentes compuestos (etoximeros) con diferente nlimero
de grupos etoxi; al aumentar el nimero de grupos etoxi (aumento del peso molecular) aumenta el

tiempo de deriva y el valor de 1/K,.

Los valores de Kj se corrigen con respecto a una referencia (nicotinamida) mediante la ecuacion Ec
9.10.
td(re )

Ko(comp) = Ko(ref) ' td(comp) Ec9.10

donde Kjconp) €s la constante de movilidad reducida del compuesto, Kyqr es la constante de
movilidad del compuesto de referencia, que en este caso es el de la nicotinamida usado como
calibrante interno, Zuer ¥ facomp) SON los tiempos de deriva de la nicotinamida y de cada pico del

espectro de movilidad i6nica, respectivamente.

9.3.2. Caracterizacion de los espectros de movilidad iénica

El espectro A de la Figura 9.2 muestra el espectro de movilidad idnica de una mezcla de
etoximeros de un surfactante de la serie C;, (polietilenglicol monododecil éter con 10 grupos etoxi
de promedio) en el que se numeraron los diferentes picos del 1 al 13. En la misma figura se
muestran los espectros de tres patrones puros de monododecil éter con 4, 6 y 7 grupos etoxi. Al
comparar estos espectros, se observo que los tiempos de deriva de los picos coincidian
respectivamente con los picos 1, 3 y 4 de la mezcla de etoximeros (espectro A). Esta correlacion
demostraba que los alcoholes etoxilados aparecen en el espectro ordenados, en tiempos de deriva (y
en 1/K,) segun el numero de grupos etoxi, por lo que los compuestos que aparecen en el espectro A

numerados del 1 al 13 pudieron ser asignados de 4 hasta 16 grupos etoxi respectivamente.
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Este mismo concepto se aplicoé a otros surfactantes polioxietilenados con distinta longitud de la
cadena hidrocarbonada. Se pudo identificar cada etoximero de cada una de las mezclas
oligoméricas. Los espectros de movilidad de PEG 400 (serie C,), polietilenglicol monododecil éter
(serie Cy,), polietilenglicol monohexadecil éter (serie Cis) y polietilenglicol monooctadecil éter
(serie C;g) permitieron obtener los valores de las constantes de movilidad reducida (K,) de todos los
picos que aparecian en los mismos. La Tabla 9.1 muestra los valores de 1/K,encontrados para cada

compuesto, ordenadas en cuatro columnas segun la serie a la cual pertenecen.

En la Figura 9.3 se representan los valores de 1/K, versus el nimero de grupos etoxi m asignados
en la Tabla 9.1. Las cuatro series (Cy, Cy,, Ci5y Cig), con diferente longitud de cadena alquilica n,
presentaban un buen ajuste lineal para cada una de las rectas. Los diferentes valores de la ordenada
en el origen se atribuyeron a la distinta longitud de la cadena hidrocarbonada de los alcoholes
grasos. Un gréfico de los valores de ordenada en el origen en funcion del ntimero de carbonos de la
cadena alquilica del surfactante condujo también a una relacion lineal. La ecuaciéon obtenida
(Intercept = 0.0346n + 0.3935, R’ = 0.9973) mostraba el comportamiento de la variacion de 1/K,
unicamente para la parte alquilica. Los valores de la intercepcion correspondian estructuralmente a
los valores de 1/K, en ausencia de la parte oligomérica y por lo tanto al equivalente estructural del
alcohol primario. La ecuacion reportada por Hariharan et al. para la serie de alcoholes primarios
(1/Ky= 0.0355N¢+ 0.4345, R’ = 1.0000) '® es muy similar a la ecuacion encontrada. Las pendientes
de ambas ecuaciones, que indicaban la proporcionalidad entre 1/K, y el nimero de carbonos de la

cadena alquilica, fueron muy semejantes.
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Tabla 9.1 Valores promedio de la 1/K, experimental obtenidas de los productos de cada serie homologa: Cy (PEG 400), C12 (Brij L4 y DeEGMD), Cy4 (Brij C10) y Cy5(Brij52 y Brij S10);

valores calculados a partir de la ecuacion obtenida via MLR y asignacion de las unidades etoxi.

C, series Cy; series Cy¢ series C,s series
1/K, 1/K, N° grupos 1/K, 1/K, N° grupos 1/K, 1/K, N° grupos 1/K, 1/K, N° grupos
Experimental Calculado etoxi Experimental  Calculado etoxi Experimental  Calculado etoxi Experimental  Calculado etoxi
(Vsem?) (Vsem™?)  asignados (Vsem?) (Vsem?) asignados (Vsem?) (Vsem?)  asignados (Vsem?) (Vsem?) asignados
0.6697 0.6729 4 1.0776 1.0692 4 1.2142 1.2008 4 1.2159 1.2011 3
0.7360 0.7393 5 1.1435 1.1347 5 1.2777 1.2663 5 1.2809 1.2666 4
0.8063 0.8057 6 1.2114 1.2002 6 1.3440 1.3318 6 1.3438 1.3321 5
0.8683 0.8721 7 1.2777 1.2657 7 1.4082 1.3973 7 1.4077 1.3976 6
0.9289 0.9385 8 1.3428 1.3312 8 1.4720 1.4628 8 1.4720 1.4631 7
0.9989 1.0049 9 1.4071 1.3967 9 1.5337 1.5283 9 1.5341 1.5286 8
1.0704 1.0713 10 1.4709 1.4622 10 1.5959 1.5938 10 1.5961 1.5941 9
1.1398 1.1377 11 1.5350 1.5277 11 1.6571 1.6593 11 1.6579 1.6596 10
1.2085 1.2041 12 1.5968 1.5932 12 1.7200 1.7248 12 1.7175 1.7251 11
1.2771 1.2705 13 1.6589 1.6587 13 1.7788 1.7903 13 1.7784 1.7906 12
1.7209 1.7242 14 1.8365 1.8558 14 1.8358 1.8561 13
1.7765 1.7897 15 1.8972 1.9213 15 1.8939 1.9216 14
1.9432 1.9868 16
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Del mismo modo, usando patrones del mismo numero de grupos etoxilo, C1,E¢ C14E¢ y CisEs, se
obtuvo una relacion lineal de 1/K, frente al nimero de atomos de carbono alquilicos; la ecuacion
obtenida fue 1/K,=0.0329n+0.8191. A partir de esta ecuacion se podian predecir los valores de 1/K)

de todos los compuestos C,E¢ de cada seriec homologa.

La ecuacion Ec 9.11, derivada de la ecuacion teodrica de Michael-Schamp, permitia calcular la
relacion entre 1/Kq de alcoholes etoxilados y el nimero de carbonos de la cadena lineal n y el

numero de grupos etoxi m.

Kioz(H_p.n_,_K.m Ec9.11
donde los coeficientes p y k son las constantes de proporcionalidad entre 1/K, y el niimero de
carbonos alifaticos y el nimero de grupos etoxi respectivamente, obtenidas en las ecuaciones
anteriores. Por otro lado, ¢ es la ordenada en el origen de la ecuacion que se puede atribuir al resto
del compuesto que no pertenece ni a la cadena alquilica ni a la parte oligomérica, es decir, a los
grupos terminales (H- y -OH). Estos coeficientes se podian calcular directamente ajustando un
modelo de regresion lineal multiple (MLR), que tiene la ventaja de incluir en el ajuste las posibles
influencias de las dos variables (n y m) en la variable predictora (1/K,). Para la construccion del
modelo MLR se tomaron como variables el nimero de carbonos » y el nimero de grupos etoxi m

de la parte oligomérica y como respuesta el valor de 1/K,. De los valores de K, disponibles,

correspondientes a 54 oligdomeros, se escogieron 38 de forma aleatoria para formar parte del set de
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calibracion, procurando que el espacio muestral fuera homogéneo. Los 16 oligdmeros restantes se

utilizaron como set de prediccion.

Los coeficientes obtenidos del modelo fueron 0.0329 (p) para el nimero de carbonos 7, 0.0655 (x)

para el nimero de grupos etoxi m y un término independiente igual a 0.4121 (o) con un coeficiente

de determinacién de 0.998 y un bias de 2.65-10™®.

1/Ky=0.0329. n + 0.0655.m + 0.4121 Ec9.12

Los coeficientes py «; representan la pendiente de la recta en el espacio tridimensional formado
por las dos variables n y m y la variable predictora 1/K,. La bondad del modelo se evalu6 mediante
la representacion de los valores experimentales de 1/K, del set de validacion frente a los valores
predichos por el modelo, obteniendo una recta de pendiente 0.987, offset 0.013 y R=0.999. Estos
valores no son significativamente distintos de 1 y 0 respectivamente, por lo que se pudo concluir

que el modelo obtenido tenia una adecuada capacidad predictiva.

El valor del RMSEP fue de 0.006. Un test ¢ de Student de los residuales proporciond un valor de
teate (1.707) menor que la teica (2.042) para un intervalo de confianza del 95%; lo que confirmaba la

bondad del modelo lineal propuesto.

Notese que el valor de x es aproximadamente el doble que el de p; al aumentar en una unidad m se
afaden dos unidades de CH, equivalentes a 2n de la parte alquilica. Esto indicaba que en un
alcohol lineal etoxilado la contribucion a la constante de movilidad reducida dependia del nimero
de unidades CH, que contenia la molécula. La equivalencia entre dos unidades de CH, con un
grupo etoxi (con dos CH,) permiti6 establecer que el valor de 1/K) estaba directamente relacionado
con el numero de atomos de carbono y que la contribucion de los grupos éter (—O—) era
practicamente nula. El ajuste por minimos cuadrados de los valores de 1/K, frente al numero total
de atomos de C del compuesto dio la ecuacion 1/K,~0.0325n+0.4268; que presentaba un buen valor
del ajuste R* = 0,999. Esta ecuacion podia utilizarse para determinar el nimero total de atomos de

C de la cadena a partir de la determinacion de 1/Kj.

Por otro lado, el valor del término independiente encontrado con el modelo MLR, 6=0.4121, era
muy similar al valor de 1/K, del clister (H,O)H" reportado por la bibliografia®', que es de 0.42.
Esto permiti6 relacionar éste término independiente ¢ con la contribucion que aportan a la 1/K, los
grupos terminales de los alcoholes etoxilados lineales (-H y —OH), que como se ha apuntado

anteriormente, es asimismo muy semejante al reportado los alcoholes primarios (0.4345) '°.
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9.3.3. Validacion del modelo establecido

Se aplico el modelo obtenido a la caracterizacion de diferentes surfactantes comerciales
industriales, realizando la prediccion de la presencia de los diferentes oligdbmeros en muestras
comerciales de surfactantes. Los residuales obtenidos por comparaciéon de los valores de 1/K,
experimentales y calculados con la ecuacion obtenida fueron un buen indicativo de la bondad del

ajuste.

En los espectros de algunos compuestos aparecian picos no asignables al surfactante, ya que
aparecian a tiempos de deriva bajos (indicativos de menor PM) y presentaban un comportamiento
distinto a los picos que correspondian al LAE en cuestion. Incluso llegaban a aparecer a tiempos de
desorcion mayores, todo y su menor peso molecular. Esto indicaba la diferencia de volatilidad entre
un grupo y el otro. Estos picos de muy baja amplitud y de menor PM, se atribuyeron a oligdbmeros
de polietilenglicol, formados durante la sintesis de los surfactantes. La intensidad de estos picos
aumentaba en los surfactantes que fueron adquiridos unos afios antes de este estudio, de lo que se
deducio que estos productos se descomponen con el tiempo, dando oligomeros de surfactante de

menor indice de etoxilo y polietilenglicol de bajo indice de polimerizacion.

Con el objeto de establecer la presencia de polietilenglicoles en el compuesto, se analizd una
muestra a la que se ha afiadido polietilenglicol. La Figura 9.4 muestra los espectros del PEG 400 y
de un surfactante comercial (BrijS10) sin adicién y con la adicion de PEG 400 respectivamente.
Puede observarse que los picos del PEG aparecen a tiempos de deriva bajos y que se superponen en
parte con los del BrijS10, aumentando su amplitud. Esto indicé que los cinco primeros picos que

aparecian en el Brij S10 podian pertenecer a poletilenglicoles (marcados del 1 al 5).

180



Caracterizacion de surfactantes no ionicos por IMS

Para contribuir a la diferenciacion se desdoblaron los espectros en los diferentes tiempos de
desorcion tal y como se muestra en la Figura 9.4. No fue posible detectar los oligdmeros con un
elevado numero de grupos etoxilo, lo que se atribuyd a su insuficiente volatilidad; solamente se
detectaron oligomeros hasta 16 grupos etoxi, con independencia de que se tratase de surfactantes de
Cl12, C14, C16 y C18. En la Figura 9.5 de la izquierda se muestran los espectros de movilidad del
BrijS10 solo y en la de la derecha este mismo alterado con PEG400, para diferentes tiempos de
desorcion. Se muestra la ausencia (o muy baja concentracion) de PEG de bajo PM en el BrijS10,
los cuales si se presentaban en el espectro alterado con PEG. Este presenta los picos caracteristicos
del PEG a bajos tiempos de desorcion y de deriva, propios de su bajo PM y mayor volatilidad.
Ahora bien, los picos del nimero 1 al 5 en la Figura 9.5 de la derecha se observa que aparecen en
parte a 0.8 y a 1.2s siguiendo la tendencia de desorcion en productos que pertenecen a una misma
familia; esto es, a mayor peso molecular va disminuyendo la volatilidad. Con esto se demostro que

las sefiales que presenta el Brij S10 entre el 1 y el 5 pertenecian a polietilenglicoles.

La asignacion de los picos del Brij S10 (C18En) (Figura 9.4 espectro b) se realizo aplicando la
ecuacion Ec 9.12. Los residuales (diferencia entre el valor experimental y el predicho por la
ecuacion) fueron de bajo valor, lo que indicé que la asignacion realizada era correcta. En la Tabla
9.2 se muestran los diferentes valores de 1/K, para los diferentes picos obtenidos del espectro y la
asignacion realizada de los diferentes oligomeros. Esta asignacion se realizo teniendo en cuenta
tanto los residuales como el comportamiento de estos analizando el espectro de movilidad. Asi, del
pico 1 al 5 pertenecian a polietilenglicoles que presentaba el producto Brij S10, y del pico nimero

6 al 15 a oligomeros de la serie C18.
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Tabla 9.2 Sefiales obtenidas al analizar el Brij S10 (C18Em) alterado con polietilenglicol (COEm).

Suponiendo n*=0 Suponiendo n*=18
Tiempo 1/K, - 1/K, - 1/K,
N° pico deriva Experimental Calculada Residual Calculada Residual
(ms) (Vsem™) tedrica (Vsem™) tedrica (Vsem™)

1 16.3290 0.9295 8 0.9364 0.0069

2 17.5490 0.9990 9 1.0019 0.0029

3 18.7810 1.0691 10 1.0674 -0.0017 1 1.0701 0.0010
4 20.0080 1.1390 11 1.1329 -0.0061 2 1.1356 -0.0034
5 21.1780 1.2055 12 1.1984 -0.0071 3 1.2011 -0.0044
6 22.5070 1.2813 13 1.2639 -0.0174 4 1.2666 -0.0147
7 23.6280 1.3449 14 1.3294 -0.0155 5 1.3321 -0.0128
8 24.7310 1.4078 15 1.3949 -0.0129 6 1.3976 -0.0102
9 25.8830 1.4734 16 1.4604 -0.0130 7 1.4631 -0.0103
10 26.9725 1.5353 17 1.5259 -0.0094 8 1.5286 -0.0067
11 28.0695 1.5978° 18 1.5914 -0.0064 9 1.5941 -0.0037
12 29.1395 1.6586 19 1.6569 -0.0017 10 1.6596 0.0010
13 30.1725 1.7175 20 1.7224 0.0049 11 1.7251 0.0076
14 31.1810 1.7778 21 1.7879 0.0101 12 1.7906 0.0128
15 32.2495 1.8357 22 1.8534 0.0177 13 1.8561 0.0204

* n=numero de carbonos de la cadena alquilica; ** m= unidades de grupos etoxi del oligdmero.

También se estudio la aplicacion de este modelo en surfactantes etoxilados constituidos por una
mezcla de alcoholes grasos, con el objeto de establecer la posibilidad de aplicar el modelo a
mezclas de surfactantes. Se registraron los espectros de una mezcla de oligdbmeros de surfactantes
de C13 y C15 y se determinaron los valores de I/K,. Paralelamente se calcularon los valores de
1/K, aplicando la ecuacion Ec 9.12 para cada C;3E,, C4E, y un CisE,, individualmente y se
calcularon los residuales entre los valores experimentales y los calculados. El grafico de los
residuales frente al numero de carbonos de la cadena alquilica (Figura 9.6 derecha) mostro
claramente que los oligomeros del C4E,, presentaban residuales mas bajos. Esto podia explicarse
por la reducida resolucion que posee el IMS, que no permitia la diferenciacion de los oligomeros de
Cl13 y de C15; y al ser la proporcion de alcoholes grasos de partida similar, se obtuvo
experimentalmente un espectro aparente que pertenecia al valor medio de carbonos de la cadena

alquilica.

El analisis de una mezcla de C4E,, y CisE,, con una proporcion de alcoholes grasos desconocida,
condujo a los residuales mostrados en la Figura 9.6 izquierda, donde se ve que el de menor valor
corresponde al C4E,, y ligeramente superiores para C;gE,; en este caso los mayores residuales

corresponderian al C;E,,.
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9.4. CONCLUSIONES

Para los alcoholes lineales etoxilados, la constante de movilidad corregida se relaciona
inversamente con la seccion transversal de colisiones (Q2), como se deduce de la ecuacion de
Mason-Schamp, y se puede considerar constituida por tres términos relacionados con las tres
subunidades que componen los alcoholes etoxilados: los grupos metileno de la cadena
hidrocarbonada, los grupos etoxi de la parte oligomérica y los grupos terminales. Esta hipotesis
permitio deducir, usando los valores experimentales de K, una ecuacion matematica que incluye el
nimero de atomos de carbono de la cadena alifatica y el nimero de grupos etoxi. La calidad del
ajuste obtenido con los datos experimentales demuestra que la hipdtesis formulada es correcta. Esta

hipotesis permitio establecer la distribucion de oligdmeros sin necesidad de utilizar patrones.

La ecuacion empirica calculada demostréo que las dos partes de la molécula se comportan de
manera semejante pero independiente, confirmado por el hecho de la gran semejanza del
coeficiente de la parte alifatica con el descrito en la bibliografia para la serie de alcoholes

primarios.

Este estudio demuestra la aplicabilidad del IMS en la caracterizacion de alcoholes etoxilados
lincales de relativamente bajo peso molecular (nimero de grupos etoxilo <15) asi como la
deteccion de los oligdbmeros de polictilenglicoles normalmente presentes en este tipo de
surfactantes. Ademas de la separacion por PM, se produce una separacion por volatilidad que

facilita la deteccion y caracterizacion de los productos industriales.
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10.CUANTIFICACION DE ALCOHOLES GRASOS LINEALES
ETOXILADOS POR ESPECTROMETRIA DE MOVILIDAD
IONICA (IMS)

10.1. INTRODUCCION

En el capitulo previo se ha estudiado la aplicacion de IMS en la caracterizacion de los alcoholes
lineales etoxilados (LAE) encontrando la ecuacion empirica Ec 10.1, que relaciona la inversa de la
constante de movilidad reducida (K,) con la longitud de la cadena hidrocarbonada, con el numero

de grupos etoxi de la parte oligomérica y los grupos terminales —H y —OH.

1
K =0.033:-n+40.065 - m + 0.412 Ec 10.1
0

En el presente trabajo se estudia un método para determinar la distribucion de los diferentes
oligomeros de una serie homologa y se propone un método para la determinacion cuantitativa de

cada una de ellos individualmente que componen el tensioactivo.

10.2. METODO EXPERIMENTAL
10.2.1. Muestras

Las muestras usadas para este estudio pertenecen a dos tipos. (1) Patrones puros de alcoholes
etoxilados con un numero definido de grupos etoxi. Es necesario sefialar que estos patrones no son
100% puros (contienen pequefias cantidades de impurezas, otros oligdbmeros y humedad), lo que los
hace muy dtiles en la identificacion de oligdbmeros pero no totalmente adecuados para el analisis
cuantitativo. (2) Surfactantes comerciales constituidas por mezclas de oligomeros de un alcohol

graso con diferente niimero de grupos etoxi.

Los patrones utilizados fueron el tetraetilenglycol monododecil éter >98% GC, hexaetilenglicol
monododecil éter >98% TLC, heptactilen glicol monododecil éter >98% TLC, hexaetilen glicol
monotetradecil éter >99% GC y hexaetilen estearil éter 298% GC (Sigma-Aldrich, Alemania).

Los surfactantes industriales usados fueron el polietilenglicol monododecil éter con promedios de
grupos etoxi de 4 (Brij L4), de 10 (DeEGMD) y de 23 (Brij L23); polietilenglicol monohexadecil
éter con un promedio de 10 (Brij C10) y de 20 (Brij C20); polietilenglicol monooctadecil éter con
promedios de 2 (Brij S2 y Brij 52) y de 10 (Brij S10) (Sigma-Aldrich, Alemania); y el Brij 76
(Fluka Chemie AG, Suiza). Ademas se utilizo polietilenglicol 400 (PEG400) que es una mezcla de

oligébmeros (Merck, Alemania).
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Todas las soluciones se prepararon con isopropanol grado HPLC >99.8% (Scharlab, Espana). Para
los patrones se preparon disoluciones en un rango de concentracion entre 0.2 y 10 mg/L y para los

surfactantes comerciales se han preparado disoluciones entre 5 y 200 mg/L.

Para la designacion de un compuesto Unico, la nomenclatura utilizada en este estudio es C,E,,
donde C, se refiere al nimero de atomos de carbono alifaticos y E,, se refiere al nimero de grupos

etoxi.

10.2.2. Espectrometria de movilidad ionica

El equipo IONSCAN-LS (Smiths Detection, USA) equipado con una lamina de “Ni como fuente
de ionizacion radioactiva se us6 para separar y detectar los distintos compuestos. Se empled el
software IMStation v5.389 (Smiths Detection, USA) para la adquisicion y procesamiento de los
datos. El espectro de movilidad idénica se adquirid6 en modo positivo usando como calibrante
interno e i6n reactivo la nicotinamida, que tiene una movilidad reducida (K;) de 1.86cm*V's™. El
intervalo del ciclo del obturador de iones fue de 0.2ms, valor fijado por el fabricante. El espectro de
movilidad se adquiri6 hasta un tiempo de deriva de 40ms. El campo eléctrico aplicado en el tubo de
deriva fue de 252Vem™, con un potencial de deriva de 1763V vy la longitud del tubo de deriva de
7cm. El flujo de aire seco, fijado en 300mLmin™', se introdujo como gas de deriva al final de la

region de deriva.

Para introducir la muestra se uso6 la desorcion térmica, depositando un micro litro de la solucion en
una membrana de Teflon. Esta membrana se calentd para vaporizar el analito, el cual era
transferido a la camara de ionizacion. Las temperaturas de desorcion, inlet y tubo de deriva fueron

300, 300 y 230°C respectivamente.

10.2.3. Procesado de datos

El software MATLAB v7.11.0 (The MathWorks, USA) fue el empleado para procesar los datos.

El equipo IMS proporciona un cubo de datos donde la primera dimension es el tiempo de deriva, la
segunda el tiempo de analisis o de desorcidén y por tltima, la intensidad (amplitud). Este cubo
inicial se import6 a Matlab para procesar los datos. Se eliminaron los primeros 13 milisegundos del
tiempo de deriva ya que solo aparece el pico correspondiente al reactivo ionizante. Por otro lado,
también se seleccionaron solo los 4 primeros segundos de desorcion ya que el resto solo aporta

ruido e informacioén no relevante.

Se ensayaron dos filtros distintos para reducir el ruido: el filtro de Fourier que consiste en
transformar los datos del dominio tiempo al dominio frecuencia mediante el algoritmo de

transformada rapida de Fourier (FFT por sus siglas en inglés Fast Fourier Transform), que elimina
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las frecuencias altas, las que pertenecen al ruido, eligiendo una frecuencia de corte determinada y
finalmente se aplica la inversa de FFT para volver a obtener los datos en dominio tiempo. El otro
filtro ensayado fue el filtro de Savitzky-Golay mediante la aplicacion de un polinomio de grado 3 y

una ventana movil de 21 puntos.

En ambos casos, con los datos filtrados, se calculd el promedio obteniendo por un lado un grafico
de las intensidades frente al tiempo de deriva convencional, y por otro lado, se construyo un grafico
de superficie de tiempo de deriva frente tiempo de desorcion donde los contornos representaban las

intensidades (en unidades arbitrarias) de los diferentes componentes.

10.2.4. GC-MS

El analisis se llevo a cabo con un cromatografo de gases Agilent 6890 GC equipado con un
detector de masas cuadripolar Agilent MS 5973 (Agilent Technologies, USA). La columna usada
fue una HP-5MS (30m x 0.25mm), que es una columna capilar de silice fundida recubierta con
0.25um de poli(fenilmetil)siloxano como fase estacionaria. Como gas portador se uso helio a un
flujo constante de 1ml/min. La técnica de inyeccion empleada fue la splitless y el inyector se
mantuvo a 325°C. La temperatura de la columna inicialmente se programé a 100°C, manteniéndose
durante 2 minutos. Después se aumento de 100 a 325°C a una velocidad de 4°C/min. Finalmente,
se mantuvo a 325°C durante 35min. Las temperaturas de la linea de transferencia y de la fuente de
iones fueron 280°C y 230°C respectivamente. El detector de masas funcion6 con el modo de

ionizacion electronica con un potencial de ionizacion de 70eV.

10.3. RESULTADOS Y DISCUSION
10.3.1. Establecimiento de parametros de analisis y tratamiento de datos

Usando disoluciones de patrones puros se establecio la respuesta del IMS con la concentracion para
los diferentes tipos de surfactantes; los resultados muestran una respuesta lineal, entre 0,2 y 1
mg/L, con la concentracion. En la Tabla 10.1 se muestran los parametros de las rectas de
calibracion. Las diferencias que se observan entre las pendientes y las ordenadas en el origen se
atribuyen principalmente al distinto grado de pureza de los patrones (y diferente contenido en
humedad) y en menor grado al error experimental de la medida. Se puede considerar que todos los
compuestos tienen una respuesta similar (independiente del peso molecular o de la longitud de la
cadena de grupos etoxi) en el detector del espectrometro de movilidad idnica, lo que aplicaremos

en el estudio para determinar la distribucion de los diferentes oligdmeros.
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Tabla 10.1 Figuras de mérito de las rectas de calibracion de diferentes
surfactantes etoxilados en el rango de concentraciones entre 0.2 y Img/L,

Ordenada en el

Patrén Pendiente origen R?

CE, 19.166 17.293 0.9947
C,Es 22.819 12.189 0.9973
CE; 21.814 11.705 0.9976
C4Es 21.360 13.675 0.9687

Algunas variables experimentales del espectrometro IM estan directamente relacionadas a la
respuesta obtenida al analizar alcoholes lineales etoxilados y se evaluaron individualmente para
optimizar sus valores. La temperatura de desorcion puede ser un factor importante en el analisis de
este tipo de compuestos, ya que determina por un lado la volatilidad y por otro la estabilidad
térmica de estas sustancias; se realizd un estudio de la respuesta del surfactante comercial
DeEGMD (C;E,;) en un rango de temperatura desorcion entre 200 y 300°C que es la temperatura
maxima de trabajo del instrumento utilizado. En la Figura 10.1 se presentan los espectros de
movilidad i6nica obtenidos a temperatura 230, 280 y 300°C. Al aumentar la temperatura,
incrementa el namero de oligomeros detectados de mayor peso molecular, sin que se observe la
aparicion de picos de oligomeros de menor peso molecular. Esto indica que la desorcion aumenta
con la temperatura sin que se produzca degradacion térmica de los mismos. El resto del estudio se

realizo a la temperatura de 300°C, que es la maxima que permite el instrumento.

También se llevdo a cabo un estudio de la concentracion maxima de surfactante que se podia
determinar, considerando que el factor limitante en esta modalidad de IMS es la concentracion de
reactivo ionizante. La cantidad de muestra introducida no debe consumir todo el reactivo ionizante
para evitar la reduccion de respuesta por falta de ionizacion, lo que es particularmente frecuente en

el analisis de las mezclas. El rango de concentraciones de trabajo de los surfactantes se establecio
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entre 10 y 100 mg/L, puesto que a concentraciones mas altas se consumia completamente el

reactivo ionizante.

Para el analisis de los surfactantes comerciales se prepararon disoluciones entre 10 y 100 mg/L y se
inyectaron 1uL de cada disolucidon por triplicado; obteniéndose un cubo de datos para cada
producto. El instrumento IMS proporciona un cubo de datos de intensidad de sefial para cada fila
(tiempo de deriva) y cada columna (tiempo de andlisis o desorcion). En la Figura 10.2a se muestra
graficamente el cubo de datos para el DeEGMD. Ademas, se hizo el defolding por filas y por
columnas del cubo, tal como se muestra en la Figura 10.2b y Figura 10.2c. Con ellas, se pudo
observar que en los tiempos de deriva comprendidos entre 0 y 1lms aparece la sehal
correspondiente al reactivo ionizante. Por otro lado, se vio que los tiempos de analisis altos, a partir
de los 4 segundos, no presentaban sefial (solo aportaban ruido), por lo que en los siguientes
tratamientos se eliminaron esas partes de los datos. También se puso de manifiesto que la sefial

presentaba un elevado ruido por lo que se decidio aplicar un filtro adecuado para mejorarla.

Se ensayaron filtros Fourier con diferentes frecuencias de corte, pero con ninguna de ellas se
encontrd una relacion correcta entre la reduccion del ruido y la atenuacion de la sefial. Otro filtro
ensayado fue el filtro de Savitzky-Golay aplicando distintos grados de polinomio y valores de
ventana movil; los mejores resultados fueron con un polinomio de tercer grado y usando una

ventana de 21 puntos. En la Figura 10.3 se muestra la comparacion del promedio de la matriz

191



VALIDACION DE LIMPIEZA

original y el mismo promedio una vez aplicado el filtro de Fourier y de Savitzky-Golay; se puede
observar la mayor eficacia del segundo filtro, que no produce practicamente atenuacion sustancial

de la sefial mientras que hay una reduccion significativa del ruido.

Con el objeto de mejorar la senal del espectro de movilidad idnica y como paso previo al estudio
cuantitativo, se propuso reducir el cubo de datos, eliminando los tiempos largos de analisis y los
tiempos de deriva cortos. Seguido de aplicar un filtro de Savitzky-Golay de polinomio de grado 3 y

ventana movil de 21 puntos para reducir el ruido.

La Figura 10.4 muestra el grafico de contorno (donde el eje de abscisas es el tiempo de analisis y el
de ordenadas el tiempo de deriva) del cubo de datos reducido de: a) el patron Cj,E; b) el producto
Brij L4 (CzEL) y ) el polietilenglicol con un promedio de peso molecular de 400 (CoE,,). La
Figura 10.4b muestra dos grupos de picos en el eje del tiempo de analisis. Se puede observar que
para un mismo tiempo de deriva aparecen dos sefiales a distintos tiempos de desorcion, esto es,
productos con peso molecular similar tienen puntos de ebullicion distintos. Al comparar este
grafico con el correspondiente al patron Cj,E;, se determind que los picos de tiempo de analisis
menor correspondian a los oligomeros C,E,,,. Notese que dentro del mismo grupo, al aumentar los
tiempos de deriva, y por lo tanto el peso molecular, los tiempos de desorcion aumentan ligeramente
pero siguen perteneciendo al C;E,,. Por el contrario, el segundo grupo de picos, al compararse con
la Figura 10.4c, se determind que pertenecian a los polietilenglicoles que frecuentemente
acompaian a los surfactantes. Por lo tanto, era necesario considerar que los picos de PEG de mayor
PM (mayor tiempo de deriva) podian solaparse con los picos que presentara el surfactante C,E,, de
menor PM. Esto afectaria a las medidas de la intensidad y por tanto darian resultados erroneos en el

calculo del promedio de grupos etoxilo de los oligdbmeros. Para cada compuesto se podia establecer
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un intervalo de tiempos de andlisis para hacer el promedio de etoxilos, de manera que incluyera

todas las sefiales pertenecientes a los LAE y a la vez que excluyera a las pertenecientes a PEG.

10.3.2. Distribucion de los oligémeros

Asumiendo que la respuesta del detector era la misma para los diferentes oligomeros (como se ha
demostrado anteriormente), se determind la sefial (amplitud) de cada oligbmero en cada
surfactante. Se ha calculado el porcentaje que representaba la amplitud de cada oligomero respecto
a la suma total de amplitudes sin tener en cuenta los picos de PEG. En el Figura 10.5 se muestran
algunos de los histogramas construidos a partir de las amplitudes relativas calculadas. Estas se
correspondian a la distribucion de los diferentes oligomeros LAE que formaban parte del
tensioactivo. Se observaron claramente dos familias distintas. Por un lado la distribucién que
muestraban los productos Brij S2 (Figura 10.5b), Brij 52 y Brij L4, los cuales mostraban un primer
pico mayoritario y que disminuia la intensidad al aumentar las unidades de grupos etoxi. Por otro
lado, la que presentaban el resto de productos, DeEGMD (Figura 10.5¢), Brij L23, Brij C10, Brij
C20 y Brij 76; con una distribucion con un maximo semejante a la observada en la bibliografia

reportada en la introduccion de este articulo.
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A partir de la distribucion de los diferentes oligomeros se pudo calcular el nimero medio de grupos
etoxi (n) de cada mezcla empleando los porcentajes obtenidos de cada surfactante. En la Tabla 10.2
se recogen estos valores calculados y los indicados por las casas comerciales para cada uno de los
productos. Para n<10, los valores experimentales fueron semejantes a los reportados por las
especificaciones; pero cuando n>10 los valores calculados fueron mucho menores que el indicado
por la casa comercial. Este comportamiento se atribuy6é a que los oligomeros de mayor peso
molecular no se desorbian a la temperatura de trabajo debido a su menor volatilidad'. Ademas,
tampoco se observo la presencia de oligomeros de menor peso molecular que pudieran proceder de
la pérdida de oxidos de etileno, ni de PEG de bajo peso molecular. Ambas posibles causas
condujeron a un calculo incorrecto de la de la distribucion de los oligomeros de los alcoholes
etoxilados con una mayor abundancia de los de menor peso molecular. Esto indicé que un IMS con
desorcion térmico como sistema de introduccion de la muestra solo era adecuado para analizar
alcoholes etoxilados lineales de mayor volatilidad o, lo que es lo mismo, de peso molecular
relativamente bajo.
Tabla 10.2 Valores promedio de grupos etoxilo de diferentes surfactantes comerciales. Los

nominales estan en las especificaciones comerciales y en las columnas de IMS y GC-MS se
indican los valores calculados experimentalmente con ambas técnicas.

Compuesto Nominal IMS GC-MS
n n n
Brij L4 4 6.5 -
DeEGMD 10 8.6 6.8
Brij L23 23 8.5 6.9
Brij 52 2 4.8 -
Brij S10 10 9.8 -
Brij 76 10 8.5 -
Brij C10 10 83 -
Brij C20 20 6.3 -

Con el objetivo de validar los resultados obtenidos con el IMS, se analizO un producto
representativo de cada familia mediante la caracterizacion sin derivatizacion por GC-MS. Se utilizd
la cromatografia de gases porque, como ocurre en el IMS, el compuesto debe ser volatil a la
temperatura de trabajo para poder ser analizados. Por otro lado, la espectrometria de masas permite

detectar todos los oligdbmeros presentes. Este método estd ampliamente descrito en la bibliografia.

En concreto se analizaron los patrones y las mezclas DeEGMD (C,,E,), BrijL23 (C;E,) y Brij S2
(CisE,). Para simplificar los cromoatogramas se aplico el detector selectivo de iones (SIM por sus
siglas en inglés Single lon Monitoring), seleccionando el pico de masa molecular que corresponde

al fragmento del alcohol con un tnico grupo etoxi. Como pasa en IMS, en GC, para una misma
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serie homologa, el tiempo de retencion aumenta linealmente con el peso molecular. Los patrones se
utilizaron para identificar los LAE. Para establecer la distribucion de los diferentes oligdmeros se
supuso que la respuesta de cada oligomero en SIM era la misma. A partir de las areas de cada pico,
se determind la distribucion de oligdmeros presentes en cada producto comercial analizado por
GC-MS, obteniendo como resultado un histograma. En la Figura 10.6 se muestran los
correspondientes al producto DeEGMD vy al Brij S2. Presentaban ciertas diferencias con las
distribuciones obtenidas en IMS. En el caso del DeEGMD (Figura 10.6a), aunque seguian una
misma distribucion, en el caso de gases, el maximo lo presentaba a un oligobmero menor. Ademas,
el producto de mayor peso molecular observado fue el Cj;E;;, en cambio en IMS era el Cj;E.
Estas observaciones experimentales se podrian explicar por el hecho que en cromatografia de
gases, tal como esta recogido en la bibliografia, los LAE de alto peso molecular son inestables
térmicamente. Esto es, los oligdmeros con cadena etoxilada mas larga se romperian y aumentaria
aparentemente la presencia (y en consecuencia el area) de los oligomeros de menor peso molecular.
Este mismo comportamiento se observo en el BrijS2. Para cada tensioactivo también se calculd la
media de Oxidos de etileno presentes. Los resultados se encuentran en la cuarta columna de la
Tabla 10.2. Como en ¢l caso del IMS cuando m era igual o mayor a 10, los promedios obtenidos en
cromatografia de gases fueron menores que los tedricos. Esto se explica, como se encontro en la
bibliografia, por la baja volatilidad de los LAEs de mayor peso molecular y por la inestabilidad

térmica de los mismos. Todo esto verifico los resultados obtenidos con el analisis en IMS.

10.3.3. Estudio cuantitativo de los oligobmeros

Como paso previo a la cuantificacion, se llevo a cabo un estudio para determinar el efecto que
tenian en la sefial de un LAE la presencia de otros oligdémeros. Para ello se analizaron distintas
soluciones de una misma concentracion (4mg/L) del patrén Ci,E,, mientras que en cada una de
ellas se afadieron distintas cantidades (entre 0 y 10 mg/L) de otro estandar, en este caso el Cj,E-,

con el objeto de ver si la amplitud de la sefal del C,E, variaba al aumentar la concentracion de
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Cy2E;. En la Figura 10.7 se muestra como la amplitud de la sefial para una misma concentracion de
CsE4 va disminuyendo a medida que aumenta la presencia de C;,E;. Cada punto representa el
promedio de tres inyecciones y la barra de error representa la desviacion estandar obtenida de estas.
Con ello se determino que la sefial de cada oligdmero era funcion de la presencia del otro, dada la
competicion por captar el proton del reactivo ionizante. Este hecho implicaba que no se podia
realizar una calibracion Uinica para todos los alcoholes lineales etoxilado, ya que dependeria de la
presencia del resto de oligémeros en cada caso. Era necesario hacer una cuantificacion propia para

cada producto en concreto.

Debido al efecto que tienen los LAEs entre ellos, se propuso la cuantificacion de estos mediante
una modificacion de la adicidon estandar generalizada. Se hizo una simplificacion porque era muy
complicado disponer de patrones de todos los oligomeros presentes en una mezcla. Se estudio el
DeEGMD como modelo. La determinacion individual de cada uno de los oligdbmeros que formaban
parte de este tensioactivo se realizo afiadiendo cantidades conocidas de los patrones Ci,E4, Ci2Eg y
C;E; a una disoluciéon de concentracion total conocida de DeEGMD, tal como se ve en la Tabla
10.3. En la Figura 10.8 se presenta el grafico de histogramas de las intensidades obtenidas para cada
LAE en las disoluciones analizadas. Las muestras modificadas presentaban un aumento en la
intensidad del oligdmero afiadido a la mezcla. Al saber la concentracion exacta que se anadid de
patron en cada muestra, este incremento se pudo relacionar directamente con la cantidad de patréon
presente en la muestra. Esto permitié obtener una constante de proporcionalidad para cada caso.
Con el promedio de esta relacion y con las intensidades de los diferentes picos que presentaba una
muestra de 9.80mg/L. de DeEGMD, se calcul6 la concentracion individual de cada LAE. La suma
de las concentraciones calculadas individualmente deberia dar el valor de la concentracion total de
muestra preparada. El valor obtenido experimentalmente fue 9.67mg/L. Esto representd, en
términos de exactitud, un error relativo del 1.3%. La repetitividad de este método se evalud

analizando tres veces seguidas la misma muestra y calculando la desviacion estandar relativa
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(RSD) de la concentracion total encontrada con la misma relacion sefnal/ruido. Se obtuvo un valor
de 6% el cual podria ser comparable al reportado por Asmussen et al. que era de un rango entre 2 y

4 % analizando sustancias de referencia’.

Tabla 10.3 Disefio de disoluciones de DeEGMD adicionadas con distintas cantidades de

patrén.
Muestra CpE,, (mg/L) C:E4 (mg/L) CpE¢ (mg/L) CpE;(mg/L)
1 10 0 0 0
2 10 0.6 0 0
3 10 0 0.6 0
4 10 0 0 0.8
5 10 0.4 0.8 0.8

10.4. CONCLUSIONES

Las amplitudes de las sefiales de los espectros de movilidad permitieron obtener distribuciones
satisfactorias para mezclas con un promedio de grupos etoxi menor a 10. Se encontré que los
oligomeros de peso molecular alto no eran desorbidos. El método era comparable al GC-MS.
Ademas, se encontré que en IMS los LAEs compiten entre si para captar el proton del reactivo
ionizante. La cuantificacion se realizd de forma individual para cada producto comercial. Esta se
hace mediante la simplificacién de una adicion estandar generalizada y usando una constante de
proporcionalidad para calcular la concentracién de cada oligomero presente en la muestra. Los
valores obtenidos fueron satisfactorios y la repetitividad del método era comparable con la

bibliografia.
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Con todo esto, este estudio aportd un método rapido y de bajo coste para caracterizar y cuantificar
mezclas de alcoholes lineales etoxilados con promedio de grupos etoxi igual o menor a diez

mediante la técnica IMS.
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Revision historica de los datos de proceso

11.REVISION HISTORICA DE LOS DATOS DE PROCESO

11.1. INTRODUCCION

La fabricacion de un lote de un medicamento autorizado genera una gran cantidad de datos que
quedan almacenados en diferentes bases de datos, dependiendo del origen de los mismos. Se
entiende como datos aquellos que estan relacionados con la calidad de los materiales de partida que
se han utilizado para su produccion, los parametros de proceso de cada una de las operaciones
unitarias por las que ha pasado con el fin de obtener el producto final, todos los parametros de
calidad de los productos intermedios y finales, incidencias o desviaciones ocurridas durante todo el
proceso, etc. Todos estos datos son una fuente muy valiosa de informaciéon que no siempre es

explotada debido a la dificultad de organizar y manejar tanta cantidad de datos.

Los parametros de calidad de los materiales de partida y productos finales se deben evaluar
anualmente como parte del informe Product Quality Review (PQR), que sirve para verificar la
correcta calidad del medicamento a lo largo de todo su ciclo de vida —fabricacion, estabilidad y
entono'. Como parte del PQR, se debe demostrar que el proceso esta bajo control estadistico, es
decir, que la variabilidad del proceso es debida a causas comunes o intrinsecas y no a causas
asignables. Este analisis se suele llevar a cabo mediante el analisis univariable de los parametros
criticos de calidad del producto (CQA). Los CQA se evaltian individualmente con el control
estadistico del proceso (SPC por sus siglas en inglés Statistical Process Control). La herramienta
empleada son los graficos de control, donde se establecen unos limites de control a partir de datos
historicos. Los datos que pertenecen al periodo anual en estudio se representan en estos graficos. Si
algun punto sigue algunas de las reglas de Nelson mas sensibles, se considera que con una
probabilidad significativa, el proceso esta fuera de control y es necesario encontrar la causa raiz
que provoca este hecho’. Ahora bien, las variables pueden estar correlacionadas y esto queda
ocultado realizando un analisis univariable. Es decir, puede que individualmente el proceso esta
aparentemente bajo control, pero que si se analizaran las CQA de forma conjunta, se pondria de
manifiesto que realmente el proceso no esta bajo control, o también se puede dar el caso contrario,
un proceso aparentemente fuera de control estadistico que si se analizan todas las variables
conjuntas el proceso es estable’. Es bajo estas premisas que aparecid el concepto de control
estadistico multivariable (MSPC por sus siglas en inglés Multiple Statistical Process Control)*. El
objetivo es establecer un modelo PCA con el cual se puedan detectar muestras no comunes durante
la produccién’. Los limites de control definidos son los valores de Hotelling T y los residuales Q
obtenidos durante la calibraciéon del modelo usando lotes historicos “normales”, la variabilidad es

debida solo a causas intrinsecas del proceso.

201



DATOS DE PROCESO

El estudio de datos historicos también es el primer paso cuando se pretende variar la fabricacion
tradicional de un medicamento autorizado a una fabricacion bajo el concepto de QbD®*®. Estos se
pueden usar para encontrar las relaciones empiricas de los CMA, CPP y CQA que permitan definir
rangos de los factores, y si no fueran suficientes, se puede proponer DoE para establecer un espacio
de disefo. Ademas, los datos historicos también se pueden usar para determinar cual es el estado de
control de los procesos de produccion e identificar carencias o potenciales puntos de mejora del
proceso. Para este fin, se puede realizar un estudio de las trayectorias de los CPP de los lotes,
mediante un MPCA (multiway PCA)’ dado que las CPP son variantes con el tiempo. También
podria servir para monitorizar el proceso durante la produccion de nuevos lotes y detectar en
tiempo real si ocurren fallos' . Una de las mayores dificultades para realizar un analisis de las
trayectorias de la fabricacion de los lotes es que la duracidon no es siempre igual, el tiempo puede
variar lote a lote. Asi, una de las primeras cosas a realizar es un escalado del tiempo que permita
alinear todos los lotes. Una manera de alinear el tiempo de todos los lotes es transformarlo a una

escala comun usando la interpolacion lineal .

El objetivo de este trabajo fue analizar los datos histéricos de un medicamento presentado en forma
de comprimidos recubiertos que sirviera para evaluar la implementacion del MSPC como

herramienta para demostrar el estado de control del proceso respecto a las CQA y a las CPP.

11.2. METODO EXPERIMENTAL
11.2.1. Obtencion de los datos y preparacion de las matrices

La formulacion del comprimido recubierto consta de un 10.3% de APl y 5 excipientes, la funcion
de cada uno de ellos esta detallada en la Tabla 11.1. La fabricacion de un lote de este producto
farmacéutico implica 4 operaciones unitarias. En este trabajo solo se tuvieron en cuenta las que
tenian un impacto en la transformacion del producto. Estas operaciones son las que se llevan a cabo
en el equipo granulador de lecho fluido, mezcla de los componentes iniciales de la formulacion,
granulacion y secado; la compresion, que se realiza en dos maquinas indistintamente; y finalmente
el recubrimiento. El acondicionamiento se descartd del estudio debido a que no tiene ningin
impacto en los parametros de calidad evaluados en este trabajo. Se recopilaron los datos de calidad
de materiales de partida, los parametros de proceso de cada operacion unitaria y los datos de
calidad de los productos intermedios y finales. En la Tabla 11.1 se definen cada uno de ellos. El
periodo de tiempo que abarcaban los datos era de 3 afios. A continuacion se explican las matrices

de cada estudio.
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Tabla 11.1 Parametros de calidad de los materiales de partida, parametros del proceso y parametros de calidad del producto final.

Parametros de proceso

Parametros de calidad del producto acabado

Operacion unitaria Parametro Producto Parametro
Lecho fluido Temperatura del deshumidificador Comprimido Dureza media (kp)
Temperatura de entrada Masa (mg/tab)
Temperatura del producto Coeficiente variacion de la masa (%)
Temperatura de salida Comprimido recubierto Dureza media (kp)
Caudal de entrada Grosor (mm)
Presion de pulverizacion Masa (mg/tab)
Velocidad de la bomba peristaltica Coeficiente variacion de la masa (%)
Porcentaje de extraccion Contenido agua (%)
Compresion Presion previa Isomero R (-) (%)
Presion principal Riqueza API (%)
Velocidad del alimentador Ensayo disolucion (%)
Velocidad del rotor Uniformidad (desviacion estandar)
Recubrimiento Temperatura de entrada Uniformidad (valor de aceptacion)

Temperatura de salida

Caudal de entrada

Humedad relativa de salida

Presion de pulverizacion

Velocidad de la bomba peristaltica

Velocidad del contenedor

Vacio interior




DATOS DE PROCESO

11.2.1.1. MSPC

El estudio MSPC se realizdo con una matriz que contenia la informacion de los 13 CQA del
producto intermedio -el comprimido sin lacar- y del producto acabado de 511 lotes fabricados en
un periodo de tres afios. La dimension de la matriz era de 571 x 13 (lotes x variables). Todos los
lotes incluidos fueron analizados por parte del departamento de control de calidad. De los 511
lotes, hubo 13 que tenian algin parametro de calidad que estaba fuera de los limites de
especificacion internos. Todos los demads lotes habian sido aprobados para la liberacion al mercado

de los productos.

11.2.1.2. Modelado de la trayectoria de proceso

Se recopilaron las variables de proceso de 27 lotes historicos. Estas variables correspondian a las 3
operaciones unitarias bajo estudio. Asi, para el lecho fluido, se tenia una matriz de
(27muestras x tiempo) x 8 variables. Para cada uno de los equipos de compresion, la matriz era de
(27muestras x tiempo) x 4 variables. Por Gltimo, las dimensiones de la matriz correspondiente al

recubrimiento eran (27muestras x tiempo) x 8 variables.

Dado que el tiempo que duraba cada lote en cada una de las operaciones unitarias no era el mismo,
los datos iniciales se tuvieron que transformar para alinear las trayectorias. Cada matriz inicial,
como ya se ha comentado, tenia una dimension de (lote x tiempo) x variable de proceso, siendo el
tiempo variable para cada lote. El método de alineamiento que se usé fue la interpolacién lineal .
Para este fin, se us6 un programa existente desarrollado con Python (Python Software Foundation),
que se encuentra en el repositorio (https://github.com/krlosMata/csv-parser). Lo que realizaba
dicho programa era separar la matriz inicial por productos, normalizar el tiempo a la unidad e
interpolar linealmente las variables de proceso. Una vez obtenidos los archivos individuales para
cada lote, con el mismo numero de filas (tiempo), estos se cargaron en el Matlab v7.11.0 (The

MathWorks, USA) con el fin de construir la matriz 3D necesaria para realizar los andlisis

posteriores (estructura en la Figura 11.1).
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11.2.2. Analisis de los datos

11.2.2.1. MSPC de parametros de calidad

El analisis multivariable de los datos se llevdo a cabo con el software Solo 8.1 (Eigenvector
Research, USA). Ademas, se realizo un analisis para detectar valores atipicos con el test de Grubbs
para el cual se empleod el software Minitab 17 (Minitab, USA). Se utilizaron los lotes de los dos
primeros afios para desarrollar el modelo PCA, un total de 357 muestras. De estas, se escogieron
195 (el 60% del total) mediante el algoritmo de Kennard-Stone para realizar la calibracion del
modelo. Se asegurd que los lotes incluidos no hubieran presentado incidencias, que los parametros
de calidad se encontraran dentro de los limites de especificacién y que representaran toda la
variabilidad esperable. Una vez aplicado el auto-escalado (centrado y escalado) de los datos por
variables, se calculd el modelo PCA. La validacion cruzada se realizé con la ventana veneciana
usando 100 subconjuntos de 3 muestras cada uno de ellos. El nimero de componentes principales
se escogid de acuerdo a la varianza explicada, el RMSECV y procurando que todas las variables
(CQA) quedaran explicadas'®. Con este modelo se fijaron los limites de control con los valores de
Hotelling T? y los residuales Q con un 99% de nivel de confianza. El resto de los lotes de desarrollo
de modelo, 162, se emplearon para optimizar y evaluar el modelo. Se evalud la capacidad del
modelo de identificar correctamente los lotes que tiene una variabilidad esperable, asi como

detectar aquellos lotes que tienen una variabilidad diferente al resto'”.

El modelo MSPC calibrado y validado se aplico a los lotes del tercer afio, 155 muestras. La matriz
de datos se proyectd en el modelo PCA. Se evaluaron los graficos de scores y de los limites T y
residuales Q para determinar la idoneidad del modelo y su estado de control estadistico,

respectivamente.

En todos los casos anteriores, si se detectaba algun lote fuera de los limites de Hotelling T* y/o
residuales Q, se empleo el grafico de contribuciones para determinar qué variable o variables eran

responsables de provocar la inusual variacion.

11.2.2.1. MSPC de parametros de proceso

El analisis multivariable de los datos se llevdo a cabo con el software Solo 8.1 (Eigenvector
Research, USA). Dado que los parametros de proceso varian con el tiempo, no era posible aplicar
un analisis con PCA, sino que se us6 un algoritmo que permitia reducir la informaciéon de manera
multivariable, con el MPCA. Se usé la matriz de datos estructurada como se muestra en la Figura

11.1 y el software la descompuso como se muestra en la Figura 11.2.
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El modelo MPCA se calculd usando 13 muestras de produccion que presentaban una trayectoria
considerada comun. El nimero de componentes principales que formaron parte del modelo se
escogieron en base a la varianza explicada total. Con este modelo se fijaron los limites de control
con los valores de Hotelling T* y los residuales Q con un 99% de nivel de confianza. Para la
validacion del modelo se proyectaron 14 muestras. De estas, cuatro presentaban la misma
trayectoria que las de calibracion, las cuales se usarian para determinar la capacidad del modelo
para clasificar correctamente muestras que eran parecidas al target; mientras que 10 tenian una
trayectoria diferente y se usarian para evaluar la capacidad del modelo y de los limites fijados para

detectar lotes con una evolucion del proceso distinta.

11.3. RESULTADOS Y DISCUSION
11.3.1. MSPC de los parametros de calidad

El analisis estadistico descriptivo inicial a las 357 muestras sirvid para detectar lotes que
presentaban alguna variabilidad fuera de lo comun. Entre ellos se detectaron 4 lotes con resultados
de algin parametro fuera de especificaciones. Uno presentaba una dureza mayor, dos una riqueza
por encima y por debajo de los limites y uno no cumplia el test de uniformidad de contenido.
Ademas, para cada una de las variables que se detectaron valores sospechosos —relacionados con la
masa del nucleo y el producto final, sus coeficientes de variacion relacionados, el contenido en
agua y el ensayo de disolucion- por lo que se realizé un test de Grubbs. Se confirmé que habia un
total de 7 lotes con valores atipicos, dado que el resultado del test rechazaba la hipotesis nula (valor
de p<0.05). Estas muestras se incluyeron directamente en el conjunto de validacion del modelo. El
resto de lotes, los cuales se consideraron que tenian un rango normal, se dividieron en el conjunto
de calibracion (60% del total) y validacion (40%) usando el algoritmo Kennard Stone. Las
caracteristicas de los CQA de los lotes que se usaron para la calibracion del modelo PCA se
presentan en la Tabla 11.2. En ella se describe el rango de los valores incluidos en el conjunto de
calibracion en cada una de las variables de calidad. Los datos con mayor variabilidad son la dureza,
de los ntcleos y los comprimidos recubiertos, el contenido en agua y el valor de aceptacion de la

uniformidad de contenido.
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Tabla 11.2 Caracteristicas de los datos empleados para desarrollar el modelo PCA para definir los limites de control del

MSPC.
. 5. $ 2 = ¥ & .. = = g 3s 32
= =~ < e S s o < -
s€s. £%3 if: £ &£ & 7 %S =_ . =z T& %
2%52 S EL EZ3 g 5 g S = £ SIS g5 [ £ <
53 =& &5 S P e ~ g = S o T [SEN) = 2 A S
a5 s2Eg Pk £ 2 s & £ g = 2 £8 £x
=8 gE- =g g = g > o8 3 2 2 ET E£%F
= ‘é ] = @] = & B =} =z
Valor maximo 7.50 262.40 2.50 730 350 26640 290  5.00 049 10278 10400 510 1230
Valor minimo 5.60 259.20 1.00 450 330 26040 090  0.33 0.16 95.00 91.40 021  0.50
Promedio 6.71 260.20 NA 566 347 26384 NA 371 0.33 98.63 99.09 NA 321
Desv. 0.4 0.3 NA 0.5 0.0 0.9 NA 0.6 0.1 1.6 2.1 NA 27
Estandar
CV (%) 6.3 0.1 NA 8.6 1.4 0.3 NA 17.0 21.7 1.6 2.1 NA 85.6

El modelo PCA se calculd incluyendo 3 componentes. Estos se escogieron por los siguientes
motivos. El RMSECV, aunque no varia de forma significativa de un componente a otro, con el
tercer componente es con el que se obtiene un valor menor con una varianza explicada del 53.7%,
la cual se considera un valor suficiente en este tipo de datos (Tabla 11.3). Pero la razén mas
importante fue que con los tres primeros componentes, se incluia informacion de todos los CQA,
tal como se demuestra con el grafico de la varianza capturada por cada PC en la Figura 11.3. En el
caso del contenido en agua la variacion es capturada practicamente solo en el tercer PC, por lo que
un nimero menor de componentes principales para calcular el modelo PCA no queda justificado.

En cambio, un nlimero mayor de componentes incluiria informacion redundante al modelo.

Tabla 11.3 Varianza explicada en cada componente principal del modelo PCA y los valores de

RMSEC y RMCESV calculados.
Nimero PC ex;;;‘:;ggz(i ) Vi‘;‘;‘:}‘ﬁ:(;‘:l(‘f/j‘)da RMSEC RMSECV
1 245 245 0.87 0.95
2 15.1 39.6 0.78 0.95
3 14.1 53.7 0.68 0.90
4 8.8 62.5 0.61 0.94
5 7.9 70.4 0.54 0.96
6 7.2 77.6 0.47 0.94

Los graficos de los loadings de la Figura 11.4 permitieron establecer correlaciones entre variables.
Como era de esperar, los valores relacionados con la uniformidad de contenido presentaban cierta
correlacion con el coeficiente de variacion relacionado con la masa del niucleo y del producto
recubierto, de acuerdo al primer PC. En el segundo componente, se observo que el parametro Q del
ensayo de disolucion esta correlacionado con la dureza del producto y la riqueza del mismo, lo cual
tiene logica. Ahora bien, en el caso del tercer componente, donde la mayor varianza capturada se

relaciona al contenido de agua y la presencia de isomero R (-), los loadings muestran una
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correlacion inversa entre ambos CQA. Esta relacion, a priori, parece que es casualidad y no

causalidad.

El grafico de scores del primer componente principal puso de manifiesto que existia cierta
tendencia temporal a partir de la segunda mitad del segundo afio (Figura 11.5). A pesar de ello se
establecieron los limites de control ya que se considerd que esta variabilidad se habia incluido en el
conjunto de calibracion. Al saberse de antemano que todos los lotes usados para el calculo del
modelo se encontraban dentro del rango normal de trabajo, los limites de Hotelling T y del
residual Q se establecieron en un nivel de confianza del 99%, para evitar tener un exceso de

alarmas injustificadas.
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La validacion del modelo se realizé proyectando el conjunto de validacion en el modelo PCA
calculado. Las muestras que estdn marcadas en color rosa en la Figura 11.6 presentaron unos
valores de T%, Q o la combinacion de ambos elevados. Un valor elevado del residual Q indica que
hay informacién de la muestra no explicada por el modelo. Un valor elevado de T* indica que la
muestra tiene una diferencia sistematica respecto a la variabilidad modelada. Los lotes 203, 204,
206 y 207 coincidian con los descartados inicialmente por presentar datos atipicos segun el test de
Grubbs. Los graficos de contribucion a cada uno de los valores que sobrepasaba los limites,
confirmaron que la variable que tenia un valor atipico era la que contribuia mas a obtener dicho
valor. Ver a modo de ejemplo el grafico de las muestras 206 y 207 (en la Figura 11.7), donde el
valor atipico era el contenido en agua (0.33%) y la masa del nicleo (262.4mg/comprimido),
respectivamente. En el resto de muestras, no habia una sola variable que contribuyera a la presencia
de estos valores fuera de los limites de control, sino que era una combinacion de varias variables.
Los limites de control establecidos durante la calibracion del modelo resultaron ser adecuados para
detectar lotes fuera del rango normal y evitar a la vez sobre-reaccionar ante la presencia de alarmas

injustificadas.
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El andlisis de los lotes correspondientes al tercer afio sirvid para poner de manifiesto la tendencia
temporal detectada en el desarrollo del modelo que persistia con las muestras del nuevo afio,
demostrando que habia habido algin cambio (de materiales de partida, de proceso, analitico...) que
no se tenia controlado. La tendencia detectada (Figura 11.5) y el elevado nimero de muestras fuera
de control, un 19%, indicaban que el proceso estaba fuera de control estadistico. La tendencia en el
primer componente principal da la informacion que esta es debida a la uniformidad de
contenido/coeficiente de variacion de la masa o a la dureza, segiin la varianza capturada por este
factor. Al revisar de manera individual cada una de las variables mencionadas, se detecta que el
valor de los parametros relacionados con la uniformidad de contenido y el coeficiente de variacion
de la masa han aumentado con el tiempo. Por lo que una vez detectada la causa raiz que lo ha
provocado y si es necesario, aplicadas las acciones correctoras, el modelo para aplicar MSPC
debera rehacerse o bien introduciendo mas variabilidad o bien eliminando las muestras de antes del
cambio. Es importante hacer notar que un proceso fuera de control no significa que el producto esté

fuera de las especificaciones, por lo que es apto para el mercado.

11.3.2. Analisis de datos de proceso

La granulacion de un producto en un lecho fluido consta principalmente de dos etapas, la de
granulacion con la pulverizacion de la solucion ligante en el interior del equipo y la del secado del
producto para eliminar el exceso de solvente. Asegurarse que los valores de los parametros de
proceso asociados a ambas etapas se encuentran en el intervalo de consigna es clave para tener un
producto de la calidad esperada. Ademas, es importante conocer el estado de control estadistico del

proceso de fabricacion.

La duraciéon de fabricacion de un mismo producto no era siempre la misma entre los lotes. Esta
diferencia era debida a distintas razones. La primera fase del proceso consistia en alcanzar una

temperatura del producto concreta, por lo que el tiempo que se tardaba en llegar al punto
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mencionado no era siempre igual. También se daban las circunstancias de que el proceso se paraba
en medio de alguna fase por motivos diversos. Por ultimo, si los datos informativos referentes a un
lote quedaban almacenados en el PLC del lecho fluido una vez finalizado el proceso, el aplicativo
donde se almacenan los datos de proceso continuaba registrando los parametros de proceso y
quedaban asociados al lote mencionado, sin que hubiera informacion real relacionada con su
produccion. Todas las circunstancias mencionadas provocaron que la alineacion de los datos de
proceso fuera un paso imprescindible antes de su andlisis. En este caso, se normalizo el tiempo y se
uso la interpolacion lineal de las variables para igualar la longitud de los vectores. Es importante
remarcar que la transformacion realizada no fue adecuada para solventar las dificultades
presentadas cuando el registro de parametros de proceso habia continuado una vez finalizada la
granulacion y secado del producto. Ver la comparacion de un lote con una duracion de tiempo
estandar y la de un lote con un registro de datos extenso en la Figura 11.8. Los lotes que se
encontraban en la segunda situacién no se emplearon para el desarrollo del modelo, sino como
validacion externa del mismo para evaluar la capacidad del modelo para detectar lotes con

trayectorias distintas.

Una vez alineados los datos, se seleccionaron aquellos lotes que presentaban una trayectoria similar
para usarlos como lotes estandares para calcular y validar el modelo MPCA. Ademas, con el fin de
evaluar la capacidad del modelo para detectar procesos con trayectorias totalmente distintas al
proceso comuin se emplearon los lotes de larga duracion, mencionados anteriormente, y se
simularon lotes con el proceso truncado. Esto es, se elimino la parte final de los mismos. La
calibracion se realizd una vez aplicado el auto-escalado por bloques de variables (cada bloque
corresponde a un lote) como pretratamiento, y se seleccionaron 2 PC, los cuales explicaban el 59%
de la variabilidad de los datos. Este porcentaje de varianza explicada es la habitual en el analisis de
parametros de calidad y de proceso. En la Figura 11.10 se compara la trayectoria de la variable

“Temperatura de salida” con los loadings del primer componente principal para el mismo
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parametro. El perfil muestra cierta similitud, por lo que parece que practicamente toda la
variabilidad de dicho parametro se explica con el primer componente. En otros casos, es el segundo
componente el que explica la variabilidad o bien la combinacién de ambos. En conclusion, los
loadings servian para relacionar cada variable con el tiempo, por lo que podrian ser utiles para el
control durante el proceso. Pero en esta ocasion, se estaba estudiando la capacidad del modelo en
diferenciar lotes con comportamientos dentro de los parametros normales de aquellos que tienen
trayectorias distintas. Para ello, se emple6 el grafico de residuales Q frente a los valores T2 Se
fijaron los limites de control con un 99% de nivel de confianza y se proyectaron las muestras de
validacion. En la Figura 11.9 se muestran los resultados. Los cuatro lotes considerados correctos
(numero 17, 22, 29 y 30) cayeron dentro de los limites, mientras que el resto se encontraban fuera
de los limites. El modelo era capaz de detectar aquellos procesos que han tenido incidencias o

presentan anomalias respecto a aquellos considerados estandares.
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Este proceso se repitio para el recubrimiento, obteniendo los mismos resultados satisfactorios y las
mismas limitaciones, que era la alineacion del tiempo en los casos de lotes con una presencia de

datos prolongada una vez finalizado el recubrimiento de las muestras.

En el caso de la compresion, no se considerd necesario aplicar un estudio MPCA a los datos. La
razéon fue que los parametros de proceso no dependen del tiempo. Como se puede observar en la
Figura 11.11 los parametros estan alrededor de una consigna si el proceso estd en marcha. Si se
detiene en algin momento, las variables tienen un valor de 0. Se considerd que lo mas eficiente era
aplicar un grafico de control basado en PCA. Siempre que el proceso estuviera marcha se obtendria
un valor de Q y T® que se compararian con los limites calculados durante la calibracion, y

permitiria establecer si el proceso estaba bajo control estadistico o no.

11.4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método MSPC para evaluar el estado de control estadistico de la calidad final
de un producto comprimido recubierto. Los limites de control estadistico son los valores de
Hotelling T? y residual Q fijados con el calculo de un modelo PCA usando lotes de produccion
historicos que estaban dentro del rango normal. Este método ha sido capaz de detectar muestras que
presentaban una variabilidad distinta a las de calibracion, o lo que es lo mismo, tenian una
variabilidad asignable, y se ha podido determinar qué factor o conjunto de ellos contribuyen a que
una muestra esté fuera de control estadistico. Ademas se ha demostrado la utilidad del mismo para

detectar tendencias en los resultados.

De la misma manera, se ha desarrollado un método MSPC para evaluar las trayectorias de los
procesos de produccion con el empleo del algoritmo MPCA, que permite el analisis en matrices de
3 dimensiones. Ha sido necesario realizar una alineacion de los datos, dado que no siempre tienen

la misma duracion. Los limites de control han demostrado ser capaces de clasificar como correctos
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todos aquellos lotes que presentaban trayectorias similares y ha descartado aquellos que
presentaban una distinta. Este método puede empelarse en el PQR para demostrar el estado de
control estadistico de proceso, aunque de momento tiene una limitacion. La alineacion de datos
empleada en este trabajo no es apropiada para aquellos lotes que tienen una cantidad de datos altos
una vez finalizada la fabricacion, por lo tanto es necesario optimizar esta transformacion previa.
También queda pendiente calcular los limites de control de los loadings para poder detectar en
tiempo real fallos durante la produccion. Este tipo de analisis solo tienen sentido en aquellos
procesos que varian con el tiempo, como es el proceso de granulacion. Para aquellos que no tienen
una dependencia con el tiempo, como por ejemplo la compresion, donde los parametros estan
fijados a una misma consigna durante todo el proceso, el empleo de los graficos de control basados
en PCA parece ser mas eficiente. Finalmente, el siguiente paso sera realizar un modelo PLS de los
scores obtenidos en los dos modelos MPCA, el del modelo PCA de la compresion y los parametros
de calidad de los materiales de partida con los parametros de calidad del producto final para

encontrar relaciones empiricas entre ellos.
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CONCLUSIONES

El desarrollo de esta Tesis Doctoral en el ambito de la industria farmacéutica ha servido para
presentar soluciones que permitan progresar hacia una fabricacion avanzada de productos
farmacéuticos con el uso de dos conjuntos de herramientas PAT. La primera son instrumentos
analiticos que dan una respuesta del producto o del estado del proceso, como son el NIR, el Raman
y el IMS, y la segunda es el analisis multivariable de los datos. Para ello, se han realizado los

siguientes trabajos:

- Se han actualizado y validado bibliotecas espectrales NIR para la identificacion y
cualificacion de 224 materiales de partida y productos granel. Se ha desarrollado un
método para usar el Raman como alternativa a la identificacion de materia prima.

- Se ha implementado industrialmente un sistema PAT que permite la liberacion en tiempo
real de un producto granulado mediante el analisis por NIR hacia la etapa de
acondicionamiento. Para ello se ha desarrollado y validado un método cualitativo (basado
en el coeficiente de correlacion) que permite la identificacion del producto y dos modelos
cuantitativos (basados en PLS) para determinar la concentracion de API y el contenido en
agua, respectivamente. Estos modelos han demostrado ser robustos para su aplicacion en
rutina. Por otro lado, también se ha contribuido a la industrializacién del sistema
participando en las pruebas de validacion del sistema y en toda la documentacion que
conlleva la implementacion en rutina de un nuevo método.

- Se ha realizado un primer estudio de viabilidad de un instrumento NIR con sonda
multipunto para poder ser implementado en la etapa de dosificacion de producto
granulados, polvo y comprimidos. Se han determinado las ventajas y limitaciones del
mismo. Este estudio forma parte de un nuevo proyecto PAT.

- Se han demostrado las ventajas del IMS para su uso en la validacion y verificacion de la
limpieza como método especifico para detectar la presencia de detergentes. Ademas, se ha
demostrado la utilidad de realizar un disefio de experimentos para obtener el conocimiento
necesario en aquellos casos que se utilice un método no especifico para detecta agentes d
elimpieza, como es la conductividad.

- El analisis multivariable de los datos historicos de productos existentes ha puesto de
manifiesto la gran informacion de la que dispone la compaiiia para obtener conocimiento
de los procesos de produccion y de los productos. Esta informacion se podria usar como
base para realizar un cambio de paradigma en la fabricacion, pasar de fabricar de la forma

tradicional a una fabricacion bajo QbD.
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Un objetivo muy importante del programa de Doctorats Industrials es la transferencia de
conocimiento de la Universidad a la Industria. Durante el transcurso de esta Tesis Doctoral se han
llevado a cabo distintas formaciones, tanto a nivel interno como corporativo, sobre el uso de la
quimiometria para desarrollar métodos NIR y/o Raman demostrando el cumplimiento de este

ultimo proposito.
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