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RESUMEN

Esta tesis aborda la mejora de la calidad de productos farmacéuticos liofilizados. A grandes
rasgos, el proceso de liofilizacién consiste en eliminar, por sublimacién y desorcién, el agua
de la solucion de medicamento congelada. El contenido de humedad residual (RMC) en un
producto liofilizado se considera un atributo critico de la calidad (CQA) y la cuantificacién de
este atributo aporta informacidn sobre como se ha desarrollado el ciclo de liofilizacion y sobre
la evolucion de la calidad del producto durante su vida Util. Por otra parte, las formulaciones
de productos farmacéuticos liofilizados que contienen biomoléculas o moléculas organicas de
gran tamafio acostumbran a presentar una alta sensibilidad al oxigeno; un alto contenido de
oxigeno puede tener efectos negativos en la calidad del producto final: disminucion de la
eficacia, formacion de subproductos que pueden tener alta toxicidad o el cambio de coloracion

del producto.

En esta tesis se han desarrollado métodos analiticos para determinar y evaluar el impacto en
el producto liofilizado de la humedad y el oxigeno. Todos los productos liofilizados utilizados

han sido fabricados por Laboratorios Reig Jofre.

En un primer trabajo se ha estudiado el impacto de la humedad contenida en los tapones
sobre un producto liofilizado hidrolizable, el cual ha sido almacenado durante 6 meses en
condiciones de estabilidad acelerada. Para ello, previamente ha sido necesario desarrollar y
validar, con la rigurosidad exigida en el entorno farmacéutico, un método analitico basado en
la valoracion culombimétrica de Karl Fischer, acoplada a un horno, para la determinacion de
la humedad residual en los tapones de los viales. El estudio de la humedad y de los productos
de degradacion por hidrdlisis a lo largo de los meses, ha permitido deducir que la degradacion
por hidrolisis del producto esta relacionada con la cantidad de humedad inicial de los tapones.

En el siguiente trabajo se ha desarrollado un método de cuantificacion de RMC en otro
producto liofilizado. A partir de medidas espectroscépicas en el infrarrojo cercano (NIR), se
ha realizado un modelo de regresion por minimos cuadrados parciales (PLSR). Previamente,
ha sido necesario la puesta a punto y validacion del método analitico de referencia. El modelo
multivariante se ha validado siguiendo las directrices de las diferentes agencias regulatorias
de la industria farmacéutica. Finalmente, se ha aplicado a escala industrial para realizar un
mapeo de humedad, evaluando la homogeneidad del proceso de secado del ciclo de

liofilizacion.



En el tercer trabajo se ha puesto a punto un método cualitativo para la relacionar el contenido
de oxigeno en el headspace del vial con el espectro de reflectancia en el visible del producto.
Se ha realizado la clasificacion con PLS-DA de muestras con alto y bajo contenido de oxigeno
a partir de un cierto valor umbral. El método se ha validado y se han calculado los parametros
de rendimiento de éste; la zona de falta de fiabilidad del método se ha calculado a partir la

curva caracteristica de rendimiento.

En el ultimo trabajo se ha desarrollado y validado un método para la identificacion, en el
propio envase, de productos terminados antes de su liberacién. Se ha utilizado la
espectroscopia NIR para crear una biblioteca representativa de los espectros NIR de diez
productos y se han utilizado técnicas quimiométricas de reconocimiento de pautas para su

verificacién y validacion.
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Esta tesis se ha realizado dentro del programa de doctorado del Departamento de Quimica de
la Universidad Auténoma de Barcelona. Su ejecucion ha sido posible gracias al programa de
ayudas de la Generalitat de Catalunya de Doctorats Industrials, que se caracteriza por
fomentar la transferencia de conocimiento entre el ambito académico y el industrial, uniendo

ambos entornos.

Teniendo en cuenta esta particularidad y para facilitar la lectura y compresion del trabajo, se
ha escrito un capitulo de introduccion. Este se divide en distintos apartados, ofreciendo una
descripcion detallada tanto del proceso de liofilizacion, utilizado por Laboratorios Reig Jofre
en la fabricacion de sus productos, como de las técnicas analiticas empleadas en la tesis
(valoracién Karl Fischer, espectroscopia NIR y espectroscopia TDLAS-FMS). Ademas, se ha
realizado una introduccidn a las técnicas quimiométricas utilizadas y un resumen exhaustivo
de la forma de trabajar en un entorno industrial farmacéutico, con énfasis en la validacion de
los métodos analiticos. Al final de la introduccién se incluye una extensa bibliografia sobre los

temas tratados.

En el siguiente capitulo se describen los objetivos principales de la tesis y, a modo de

subojetivos, los pasos necesarios para alcanzarlos.

A continuacion, y con la finalidad de agilizar la lectura de los capitulos en los que se describe
en detalle el trabajo realizado, se ha compilado la descripcién de los equipos y programas
empleados. Gran parte de esta instrumentacion se ha utilizado en todos los estudios

realizados.

Los ultimos cuatro capitulos corresponden a los cuatro trabajos desarrollados en esta tesis.
Cada uno de ellos consta de una pequeia introduccion, para poner al lector en contexto,
exponiendo la necesidad y el interés del desarrollo del estudio. Posteriormente, se detallan
los métodos analiticos empleados, caracteristicos de cada estudio, junto con la metodologia
aplicada, los resultados obtenidos y su discusidon. Cada capitulo se cierra con unas breves

conclusiones y la bibliografia de interés.

El ultimo capitulo consiste en las conclusiones conjuntas de todo el trabajo realizado, tanto

desde un punto de vista académico como industrial.
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PRODUCTOS FARMACEUTICOS LIOFILIZADOS

1. PRODUCTOS FARMACEUTICOS LIOFILIZADOS

Los productos farmacéuticos parenterales son aquellos medicamentos que se
administran al paciente por via intramuscular, subcutanea o intravenosa, entre otras.
Esta forma de administrar el medicamento presenta numerosas ventajas respecto a la
forma oral (mayor biodisponibilidad, nula degradacion gastrointestinal y hepatica, ...).!
No obstante se requiere que el producto sea estéril, lo que dificulta su fabricacién y
aumenta la complejidad del control de calidad. La presente tesis doctoral se ha centrado

en los medicamentos liofilizados para la administracion parenteral.

Se puede definir un medicamento como una mezcla de sustancias que, administradas a
un organismo, permiten el tratamiento o la prevencidon de enfermedades, o que ayudan
en la restauracion, correccion o modificacion de algunas funciones fisioldgicas de éste.?>
Los medicamentos pueden estar compuestos por uno o varios principios activos (API,
siglas del inglés Active Pharmaceutical Ingredient) los cuales desarrollan la actividad
farmacoldgica y aportan eficacia al medicamento, y por excipientes, cuya funcion
consiste en aportar distintas propiedades al mismo (forma, biodisponibilidad y estabilidad
del API, sabor del producto, ...) con el fin de facilitar su administracion.

La industria farmacéutica se encarga de la produccion de los medicamentos e invierte
parte de su capital para impulsar la investigacion de nuevos productos y el desarrollo de
procesos de fabricacidon mas eficientes.*® Aunque los primeros indicios del uso de
medicamentos datan del 3000-4000 a.C., la historia de la industria farmacéutica, tal y
como la conocemos hoy en dia, se remonta al siglo XIX. Desde entonces hasta la
actualidad, este sector ha ido evolucionando a pasos agigantados, y se parece poco a

los primeros laboratorios de boticarios, los cuales marcaron el inicio de esta industria.’

Durante este tiempo, la regulacion aplicada a la industria farmaceutica ha ido
evolucionando con el fin de comercializar medicamentos fiables y seguros, hasta llegar

a los estandares de alta calidad con que se trabaja hoy en dia.®
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1.1. Laboratorios Reig Jofre

Laboratorios Reig Jofre es una compaiia farmacéutica familiar fundada en 1929 por
Ramon Reig Jofre en Barcelona. Lo que antafio empezd siendo un pequefio laboratorio
en la trastienda de una farmacia; actualmente, cuenta con 4 centros de desarrollo y
produccion en Europa (uno en Suecia, dos en Toledo y otro en Barcelona) y comercializa
productos en mas de 70 paises del mundo (tanto productos propios como de socios

comerciales).’

REIG Rl JOFRE

Figura I - 1. A la izquierda se puede ver el logo de la compafiia en conmemoracion del 902 aniversario de
la fundacion de la empresa. A la derecha, se puede ver la farmacia original donde se fundo el primer Reig
Jofre.

Reig Jofre, se dedica a la investigacién, el desarrollo, la fabricacion y comercializacion
de productos farmacéuticos y complementos nutricionales. Dadas estas caracteristicas,
no es de extrafiar que siempre haya mostrado un interés para colaborar con el ambito
académico y asi aplicar la investigacion para desarrollar y mejorar los procesos de
fabricacion. Por esto, desde el afio 2014 Laboratorios Reig Jofre ha participado
activamente en el programa de Doctorados Industriales de la Generalitat de Catalunya.
El principal objetivo de esta iniciativa es contribuir a la competitividad y a la
internacionalizacion de la industria catalana, facilitando la transferencia de

conocimientos de las universidades a las empresas.

Esta tesis ha sido realizada con una ayuda de este programa (expediente DI 2016-034)
y se ha desarrollado en la planta de Barcelona de Laboratorios Reig Jofre, especializada
en productos farmacéuticos inyectables liquidos y liofilizados. Este proyecto se ha
realizado en colaboracion con la Unidad de Quimica Analitica, del Departamento de
Quimica de la Universidad Autonoma de Barcelona, con el fin de aplicar los nuevos

avances de la quimica analitica a este sector.
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1.2. Liofilizacion

Para administrar un medicamento parenteral y que éste pueda realizar su funcién, debe
encontrarse disuelto.'® Este punto es critico debido a que no todos los API son estables
en solucion, lo que produce una rapida degradacion del producto. Con el fin de poder
prolongar la vida Util de estos API, en el sector farmacéutico se ha empleado,

tradicionalmente, el proceso de liofilizacion.*-13

A grandes rasgos, el proceso de liofilizacion consiste en eliminar, por sublimacién y
desorcion, el agua de la solucién del medicamento congelada. Al ser un proceso
aprobado por las autoridades reguladoras farmacéuticas y, que puede ser realizado en
condiciones estériles, cuenta con una amplia gama de aplicaciones.!? Estas aplicaciones
no se limitan sélo a medicamentos parenterales tradicionales, sino que también incluyen
formulaciones mas novedosas basadas en nanoparticulas o estructuras tridimensionales,

entre otros.'*

Si hacemos un repaso de los origenes del proceso de liofilizacién, tenemos que
remontarnos a la época en la que pueblos como los inuit o los samis congelaban los
alimentos y empleaban la sublimacion del agua para mejorar su preservacion. Este
proceso, aunque tiene la misma finalidad que el proceso actual de liofilizacion (eliminar
el agua), se diferencia en que se realiza a presion atmosférica.’® La primera civilizacion
que empled no sélo una temperatura reducida, sino también una baja presion para
sublimar el agua de los alimentos, fue la incaica situada en las altas montanas de los
Andes. Los incas gozaban, de forma natural, de unas bajas temperaturas y de una
presion mas reducida (dada la altitud a la que se encontraban respecto el nivel del mar),
caracteristicas que permiten considerarlos como los precursores del proceso de

liofilizacion.6:17

El interés cientifico por este proceso empezé a finales del siglo XIX principios del siglo XX,
cuando se publicaron diferentes estudios sobre la preparacion de tejidos bioldgicos y se
patentaron los primeros liofilizadores.!8!° Sin embargo, aunque estos estudios aportaron
avances significativos, no llegaron a traspasar el ambito académico.?’° No fue hasta la
Segunda Guerra Mundial (1939-1945) cuando la creciente necesidad de plasma
sanguineo y penicilina puso a la liofilizacion en el punto de mira. Desde entonces la
industrializacion de la liofilizacion ha ido creciendo para adaptarse a la nueva tecnologia

y regulacion.®
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Actualmente, el proceso de fabricacion industrial de medicamentos parenterales
liofilizados suele ser por lotes, en los que la formulacién liquida del medicamento se
dosifica en viales y éstos se introducen en los liofilizadores de modo que, el proceso

tiene lugar de forma independiente en cada vial.?!
1.2.1. Fundamento teodrico

El proceso de liofilizacidn se basa en la transferencia simultanea de calor y de masa de
la disolucidn, para conseguir eliminar el solvente, habitualmente agua.?? El principio
fundamental de la liofilizacion es la sublimacion, que consiste en el cambio de estado del

solvente de una fase sélida a una gaseosa, sin tener que pasar por el estado liquido.?°
Este proceso se acostumbra a dividir en las siguientes operaciones unitarias:?

e Congelacidn: la principal funcion de esta etapa es solidificar la formulacién liquida
del medicamento para, posteriormente, empezar con el secado.

e Secado primario: en esta etapa se disminuye la presidn y se aumenta la

temperatura del liofilizador, favoreciendo la eliminacion por sublimacién del agua
que se encuentra en forma de hielo en el producto.

e Secado secundario: en esta etapa, se aplica al producto una menor presion y una

mayor temperatura que en la etapa anterior, con el fin de eliminar el agua que

se encuentra adsorbida.

Congelacion Secado primario Secado secundario
"N mEEE g
A X AX AT e g e
485 488 oo
sl ¢ R UEOIGEo
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T(2C) T(°C) T(€) ___ P(mbar) ___  P(mbar)
liofilizador condensador producto Pirani MKS Baratron

Figura I - 2. Esquema de las distintas etapas de un ciclo de liofilizacién, indicando la evolucion de la
temperatura y presion, asi como su efecto en un vial dosificado.
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La seleccion de los valores de temperatura o de la presion en estas etapas depende de
las caracteristicas térmicas de la formulacién liquida del producto farmacéutico. Estos
parametros tienen un impacto critico, tanto econdmico (duracion del ciclo de liofilizacion,
gasto energético, entre otros) como en términos de calidad del producto final

(estabilidad del producto, posible degradacion del API, ...).2*2>

Por esta razon, es importante optimizar el ciclo de liofilizacion para cada formulacion de
un medicamento. Normalmente esta optimizacién se ha estudiado aplicando el método
de ensayo y error; no obstante, en la Ultima década la utilizacion de la calidad por disefio

(QbD, de las siglas en inglés de Quality by Design) ha ido ganando terreno.423:26

En las siguientes secciones se describen con mas detalle cada una de las etapas

principales del proceso de liofilizacién.

1.2.1.1. Congelacion

La congelacion se considera la primera etapa del proceso de liofilizacion, y esta
relacionada con la eficacia de las siguientes etapas del mismo, asi como con las

propiedades fisicoquimicas del producto final.'8237

La implementacidon de esta etapa se debe al profesor de farmacologia L.F.Shackell,
cuando en 1909 se percatd de que antes de empezar a secar por vacio era necesario
que la muestra estuviera congelada.’® Desde entonces, el estudio de esta fase,

inicialmente considerada trivial, ha ido ganando importancia.

El primer paso de la etapa de congelacién es la formacidn de cristales de hielo. Estos
cristales se forman a partir de la nucleacion; un fendmeno espontaneo, exotérmico y
estocastico, que se ve favorecido a bajas temperaturas.??® Una vez formados los
cristales de hielo, éstos empiezan a crecer provocando un aumento de la concentracién
en la solucion del medicamento que recibe el nombre de crioconcentracion.?® La
formacion de cristales Unicamente de hielo puro es debido a que las moléculas del
medicamento (API y/o excipiente) tienen un mayor tamafio que las del disolvente y no
pueden entrar en la estructura del hielo. La formacion de los cristales de hielo de gran
tamano en la crioconcentracién facilita la sublimacion en el secado, lo que conlleva una
reduccion del tiempo de esta etapa, aunque puede tener un impacto notable en la

degradacion del producto.*

La temperatura para conseguir que el producto se encuentre en estado solido depende

de su estructura:
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- Productos cristalinos: en el caso de los medicamentos que presentan una

estructura cristalina la temperatura de esta etapa debe ser inferior a la
temperatura eutéctica (Teu). Por debajo de esta temperatura toda la solucién que
todavia se podia encontrar en equilibrio con el hielo, cristaliza.

- Productos amorfos: en este caso los productos no llegan a cristalizar, sino que

se quedan en un estado de sodlido amorfo. La temperatura en la etapa de
congelacion para este tipo de productos debe ser inferior a la temperatura de

transicion vitrea (T4)L%

En algunos productos amorfos, para promover el proceso de cristalizacion se aplica el
tratamiento térmico llamado Annealing. Este tratamiento consiste en someter a la
solucion congelada un aumento de la temperatura por encima de la Ty, con el fin de
aumentar la movilidad de las moléculas del producto y promover su redistribucion,
permitiendo la cristalizacion del producto inicialmente amorfo.?® Una vez terminado este
calentamiento, se vuelve a disminuir la temperatura (por debajo de Tg") para reducir la

movilidad y tener las condiciones dptimas para la siguiente etapa.!3°

Dado que la formulacién liquida del medicamento se encuentra dosificada en distintos
viales, la nucleacién del hielo no se produce de forma homogénea en todo el lote, por lo
que se debe dejar el tiempo suficiente para que se produzca la solidificacion en todos

los viales del mismo.228

1.2.1.2. Secado primario

La siguiente etapa del proceso de liofilizacion es el secado primario. Se centra en
sublimar la mayor cantidad posible de solvente que queda retenido en los cristales de
hielo formados durante la etapa de congelacién. La finalidad de esta etapa es obtener
un producto seco con una estructura intacta.'®3! Es la etapa del proceso de liofilizacion
que requiere mas tiempo (puede llegar a durar varios dias), por lo que todos los procesos

de optimizacion de ciclo de liofilizacion se centran en ella.?%%’

Para que se produzca la sublimacién, la presidon de la cdmara del liofilizador debe ser
menor que la presion de vapor del hielo en el frente de sublimacion del producto. Esta
diferencia de presién hace que las moléculas de agua migren del producto a la cdmara

del liofilizador, y de ésta al condensador, donde quedan retenidas.!!'?

I La denotacion (') se emplea para determinar la transicion vitrea de soluciones congeladas
concentradas.?
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Figura I - 3. Esquema de como se desprenden las moléculas de agua retenidas en el producto congelado
y se dirigen al condensador, donde quedan atrapadas al congelarse de nuevo.

Para que las moléculas de agua de los cristales de hielo puedan pasar a estado gaseoso
necesitan aumentar su movilidad, se debe incrementar la temperatura de la cdmara del
liofilizador.3? Asi pues, es necesario controlar tanto la temperatura como la presion de la
camara de liofilizacién; la combinaciéon optima de ambas sera la que permita tener la
maxima sublimacion con el minimo tiempo y sin que el producto funda (productos

cristalinos) o colapse (productos amorfos).!118:23

El colapso de un medicamento liofilizado es un fendmeno que consiste en una pérdida
de la estructura de la pastilla liofilizada (FiguraI-4) y suele estar relacionado con
someter el producto a una temperatura superior a su temperatura de colapso en
productos amorfos, Te.3*3* Este proceso puede ocurrir durante las etapas del secado
primario y secundario, o durante el almacenamiento del medicamento liofilizado.3> El
colapso del producto depende de la formulacion y, en algunos casos, puede tener un
impacto significativo en términos de calidad (como por ejemplo, en el aspecto, en un
aumento en el tiempo de reconstitucion, de la humedad o de la degradacion).*® Por lo

tanto, debe evitarse el colapso, para garantizar la calidad del producto liofilizado.*”
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Figura I - 4. Imagen de un producto liofilizado colapsado (los dos viales de la izquierda), frente a un vial
del mismo producto sin colapso (vial de la derecha). Imagen extraida de la referencia.3®

La seleccién de presidon y temperatura es Unica para cada producto y depende de las
caracteristicas térmicas de la solucion del medicamento. Para disefiar el secado primario
de una forma eficiente y reducir la duracidn de esta etapa, la velocidad de sublimacién
en el frente de sublimacion debe ser lo mas alta posible. Para ello, la temperatura del
producto debe ser lo mas préxima posible a la temperatura de colapso, sin llegar a

sobrepasarla.?33°40

La etapa del secado primario termina cuando toda el agua libre ha sublimado. Finalizarla
prematuramente tiene un gran impacto en la calidad del producto (por ejemplo, una alta
humedad residual o colapso), mientras que una prolongacidon excesiva de ésta implica
un coste econdmico innecesario. Por esta razon, se necesita una estrategia adecuada

para determinar el punto final del secado primario.?*
Existen diferentes métodos para determinar el punto final de esta etapa:

- Temperatura del producto: cuando la sonda de temperatura (por ejemplo,

termopares) en contacto con el producto, indica una temperatura similar a la del
fluido térmico que circula por los pisos del liofilizador, denominada como temperatura
de bandejas, significa que no hay transferencia calorifica y que el vial no necesita
mas energia para realizar la sublimacién y, por lo tanto, que el secado primario ha
terminado. El principal problema de este método se debe a que sdlo algunos viales
del lote contienen sonda, por lo que sus lecturas son Unicamente una estimacion
para el conjunto del lote. Ademas, la propia presencia de la sonda genera un nucleo
de congelacion en el vial que la contiene, que no esta presente en el resto, de modo
que lo diferencia de los demas.>*

- Comparacién de presiones: permite solventar el problema del método anterior debido

a que no es invasivo. En este caso, la determinacion del punto final del secado

primario se realiza comparando el valor obtenido por la sonda de presién Pirani
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(basada en la conductividad térmica de los gases) con el valor obtenido por la sonda
de presion MKS Baratron (presion capacitiva). Cuando el proceso de sublimacion ha
terminado, la concentracién de vapor de agua en la camara del liofilizador decrece y
consecuentemente el valor de la sonda de presion MKS Baratron aumenta. Entonces,
cuando la sonda Pirani y la MKS Baratron convergen se considera que la etapa ha
finalizado.8234

- Otros: aunque los dos métodos comentados son los mas empleados, existen otros
basados en diversas propiedades fisicas del proceso. Los mas importantes estan
basados en el uso de técnicas espectroscopicas para la determinacion del caudal de

vapor de agua desde la camara de liofilizacion hasta el condensador.®4

1.2.1.3. Secado secundario

Una vez terminada la etapa del secado primario, el producto muestra un aspecto seco,
pero aun presenta un contenido de humedad residual alto que debe reducirse para
prolongar la estabilidad del producto.!! Con el fin de disminuir el contenido de agua se
realiza la Ultima etapa del proceso de liofilizacion, el secado secundario. En esta etapa
se elimina el agua que se encuentra adsorbida en el producto, la que no se sublimé en
la etapa anterior, debido a que no se solidificd en forma de hielo puro sino mezclada con
el medicamento. La separacion de ambas fases de secado se empezd a emplear en 1952,

en un articulo de R. I. N. Greaves. 82332

El contenido de humedad residual al finalizar el secado secundario acostumbra a
encontrarse alrededor de un 1 %.%**? Sin embargo, el valor dptimo para cada producto
depende de la estabilidad del producto final y los valores de los parametros de
temperatura, presion y tiempo de esta etapa dependen del contenido de humedad

residual deseado para el producto liofilizado.323°43

Aunque el secado secundario, operacionalmente, empieza una vez ha terminado el
secado primario, la desorcion del agua ya se inicia durante la etapa anterior, cuando en
alguna zona del producto ya no queda hielo, por lo que, aunque el proceso de desorcién
es mas lento que el de sublimacion, el secado secundario acostumbra a necesitar menos

horas que el secado primario para realizar su funcion,%-27:4244

Esta reduccién del tiempo de secado también se debe a que al tener un contenido de
agua inicial menor que en el secado primario, las condiciones de temperatura y presion
que se aplican pueden ser mas agresivas (considerando el perfil térmico del producto).

Estas nuevas condiciones se basan, habitualmente, en aumentar la temperatura y
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disminuir la presion hasta el minimo posible que pueda alcanzar el equipo.** De esta
manera, se suministra al sistema mas energia para poder liberar las moléculas de agua
que seguian adsorbidas en el producto. Este incremento de energia se realiza
aumentando la temperatura, lo que a su vez puede llevar a la degradacién del producto.
Por esta razén la definicion del tiempo de duracion de esta etapa es crucial para

mantener la calidad del producto.!??3

Aungue existen varios métodos para saber cuando ha terminado el secado secundario,
el mas empleado, es la prueba de incremento de presiéon (PRT, del inglés Pressure Rise
Test). La extension de este método se debe a la facilidad con la que se puede realizar,
a lo econdmico que resulta y a su fiabilidad.** Consiste en cerrar la valvula que conecta
la bomba de vacio con la camara del liofilizador durante unos 15 min. Al cerrarse, la
presion de la cdmara aumenta debido al incremento de la concentracién de vapor de
agua. Si el producto todavia no esta suficientemente seco, este aumento de presion sera
considerable, mientras que si el producto ya esta casi seco el aumento de presién sera

minimo.*
1.2.2. Instrumentacion

Al ser un proceso tan complejo, la liofilizacion requiere de equipos igual de complejos,
denominados liofilizadores.® Desde su primera aplicacion a escala industrial, las partes
principales del liofilizador siguen siendo las mismas, pero como es de esperar, todo el
sistema de control de parametros como la temperatura o la presién han cambiado

radicalmente.!2

Fundamentalmente, estos equipos estan dotados de una gran camara hermética con
control de la temperatura donde se introducen los medicamentos ya dosificados (en
viales) en los distintos pisos, un condensador para retener el agua que ha sublimado del
producto y un sistema de vacio para controlar la presion de la camara.!>'822 En la
siguiente figura (Figura I - 5) se muestra un esquema de las partes principales de un

liofilizador:

30



PRODUCTOS FARMACEUTICOS LIOFILIZADOS

Camara de liofilizacion
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Sistema Sistema de Sistema de
de calor refrigeracion vacio

Condensador

Figura I - 5. Esquema de la estructura de un equipo de liofilizacidn, mostrando los principales bloques que
lo componen.

En el caso particular del sector industrial farmacéutico, estos equipos también deben
disponer de sistemas de esterilizacion y limpieza para evitar la contaminacién cruzada o
la perdida de esterilidad que afecte a los siguientes lotes de produccion (CIP, siglas del
inglés Clean in place y SIP, siglas del inglés Sterilization in place).'> También deben
disponer de un sistema hidraulico con el fin de taponar los viales dentro de la camara al
finalizar el ciclo de liofilizacion y, de esta manera asegurar la esterilidad del

medicamento.!8

1.3. Atributos criticos de calidad de un medicamento parenteral
liofilizado

Al terminar el ciclo de liofilizacién, se debe comprobar que los atributos criticos de calidad
(CQA, siglas del inglés Critical Quality Atribute) fisicoquimicos del producto liofilizado
(apariencia de la pastilla, contenido de agua residual, pH, tiempo de reconstitucion,

riqueza del producto e impurezas, entre otros) cumplen con las especificaciones.?®4

Sin embargo, estos atributos criticos de calidad pueden variar durante el ciclo de vida o
el almacenamiento del producto. Las variaciones se deben principalmente a tres factores
externos: el contenido de agua residual del producto, las condiciones de almacenamiento
(temperatura y humedad relativa) y la mezcla de gases que se encuentran en el espacio

de cabeza del vial.*

La presente tesis se centra en desarrollar nuevos métodos analiticos para determinar el

impacto de estos factores en los productos parenterales liofilizados.
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2. KARL FISCHER

En la industria farmacéutica, y mas especialmente en la fabricacion de productos
farmacéuticos liofilizados, es esencial la determinacion del contenido de humedad en el
producto final. En estos productos el contenido de agua es considerado un CQA, debido
a que aporta informacién sobre el proceso de liofilizacidon y es un indicador de la calidad
final del producto. Por ello, la determinacién de esta molécula es uno de los analisis mas

habituales en la industria farmacéutica de liofilizados.*4°

Dado que el agua es un compuesto presente en una gran variedad de muestras (gases,
sélidos insolubles, liquidos, polvos ...), no se dispone de un método universal para su
determinacién. Por lo tanto, la eleccidon de un método de andlisis adecuado para

determinarlo depende de las propiedades de la muestra a analizar.’%°?

En este apartado se describe uno de los métodos mas importantes para la determinacion
del agua, la valoracion Karl Fischer, que ha sido empleado durante el desarrollo de esta

tesis.>?
2.1. Introduccion

La valoracion Karl Fischer es un método de analisis directo, basado en una reaccion
quimica selectiva, que permite la cuantificacion del agua en la muestra,
independientemente de su procedencia (superficial o unida). Presenta un seguido de
ventajas frente a otros métodos directos usados para la determinacion de agua (métodos
de secado): es un método especifico, rapido, automatizable, permite validar los
procedimientos analiticos y salvaguarda la trazabilidad de los analisis. Estas
caracteristicas hacen que sea un método muy interesante para la industria farmacéutica,

pudiéndose adaptar a la estricta normativa de calidad a la que esta sujeta.*°0>2

l, + 2 H0 + SO, ——— H,SO,4+ 2 HI Reaccion I - 1

Este método lleva el nombre de su inventor, el quimico aleman Karl Fischer (1901-1958),
quien, en 1935, publicd el trabajo sobre la determinacion del agua a partir de una
adaptacion de la reaccion de Bunsen (Reaccion I - 1) usada para determinar el didxido
de azufre (SO,) en soluciones acuosas.”*>* Desde entonces, se ha convertido en un
método de andlisis de referencia para la determinacion del agua en laboratorios de todo

el mundo, y se especifica en las farmacopeas lideres del sector, como la de Estados
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Unidos (USP, siglas del inglés United States Pharmacopeia) o la Europea (Ph. Eur.

abreviacion del inglés European Pharmacopoeia).>>’
2.2. Fundamento tedrico

Karl Fischer se dio cuenta que realizando la reaccién de Bunsen, en un medio anhidro
metanol y con un exceso de didxido de azufre, podia utilizarse para cuantificar el agua
en una muestra. Para ello necesitaba neutralizar el acido sulfurico, producto de la
reaccion, y asegurar que la reaccion se completara; con este propdsito empled como
base la piridina.*>3 En la Reaccion I - 2 se puede observar la reaccion que Karl Fischer

presentd para determinar el contenido de agua:

CH5;0OH
2 HyO + (CsHgN)2SOz + I+ 2 CsHsN  —————m=  (CsHsN)p'HpS0, + 2 CsHsN-HI - Reaccién I - 2

Medio anhidro

En esta reaccion, el metanol se utiliza como solvente y se observa una relacién molar de
2:1 de agua y yodo. Sin embargo, como se demostrd en estudios posteriores, esta
relacion estequiométrica era incorrecta, debido a que el metanol no actuaba meramente
como solvente, sino que también desempefiaba un papel como reactivo.>8°
Actualmente, todavia existe polémica para definir el mecanismo y las reacciones que
tienen lugar en el medio de una valoracion Karl Fischer.%! A pesar de ello, la reaccion

global se puede definir como:

3Z+ROH + S0, + I, + HO ———» 3ZH'+ROSOy +2I°  ReacciénI-3

Donde Z es una base y ROH es un alcohol. Cominmente se utiliza imidazol o piridina y
metanol, respectivamente; aunque se pueden utilizar otros compuestos con el fin de
evitar reacciones secundarias con la muestra, o para mejorar la solubilidad de ésta. Al
considerar el metanol (u otro alcohol, ROH) como un reactivo, la relacién molar pasa de
2:1 (Reaccion I - 2) a 1:1 (Reaccidn I - 3). Siguiendo esta reaccién, cuando toda el agua
del medio ha reaccionado, se produce un exceso de yodo que causa un cambio de
coloracién, de incoloro a amarillento hasta marrén intenso. Esto permite determinar de
forma visual el punto final de la reaccién. Sin embargo, debido a que esta coloracién
puede variar dependiendo de la muestra analizada o de los reactivos empleados, la
determinaciéon del punto final de forma visual se considera una determinacién muy
subjetiva, lo que dificulta la validaciéon de los métodos e incluso la automatizacién de la

técnica.*84
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Considerando las desventajas que presenta el método visual, actualmente la mayoria de

las valoraciones Karl Fischer realizan la determinacion del punto final
electroquimicamente. Para ello, controlan la reaccion redox del par idnico I,/I" utilizando
dos electrodos indicadores metalicos inertes a este tipo de reacciones, normalmente de
platino.”*®? Este control se puede llevar a cabo bipotenciométricamente o

biamperométricamente.

Una determinacion bipotenciométrica consiste en aplicar una corriente constante y medir
el voltaje conforme los electrodos se van polarizando. Esto implica que cuando la
concentracion de yodo es baja (hay mucha agua en el medio de valoracién) se requiere
un gran voltaje para mantener los electrodos polarizados, y cuando la concentracion de
yodo aumenta (no queda agua en el medio de valoracion) el voltaje desciende, indicando

el punto final de la reaccion.

En una determinacion biamperométrica en cambio se mantiene un voltaje constante y
se mide la corriente durante la polarizaciéon. Por lo tanto, al introducir la muestra
(concentracion elevada de agua) la concentracion de yodo es baja, igual que la
intensidad de corriente, y cuando toda el agua ha reaccionado, existe un exceso de yodo
en el medio de valoracién y la intensidad de corriente aumenta, indicando que la reaccién
ha terminado. Estos métodos electroquimicos permiten una mejor exactitud y precision

en los analisis, facilitando la validacion de los métodos. 82963

Con la finalidad de poder determinar el contenido de agua en el mayor tipo de muestras,
se han ido desarrollando diferentes modificaciones de la valoracidon Karl Fischer inicial.
En las siguientes secciones se describiran las dos vertientes mas importantes de este
método, la valoracidén volumétrica y la culombimétrica. Actualmente se utilizan ambas,
dado que presentan propiedades complementarias, en la Tabla I - 1 se muestra una

breve comparativa entre ellas.

Tabla I - 1. Comparacion entre la valoracion de Karl Fischer volumétrica y la culombimétrica. Tabla
adaptada de la referencia.*®

Caracteristicas del

método

Valoracion volumétrica

Valoracion culombimétrica

Fuente de yodo

Reactivo valorante

Oxidacion del yoduro in situ

Intervalo de 10 ppm hasta 100 %, con una 1 ppm hasta 5 %, con una
concentracion de agua a cantidad de muestrade 15gy cantidad de muestrade 10 gy
determinar 0,02 g, respectivamente. 0,05 g, respectivamente.
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Caracteristicas del

. Valoracion volumétrica Valoracion culombimétrica
método
Se pueden usar reactivos
valoradores con distintas Alta exactitud.
concentraciones.
Ventajas .
] La muestra se introduce L
. Al generar el yodo /n situno
directamente en la celda de . N
o ) requiere estandarizacion de la
valoracion independiente de su 9
. solucion valorante.
estado fisico.
i Las muestras sdlidas se deben
La concentracion de yodo de la . .
., disolver previamente, para
solucion valorante se debe . !
. introducirse en la celda de
estandarizar frecuentemente. L
valoracion.
Desventajas

La matriz de la muestra no puede reaccionar con los reactivos de la
valoracion.

Los solventes se deben renovar frecuentemente.

2.2.1. Valoracion volumétrica

Una valoracidon volumétrica consiste en determinar el volumen necesario de una
disolucidon de concentracion conocida (estandarizada) para que reaccione
completamente con el analito estudiado.®? La valoracion volumétrica de Karl Fischer es

la modificacion directa del método original (1935).

En los inicios de la técnica, la muestra se solubilizaba en un solvente, previamente
titulado, y se determinaba la cantidad de agua empleando una solucién valorante de
metanol anhidro, la cual contenia todos los reactivos necesarios (Reaccién I - 2).* Sin
embargo, la solucién valorante presentaba una alta inestabilidad que requeria su
preparacion diaria.”® Este inconveniente fue solventado en 1947 por A. Johansson, quien
dividio la solucion valorante en dos, una en la que se disuelve la muestra, que contiene
la base (Z) y el didxido de azufre disueltos en metanol, y otra solucion de metanol con
concentracion conocida de yodo, que sirve como disolucion estandar o solucidn valorante

(Reaccion I - 3).48:62,64

El uso de dos soluciones aumenté la estabilidad de los reactivos, aunque la concentracion
de yodo de la solucion valorante debe ser determinada periddicamente, siendo una de

las principales desventajas de la valoracion volumétrica Karl Fischer.5?

Esta modalidad de valoracidn se utiliza para muestras con un contenido elevado de agua,
desde 10 ppm hasta el 100 %, con una cantidad de muestra de 15 g y 0,02 g,
respectivamente. No obstante, es posible determinar concentraciones de agua mas bajas
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modificando la concentracidon de la solucion valorante, la precision de la bureta con la
que esta se afiade o la cantidad de muestra que se utiliza. Para cuantificar el contenido
de agua con una valoracién volumétrica Karl Fischer, es necesario que la muestra se
disuelva completamente, independientemente de si se trata de muestras liquidas, sélidas
y semisolidas. Una mala disolucion de la muestra dificultaria la liberacién del agua al
medio de valoracién, proporcionando resultados erréneos. Sin embargo, este tipo de
valoracion permite el uso de un amplio abanico de disolventes organicos (polares o no

polares) para aumentar el grado de disolucion de las muestras.*®->0
2.2.2. Valoracion culombimétrica

Como alternativa a la valoracion volumétrica A. S. Meyer y C. M. Boyd presentaron en
1954 una modificacion de la técnica basada en la generacion culombimétrica del yodo

en la celda de valoracion segun la semirreaccion Reaccion I - 4,486
217 ———— |, +2¢” ReaccionI - 4

Una valoracion culombimétrica emplea un consumo conocido de corriente eléctrica para
determinar la concentracion de analito. Por lo que siguiendo la ley de Faraday se puede
relacionar la corriente generada con la cantidad de agente valorante necesario (yodo en
este caso) para llevar a cabo la reaccion.*®* Para este tipo de valoraciones, en lugar de
emplear una bureta, como en la valoracion volumétrica, se mide el tiempo requerido

para completar la reaccion.®?

En este caso, el yodo se genera /n situ en la celda de valoracién por la oxidaciéon anddica
del yoduro (I') (Reaccion I-4), y la reduccién de protones (H*) en el catodo.®® La
generacion del agente valorante directamente en el medio de trabajo, proporciona una
mejora en el método aumentando su precision.*® Una vez el yodo ha sido generado en
un electrodo generador, el proceso quimico de cuantificacion del agua es el mismo que

en la valoracion volumétrica (Reaccion I - 3).67:68

La valoracion de Karl Fischer culombimétrica se emplea para determinar el agua en
muestras en las que esté a baja concentracion. Esta técnica tiene un intervalo de trabajo
que va, aproximadamente, desde 1 ppm hasta el 5 %, con una cantidad de muestra de
10 g y 0,05 g, respectivamente, por lo que se podria considerar como un método de
trazas.>” Al contrario que en la valoracion volumétrica, la valoracion culombimétrica sélo

puede determinar la humedad de muestras liquidas o gaseosas, por lo que la
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determinacion de agua de muestras solidas requiere una disolucién previa con el reactivo

de la misma celda o con un disolvente previamente titulado.4°
2.3. Instrumentacion

Habitualmente, los instrumentos de valoraciones de Karl Fischer constan de un recipiente
cerrado (celda de valoracién) con una abertura para la introducir la muestra, un agitador
magnético para solubilizarla y homogenizar la solucién, un electrodo indicador para
determinar el punto final de la reaccién y un sistema para introducir/generar el yodo

(dependiendo de la valoracion empleada).®?

La reaccién de valoracion (Reaccidon I - 3) se controla monitorizando la senal del
electrodo indicador, y el sistema introduce/genera yodo dependiendo de la concentracién

del agua sin reaccionar de la celda valoracion.

En la Figura I - 6 se puede observar la configuracion de los instrumentos de valoracion

de Karl Fischer volumétricos y culombimétricos.

#

Valoracién volumétrica Valoracion culombimétrica
Electrodo
Electrodo
indicador JeStacty
Electrodo Ventana de
Ventana de Bureta indicador H muestra
muestra ‘
®
.
. =
Solucién -
valorante
Celda de valoracion Celda de valoracion

FiguraI - 6. Esquema de las partes principales de un instrumento de valoracién Karl Fischer tanto
volumétrica como culombimétrica.

2.3.1. Karl Fischer acoplado a un horno

Como se ha comentado anteriormente, con ambas valoraciones (volumétrica y
culombimétrica) se pueden analizar una amplia variedad de muestras (sdlidas, liquidas,
semisdlidas, gaseosas...). Aun asi, estas muestras tienen que presentar unas

caracteristicas especificas: poder disolverse en el medio de valoraciéon y no presentar
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reacciones secundarias con éste. Dichas restricciones excluyen una gran cantidad de
muestras. Este problema puede solventarse empleando distintos reactivos para evitar
estas reacciones interferentes o afiadiendo disolventes que permitan mejorar la
solubilidad. A pesar de esto, hay muestras que aun asi siguen quedando fuera del

alcance de las valoraciones.

Para este grupo de muestras, se emplea una combinacion de los métodos de secado y
de la valoracion Karl Fischer. Esta combinacion permite resolver los problemas de
selectividad de los métodos de secado, evita el contacto directo de la muestra con el
medio de valoracién Karl Fischer (minimiza las reacciones secundarias) y no requiere la
solubilizacién de la muestra. El método resultante consiste en calentar la muestra
(métodos de secado) y transportar los vapores resultantes a la celda de valoracion con
un gas portador seco e inerte para la muestra (aire seco, nitrogeno (N,), argon, ...),
consiguiendo asi que no haya interferencias.*®® La combinacion de ambas técnicas se
conoce como Vvaloracion Karl Fischer acoplada a un horno, y puede emplearse tanto en
valoraciones volumétricas como culombimétricas. En la Figura I - 7 se puede observar

un esquema del instrumento, indicando sus distintos elementos.

Electrodo & Agua = @ Nitrégeno
generador %

W @ Nitrégeno
Electrodo de i 8 p———
referencia

@
;2
-

© @
@
Horno

Celda de valoracion

Figura I - 7. Esquema de una valoracién Karl Fischer culombimétrica acoplada a un horno.

Aunque esta técnica permite ampliar el abanico de muestras que pueden analizarse con
la valoracion Karl Fischer, sigue habiendo muestras que pueden generar problemas. La
causa principal de esta exclusion se debe a la seleccion de una temperatura optima para
calentar la muestra.%® Esta temperatura debe ser lo suficientemente elevada para que se
evapore el agua de la muestra (superficial y unida) sin llegar a degradar por combustién
el producto. En caso contrario, como subproducto se obtendria agua, lo que se traduciria

con un resultado mayor que el esperado.
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Para hallar la temperatura éptima del horno para la determinacion del agua, se mide la
respuesta electroquimica de la reaccion de Karl Fischer mientras se aumenta
gradualmente la temperatura de la muestra, realizando una rampa de temperatura,
hasta llegar a su descomposicion. En la Figura I - 8 se muestra un ejemplo de rampa de
temperatura; en ella se puede observar dos picos al inicio de la rampa debidos a la
liberacién del agua (superficial y unida) y un tercer pico debido a la descomposicion del
producto. Dado que los picos de liberacion del agua y de degradacion estan separados,
se puede seleccionar una temperatura entre ambos como temperatura éptima para este
producto. El principal inconveniente de este método es que no todas las muestras
presentan una separacioén de picos tan clara como en la figura, y es posible que la
temperatura de descomposicion esté muy proxima a la temperatura de liberacion del

agua.

Agua liberada por

/ el producto

Descomposicion

del producto
Temperatura /

Optima para el
método

/

Temperatura (°C)

Deriva (ug/min)
Agua (pg)

Figura I - 8. Ejemplo de rampa de temperatura de un producto, en el cual se puede ver como al aumentar
la temperatura se libera el agua del producto y posteriormente se descompone.
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3. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION EN EL INFRARROJO
CERCANO

El incremento de los requisitos que exige la regulacion relacionados con la calidad de los
productos farmacéuticos liofilizados ha potenciado implementacién de técnicas rapidas
y no destructivas.®® Una de ellas es la espectroscopia de absorcion en el infrarrojo
cercano (NIR, siglas del inglés Near-Infrared). El uso de esta técnica se ha incrementado
en las Ultimas décadas y ha ido sustituyendo otras técnicas empleadas tradicionalmente

(HPLC, valoracion Karl Fischer, etc.) para realizar el analisis del producto.”®”!

En este apartado se describe esta técnica espectroscopica utilizada en el desarrollo de

esta tesis.
3.1. Introduccion

En 1666 Isaac Newton introdujo el término espectro y el inicio de la espectroscopia, con
su experimento de la descomposicion de la luz solar en una serie continua de colores al
pasar a través de un prisma.”>”® Desde entonces, se puede definir la espectroscopia
como el estudio de la interaccion (absorcidon, emision o dispersién) de las ondas

electromagnéticas con la materia.”*

Anos después de este hito histdrico, se descubrieron las zonas del espectro
electromagnético contiguas a la franja visible. En el afio 1800 Fredrick William Herschel
descubrié la zona del infrarrojo y en 1801 Johann Wilhelm Ritter la zona del ultravioleta
(conocida por las siglas UV).”> Herschel demostro que la dispersién de la luz se extendia
de forma no visible para el ojo humano por la zona inferior al color rojo, a la que nombro
infrarrojo.”®”” No obstante, lo que realmente detectd Herschel fue el infrarrojo cercano
(NIR), debido a que el prisma de cristal que empled para descomponer la luz absorbid

la region de la radiacion del infrarrojo medio (MIR, siglas del inglés Mid-Infrared).”®
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Figura I - 9. En esta imagen aparece Fredrick William Herschel, junto a una representacion del experimento
que le permiti6 descubrir el infrarrojo. Imagen extraida de la referencia http://www.observadores-
cometas.com/Herschel/About William Herschel/About William Herschel/Biography/Who_was_Herschel.htm.

Sin embargo, a pesar de su temprano descubrimiento, la espectroscopia basada en la
region NIR quedo en un segundo plano frente a la espectroscopia ultravioleta, la visible
e incluso la MIR.”? Esta desatencion se debid principalmente a que la informacion
ofrecida por las estrechas bandas fundamentales obtenidas por la espectroscopia MIR,
era mas facil de interpretar que la obtenida a partir de bandas anchas y solapadas de la
espectroscopia NIR.”8 A esto, se debe afadir la baja intensidad de absorcion de los
compuestos organicos e inorganicos en esta region del espectro y el poco desarrollo de
los instrumentos de medicidn de la época. Todos estos factores se ven reflejados en los
escasos estudios cientificos realizados referentes a la medicion de espectros en la zona
NIR desde el descubrimiento de la region hasta el afio 1930.798°

Gracias al desarrollo tecnoldgico producido durante la Segunda Guerra Mundial, y a
algunos trabajos pioneros en la determinacion cuantitativa de sustancias en longitudes
de onda NIR concretas, el estudio de la region NIR empezd a tomar interés.”07880 A
pesar de ello, dado el impulso de otras técnicas, estos métodos basados en la
espectroscopia NIR fueron practicamente abandonados.8! No fue hasta su aplicacion en
el sector de la alimentacién y agricultura por Ben-Gera y Norris, a finales de los afios 60,
que se consolidd la espectroscopia NIR como una técnica analitica con un gran

potencial 808!

Desde entonces, se ha considerado la espectroscopia NIR, segln la expresion de
McClure, como “el gigante dormido de la quimica analitica”.®? Este reconocimiento se

debe a las ventajas que presenta frente a otras técnicas, como poder analizar todo tipo
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de muestras (liquidas, sdlidas, semisdlidas y gaseosas) con un nulo o minimo
pretratamiento de la muestra, la rapidez con la que se puede realizar un analisis, o que
permite el andlisis de mas de una propiedad a partir de un mismo espectro, entre
otras.®38% En vista de todas estas ventajas, actualmente cuenta con un ndmero
considerable de aplicaciones, una de las cuales es en el ambito del control de la calidad

en la industria farmacéutica.

Aungue en la industria farmacéutica se empezd a estudiar la aplicacion de NIR ya en la
Ultima parte de los afios 60, no fue hasta 1986 cuando la agencia reguladora de EE. UU.
la FDA (FDA, siglas del inglés Food and Drug Administration) aprobd el primer método
analitico basado en ella para determinar la cantidad de agua y de Lincomicina en un
producto liofilizado de ambito veterinario.”®®8 Desde aquel momento, la
implementacion de la técnica NIR en este sector se ha ido consolidando, tanto en el
analisis cuantitativo como cualitativo.®® A pesar de ello, la principal dificultad que limita
la expansion en la implementacion de esta técnica analitica en este sector es el uso
imprescindible de la quimiometria (ver apartado 5) y la validacion de los métodos

desarrollados, debido a que requieren de personal cualificado con una formacién

especifica.”!
3.2. Fundamento teorico

En la FiguraI- 10 se muestra un esquema del espectro electromagnético donde se

pueden observar todas las regiones que lo definen.?”

ESPECTRO ELECTROMAGNETICO

s Infrarrojo
@ 0]
3 [=]
Rayos y Rayos X '% § 5 % g | Microondas or}gg?ode
s 3|23
A N
ANA NN [\ N \ P

‘ ’ " ": ﬂ f. A | A
{l” ’ ‘ ‘} Jf;\ 1:“!’ \/ \ /
li H‘vh Jk VY )‘J VvV VvV V \/
[ Longitud de onda (m) >
< Frecuencia (Hz) |

Figura I - 10. Espectro electromagnético con las distintas zonas que lo conforman delimitadas, indicando
la variacion de la longitud de onda y de la frecuencia.

La region del infrarrojo se encuentra situada entre la zona del visible y la de las
microondas, entre 760 nm y 111000 nm aproximadamente, y esta relacionada con la

energia vibracional de las moléculas. Debido a la gran variabilidad de aplicaciones e
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instrumentacidon necesaria para abarcar la totalidad de la regidn del infrarrojo, ésta se

divide en tres zonas.88

Energfa Potencial

FIR
— MIR
NIR

Figura I - 11. Representacion de las absorciones de las diferentes zonas del infrarrojo, figura adaptada de
la referencia.®

- Infrarrojo lejano (FIR, siglas del inglés Far-Infrared): esta zona comprende desde

16000 nm hasta 111000 nm, aproximadamente. En ella aparecen vibraciones no
armonicas de gran amplitud, vibraciones de redes cristalinas y transiciones de
espectros de vibracion-rotacion.®°° Pocas substancias organicas absorben en
este rango de longitudes de onda, que se caracteriza por tener un espectro de
absorcion con bandas poco intensas y principalmente de moléculas muy grandes,
como substancias organometalicas o inorganicas.?”

- Infrarrojo medio (MIR): esta zona se encuentra definida entre 2500 nm y

16000 nm. Aqui aparecen las vibraciones fundamentales de los enlaces
moleculares, produciendo bandas de una intensidad mayor que las de FIR. La
mayoria de moléculas presentan absorcidon en esta regidon del espectro
electromagnético.?”:°!

- Infrarrojo cercano (NIR): esta zona va desde el final del visible hasta los

2500 nm.! En esta zona aparecen las bandas de absorcion de las transiciones
desde el estado fundamental de vibracion al segundo estado excitado o superior,
lo que se conoce como sobretonos o armonicos, y las debidas a la excitacion
simultdnea de dos o mas estados de vibracién, conocidas como bandas de

combinacidn.87:°1

Aunque todas estas zonas tienen un amplio interés analitico, en esta tesis se ha utilizado

la espectroscopia de absorcion NIR.

I De acuerdo con la comision internacional de la Iluminacion (CIE, siglas del francés Commission
Internationale de I’Eclairage) no es posible definir un limite preciso entre las regiones del visible
y el infrarrojo. Sin embargo, toda la bibliografia revisada define este limite entre 700 y 800 nm.
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El modelo clasico que describe la vibracion de un enlace entre dos atomos es el del
oscilador armoénico. Este modelo sigue la ley de Hook, donde la relacién entre la energia
potencial de vibracion y la distancia de enlace es una funcion parabdlica centrada en la
distancia de equilibrio (Figura I - 12). Si se aflade que la energia no es continua, sino
que esta cuantificada y depende del nimero cuantico vibracional, v, se obtiene el modelo
cuantico ideal de la vibracion. En este modelo soélo estan permitidas las transiciones entre
estados vibracionales consecutivos (Av =+1) conocidas como bandas

fundamentales.”8:80.92

No obstante, en la practica, el modelo de oscilador armdnico ideal presenta algunas

limitaciones:

- Las nubes electronicas de los atomos del enlace crean una barrera de potencial,
debida a la repulsion entre ellos, lo que dificulta la compresion de la vibracion.

- Contrariamente, si la energia es suficientemente grande, el enlace se rompe.®?

Energia Potencial

Distancia internuclear

Figura I - 12. Representacion de los distintos modelos para describir la vibracion molecular entre dos
atomos, en gris se puede ver el modelo clasico y en negro el modelo de oscilacién no armdnico.

Para solventar estas limitaciones, es necesario considerar la no armonicidad de la
vibracion. Esto significa que la distancia energética entre niveles es distinta, decreciendo
a medida que aumenta la energia. También implica la aparicion de vibraciones
“prohibidas” llamadas armonicos o sobretonos, con transiciones Av = +2,43, ..., que
aparecen a longitudes de onda menores que la banda fundamental. Las bandas
fundamentales se observan principalmente en el espectro de absorciéon MIR, mientras
que las bandas de los sobretonos aparecen en la regién del NIR y son menos intensas
que la banda fundamental correspondiente. Esto se debe a que la probabilidad de

transicion disminuye al aumentar el nimero cuantico asociado al nivel de vibracién, lo
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que se traduce en una disminucion de la intensidad.®>** La mayor parte de los sobretonos
en el NIR estan relacionados con el estado de vibracion de tensién (en inglés Stretching)
de los enlaces X—H presentes en la mayoria de moléculas organicas (donde X puede ser
C, O, N o S principalmente). Estos sobretonos presentan una mayor energia cuanto

mayor es la diferencia de masa entre los atomos del enlace.®

Este modelo de oscilacion no armoénico también permite considerar la combinacién de
dos o mas vibraciones para producir una Unica banda, lo que se conoce como bandas
de combinacion. Estas bandas, juntamente con los sobretonos, son las bandas de

absorcion observadas en el espectro NIR.

Independientemente del modelo oscilatorio empleado, para que una vibracién molecular
sea activa en el espectro de absorcién NIR, ésta tiene que aportar un cambio en el

momento dipolar de la molécula (o] # 0 ).%°

La temperatura y la humedad ambiental, la interaccidn de las moléculas entre ellas (por
ejemplo, puentes de hidrogeno), el tamafio de la particula, el grosor de la muestra y el
estado fisico en que se encuentran las muestras pueden hacer variar la posicién y la

intensidad de las bandas del espectro de absorcion NIR.%”
3.3. Instrumentacion

En términos de instrumentacion, un espectrofotdmetro NIR no se distingue mucho de
un espectrofotometro visible o infrarrojo.’* Por este motivo, el desarrollo de la

instrumentacion NIR va muy entrelazada con ambas técnicas.

A principios del siglo XX no existia la idea de tener un espectrofotémetro dedicado solo
a la zona NIR. Dado el bajo interés de esta region, la medicidn en la zona NIR era un
accesorio de otros instrumentos de UV-visible o del MIR.”°

A pesar de esto, gracias al desarrollo de detectores fotoeléctricos con sulfuro de plomo
(II) (PbS), a los esfuerzos realizados por el grupo de Karl Norris y al creciente interés en
la espectroscopia NIR, nacieron los espectrofotometros NIR como equipos

independientes para su uso en el laboratorio.”*8?

La configuracién de los espectrofotometros NIR varia dependiendo de la muestra
(liquida, sdlida, ...), de la resolucidon con la que se quiera registrar el espectro y de la
aplicacion de la técnica. Por lo tanto, dadas las numerosas aplicaciones que existen
actualmente, no es de extrafar que existan distintas configuraciones para poder dar

respuesta a la demanda.®® A pesar de la flexibilidad de estos instrumentos y, aunque la
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configuracion del equipo varie, todos los espectrofotdmetros NIR cuentan con los
siguientes bloques: fuente de radiacién, selector de longitud de onda, compartimiento
de la muestra y detector.”#83 En las siguientes secciones se detalla cada una de estas

partes.
3.3.1. Fuente de radiacion

La fuente de radiacion es la parte del instrumento que genera el haz de radiacion que
interactia con la muestra. Esta puede ser continua, emitiendo en todo el espectro, o

discreta, y solo emitir a una o unas pocas longitudes de onda.?388

Las fuentes de radiacidn continuas abarcan un amplio intervalo del espectro
electromagnético, idealmente, la totalidad de la zona espectral del NIR.°® Habitualmente,
se emplean las ldmparas de haldgeno con filamentos de tungsteno que producen una
radiacion térmica.’” Se caracterizan por ser econdmicas y tener una intensidad de luz

estable.”

Las fuentes de radiacion discreta irradian la muestra con unas pocas longitudes de onda
de la zona del espectro electromagnético del NIR y se emplean en aplicaciones donde
no es necesario registrar la totalidad del espectro. Utilizan fuentes de radiacion no
térmicas, como los laseres de diodo NIR o los LED NIR (LED, siglas del inglés
Light-Emitting Diode) a longitudes de onda fijas.”*®® Se caracterizan por ser mas
eficientes en términos energéticos y por la facilidad con la que se pueden adaptar a
instrumentos portatiles sin perder robustez.’®®” Una aplicacion de este tipo de fuentes

se describe en el apartado 4.
3.3.2. Selector de longitudes de onda

La longitud de onda con que se tiene que irradiar la muestra se debe seleccionar a partir

del espectro continuo que proporciona la fuente de radiacion.8°8

Existen distintas clases de selectores de longitudes de onda y cada una de ellas da lugar

a un instrumento NIR de caracteristicas muy distintas.

- Filtros: este tipo de selectores consisten en un elemento que interacciona con la
radiacion procedente de la fuente, bloqueando parte de ésta y permitiendo la
iluminaciéon de la muestra con una Unica longitud de onda. Generalmente se
utilizan diversos filtros para conseguir instrumentos que trabajen a longitudes de

onda especificas. Estos selectores tienen un bajo precio aunque, seguiin cual sea
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la transmitancia del filtro, pueden reducir apreciablemente la intensidad de la
sefial que llega a la muestra.®°7

Monocromadores: este tipo de selectores estan compuestos por una ranura de

entrada, un elemento dispersivo (generalmente una red de difraccién) que
separa la luz en las longitudes de onda que la constituyen, una ranura de salida,
y una rendija que aisla las longitudes de onda deseadas para irradiar la muestra.
Estos selectores permiten irradiar la muestra en todo el intervalo de longitudes
de onda deseado, lo que ofrece una mayor flexibilidad a los instrumentos que en
el caso de utilizar filtros.”#8

Transformada de Fourier: este tipo de selectores consisten en la codificacion de

la informacion de la fuente de radiacion empleando un interferdmetro (el mas
empleado es el de Michelson). Esta codificacion permite realizar de forma
simultanea la medida de varias longitudes de onda, y posibilitan la obtencion de
una alta precision y reproducibilidad en los resultados.>%®

Filtro acustico-dptico (AQTF del inglés Acousto-Optic Tunable Fliters): este tipo

de selectores permite escoger las longitudes de onda de todo el intervalo del
espectro electromagnético de la zona NIR usando sefiales de radiofrecuencia y
un cristal de o&xido de telurio (IV) (TeO;). Los AOTF ofrecen a los
espectrofotdmetros NIR una gran rapidez en la medida y, mejor reproducibilidad
y robustez que los sistemas anteriores, gracias a la ausencia de partes

moviles,83:96,98

3.3.3. Presentacion de la muestra

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los puntos fuertes de la espectroscopia
NIR es que se pueden analizar una gran variedad de muestras, independientemente de
su estado fisico y con una manipulaciéon minima o nula. Por lo tanto, el disefio de esta
parte del equipo depende tanto del tipo de muestra como del modo de registro que se

emplee.8096:97

Existen distintos modos para registrar el espectro de las muestras. Los mas habituales

Transmitancia: utilizando este modo de registro, la muestra se coloca en un
compartimiento entre la fuente de radiacion y el detector (Figura I - 13).%° De

esta manera, la radiacion pasa a través de la muestra y la luz que no ha sido
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absorbida se detecta al otro lado. En este caso, la absorcidn de la muestra sigue

la ley de Lambert-Beer:

1 Iy EcuacionI -1

Donde A es la absorbancia, T la transmitancia, I, la intensidad de la radiacion de
la fuente de radiacion e I la intensidad de la radiacién que no es absorbida por
la muestra.

Este modo de registro se emplea en muestras transparentes, como liquidos o
gases, las cuales se introducen en una cubeta de un material transparente a la
radiacion NIR y que mantienen constante el camino éptico. También existen
equipos disefiados para la lectura de comprimidos sdlidos por
transmitancia.®*°6:°7

- Reflectancia difusa: este modo de registro fue el primero que se empezd a usar

en la espectroscopia NIR, gracias a Karl Norris. En las medidas de reflectancia,
se estudia la radiacion que refleja la muestra. Cuando la luz se refleja con el
mismo angulo que la luz incidente, sin penetrar en la muestra y sin aportar
informacién sobre ella, se conoce como reflectancia especular y se rige por las
leyes de Fresnel. La reflectancia difusa aparece en la superficie del sélido y, se
propaga en todas las direcciones debido a la absorcidon y dispersion de la
radiacidn incidente por las particulas del sélido. La reflectancia contiene ambos
componentes, el especular y el difuso, y para separarlos se utiliza un detector
que forma un angulo de 459-600° respecto a la radiacion incidente (Figura I - 13).
Existen distintas teorias para explicar la reflectancia difusa, pero en la practica
se utiliza la reflectancia relativa (R), que es la relacion entre la luz reflejada por
la muestra (R,,) y por un estandar (R,.r). El estandar es un material con una
alta reflectancia absoluta, como placas ceramicas de alta pureza, tefldn, sulfato
de bario (BaS0s4), etc. La relacion entre la concentracion y la reflectancia relativa
es andloga a la ley de Lambert-Beer.
,

A =lo log—=ac
aparente g R, g R

Ryef 1 EcuaciéonI - 2

Donde A es la absorbancia aparente, ¢ es la concentracion y a’' una
aparente 1

pseudoconstante de proporcionalidad que contiene la absortividad molar (a) y el
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coeficiente de dispersion (s) que depende del tamaiio de las particulas del sélido
y la longitud de onda de trabajo.

Este modo de registro se emplea con muestras opacas, principalmente
solidos.8%

- Transflectancia: este modo de registro fue desarrollado por Technicon y consiste

en un registro que combina los dos modos anteriores. Al igual que en la
reflectancia difusa, la fuente de radiacidn y el detector se colocan en angulo en
el mismo lado respecto a la muestra. Sin embargo, en este modo se coloca una
lamina de material reflectante detras de la muestra y la radiaciéon, después de
atravesar la muestra, impacta en el material reflectante y vuelve a atravesarla
hasta llegar al detector (Figural - 13). Este modo de registro se emplea en

muestras liquidas, tanto translicidas como turbias.*%:°7

Reflectancia difusa Transmitancia Transflectancia
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Figura I - 13. Representacion de la ubicacion de la fuente de radiacion y del detector de los principales
modos de registro de la espectroscopia NIR.

Todos estos modos de registros pueden adaptarse a medidas /n /ine gracias al uso de la
fibra Optica, lo que permite medir muestras de forma remota gracias a sus propiedades

para transmitir la informacion.”®
3.3.4. Detector

El detector es la parte del dispositivo que convierte la energia radiante que proviene de
la muestra en una sefal eléctrica. El tipo de detector utilizado es critico en el instrumento,
ya que marca el intervalo de longitudes de onda que puede leer el aparato. Se debe

conseguir que, con un tiempo de respuesta rapido, las longitudes de onda a las que se
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desea trabajar proporcionen una sefial con una sensibilidad y relacién senal/ruido

adecuadas.’*88

Los detectores fotoeléctricos estan basados en materiales fotosensibles vy
semiconductores. Estos materiales absorben la radiacién emitida por la muestra,

alterando su estado electrdnico y produciendo una sefial eléctrica.®®

Los detectores mas usados para la region espectral NIR son los basados en silicio (Si),
con un intervalo Util desde 400 nm hasta 1100 nm; los de sulfuro de plomo (II), usados
entre 1100 nm y 2500 nm; y los de arseniuro de galio e indio (InGaAs) que abarcan el
intervalo desde 800 nm hasta 1700 nm.& Algunos equipos combinan la sefial en la zona
del visible con la del NIR, o bien extienden el intervalo de utilizacion hasta el MIR. Todos

ellos emplean una combinacion de detectores.®’

3.4. Aplicaciones en la industria farmacéutica

Actualmente, la espectroscopia NIR estd ampliamente arraigada en la industria
farmacéutica, como se ha comentado en la seccién 3.1. Esta amplia utilizacién se basa
en el balance positivo de las ventajas sobre las desventajas que presenta esta técnica,

Y que se resumen en la siguiente tabla.

Tabla I - 2. Recopilacidn de las ventajas y desventajas de la técnica espectroscopica NIR en el sector
farmacéutico.5971,99,100

Ventajas Desventajas

. . - La baja sensibilidad de la sefial dificulta la

- Técnica no destructiva. . . .

determinacion a bajas concentraciones.

- Analisis no invasivo, es decir, se puede

analizar el medicamento en el mismo
recipiente del producto final.

- El desarrollo de métodos analiticos requiere
personal de alta formacion.

- Minima o nula preparativa de la muestra, lo
que reduce el error asociado a la
manipulacion.

- Los métodos analiticos requieren un
mantenimiento constante.

. e . - Requiere un método de referencia externo
- Tiempo de analisis inferior a 1 min. . e
para poder desarrollar los métodos analiticos.
- Para obtener buenos resultados se necesita
una calibracién con muchas muestras que
cubran la variabilidad natural.

- Bajo coste econdmico, tanto instrumental
como procedimental, no requiere solventes.

- Analisis de todo tipo de muestras (liquidas, - Dependiendo del modo de registro empleado,
semisolidas, solidas compactas, solidas la muestra debe tener como minimo de 5 a
granuladas, gaseosas, ...). 10 mm de espesor.
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Ventajas Desventajas

- Permite el andlisis de mas de un componente
con el mismo espectro.

- Las medidas se pueden realizar /in situ, ya sea
ony/in/at line.

Estas caracteristicas han propiciado el desarrollo de distintos métodos analiticos, que
abarcan tanto determinaciones de caracter quimico (cuantificacion de API, o de
solventes, entre otros); como de caracter fisico (determinacién de polimorfos, control de

la homogenizacion de mezclas, ...).”%7886

En las siguientes secciones, se describen las aplicaciones de esta técnica espectroscopica

empleadas durante el desarrollo de esta tesis.

3.4.1. Cuantificacion de la humedad residual en un producto

farmacéutico liofilizado

El agua es la molécula mas analizada por espectroscopia NIR, debido a que presenta
una fuerte intensidad en esta zona espectral, concretamente en las longitudes de onda
descritas en la Tabla I - 3.788¢ Sin embargo, el maximo de estas bandas puede variar
dependiendo del producto o del estado fisico de la molécula de agua, asi como de otros

factores externos como la temperatura de la muestra.!%!

Tabla I - 3. Principales longitudes de onda de la absorcién del agua en la zona NIR.%> Donde v, es la
frecuencia de vibracién de tensién simétrica del enlace O—H, v, es la frecuencia de la vibracion de flexién
del mismo enlace y v es la frecuencia de vibracion asimétrica de éste.

Longitudes de onda Caracteristicas
760 nm! 3v; +vg
970 nmt 2v; + vg
1190 nm vi+vy+vs
1450 nmV v+
1940 nm Vv, + V3

Esta alta intensidad de las bandas asociadas al agua implica una limitacién a las

aplicaciones de la técnica NIR para la determinacién de compuestos en soluciones

I También se conoce como tercer sobretono de la vibracion de tension del enlace O—H.
IV También se conoce como segundo sobretono de la vibracién de tensién del enlace O—H.
V También se conoce como primer sobretono de la vibracién de tensién del enlace O—H.
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acuosas, cuya sefial queda enmascarada por la del disolvente.”*”8 Sin embargo, lo que
para la determinacion de otras especies representa un problema, facilita el desarrollo de
métodos analiticos para la cuantificacion del agua.'®* Asi, ya en 1912, F.E. Fowle
desarrolld el primer andlisis cuantitativo empleando la espectroscopia NIR para

determinar el vapor de agua en la atmosfera.1%?

Actualmente, la espectroscopia NIR se presenta como una alternativa analitica a
métodos tradicionales para cuantificar el agua, como es la valoracién Karl Fischer
(descrita en el apartado 2).% Dadas las caracteristicas resumidas en la Tabla I - 2 y que
la utilizaciéon de esta técnica en el sector farmacéutico esta aceptada por las agencias
reguladoras, en las Ultimas décadas ha aumentado el nimero de métodos analiticos

basados en NIR para la cuantificacion del agua.t®!

Si nos centramos en los productos farmacéuticos liofilizados, el interés por desarrollar
métodos analiticos basados en esta técnica es importante, debido al gran impacto de la
humedad residual en este tipo de medicamentos (ver seccién 1.3). Kamat et al.
publicaron en 1989 el primer método analitico para determinar la humedad residual de
un medicamento parenteral liofilizado de forma no invasiva.!®®* Desde entonces, se han
publicados distintos estudios demostrando la idoneidad de la técnica en el sector. En la
siguiente referencia se presenta una recopilacion de los estudios realizados sobre este

tema.!0
3.4.2. Identificacion de productos farmacéuticos

Uno de los analisis de rutina realizados en los laboratorios de control de calidad de
cualquier empresa farmacéutica es la identificacion de todos los materiales que se usen
en todas las etapas del proceso; desde la recepcion de las materias primas que se van
a utilizar para la fabricacién, hasta la liberacion del producto farmacéutico al
mercado.’19.105 En el ambito farmacéutico, se entiende como identificacion a la
confirmacion, con un rango de exactitud aceptable, de que el producto analizado es lo

que realmente se describe en la etiqueta de éste.'%

Para realizar estos analisis de identificacion, muchas veces se necesita informacion
proveniente de distintas técnicas analiticas para realizar la confirmacion. Estas técnicas
analiticas convencionales acostumbran a ser muy laboriosas y destructivas, por lo es
necesario encontrar alternativas mas rapidas para llevar a cabo estos analisis.®?> Una de

ellas es la espectroscopia NIR combinada con el analisis de datos multivariante.'%”
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Como ya se ha comentado con anterioridad, los espectros obtenidos en la regiéon NIR se
caracterizan por presentar bandas anchas y solapadas.® Esto implica que la extraccion
de la informacién para realizar la identificacion de los compuestos no se pueda hacer a
partir de la mera inspeccidn visual del espectro, identificando las bandas espectrales
asociadas a los distintos grupos funcionales de la molécula.®® Empleando el analisis de
datos multivariante cualitativo, es posible clasificar de una forma facil los espectros de
los compuestos desconocidos comparandolos con los espectros que se tienen registrados
de compuestos perfectamente identificados y que forman lo que se conoce como
“bibliotecas de espectros” (en la seccidn 5.2 se comentan con mas detalle estos métodos

de clasificacion).86:10?

El primer método de identificacion en el sector de la industria farmacéutica basado en la
espectroscopia NIR fue desarrollado por John Rose en 1982.11° ], Rose utilizo el analisis
discriminante para clasificar productos con estructura similar a la Penicilina empleando
19 longitudes de onda. Posteriormente, la implementacién de este tipo de métodos fue

ganando popularidad.’®!1!

Actualmente, algunas farmacopeas y agencias reguladoras ya aceptan la técnica NIR
para realizar el andlisis de identificacién tanto en materias primas como en producto

terminado.112-114
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4. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION LASER DE DIODO
SINTONIZABLE

La medicion de forma precisa, rapida, no destructiva ni invasiva de algunos gases (vapor
de agua, CO,, 0,, CO, NHs, dxidos de nitrogeno, hidrocarburos...), tiene un gran interés
en una amplia gama de sectores industriales, especialmente en la industria farmacéutica
de productos farmacéuticos liofilizados. En este sector, la determinacién de gases como
el oxigeno, el diéxido de carbono o el vapor de agua en el espacio de cabeza (en inglés
headspace) de los viales, es de gran importancia para asegurar la integridad y estabilidad

del producto durante su tiempo de vida Uutil.

Los sensores basados en la espectroscopia de absorcidn laser cumplen con todas estas
caracteristicas y son ideales para realizar el andlisis del mayor nimero posible de
muestras en un lote. Una de las técnicas mas empleadas en este ambito es la
espectroscopia de absorcion laser de diodo sintonizable (TDLAS, siglas del inglés Tunable
Diode Laser Absorption Spectroscopy). A pesar de todas las ventajas comentadas, esta
técnica presenta varias fuentes de ruido que, debido a la baja intensidad de las bandas
de absorcidn de los gases, pueden llegar a limitar su sensibilidad.!*>!'® Con el objetivo
de conseguir una mayor sensibilidad y mejorar la relacién sefal/ruido se emplean
técnicas de modulacion. En éstas, la sefial se codifica y detecta a una frecuencia alta,
donde el ruido es menor debido a que tiene una relacion inversamente proporcional a la
frecuencia. Para ello, se puede utilizar la espectroscopia de modulacién de la frecuencia
(FMS, siglas del inglés Frequency Modulation Spectroscopy) relacionada con la
espectroscopia de modulacion de la longitud de onda (WMS, siglas del inglés Wavelength
Modulation Spectroscopy) implantada a fuentes TDLAS a principios de la década de
1970. Este tipo de modulacion FMS consiste en la codificacion de la informacion de
absorcion molecular en las bandas laterales del TDLAS y se ha utilizado con este tipo de
fuentes desde principios de la década de los 1980. La técnica analitica resultante (TDLAS-
FMS) es capaz de medir gases a concentraciones del nivel de trazas (ppm) con una alta

relacion sefial/ruido.17:118

En este apartado se ofrece una descripcion de TDLAS-FMS, que ha sido empleada

durante el desarrollo de esta tesis.
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4.1. Introduccion

Los laseres de diodo sintonizables se descubrieron a medianos del 1960 en el MIT Lincoln
Laboratory (Massachusetts, EE. UU.), e inicialmente estaban basados en sales de
plomo.'® A pesar de esto, no fue hasta el 1970 cuando Hinkley et a/. demostraron la
posibilidad de implementar estos laseres como una fuente de emisién sintonizable para
la espectroscopia infrarroja de alta definicion. El uso de estos laseres de diodo
sintonizables como fuentes de emision se debe a que son eficientes, faciles de manipular,
robustos, compactos y de bajo coste. Teniendo en cuenta todas estas caracteristicas y
las mejoras significativas que se han realizado en las Ultimas décadas, tanto en el
rendimiento de estas fuentes de emisién como en las técnicas espectroscopicas laser, el
establecimiento de la tecnologia TDLAS como herramienta para el control de procesos
ha aumentado significativamente.'?%-123 Actualmente, TDLAS es la técnica de absorcion
basada en laser mas comun para la cuantificacion de gases en muchos campos
(contaminacion atmosférica, procesos de combustion, control de procesos
industriales...). Ademas, debido a su fiabilidad de medicién, el uso de personal no
especializado y la naturaleza no invasiva, la convierten en una técnica muy atractiva para

la industria farmacéutica.!?41%
4.2. Fundamento tedrico

A diferencia de las muestras sdlidas y liquidas, las cuales muestran un espectro de
absorcion con bandas amplias, suaves y muy solapadas; las muestras gaseosas
presentan un espectro de absorcion caracterizado por bandas muy estrechas,
pronunciadas y con un solapamiento minimo.!?31%6 Sj se registra el espectro de una
muestra gaseosa empleando un espectrometro de alta resolucién, se puede observar
cdmo cada una de estas bandas estd formada por un elevado nimero de lineas muy
cercanas entre si. Esta estructura tan definida y diferenciada, se debe a que es posible
apreciar tanto los niveles energéticos vibracionales, con un cambio en el nUmero cuantico
vibracional (Av), como los distintos niveles energéticos rotacionales, con un cambio en
el nimero cuantico rotacional (A/). Las transiciones vibracionales con el mismo nimero
cuantico rotacional (AJ] = 0) forman un conjunto de transiciones nombradas como
rama Q. Las transiciones con AJ = +1 se conocen como rama R y aparecen a unas
longitudes de onda menores. Por otro lado, las transiciones con A = —1 se conocen
como rama P y aparecen con una estructura casi idéntica a la rama R a longitudes de

onda mayores (Figura I - 14).
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Rama P Rama R

Rama Q

|\H| M“HI

Figura I - 14. Espectro rotacional-vibracional propio de los gases donde se pueden observar las tres ramas
comentadas P, Q y R.

La seleccion de la longitud de onda es un paso critico para el desarrollo de la técnica,
debido a que la banda de absorcidn del analito debe poder aislarse de otras bandas de
la misma especie o de especies interferentes (principalmente gases presentes con una
alta concentracion en la atmosfera, como el vapor de agua o el CO,).!%!?” Por
consiguiente, el laser precisa disponer de una longitud de onda que coincida con una
banda de absorcion rotacional-vibracional intensa y caracteristica del gas que se quiera
estudiar. Actualmente, existen distintas bases de datos de lineas espectrales para facilitar

esta seleccion.128

La espectroscopia Optica para gases, TDLAS, se basa en la ley de Lambert-Beer, por lo
tanto, se mide la atenuacién de la luz (de la fuente de emision) a medida que se propaga
a través de un medio absorbente.!?®>-'3! Cuando la longitud de onda del laser coincide
con la banda de absorcidon caracteristica del gas estudiado, éste absorbe la luz
transmitida a través del camino dptico, de acuerdo con la relacidon conocida de las

medidas por transmitancia: 32133

I,=1,0 e SMIATPNL _ [ . g=al Ecuacion I - 3

Donde:

- I, es la intensidad transmitida, que depende de la longitud de onda del laser A.

- I, es la intensidad inicial del laser.

- S(T) es la intensidad de la linea de absorcion dependiente de la temperatura.

- g, T,P) es la forma de la linea de absorcién que depende de la longitud de
onda del laser, de la temperatura y de la presion.

- N es la densidad de las moléculas absorbentes del gas.

-l es lalongitud del camino éptico.

-« es el coeficiente de absorcion.
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Como se ha mencionado anteriormente, en TDLAS se trabaja con bandas de absorcién
muy estrechas y nitidas, por lo que el ruido asociado a las fluctuaciones de potencia del
laser o al detector, puede afectar severamente a la sefial y, por lo tanto, a la sensibilidad
de la técnica. Los métodos mas comunes empleados para mejorar el rendimiento del
sistema TDLAS se pueden clasificar en dos grupos, aquellos que se basan en mejorar la
intensidad de la sefal y los que se basan en la reduccién del ruido. En la siguiente seccion

se comentara con mas detalle uno de los métodos utilizados con este Ultimo fin, 115116122
4.2.1. Espectroscopia de modulacion de frecuencia
La aplicacion de la FMS en TDLAS, se ve favorecida por la facilidad con la que los laseres

de diodo pueden ser modulados y a las bandas estrechas de los gases.!?’

La base de la técnica FMS consiste en modular la frecuencia del laser emisor,
superponiéndola a una onda sinusoidal con una frecuencia del orden de varios MHz o
GHz.1>* El concepto es analogo a la forma en que se codifica la informacion de voz en
las bandas laterales de una transmision de radio.

A) B)

fL -y f + fy

JI\

Figura I - 15. En la figura A se muestra la luz emitida por el laser (f,) en trasformada de Fourier antes de
ser modulada, en la figura B se muestra la sefial modulada y como la banda lateral superior (f;, + fy) se
encuentra centrada en la banda de absorcion del gas.

En el esquema de la FiguraI- 15A se muestra el dominio de frecuencia de la
transformada de Fourier de la luz emitida por el laser antes de ser modulada, f;, y en la
FiguraI- 15B una vez ya ha sido modulada. La frecuencia modulada contiene la
frecuencia portadora de la informacion del laser, f,, junto con unas bandas laterales que
consisten en f; + f),, donde f;, es la frecuencia de modulacién. Durante esta modulacién
la banda lateral superior queda centrada en el maximo de absorcion del gas estudiado,
mientras que la inferior queda fuera de la banda de absorcidn (Figura I - 15B).
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Figura I - 16. Esquema del proceso de modulacion aplicado a un analisis. En éste se puede observar cdmo
varia la sefal modulada dependiendo de la concentracion del gas y cdmo se interpola en una recta de
calibracion para saber la concentracion.

Cuando esta luz modulada pasa a través de la muestra, el gas absorbe una parte de la
luz, modificando asi la intensidad de la banda lateral superior (Ecuacion I - 3).130:134 Este
proceso se muestra de una forma esquematica en la Figura I - 16. La diferencia entre
estas bandas laterales, una dentro de la banda de absorcién del gas y la otra fuera,
aporta la informacién sobre la concentracion del gas. Para poder obtenerla, primero se
debe demodular la sefial utilizando un demodulador (Figura I - 17) y, seguidamente,
interpolar el resultado en una recta de calibracién previamente realizada empleando

diferentes patrones de concentracion conocidas.!3*

FM trace

7

O Rt

5 TN
N N

V]
i

signal

dn b Fa s

wavelength

Figura I - 17. Sefial demodulada obtenida de la medida del estandar de oxigeno de concentracién 25 %
(linea azul). La linea gris representa donde deberia encontrarse el méximo obtenido v, las lineas rojas el
error que se permite, el cual depende del formato del vial.

4.3. Instrumentacion
Los espectrometros laser permiten disefios menos complejos que la instrumentacion

analitica habitual empleada para la cuantificacion de gases (como la cromatografia de

gases).!® Las partes mas importantes de cualquier configuracion TDLAS-FMS son
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principalmente, un laser de diodo, un modulador de la frecuencia, un compartimiento de
la muestra, un detector y un demodulador.!® En la siguiente figura se muestra un

esquema de la instrumentacion (Figura I - 18).

Laser H Modulador Detector H Demodulador ‘_QVHv‘

Figura I - 18. Esquema de la instrumentacién basica de un TDLAS-FMS donde se pueden observar las
distintas partes que lo conforman.

Dado el amplio abanico de aplicaciones de esta técnica (comentadas en la siguiente
seccion), los equipos pueden presentar distintas configuraciones dependiendo de si se
utilizaran en un laboratorio o si estaran implementados en el proceso de fabricacion del

producto.

HEADSPACE ANALYZER

uJLIGHTHOUSE 9

Figura I - 19. En esta imagen se muestra a la izquierda un TDLAS para detectar agua en un liofilizador vy,
a la derecha un equipo para detectar el mismo gas en el espacio de cabeza de viales liofilizados.

Ademas de la instrumentacion comentada, este tipo de técnica requiere de unos
patrones de concentracion certificada del gas en estudio, con el fin de calibrar el equipo
para su uso. Estos estandares deben estar en el mismo recipiente que las muestras a
estudiar, para asi tener en cuenta la interaccion del laser con el formato del

envase, 127,134,135

4.4. Aplicaciones

Dependiendo del laser empleado como fuente de radiacién, la técnica TDLAS puede
emplearse para cuantificar distintos gases (vapor de agua, CO,, CO, NHs, dxidos de
nitrégeno, hidrocarburos, ...), por lo que las aplicaciones que podemos encontrar
comprenden un sinfin de posibilidades.'**'%> Ademas de cuantificar la concentracion de
determinados gases, la técnica también puede ser empleada para obtener otros

parametros como temperaturas, flujos o velocidades.!3®
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En el sector de los productos liofilizados, TDLAS se utiliza, principalmente, para

determinar la concentracion de los siguientes gases:

- Vapor de agua: este gas, al igual que ocurre en su estado liquido o sdlido,
presenta unas bandas de absorcidn de alta intensidad en el infrarrojo (935 nm y
1393 nm en el caso del vapor).'*” Esta caracteristica, juntamente con el hecho
de ser una de las substancias mas abundantes en la atmdsfera, lo convierten en
una especie interferente que puede dificultar la cuantificacion de otros gases.!!
En el caso de los liofilizados, al tratarse de uno de los solventes mas empleados
en el sector, convierte la cuantificacion del vapor de agua en un requisito
indispensable, tanto durante el proceso de liofilizacion (monitorizacién del ciclo
de liofilizacién) como después (determinar la humedad en el producto
liofilizado).2412>138

- COy: el dioxido de carbono, al igual que el vapor de agua, presenta una banda
de absorcién muy intensa en el infrarrojo (1604 nm para el estado gaseoso) v,
como es muy abundante, se considera una especie interferente.!!> Por lo que se
refiere a su interés en la industria farmacéutica de productos liofilizados, la
cuantificacion del CO; se utiliza principalmente para modelar el crecimiento de
microorganismos durante los llenados asépticos.!7:12>139

- 0y en la industria de productos farmacéuticos liofilizados, la cuantificacion del
oxigeno se puede emplear para modelar (juntamente con el CO,) el crecimiento
de microorganismos durante los llenados asépticos, asi como para determinar la
estanqueidad de las muestras (CCI, siglas del inglés Container Closure Integrity)
o confirmacién del vacio.!'’1* La determinacién de oxigeno se describe con

mayor profundidad en la siguiente seccion.
4.4.1. Base teorica de la determinacion del oxigeno

Segun las reglas de seleccion espectroscdpicas, para poder observar una absorcion en
el infrarrojo en el caso de una molécula diatdmica heteronuclear, se tiene que observar
un cambio simultaneo en AJ y Av. Ademas, dicha molécula debe mostrar un cambio en
el momento dipolar eléctrico. Esto quiere decir, que la transicidn del estado fundamental

con Av = +1 y A] = 0 no esta permitida, por lo tanto, no se dispone de la rama-Q.

El caso del oxigeno molecular, el cual consiste en una molécula diatémica homonuclear,
ya no muestra un cambio en el momento dipolar eléctrico, por lo que no esperariamos

ninguna actividad en la zona del infrarrojo. Sin embargo, las bandas de absorcion del
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oxigeno de las transiciones visibles/infrarrojas se han estado estudiando desde
el 1927141142

La explicacion de que el oxigeno sea activo en la regidn infrarroja se debe a su caracter
paramagnético y su configuracion electronica (Figura I — 20). En su estado fundamental
la molécula de oxigeno consiste en un triplete (X3%;) con dos electrones desapareados
en los orbitales my y m; (Figura I —20A). Sin embargo, también existen dos estados
singletes los cuales son a'A 'y b'%; (se puede observar su configuracion electrdnica en

la Figura I — 20B y C, respectivamente), con una energia sobre el estado fundamental
de 94,7 kJ (1269 nm) y 158 kJ (762 nm).1*3

A) 3v— B) 1 C) 1o+
- 0%y - 0%y — 0%
/ / * / * *
T2p 7 M2p 4| ~ T2p
al l / ul ul 1
7 7~ T2p % 7 T2p 1% i T2p
/ / /
7 O2p 7 O2p 7 G2p
/ * / * / *
/ O2s / O2s / O2s
/ / y
/ O2s / O2s / O2s

Figura I — 20. Configuracion electrénica del oxigeno. En la figura A se puede observar el estado
fundamental formado por un triplete con dos electrones desapareados. En la figura B se puede observar el
singlete con menor energia a'A donde ambos electrones estan el mismo orbital molecular. En la figura C se
puede observar el singlete blzi‘j,r en el cual ambos electrones se encuentran en distintos orbitales
moleculares, pero con el espin inverso.

Entonces el cambio en el espin de uno de los electrones entre los estados triplete y

singlete (b' X} « X3%;) es una transicion permitida por el cambio del dipolo magnético.

Cuando se acopla el momento rotacional angular (N) con el espin electrénico (S) se
proporciona a la molécula un momento angular total (J, dondej =N +S). Esta
interaccion entre el momento rotacional angular con el espin electrénico se desdobla en
tres subniveles, de forma que cada nivel rotacional se divide en tres estados con
J]=N+1,J=NyJ]=N-1. Por consiguiente, las transiciones entre los términos
consecutivos de los tres estados (A] = +1) son permitidas por las reglas de seleccién

espectroscopicas mencionadas al inicio de esta seccion.*

Consecuentemente, para cada numero cuantico N del momento rotacional angular

aparecen dos transiciones. Por lo tanto, la molécula de oxigeno presenta un espectro de
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rotacidn-vibracion. Las mediciones de oxigeno con la técnica TDLAS se llevan a cabo
utilizando un laser centrado a 762 nm, aproximadamente. Esta longitud de onda
aproximada se debe a que dependiendo del equipo empleado se puede medir la banda
de mayor intensidad de la rama P centrada a 763,42 nm o la banda de la rama R
centrada a 760,88 nm (ambas bandas estdn representadas en la

Figura I- 21).136,137,144,145

760,66 760,88 261 14 763,42 763,84
761,44 ’ 763,03 764,27
1 \ \4 / rd N\ \4 / P
0,11
0,01 r r
760 761 762 763 764

Longitud de onda (nm)

Figura I - 21. Ampliacién en la parte de 760 nm a 765 nm del espectro del oxigeno donde se pueden
observar las ramas P y R.
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5. QUIMIOMETRIA

La Ph. Eur. define la quimiometria como “la disciplina quimica que usa métodos
matematicos y estadisticos, (a) para disefar o seleccionar procedimientos de medida y
experimentos optimos, (b) para proporcionar la maxima informacién quimica mediante

el andlisis de datos quimicos”.!!3

La quimiometria utiliza datos de todo tipo de técnicas analiticas, siendo especialmente
atil en aquéllas que presentan sefiales multivariantes como, por ejemplo, HPLC, NMR o
técnicas espectroscopicas, entre ellas la espectroscopia NIR.1% En esta Ultima, tal y como
se ha mencionado en el apartado 3, la quimiometria es crucial para la interpretaciéon de

los datos y ha permitido consolidar su aplicacion en la industria.'’

En este capitulo, se ofrece una descripcion de las herramientas quimiométricas
empleadas en esta tesis para el desarrollo de modelos, tanto en analisis cualitativo como
cuantitativo, de manera que cumplan los requisitos regulatorios aplicados a la industria

farmacéutica.
5.1. Introduccion

Como se desprende de la definicidn anterior, la quimiometria se entiende como la
aplicacion de la estadistica y de la matematica a datos quimicos. La aplicacion de pruebas
estadisticas clasicas a la quimica, como la ¢ de Student (1908) o la Fde Fischer (1925),
son consideradas por algunos autores como la prehistoria de la quimiometria. A pesar
de ello, no fue hasta los afios 70 cuando debido a la complexidad de los datos
multivariantes se empezd a requerir de métodos estadisticos y matematicos mas
complejos para poder extraer la informacion quimica. Se considera el inicio formal de
esta disciplina el afio 1972 cuando el sueco Svante Wold introdujo el término
quimiometria. Desde entonces, su rapida extension ha llevado a la creacion de
organizaciones como la International Chemometrics Society (1974) y a la publicacién de
numerosos libros y revistas especializados en el tema, por ejemplo, Chemometrics and

Intelligent Laboratory Systems (1986) y Journal of Chemometrics (1987).148-150

En las ultimas décadas, el interés en la quimiometria ha aumentado significativamente,
debido a la necesidad de enfrentarse a problemas analiticos cada vez mas complejos.
Estos requieren de técnicas analiticas que proporcionen cada vez mas informacion, lo

que implica datos multivariantes y herramientas para extraerla. El rapido desarrollo de
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hardware mas potente, que permite una mayor rapidez y volumen de calculos, ha
permitido a su vez, que las técnicas quimiométricas estén instauradas como software
practicamente de rutina para la resolucion de problemas en numerosos sectores

industriales, entre ellos el farmacéutico.?*14®
5.2. Analisis cualitativo

El andlisis cualitativo tiene como objetivo identificar o clasificar las muestras dependiendo

de su composicion o de una propiedad especifica.’!

Estos tipos de andlisis, en el ambito multivariante, se conocen como métodos de
reconocimiento de pautas (PRM, siglas del inglés Pattern Recognition Methods). Los PRM
fueron los primeros métodos quimiometricos que se publicaron al aparecer esta

disciplina.4

Dependiendo de la estrategia utilizada, los analisis cualitativos multivariantes se pueden

dividir en dos grupos: no supervisados y supervisados (Figura I - 22).

- No supervisados: tienen como objetivo detectar similitudes entre muestras de las
que, previamente, se dispone de muy poca o ninguna informacion.#1>2 Este tipo
de métodos se acostumbran a emplear en las etapas iniciales de una
investigacién y sirven, por ejemplo, para saber si las muestras estudiadas se
pueden agrupar como pertenecientes a la misma clase o no. Dentro de este grupo
estan los analisis de agrupamientos (del inglés Cluster Analysis).*>3

- Supervisados: con estos métodos PRM se parte de unas muestras de las que ya
se conoce a qué clases pertenecen, por lo que el objetivo consiste en establecer
reglas matematicas para definir fronteras que separen las diferentes clases o
modelos que las definan. Estas reglas se aplican a nuevas muestras para saber
a cual de las clases estudiadas se parecen mas y poder clasificarlas (este tema

se desarrolla con mas detalle en la seccion 5.4).10>13

En las siguientes secciones se describiran los principales métodos quimiométricos

utilizados durante el desarrollo de esta tesis.
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SUPERVISADOS

« Analisis discriminante

’ * KNN (K-nearest Neighbour)
METODOS DE « Métodos de distancias
RECONOCIMIENTO DE : ?MC‘”‘
. edes neuronales
PAUTAS (PRM) supervisada

A
=

NO SUPERVISADOS

SIMILITUD + Analisis de agrupamientos
| « Analisis de componentes
| | principales
« Redes neuronales
Correlacién Distancias
« Euclidea

+ Mahalanobis

Figura I - 22. Esquema de la clasificacion de los diferentes métodos de reconocimiento de pautas del
analisis multivariante cualitativo.%

5.2.1. Similitud

La mayoria de los PRM dependen de la medida de similitud, es decir, del grado de
parecido que existe entre dos muestras. La similitud se pueden expresar usando el

coeficiente de correlacion o la distancia entre las dos muestras estudiadas.®

5.2.1.1. Coeficiente de Correlacion

En general, dos muestras representadas en un sistema de coordenadas son mas
parecidas entre ellas cuanto menor es el angulo entre los dos vectores que unen el
origen de coordenadas con cada una de las muestras (Figura I - 23). El coeficiente de
correlacion (CC) del angulo, es el indice numérico que proporciona la similitud entre las

muestras.'>* Se calcula siguiendo la Ecuacion I - 4:

XiXiYi
r =— P
xy 5 5 EcuacionI - 4
2iXi XiYi

Donde r,,, es el coeficiente de correlacion entre los vectores x e y. En el caso de datos

espectroscopicos, por ejemplo, estos vectores son los espectros de cada una de las

muestras, con una dimension igual al nimero de longitudes de onda del espectro.
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Cuando dos espectros son completamente diferentes, el valor de r es 0, mientras que
cuanto mas similares sean las muestras mas proximo a 1 sera el valor de r. Pueden
existir CC negativos, cuando las muestras que se parecen entre si estan en cuadrantes
opuestos del sistema de coordinadas. A pesar de ello, es habitual utilizar el valor absoluto
del CC, el cual puede tomar valores entre 0 y 1.2

Este indice se considera la herramienta estadistica mas simple para determinar el grado
de semejanza entre muestras, y tiene la ventaja de ser independiente de la

concentracion de cada muestra.13

A) B)
M A

A A

Figura I - 23. En la figura A se puede ver dos muestras similares, con un valor pequefio del angulo entre
ellas y r elevado y en la B, dos muestras mas diferentes, con un angulo mayor entre ellas y » menor.

5.2.1.2. Distancia Euclidea y de Mahalanobis

Ademas del coeficiente de correlacion, la similitud también se puede cuantificar

utilizando el concepto de distancia entre las muestras estudiadas.

Cuando las muestras estan representadas en un sistema de coordenadas, ya sea el de
las variables originales o el de cualquier transformacién que se haya realizado, las
muestras que se encuentran mas proximas entre si en el espacio se pareceran mas entre
ellas que las que estan mas alejadas. La distancia, realmente mide lo que se diferencian
las muestras, lo que se podria llamar disimilitud. Asi, cuanto menor sea la distancia entre

las muestras, mayor sera la similitud entre ellas.'*?

Existen muchos tipos de distancias y se debe escoger una u otra dependiendo de las
caracteristicas del problema a estudiar. Las principales distancias utilizadas al aplicar
PRM:

- Distancia Euclidea: esta distancia es la mas habitual en la vida cotidiana y una

de las mas empleadas en quimiometria cuando se utilizan variables continuas.
Para determinar la distancia entre dos muestras k y [ se utiliza la Ecuacion I - 5

(expresada en notacion escalar), mientras que si se desea determinar la distancia
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entre k y el centroide de una clase c, la ecuacion se modifica a la Ecuaciéon I - 6

(expresada en notacidon matricial).

m
2 -
dy; = E ] 1(xk,i - xl_i) EcuacionI -5
1=

Donde d,, es la distancia Euclidea entre las muestras k y [; y m es el nimero de

dimensiones del espacio.

dic = \/(xk —%)(x; — %)’ EcuacionI - 6

Donde d, . es la distancia Euclidea entre la muestra k y el centroide de una clase
c, ¥ es la media de las coordenadas del centroide y el superindice ' indica la
matriz transpuesta.l31% A pesar de ser la distancia mas utilizada, la distancia
Euclidea proporciona valores erréneos cuando existe una correlacion entre las
variables utilizadas, debido a que su valor varia si se mide en la direccion de la
correlacién o no.

- Distancia de Mahalanobis: este tipo de distancia se utiliza en lugar de la distancia

Euclidea cuando se debe tener en cuenta la correlacion entre las variables. Por
lo que la distancia entre una muestra y el centroide de una clase viene dada por
la Ecuacion I - 7.

mdy . = J(xi -%)C;1(x; — )T Ecuacién I - 7

Donde md,, . es la distancia de Mahalanobis entre la muestra k y el centroide de
la clase ¢, y C;! es la matriz la varianza-covarianza, simétrica respecto a la
diagonal principal (cuyos elementos son todos igual a 1, ya que contienen la
varianza de cada variable consigo misma), mientras que los otros términos de la

matriz contienen la covarianza entre las variables respectivas.!#
5.2.2. Analisis de componentes principales

El analisis en las componentes principales (PCA, siglas del inglés Principal Component
Analysis) es una técnica utilizada para la reduccién de variables sin una pérdida de
informacion. Esta técnica se emplea de manera generalizada en el tratamiento de datos

de multiples disciplinas, desde economia a sociologia.
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En quimica, PCA empezd a tomar importancia en los afos 70 con la aparicion de la
quimiometria. En esta disciplina, PCA es una herramienta indispensable para poder
analizar datos multivariantes continuos en dos dimensiones (por ejemplo, espectros,
cromatogramas de HPLC registrados a una longitud de onda del detector, etc).!*® Estos
tipos de datos contienen un gran nimero de variables que estan relacionadas entre si y
que contienen la misma informacidn de la muestra expresada desde distintos puntos de
vista. Por lo tanto, PCA es una técnica que permite eliminar la informacion redundante

o irrelevante.?215>

PCA transforma las variables originales en unas nuevas variables, no correlacionadas
entre si (ortogonales), y conocidas como componentes principales (PC, siglas del inglés
Principal Components). La mayor informacion sobre la variabilidad de los datos originales
aparece en las primeras PC, y va disminuyendo paulatinamente hasta que las ultimas PC
Unicamente describen la variabilidad asociada al error experimental o al ruido, y pueden
ser descartadas. Asi, el niUmero original de variables queda reducido manteniendo toda

la informacion original en unas pocas PC.

Previamente a realizar la reduccién de variables, los datos acostumbran a estar centrados
y autoescalados (estos pretratamientos de los datos se describen en la seccidn 5.4.4).
Desde el punto de vista matematico, el PCA consiste en una transformaciéon de las
variables originales a un nuevo sistema ortogonal de coordenadas, las componentes

principales, y que viene descrito por la Ecuacién I - 8.
X=TP +FE EcuacionI-8

Donde; 152

- X es la matriz de los datos originales, de dimensiones (n x m). Cada una de las
n filas corresponde a un objeto (las muestras), y cada una de las m columnas
contienen una de las variables. En esta tesis seran los espectros NIR de las
muestras.

- T es la matriz de los scores, de dimensiones (n x a), siendo a el nimero de PC
necesarios para contener la informacidn deseada. Los scores contienen la
informacién de las muestras.

- P es la matriz de los /loadings, de dimensiones (m x a), conteniendo la
informacién sobre las variables de la matriz original. Matematicamente son los

cosenos directores entre las nuevas variables (PC) y las variables originales.
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- E es la matriz de los residuales, la cual contiene la informacion de los datos

originales que no ha sido explicada con las a componentes principales elegidas

en el modelo.
Variables (m) pC Variables (m)
2 < Variables (m) o
X | =ET % P +E E
= = =
Matriz de los Matriz de los Matriz de los Matriz de los
datos iniciales scores loadings residuales

Figura I - 24. Representacion de las matrices de la Ecuacion I - 8 utilizadas para realizar el PCA.

Existen distintos algoritmos para realizar la descomposicion de la matriz original. Uno de
los mas empleados en el campo de la quimiometria es el algoritmo de minimos cuadrados
parciales iterativos no lineales (NIPALS, siglas del inglés Nonlinear Iterative Partial Least
Squares). Este algoritmo cada vez que calcula una PC elimina la informacion explicada
por ésta de la matriz original y de esta nueva matriz, con la informacioén sustraida, calcula
la siguiente PC, hasta alcanzar a explicar el 100 % de la informacién contenida en la

matriz original.%%152
5.2.3. Analisis discriminante por minimos cuadrados parciales

El andlisis discriminante por minimos cuadrados (PLS-DA, siglas del inglés Partial Least
Squares-Discriminant Analysis) es un método supervisado de PRM basado en la
reduccion de variables. En el PLS-DA ser descomponen las matrices X e Y
simultaneamente siguiendo el mismo procedimiento que en la regresién por minimos

cuadrados parciales, explicada con mas detalle en la seccién 5.3.2.1.

En el caso de una clasificacion en dos clases, habitualmente la matriz Y es una columna
en la que se codifican las muestras con un “1” y un “0” segin la clase a la que
pertenecen. Si existen mas de dos clases, la matriz Y consta de tantas columnas como
clases, codificando las muestras con “1” en la clase a la cual pertenecen y “0” en las
otras. El resultado de la regresion son valores de Y cercanos “1” y a “0”, indicando la

pertenencia o no a la clase considerada.

Una muestra del conjunto de prediccion se considera que esta correctamente clasificada
si se cumplen dos criterios: su espectro es similar al de las muestras que forman el

conjunto de calibracién y el valor calculado de la variable que indica la categoria esta
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dentro de un intervalo de valores alrededor del “1” también conocido como el limite de
decision (traduccidn del inglés cut-off value). Una forma habitual de marcar este valor
limite entre clases es coger el valor medio entre ambas. Con la codificacion indicada,
todas las muestras cuyo valor calculado por el modelo sea >0,5 serian de la clase

estudiada. 26157
5.3. Analisis cuantitativo

El analisis cuantitativo tiene como objetivo ofrecer un resultado numérico para expresar

una propiedad concreta de una muestra.>*>8

Para realizar este propdsito, el andlisis cuantitativo emplea la calibracién, cuyo objetivo
es desarrollar un modelo matematico que relacione la sefial (o sefales) obtenida por un
instrumento con la propiedad estudiada. EI modelo de calibracion se construye tratando
la sefial instrumental, obtenida a partir de unas muestras de las que se conoce el valor
de la propiedad estudiada. En una segunda etapa, para conocer el valor de esta
propiedad de nuevas muestras, distintas de las utilizadas en el proceso de calibracion,
sblo hay que registrar su sefial instrumental y aplicar el modelo matematico calculado.
En la mayor parte de las ocasiones, el modelo de calibracién utiliza ecuaciones lineales
en los coeficientes, muchas veces una linea recta, aunque también hay casos en que es

necesario utilizar modelos no lineales.*®
5.3.1. Calibracion univariante

La calibracién univariante relaciona una Unica variable de respuesta (y) con una Unica
variable predictora (x) utilizando la ecuacién de una recta (EcuacionlI-9).1%0 La
calibracién consiste en obtener los coeficientes de la ecuacion mediante un ajuste por
minimos cuadrados de las sefales de muestras de las que se conoce el valor de la

propiedad estudiada.
y; = a+ bx; EcuacionI-9

Desde un punto de vista estadistico, y; son los valores de la propiedad estudiada, por
ejemplo, la concentracion del analito, y x; son los valores de la variable seleccionada
para cada muestra; por ejemplo, la absorbancia a una longitud de onda concreta. b es
la pendiente y a la ordenada en el origen. Tradicionalmente, el uso de la calibracién
univariante en quimica ha sido al contrario que en estadistica, utilizando como variable

dependiente (y) el valor de la sefial, mientras que el valor de la propiedad estudiada
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(por ejemplo, la concentracion) se utiliza como variable independiente (x). Esto ha
llevado a cada una de las comunidades (quimicos y matematicos) a llamar “regresion

inversa” a la que utiliza la ecuacion de forma no habitual en su respectiva comunidad.

Dada la sencillez de este tipo de calibracion y que la mayoria de instrumentos,
tradicionalmente, han proporcionado una sefial analitica Unica, no es de extraiar que la
calibracion univariante sea uno de los algoritmos de calibracion mas empleado.#
Aunque, se ha utilizado durante el desarrollo de esta tesis, no se describen los detalles

del método ya que son ampliamente conocidos.>!
5.3.2. Calibracion multivariante

No todos los andlisis cuantitativos se pueden solventar estudiando la relacion entre dos
variables, sino que muchas veces es la combinacién de distintas variables (X) lo que
permite cuantificar una o varias propiedades (y)'! de la muestra.’>® La calibracion
multivariante se diferencia de la calibracién univariante en que la informacién procedente

de la medida experimental contiene multiples variables. !¢

Existen diferentes métodos matematicos para poder realizar una calibracion
multivariante cuantitativa, aunque durante el desarrollo de esta tesis se ha empleado la
calibracion basada en la Regresion por Minimos Cuadrados Parciales (PLSR, siglas del
inglés Partial Least Squares Regression), que se explicara con mas detalle en la siguiente

seccion. En la Tabla I - 4 se muestran algunos de los mas utilizados.

Tabla I - 4. Listado y breve descripcion de los principales métodos de calibracion multivariantes
cuantitativos.

Método Descripcion

Requiere la seleccidon de un nimero limitado de variables que

Regresion lineal multiple (MLR, tengan una correlacion con la propiedad a determinar. Se
siglas del inglés Multiple Linear construye una ecuacion de regresion, que es lineal en los
Regression) coeficientes, y se ajusta por minimos cuadrados, con el fin de

establecer una relacion lineal entre ellas.

Regresidn en las componentes Realiza una reduccion de variables utilizando un analisis PCA de
principales (PCR, siglas del inglés los datos X. En la regresion lineal se utilizan los scores calculados
Principal Components Regression) en el PCA en lugar de las variables originales.
Regresion por minimos cuadrados También es un método lineal que realiza una reduccion de

parciales (PLSR, siglas del inglés variables, pero la descomposicion de los datos busca la maxima
Partial Least Squares Regression) correlacion entre las variables X y las variables Y a determinar.

VI Si sélo se analiza una propiedad la variable se expresara como y mientras que si se analizan
mas de una propiedad se expresara como Y.
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Método Descripcion
Redes neuronales artificiales Simula la transmision de la informacion de las neuronas
(ANN, siglas del inglés Artificial bioldgicas, y permite obtener modelos de calibracién de sistemas
Neural Networks) no lineales.
5.3.2.1. Regresion por minimos cuadrados parciales

La regresidon por minimos cuadrados parcial fue introducida como una alternativa a la
regresion clasica por Herman Wold en 1975. A pesar de ello, no fue hasta 1982 cuando
Martens y Jensen sugirieron implementar este método para el desarrollo de modelos
multivariantes a partir de espectros NIR. Actualmente, PLSR es una de las técnicas mas

empleadas en la calibracién multivariante NIR.!!!

PLSR se puede clasificar como un método de calibracién indirecto (los parametros de
calibracién se obtienen de la sefial obtenida de una mezcla de componentes), flexible
(los términos de la ecuaciéon de calibracién se deben optimizar) y, desde el punto de
vista quimico, inverso (la propiedad determinada es la variable dependiente y la sefial

analitica obtenida es la variable independiente).6?

Como en PCA, PLSR realiza una reduccion de variables, pero a diferencia del primero,
éste descompone la matriz X teniendo en cuenta la informacion de la matriz Y. Por tanto,
los factores obtenidos combinan la maxima varianza de X manteniendo una maxima

correlacion con la propiedad Y a determinar.!>?

Al igual que en PCA, los datos por tratar suelen estar centrados o autoescalados (seccién
5.4.4). Seguidamente, se realiza de forma simultanea la descomposicion de ambas

matrices:
X=TP' +E Ecuacion I - 10
Y=UQ' +F EcuacionI - 11

Donde T y U son las matrices de los scores, P' y Q' las matrices de los /loadings, y E y
F las matrices de los residuales de los datos iniciales de X (matriz de los datos
espectrales) e Y (matriz de la propiedad a determinar), respectivamente.'®> Uno de los
distintos algoritmos que existen para realizar la descomposicién de las matrices

originales, es el ya comentado NIPALS.
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A partir de esta descomposicion se obtienen los coeficientes de regresion de la recta de
calibracién (Ecuacion I - 12) que permiten predecir la propiedad determinada al

introducir nuevos espectros (Ecuacion I - 13).162

B=wrPw) ¢ Ecuacién I - 12

y: = x;B EcuacionI - 13

Donde B son los coeficientes de regresion de la recta de calibracion, W la matriz de
pesos de los /oadings, que representa la relaciéon entre X e Y vy, x; e y; los datos

referentes a la nueva muestra.

5.4. Etapas del proceso de modelado

El proceso de modelado de un conjunto de datos ya sea para desarrollar un modelo de
analisis cualitativo o uno de analisis cuantitativo, consiste en diversas etapas que
finalizan con la aplicacion del modelo a su objetivo final. Estas etapas sirven para
asegurar que el modelo obtenido es robusto y capaz de predecir correctamente la

propiedad de interés de la muestra.®%114.163

En la Figura I - 25 se muestra un esquema del proceso de modelado. En las siguientes
secciones se describen con mas detalle cada una de estas etapas, incluyendo las

peculiaridades de su uso en la industria farmacéutica.

Obtencién de la informacion

analitica
Definicién del Preparacion de
objetivo las muestras « Registro del espectro
+ Método de referencia

Construccion y evaluacion

del modelo
Validacion del +  Pretratamiento de los datos Seleccion de las
modelo «  Exploracion de los datos muestras
+ Seleccion del intervalo de

longitudes de onda

Aplicacién del Mantenimiento
modelo del modelo

Figura I - 25. Etapas del proceso de construccion, validacion y uso de un modelo quimiométrico.
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5.4.1. Definicion del objetivo

Debido a que se trabaja en un entorno altamente regulado, previamente al desarrollo
del modelo multivariante se debe estudiar la viabilidad del mismo para poder definir y
documentar cudl sera su objetivo y el alcance de éste.'* Es decir, se debe indicar a qué
producto(s) va a aplicarse, cdmo se van a realizar las medidas (on/in/at line), si el
modelo va a emplearse en rutina sustituyendo un método analitico ya existente, o si la
informacion obtenida se empleara sélo para ampliar el conocimiento del producto o del
proceso. Una vez se ha definido todo esto, se puede proceder a su desarrollo.

5.4.2. Preparacion de las muestras

El primer paso para desarrollar un modelo quimiométrico es disponer de un conjunto de
muestras que sean representativas del objetivo del estudio, es decir, que incluyan todas
las posibles fuentes de variabilidad del proceso (distintos lotes de API y excipiente,
diferentes equipos empleados en el proceso de fabricacion, etc.) que puedan afectar a
la sefal. Esto es particularmente importante en el caso de la espectroscopia NIR, debido
a que la sefal depende tanto de las variaciones quimicas de la muestra como de las
fisicas de ésta (tamafo de particula, grado de compactacién, temperatura, etc.). Esta
inclusion permite no sélo aumentar la capacidad predictiva del modelo, sino también su

capacidad de deteccion de muestras andmalas.?%1>3

El procedimiento habitual es disponer de muestras de distintos lotes de fabricacién para
asi poder analizarlas. Estas muestras contienen la informacién intrinseca del proceso y
cuentan con la variabilidad natural del mismo. Cuanto mayor sea el niUmero de lotes

incluidos en el modelo mas robusto sera.

En el caso de desarrollar un modelo para un andlisis cuantitativo, estas muestras,
ademas, deben estar distribuidas de forma homogénea en el rango de concentraciones
del analito que se quiere estudiar. El intervalo de concentraciones debe ser lo suficiente
amplio como para que contenga el de las futuras muestras que se calculen con el

modelo.®”

Dado que los procesos de fabricaciéon estan disefiados para obtener muestras con muy
poca variacion respecto al valor nominal del analito, cuando es necesario obtener un
modelo cuantitativo es dificil que se pueda llegar a cubrir el intervalo de concentraciones
deseado empleando solamente muestras procedentes de produccion. Por consiguiente,

para poder extender el intervalo de concentraciones, ademas de las muestras de
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produccién, es necesario preparar un conjunto de muestras de forma distinta a la
habitual en la fabricacién. Para poder alcanzar este fin manteniendo una similitud en el
espectro entre las muestras preparadas y las muestras de fabricacion, existen distintas

estrategias:®?

- Planta piloto: utilizando una planta piloto se mimetiza el proceso de fabricacién;
de este modo se pueden obtener muestras con similar estructura fisica, pero a
pequefia escala, lo que permite preparar lotes variando la concentracion del
analito.

- Muestras de produccion modificadas: esta estrategia consiste en alterar la

concentracion del analito en muestras de produccion con el fin de cubrir el rango
de concentracién estudiado. Por lo tanto, para cubrir el rango superior al valor
nominal de la concentracidn, se introduce en la muestra cantidades conocidas
del analito (muestras sobredosificadas, traduccién del inglés overdosed), y para
cubrir el rango inferior, se afade una mezcla de los excipientes presentes en la

muestra (muestras subdosificadas, traduccidn del inglés underdosed).

- Muestras sintéticas: esta estrategia consiste en preparar muestras por todo el
rango de concentraciones estudiado mezclando distintas cantidades conocidas

de los componentes presentes en la muestra.

Lo Y CUANTITATIVO
Planta & JE
o W
Distintos lotes de piloto A\ B
produccion, para incluir mas _
variabilidad en el modelo y [ & ] APL.
de esta manera aumentar su Muestras L 3 (sobre-dosificadas)
robustez y su capacidad modificadas ( et )
sub-dosificadas
para detectar muestras *
outliers.
gﬁéﬁf;:z API + Excipientes

Figura I - 26. Esquema de la preparacion de las muestras dependiendo del tipo de analisis cualitativo o
cuantitativo.

5.4.3. Obtencion de la informacion analitica

Cuando ya se dispone de las muestras, si se desea realizar un modelo de andlisis

cuantitativo, la siguiente etapa consiste en adquirir su informacién analitica.

Como se ha mencionado anteriormente, el proceso de calibrado necesario para la
aplicacion de un método cuantitativo requiere hallar la concentracion de las muestras

utilizando un método de referencia. Estos métodos de referencia acostumbran a estar
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basados en técnicas destructivas, por lo que, obviamente, se debe registrar el espectro

de la muestra previamente a realizar el analisis por el método de referencia.®’

El registro del espectro de las muestras que se van a usar para desarrollar el modelo
multivariante se debe hacer siguiendo el mismo procedimiento normalizado de trabajo
que el analisis de una muestra en rutina, es decir, utilizando el mismo equipo, la misma

presentacion de muestra, el mismo modo de registro, etc.?

Es necesario que los métodos de referencia estén validados y que proporcionen
resultados fiables, debido a que la calidad de éstos tiene un impacto directo en la calidad

de los resultados de prediccion del modelo multivariante.®?
5.4.4. Pretratamiento de los datos

Los datos instrumentales, no sdlo contienen informacion sobre el analito o la
caracteristica de interés, sino que también contienen una parte de informacion que es
irrelevante para el desarrollo del modelo.** En el caso de los espectros NIR, por ejemplo,
seria la dispersion de la luz, interacciones entre compuestos, desplazamientos de la linea
base, entre otros. Esta informacion puede interferir en el modelo multivariante

haciéndolo menos robusto.”4°2

Con el fin de reducir o eliminar estas interferencias presentes en los datos, se acostumbra
a realizar un pretratamiento de éstos previamente al desarrollo del modelo multivariante.
El objetivo es simplificar el modelo y maximizar la relacion sefial/ruido reduciendo el
ruido presente en los espectros.!!! Por lo tanto, el mejor pretratamiento (o combinacion
de éstos) no puede conocerse a priori y ha de ensayarse durante el desarrollo del

modelo.

Existe una amplia variedad de pretratamientos; a continuacion, se describen los

utilizados durante el desarrollo de esta tesis, aplicados a medidas espectroscdpicas.

- Centrado en la media: este pretratamiento se usa para que el origen del modelo

esté en el centro de éste y se observe mejor el cambio en el valor de las variables

debido a las variaciones de las muestras. Para ello se aplica la siguiente ecuacion:
Xe=X—my Ecuacién I - 14

Donde X es la matriz con los datos finales centrados en la media, X es la matriz
de los datos iniciales y my el vector que contiene los valores de la media de cada

variable.®? Equivale a trabajar con la matriz de varianza-covarianza de los datos.
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Escalado a varianza unidad: este pretratamiento se aplica con el fin de igualar la

influencia de las diferentes unidades de las variables. Al aplicarlo, cada una de
ellas tendra un promedio igual a 0 y una varianza de 1. Si todas las variables
tienen las mismas unidades, la influencia de las variables con poca intensidad

aumenta. Para realizar este pretratamiento, se aplica la siguiente ecuacion:

Xc Ecuacion I - 15

Donde X es la matriz con los datos finales escalados, X, es la matriz de los
datos centrados en la media y s el vector que contiene los valores de las
desviaciones estandar de cada variable.!>> Equivale a trabajar con la matriz de
correlacion de los datos.

Derivadas: este pretratamiento esta ampliamente extendido debido a que ayuda
a resolver problemas de solapamiento de bandas y efectos de linea de base. Las
derivadas acenttan la sefial del analito, manteniendo la proporcionalidad de ésta
con la concentracién, aunque, a la vez, aumenta el ruido del espectro. Al aplicar
una primera derivada a un espectro se elimina el desplazamiento vertical
constante de la linea base; mientras que, al aplicar una segunda derivada, se
elimina la variacion lineal de la linea de base con la longitud de onda.?%16!

El método de derivacion utilizado en esta tesis ha sido el de Savitzky-Golay, el
cual realiza un suavizado del espectro juntamente con el calculo de la derivada.'®*

Variable normal estandar (SNV_del inglés Standard Normal Variate): este

pretratamiento se emplea para minimizar las variaciones en los espectros debidas
a cambios fisicos en la muestra que influyen en la dispersion de la sefial; por
ejemplo, diferencias en el tamano de las particulas.'®> El SNV se aplica a cada
espectro individualmente y realiza un autoescalado de los valores de absorbancia.
Para ello se aplica la siguiente ecuacion:

« Xc Ecuacion I - 16

Donde, para cada muestra i y variable k, xj; es el valor de la absorbancia
resultante de aplicar el SNV y x, el valor de los datos centrados en la media y s;
a la desviacion estandar del mismo. Cada espectro resultante de aplicar un SNV
tiene una media de 0 y una desviacion estandar de 1.15%153

Correccion de la senal ortogonal (OSC del inglés Orthogonal Signal Correction):

este pretratamiento desarrollado por S. Wold permite corregir la matriz de datos
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original eliminando de esta toda la informacion de los espectros ortogonal con la
propiedad que se desea determinar en el modelo multivariante.'®® El nimero de
factores OSC corresponde a las veces que se someten los datos originales al
pretratamiento. La forma que tiene de hacerlo es muy parecida a la del algoritmo
NIPLAS aplicado a un PLSR o PCA, pero en este caso los factores OSC son mas
interpretables. Al igual que ocurre con las técnicas de reduccidon de variables,
utilizar demasiados factores produce un sobreajuste del modelo (el sobreajuste

se comenta con mas detalle en la seccion 5.4.8).
5.4.5. Seleccion del intervalo de longitudes de onda

Aunque, con el pretratamiento de los espectros se elimina mucha informacion
irrelevante, la seleccion de un intervalo optimo de longitudes de onda permite simplificar

el modelo multivariante final.??

El intervalo de longitudes de onda debe contener la informacién relacionada con la
propiedad a determinar en el modelo. Si es demasiado amplio, se afiade ruido
innecesario al modelo, mientras que si es demasiado estrecho se reduce la posibilidad

de detectar muestras andmalas durante la prediccion.”
5.4.6. Exploracion de los datos

La exploracién de los datos se debe hacer durante todo el proceso de desarrollo de un

modelo quimiométrico, para poder detectar asi muestras andmalas (en inglés outliers).

Una muestra outlier se define como una muestra que no sigue la misma tendencia que
el resto de las muestras “normales”; es decir, que se diferencia mucho de las demas

muestras estudiadas. Este tipo de muestras se pueden clasificar en dos grupos:

- Y-outlier: este tipo de muestras son debidas a un valor anémalo en la variable Y,
es decir, de la medida del método de referencia.
- X-outlier. este tipo de muestras se describen como muestras que presentan un

espectro, variable X, distinto a las demas muestras.

La incorporaciéon de este tipo de muestras durante el modelado puede afectar en la
complejidad del modelo y causar problemas en la robustez y en la capacidad predictiva
de éste. Por lo tanto, la deteccion y eliminacion de estas muestras debe realizarse

durante la construccién del modelo.”**%3
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Algunos métodos para detectar este tipo de muestras estan basados en la visualizacién
de los datos mediante la herramienta multivariante PCA. Esta técnica permite agrupar
las muestras dependiendo de su naturaleza, por lo que si una muestra presenta una
informacidn distinta a las demas (outlier) puede detectarse tanto visualmente, a partir
de la distancia. Como estadisticamente mediante el test T? de Hotelling, el cual acota un
espacio que tiene una cierta probabilidad de contener todas las muestras similares, las
muestras que quedan fuera se consideran estadisticamente distintas a las demas para

el nivel de probabilidad elegido.®®:167:168
5.4.7. Seleccion de muestras

Con el fin de poder construir y posteriormente evaluar el modelo quimiométrico

desarrollado, las muestras se deben dividir en los siguientes grupos:!°>2

- Conjunto de muestras de calibracion/entrenamiento: en el caso del andlisis

cuantitativo se acostumbra a denominar a este conjunto como “muestras de
calibracion”, mientras que en el PRM se denomina “muestras de entrenamiento”.
La finalidad de estas muestras es crear el modelo multivariante de calibracién o
de identificacién, es decir, la ecuacidon matematica que relaciona la sefal
registrada con la propiedad estudiada o con la clase a la que pertenece la
muestra. Este conjunto contiene la mayor cantidad de muestras
(aproximadamente el 50 % del total de muestras disponibles) incluyendo asi el
maximo de variabilidad posible y cubriendo todo el intervalo de interés del analito
en el caso del andlisis cuantitativo.

- Conjunto de muestras de evaluaciéon del modelo: el objetivo de este conjunto,

formado aproximadamente por un minimo del 25 % del total de las muestras, es
optimizar y evaluar el modelo para obtener unos buenos resultados en la
prediccion o en la clasificacion.

- Conjunto de muestras de prediccién o validacién: el proposito de este Ultimo

conjunto de muestras es evaluar y validar el modelo final con unas muestras
independientes, que no se han empleado durante la construccion del modelo

para obtener una estimacion realista de la capacidad predictiva de éste.

Se puede realizar la seleccién de qué muestras deben ir a cada conjunto utilizando
algoritmos, como el de Kennard-Stone, basado en la distancia de Mahalanobis, o de

forma aleatoria.!®® La idea de estas estrategias es que cada conjunto de muestras
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contenga la maxima variabilidad y presente una distribucion de las muestras homogénea

en el intervalo de concentraciones estudiado.”*

Sin embargo, si se dispone de un nimero de muestras pequeio, sélo se utilizan dos
grupos de muestras: calibracion/entrenamiento (aproximadamente el 70 % del total de
las muestras) y de prediccion (aproximadamente el 30 % del total de las muestras). En
este caso la evaluacién y optimizacion del modelo se realiza empleando métodos de
remuestreo (del inglés resampling) del conjunto de calibracion/entrenamiento, como la

validacién cruzada (del inglés cross validation).

La validacién cruzada permite evaluar y optimizar el modelo a partir de un Unico grupo
de muestras; para ello separa un nimero determinado de muestras del conjunto de
calibracion y se construye un modelo sin tenerlas en cuenta.'’® Se evalla la capacidad
predictiva del modelo construido con las muestras separadas. Las muestras separadas
se vuelven al conjunto de calibracidn y se reservan otras muestras, construyendo un
nuevo modelo y volviendo a evaluar su capacidad predictiva con las muestras
reservadas. Este proceso se realiza de forma iterativa hasta que todas las muestras han
formado parte, en algin momento, del conjunto de calibracién y del de evaluacion, para

encontrar el mejor modelo (Figura I - 27).13

| Conjunto de muestras
Calibracion/Entrenamiento Prediccion

V' N

Evaluacion Calibracién/Entrenamiento
SRRl RN RN RN NN

=== o A R A= L= = === == = = =

=== = R R

T T P S P P P P T T P T Y T T T TTT

o[apow [ap uoepijeA

Construccion modelo mmssss——) Prediccion

| Modelo final e

Figura I - 27. Representacion grafica del proceso de validacién cruzada.

Se puede realizar la seleccion de qué muestras deben ir a cada conjunto utilizando
algoritmos, como el de Kennard-Stone, basado en la distancia de Mahalanobis, o de
forma aleatoria.’®® La idea de estas estrategias es que cada conjunto de muestras
contenga la maxima variabilidad y presente una distribucion de las muestras homogénea

en el intervalo de concentraciones estudiado.”*
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5.4.8. Construccion y evaluacion del modelo quimiométrico

En el proceso de construccién del modelo se utilizan las muestras del conjunto de
calibracién para ir creando y ensayando distintos modelos con un nimero de variables
latentes, a, que va desde 1 hasta A (nimero maximo de variables latentes ensayado).
Si se esta efectuando un PCA cada una de estas variables sera una PC, mientras que si
se realiza un PLSR cada una de ellas representa un factor PLSR. EI modelo éptimo en el
caso de un PCA sera el que presente un nimero de variables latentes que permita
reconstruir la matriz X original con el minimo error. Mientras que cuando se trabaja con
PLSR, como se realiza la descomposicion simultanea de las dos matrices de calibracion
(X e Y), para conseguir el modelo 6ptimo, no sélo ha de ser posible explicar la matriz X,

sino calcular los valores de Y de las nuevas muestras con el minimo error.

La selecciéon del nimero dptimo de variables latentes que se van a usar en el modelo
final es crucial. No existe un método Unico que permita identificar cudl es el nimero
optimo de PC o factores PLSR a utilizar. En general, se aplican criterios estadisticos y,
en el caso del PCA, una manera habitual consiste en evaluar la varianza
explicada acumulada, seleccionar el nimero de PC que explica un porcentaje de
varianza explicada que sea suficiente para satisfacer las necesidades, o el nimero de

PC a partir del cual el incremento de la varianza explicada es insignificante.

Para un total de A componentes, la varianza explicada acumulada Vg, o (a) para cada

componente, expresada en porcentaje se calcula segun:

Vies(0) = Vs () EcuacionI - 17
VRes(0)

VExp.ac. (“) =

Donde V(@) es la varianza de la matriz X después de extraera cada PC y Vi.(0) la

varianza de los datos originales.
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Figura I - 28. Grafico de la varianza explicada acumulada en Y en funcién de las componentes principales.

En el caso del PLSR, el objetivo principal es la prediccién de nuevas muestras, por lo que
el nimero de factores PLS dptimo esta relacionado con obtener bajos errores en las Y,
aungue el modelo también debe de ser capaz de explicar la matriz X. La siguiente
discusion esta centrada en los valores de Y, aunque las ecuaciones son analogas si nos
referimos a los valores de las X, sin embargo, en este caso los residuales serian la

diferencia entre los valores experimentales (x;) y los calculados por el modelo (%;).

Se puede evaluar el error de los valores Y de las muestras calibracion utilizando el error
cuadratico medio de la calibracion (RMSEC, siglas del inglés Root Mean Square Error of

Calibration).

_ 21-11@'_}")2 EcuacionI - 18
RMSEC—\/‘ T M —

Donde M es el nimero de muestras del conjunto de calibracién, a el nimero de factores
de cada modelo ensayado, y; es el valor calculado con el modelo de « factores para la

muestra i , e y ; el valor hallado por el método de referencia para la misma muestra.

Cada uno de los modelos construidos se ha de evaluar para decidir cual es el mejor vy,
en consecuencia, cual es el numero Optimo de factores PLSR a utilizar. Para ello se
necesita calcular el error de prediccion que se comete en el calculo de las muestras. La
manera de hacerlo es ligeramente distinta segin el método de evaluacién utilizado.
Cuando se utiliza cross-validation, el error cuadratico medio de la prediccién de los
valores Y de la regresion se denomina RMSECV (siglas del inglés Root Mean Square
Error of Prediction by Cross-Validation) y se calcula para cada variable latente siguiendo
la Ecuacion I - 19.153
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EcuacionI - 19

s Ns
RMSECV = %Z Z(% ~y.)

s=1 i=1

Donde M es el niUmero total de muestras en el conjunto de calibracion, S es el niUmero
total de segmentos de cross-validationy N, el nUmero de muestras de cada segmento.
¥s.: €s el valor calculado por el modelo con a componentes para la muestra i en cada

segmento e ys; el valor obtenido para la misma muestra con el método de referencia.

Al ir aumentando el nimero de factores PLS, el modelo se ajusta cada vez mejor a las
muestras del conjunto de calibracion, explicando cada vez mejor los datos vy
disminuyendo continuamente RMSEC. Esto puede llevar a la construccion de un modelo
“a medida” de las muestras del conjunto de calibracion, pero inefectivo para el calculo
de nuevas muestras que no estén presentes en el conjunto de calibracion. Es el efecto
conocido como sobreajuste del modelo (del inglés overfitting). El caso contrario, si no
se utilizan suficientes factores PLS y, por lo tanto, no se incluye toda la variabilidad
descrita en las variables X, la capacidad predictiva del modelo se resiente de la misma

manera, es lo que conoce como falta de ajuste (del inglés underfitting).*>31>>

A Falta de ajuste Sobreajuste

Error de prediccion

~ . .7
Error del modelo < _ Error de prediccion

-

-
-~
il N

NUmero de factores

Figura I - 29. Variacién del error de prediccién al aumentar el nimero de factores.

En la FiguraI- 29, se muestra un esquema del proceso de sobreajuste. El nimero
optimo de factores PLSR del modelo corresponderia al minimo de la curva, aunque

no siempre el comportamiento es tan claro como el representado en la figura.

En el valor de RMSECV se incluye una fuente de error relacionada con el error aleatorio,
el error estandar de remuestreo (SECV, siglas del inglés Standard Error of
Cross-Validation), que seria equivalente a la desviacién estandar del calibrado; y otro

relacionado con el error sistematico, sesgo (en inglés Bias).
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RMSECV? ~ SECV? + Sesgo? Ecuacion I - 20

Una vez decidido el nimero de factores PLSR del modelo, la desviacién estandar de

los resultados hallados por cross-validation es:

M

Z(&i -y, - Sesgo)z Ecuacion I - 21
i=1

SECV =

-1

La cuantificacion del error sistematico del modelo es:

M
1
Sesgo (Bias) = MZ(&" -,) Ecuacion I - 22
i=1

La representacion de los valores Y de las muestras del conjunto de calibracion,
calculados por el modelo, frente a los valores hallados por el método de referencia, ha
de ser una recta que evaluada estadisticamente tenga una pendiente de valor 1, una

ordenada en el origen de valor 0 y con un sesgo (Bias) de 0.
5.4.9. Validacion del modelo quimiométrico

La validacion del modelo quimiométrico es la evaluacion de su capacidad predictiva,
tanto si se trata de un modelo cualitativo o cuantitativo. Esta validacion se debe realizar
con muestras independientes de las empleadas durante el desarrollo, es decir, con las

muestras del conjunto de prediccidn.

Ademas, para poder utilizar el modelo en el entorno regulado de la industria
farmacéutica, su validacion se debe realizar siguiendo las indicaciones de las agencias
reguladoras. El proceso de validacion de un método multivariante esta descrito en la
seccion 6.3 de la presente tesis. En el caso de que la validacidn no sea satisfactoria,
indicaria que el modelo es deficiente para cumplir con el objetivo y que, por lo tanto,
debe rehacerse (escoger otro pretratamiento o combinacidn de estos, otro rango

espectral, etc.).
5.4.10. Aplicacion y mantenimiento del modelo

En el ambito farmacéutico, una vez el modelo ha sido validado y se ha documentado el

procedimiento analitico, detallando cdmo realizar las medidas de las nuevas muestras y
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cdmo tratar los espectros de éstas, ya puede emplearse en rutina para determinar la

propiedad estudiada en nuevas muestras.

Sin embargo, debido a que la técnica NIR es capaz de detectar tanto cambios fisicos
como quimicos en las muestras, pequefias modificaciones que se puedan producir
durante el proceso podrian no estar contempladas en el modelo original. Por esta razén,
los modelos NIR necesitan planificar un mantenimiento a lo largo del tiempo con el fin

de asegurar su caracter predictivo.!’:72
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6. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Un método analitico se define como “la aplicacion concreta de una técnica analitica para
la determinacion de un analito o mezcla en una muestra definida”.*>! El propdsito final
del mismo consiste en proporcionar resultados robustos, fiables y exactos de la
propiedad estudiada. Por esta razén, es muy importante conocer su alcance y
limitaciones antes de utilizarlo en rutina. Este conocimiento se obtiene mediante la

validacion del método.'”3

Si nos centramos en la industria farmacéutica, la validacion es una actividad fundamental
para asegurar la calidad de la metodologia empleada y se aplica no Unicamente a los

métodos analiticos sino también a sistemas, procesos, limpieza o servicios.?%:174

En este apartado se ofrece una descripcion sobre el concepto de validacion y como
aplicar éste en los métodos analiticos de la industria farmacéutica.

6.1. Introduccion

Debido a que los analisis que se realizan en los laboratorios farmacéuticos de todo el
mundo estan relacionados con la seguridad de la sanidad humana, es fundamental
asegurar la validez de los resultados obtenidos para, a partir de ellos, poder tomar las
decisiones pertinentes. Por esta razon, en 1971, las agencias regulatorias empezaron a
publicar guias para definir un proceso que garantizara la calidad y autenticidad de los

resultados analiticos obtenidos.17317>176

The Internacional Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use conocida por sus siglas ICH, es una organizacion de la
que forman parte tanto autoridades reguladoras como representantes de la industria
farmacéutica. La principal funcién de la ICH consiste en realizar recomendaciones que
ayudan a la interpretacion y aplicacion de guias técnicas y requisitos para el registro de
productos farmacéuticos. Una de estas guias es la Validation of analytical procedures:
text and methodology. Q2 (R1) dedicada a la validacion de los métodos analiticos la cual

se ha convertido en la referencia actual para el proceso de validacion.”®

En esta guia se utiliza la palabra procedures, cuyo equivalente en espafol es
procedimiento, para referirse a la “descripcion pormenorizada del método analitico”.!>!
Sin embargo, la FDA en este contexto define methodsy procedures como sindnimos.”>
Por lo que en esta tesis se ha decidido utilizar la expresion validacion de métodos
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analiticos para referirse a este proceso de validacion. Este término contempla todas las
etapas que demuestran y documentan que un método analitico es apto para su uso, es
decir, que los resultados obtenidos garantizan de forma inequivoca la calidad del

prOd ucto 174,177,178

En la industria farmacéutica, todos los métodos analiticos deben ser validados,
independientemente de si van a usarse para analizar la materia prima, el producto

terminado o la estabilidad de éstos.

El proceso de validacion no incluye Unicamente el apartado técnico, sino que debe estar
documentado y planificado, detallando previamente qué pruebas se van a realizar, los
criterios de aceptacion para cada una de ellas y los resultados obtenidos, entre otros.”?
En la Figura I - 30 se presenta un esquema de la documentacién implicada en el proceso
de validacion de un método analitico, juntamente con una breve descripcion de que debe

contener cada una.

Plan maestro de
validacion Documento donde se redacta el objetivo del método, y
las acciones que se van a realizar.

Desarrollo del
método Documento(s) donde se exponen las diferentes pruebas
realizadas con el fin de desarrollar el método.

Protocolo de Documento donde se protocolizan los parametros que se

validacion van a evaluar durante la validacion y los criterios de
aceptacion.
Informe de D to dond | Itados de |
[y ocumento donde se resumen los resultados de las
validacion

acciones descritas en el protocolo de validacion.

Proced'mlento Documento final donde se describe el procedimiento a
analitico seguir para llevar a cabo el método validado e
implementarlo en el andlisis de rutina.

Figura I - 30. Esquema temporal de la documentacién necesaria para desarrollar y validar un método
analitico en la industria farmacéutica.

6.2. Propiedades analiticas estudiadas en la validacion de
métodos analiticos

Durante la validacion, se deben determinar un conjunto de propiedades analiticas del
método con el fin de aportar evidencias sobre la calidad y la consistencia de los
resultados. Ademas, para su aplicacion definitiva en rutina, se debe estudiar parametros
operacionales/econdmicos que aporten informacion sobre la viabilidad de uso del
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método en rutina.'®>!”3 Sin embargo, teniendo en cuenta los objetivos de la tesis,

Unicamente se estudiaran las propiedades analiticas.

Las propiedades analiticas estudiadas son: la exactitud, la precision (repetibilidad y
precisién intermedia), la especificidad, el limite de detecciéon y de cuantificacion, la

linealidad, el intervalo de linealidad y la robustez.

Dependiendo del objetivo del método analitico que se quiera validar, es necesario
evaluar distintas propiedades. Asi, para la identificacién del producto Unicamente suele
evaluarse la especificidad, mientras que, en otras circunstancias, como en la
determinacidon de la concentracion del API o de las posibles impurezas presentes, se
deben estudiar muchas mas propiedades. Las propiedades estudiadas en cada caso se

muestran en la Tabla I - 5.

Tabla I - 5. Tabla resumen sobre las propiedades que se deben estudiar durante la validacion
dependiendo del tipo de método analitico que se evalué, informacion adaptada de las referencias.176:180

Método analitico

Propiedades Impurezas
Identificacion Valoracion
Cuantitativo Limite
Especificidad Si Si Si Si
Linealidad No Si No Si
Intervalo de linealidad No Si No Si
Exactitud No Si No Si
Precision No Si No Si
- Repetibilidad No Si No Si
- Precision intermedia No Si No Si
Limite de deteccion No No Si No
Limite de cuantificacion No Si No No

En las siguientes secciones, se definen esas propiedades y se realiza un breve comentario
sobre la metodologia empleada en la validacion.

6.2.1. Especificidad

La especificidad de un método analitico se define como “la habilidad de evaluar

inequivocamente el analito en presencia de componentes que se puede esperar que
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estén presentes en una muestra”.!’® Estos componentes pueden acompafiar la matriz de

la muestra (excipientes), o ser impurezas.

Un método analitico, independientemente de si se emplea para obtener resultados
cualitativos o cuantitativos, debe tener una buena especificidad. Debido a que, si falla
esta propiedad, raramente se alcanzaran los niveles deseados en las demas propiedades
analiticas de la validacion. Una mala especificidad normalmente significa un mal

desarrollo del método.73177
6.2.2. Linealidad

La linealidad se define como “la habilidad de obtener resultados directamente
proporcionales a la concentracion (o a la cantidad) del analito en la muestra dentro del

intervalo estudiado”.1”®

La relacién entre la sefial obtenida en el instrumento y la concentracion del analito, para
la mayoria de las técnicas, sique la funcion de una recta, conocida como recta de

calibracion (Ecuacion I - 23).
Y=aX+Db EcuacionI - 23

Donde Y es la sefial del instrumento, X la concentracidén de la muestra, a la pendiente

de la recta y b la ordenada en el origen de ésta.

Segun las guias de las agencias reguladoras, la recta de calibracién debe prepararse con
un minimo de cinco niveles repartidos en el intervalo de concentraciéon que se quiera
estudiar, con al menos tres replicados en cada nivel; y la linealidad de la misma debe

ser evaluada estadisticamente para darla como conforme.!73177
6.2.3. Intervalo de linealidad

El intervalo de linealidad se define como “el intervalo entre la maxima y la minima
concentracion del analito en la muestra para las cuales se ha demostrado que el método

analitico tiene un nivel adecuado de linealidad, exactitud y precision”.17¢

Habitualmente, este parametro se estudia a la vez que la linealidad, y su valor minimo
depende del objetivo del método analitico: concentracidon de producto acabado,

uniformidad de contenido, pruebas de disolucién, analisis de impurezas, etc.17%177
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6.2.4. Exactitud

La exactitud es la propiedad analitica mas importante, y se define como “el grado de
concordancia entre el valor obtenido (o la media de los valores obtenidos) en la medida
experimental de una muestra y el valor de ésta aceptado como verdadero”.'’® La
determinacidon de este parametro permite detectar errores sistematicos que afectan al

resultado del método analitico.!®!

Las guias de las agencias reguladoras describen diferentes estrategias para la
determinacidn de la exactitud, que estan relacionadas con el tipo de andlisis realizado.
Por ejemplo, se puede aplicar el método analitico a un material de referencia que
contenga el analito; o comparar los resultados obtenidos por el método que se esta
validando con los obtenidos utilizando un método de referencia; o utilizar un método de

adicion estandar.

Este parametro se puede expresar como la relacion entre la concentracion encontrada
experimentalmente y la concentracion real (normalmente se expresa en porcentaje).

Cuando mas préximo sea este valor a 100 % mas exacto sera el método.”3

Independientemente de la estrategia que se escoja, se recomienda estudiar la exactitud
con un minimo de nueve determinaciones y, al menos, a tres niveles de concentracién
que abarquen todo el intervalo investigado. En el caso de la ICH se recomienda analizar
tres replicados en cada punto, mientras que la FDA recomienda pentareplicados.!”>176

6.2.5. Precision

La precisiéon se define como “el grado de concordancia entre una serie de mediciones,
obtenidas de manera independiente, de la misma muestra homogénea en las condiciones

del método analitico”.17®

Esta propiedad aporta la dispersion o la variabilidad de un resultado y, se acostumbra a
cuantificar empleando la varianza (s?), la desviacion estandar (s) o la desviacion
estandar relativa (RSD, siglas del inglés Relative Standard Deviation) habitualmente
expresada en porcentaje. Cuanto menor sea la desviacion estandar o el RSD (%) mayor
sera la precision que tendra el método analitico en las condiciones estudiadas.!’?

La precision de un método se puede considerar a tres niveles:176:182

- Repetibilidad: este nivel aporta la medida de la variabilidad en los resultados

obtenidos cuando con el método analitico se analiza una misma muestra, varias
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veces, en un corto periodo de tiempo. Se recomienda evaluar esta propiedad con
un minimo de 9 determinaciones distribuidas en todo el intervalo validado o
realizando 6 determinaciones en el 100 % de la concentracion del analito.

- Precisidn intermedia: este nivel expresa los efectos aleatorios que pueden ocurrir

cuando se usa el método analitico en rutina. Es decir, se modifican factores como
el dia de andlisis, el equipo o el analista, para ver como varian los resultados al
analizar una misma muestra.

- Reproducibilidad: este nivel aporta la variabilidad en los resultados obtenidos si

el andlisis se realiza en distintos laboratorios. La validacion de esta propiedad

exige un ejercicio colaborativo entre distintos laboratorios.
6.2.6. Limite de deteccion

El limite de deteccidn (LOD, siglas del inglés Limit of Detection) es un valor estadistico
fuera del intervalo de linealidad validado, que se define como “la minima cantidad de
analito en una muestra que puede ser detectada”, pero no necesariamente cuantificada

como un valor exacto.l”®

Por lo tanto, las concentraciones que se encuentren por encima del LOD se podran
asociar al analito sin necesariamente llegar a cuantificarse, mientras que si se encuentran

por debajo no se podra afirmar la presencia del analito.!”?

La ICH propone diferentes aproximaciones para determinar el LOD, como la basada en
la evaluacion visual, en la relacién sefial/ruido, en la desviacién estandar de la respuesta
y de la pendiente en una recta de calibracion a concentraciones cercanas al LOD, o la

que utiliza la desviacion estandar de una serie de blancos.!”®
6.2.7. Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LOQ, siglas del inglés Limit of Quantification) se define como
“la minima cantidad de analito en una muestra que puede determinarse

cuantitativamente con una precision y exactitud adecuadas”.'”®

Las estrategias que se proponen en las distintas guias son las mismas que las propuestas
para la determinacion del LOD, pero aumentando el nivel de concentracion.'® Sin
embargo, en el caso del LOD se requiere demostrar que a este nivel de concentracién
se trabaja con una precision y exactitud aceptable, por lo que, aunque se determine

estadisticamente, el LOD debe ser verificado de forma experimental.!8?
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6.2.8. Robustez

La robustez de un método analitico se puede definir como “la capacidad para no verse

afectado por variaciones pequefias pero deliberadas en los parametros del método”.76

Esta propiedad proporciona una indicacion de la fiabilidad del método durante su uso
normal. No esta incluida en la tabla resumen de la ICH (Tabla I - 5) debido a que se
considera que esta propiedad debe ser estudiada durante el desarrollo del método
analitico para asi poder ajustar adecuadamente los parametros experimentales del

procedimiento.!8?

Para el estudio de la robustez, primero se deben determinar los factores experimentales
que afectan al método analitico y establecer el intervalo de trabajo en el que se quiera
evaluar dicha propiedad. Esta evaluacién se puede realizar estudiando cada parametro
independientemente o evaluandolos conjuntamente. Esta Ultima estrategia, tiene en
cuenta la interaccion entre los diferentes parametros y emplea un disefo de
experimentos.!’3 También puede realizarse un estudio a lo largo del tiempo de alguno
de los parametros del analisis para asegurar que se mantiene la validez del método.

6.3. Validacion de métodos analiticos multivariantes

La validacién de métodos analiticos en los que se ha utilizado un método multivariante
para hallar el resultado, como podrian ser las técnicas espectroscopicas, deben
comprobarse las mismas propiedades analiticas descritas en la Tabla I - 5. Sin embargo,
dado el tratamiento matematico de los datos en estas técnicas, los parametros de
validacion no pueden realizarse como se ha descrito anteriormente; sino que deben
adaptarse, ya que la ICH Q2 (R1) actual no estd pensada para contemplar estos
métodos.!3 Por ello, esta guia se encuentra actualmente en revision para poder adaptar

el contenido a los métodos analiticos multivariantes.83

A pesar de esto, diferentes entidades reguladoras, como Ph. Eur., FDA, EMA (siglas del
inglés European Medicines Agency), entre otras, han ido desarrollando diferentes guias

dando pautas para la validacion de los métodos analiticos multivariantes, 13114163

En la siguiente seccidn se describen las principales adaptaciones de los parametros de

la validacion.
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6.3.1. Adaptacion de los parametros de la validacion de métodos

analiticos multivariantes

La evaluacion de los parametros de la validacion en métodos analiticos multivariantes

debe realizarse con el conjunto de muestras validacion, descrito en la seccion 5.4.7.18

- Especificidad: aunque la definiciéon es la misma que la comentada en secciones
anteriores, la evaluacion de este parametro en métodos analiticos multivariantes
varia dependiendo de si se trata de un modelo cualitativo o cuantitativo. En el
primer caso debe estudiarse el porcentaje de falsos positivos y negativos
obtenidos tras predecir las muestras del conjunto de validacién. En el caso de los
modelos cuantitativos, se debe demostrar aportando evidencias que:

o El modelo desarrollado va a predecir la propiedad bajo estudio.

o Las muestras del conjunto de validacion incluyen la variabilidad estudiada
por el modelo.

o El conjunto de validacion no contiene muestras andmalas.

- Linealidad: este parametro solo debe ser evaluado en modelos cuantitativos. A
diferencia de los métodos univariantes, en los que se evalla la sefal registrada
frente a la concentracion, en los multivariantes se estudia estadisticamente la
linealidad de la recta obtenida al representar los resultados calculados con el
modelo frente a los del método de referencia. Se debe evaluar estadisticamente
que el modelo es lineal; la manera recomendada es evaluar la pendiente,
ordenada de origen, el coeficiente de determinacion (R?) y estudiar los
residuales, aunque se puede justificar cualquier estadistica utilizada con el
mismo fin.

- Intervalo de linealidad: la evaluacién de este parametro sélo se lleva a cabo en

modelos cuantitativos y se realiza de igual manera que para los métodos
univariantes descrita en la seccion 6.2.3.

- Exactitud: este parametro solamente se estudia en métodos cuantitativos y
consiste en evaluar el grado de semejanza entre el valor calculado con el modelo
y el valor del método de referencia a lo largo del intervalo de concentracién del
método. Para ello, puede hacerse una prueba tde muestras apareadas y estudiar
si hay diferencias estadisticamente significativas entre ambos métodos. Ademas,
se debe demostrar que el sesgo no es estadisticamente diferente de 0.
En el conjunto de guias de las agencias regulatorias ya mencionadas, también se
recomienda evaluar que el error de prediccion (RMSEP) sea comparable al error
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de la calibracion (RMSEC); asi como que la relacion entre el RMSEP vy el error del
método de laboratorio (SEL, siglas del inglés Standard Error of Laboratory) sea

inferior a 1,4.

Ecuacion I - 24

2
SEL = \]Z?:l(yl,i - }’2,1‘) /n

Donde n es el nimero de muestras, e y;; los valores obtenidos con el método de
referencia para la muestra i y los distintos replicados j =1y j = 2.

- Precisidn: al igual que para el intervalo de linealidad e independientemente del
nivel (repetibilidad, precisién intermedia o reproducibilidad), este parametro se
realiza y evalla igual que para los métodos univariantes.

- Limite de deteccién y cuantificacién: para los métodos multivariantes, la

evaluacion de estos parametros sélo se lleva a cabo en las mismas situaciones
que en los métodos univariantes y en las guias regulatorias no se hace distincion
entre ambos limites. El valor de ambos es el limite inferior del intervalo de
linealidad, es decir, el Gltimo punto donde se asegura la linealidad, exactitud y
precision del método.

- Robustez: se han de presentar datos para la determinacion y la garantia de la
robustez sino se ha considerado esta propiedad en las etapas de desarrollo y
optimizacion del modelo. Al igual que en los métodos univariantes, las guias no

proponen una forma especifica de hacerlo.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis consiste en ofrecer soluciones analiticas que puedan
mejorar la calidad del proceso de fabricacion o resolver problemas que puedan aparecer

a lo largo de la vida Util de distintos productos farmacéuticos liofilizados.

Cada uno de los temas estudiados se ha abordado de una manera diferente dependiendo
de la técnica analitica empleada (destructiva o no destructiva), del tipo de respuesta

(univariante o multivariante), y del uso de la respuesta final (cuantitativa o cualitativa).

Los objetivos concretos que se pretende alcanzar con los estudios realizados son los

siguientes:

- Estudio del impacto de la humedad contenida en los tapones, sobre la
degradacion de un producto liofilizado. Para ello, se desarrollara y validara un
método analitico capaz de determinar el contenido de agua de los tapones de
clorobutilo utilizados como envase primario. Este método se aplicara para
monitorizar el impacto de esta humedad en un producto liofilizado hidrolizable,
almacenado durante 6 meses en condiciones de estabilidad acelerada.

- Cuantificacién de la humedad residual, a liberacion, de un producto liofilizado
utilizando la espectroscopia NIR. Se ha elegido utilizar la espectroscopia NIR con
el fin de realizar un andlisis no destructivo, por lo que serd necesario realizar un
modelo de calibraciéon multivariable. Previamente a la realizacion del modelo de
calibracion, se desarrollara y validara un método de referencia para la
determinacion de trazas de humedad en el producto. También se realizara un
estudio de viabilidad utilizando el analisis modal de fallos y efectos. Finalmente,
el método multivariable sera validado segun las recomendaciones de las agencias
reguladoras.

- Determinacion de oxigeno en el headspace a partir del espectro visible-NIR de
un producto liofilizado que puede desarrollar coloracion debido a la presencia de
oxigeno. Desarrollo de un método de analisis basado en el espectro visbile-NIR
adquirido para la determinacion de la humedad residual del producto, que
permita identificar aquellas muestras que puedan presentar una mayor coloracion
con el tiempo. Una vez desarrollado el método debera ser validado siguiendo las

recomendaciones de las agencias reguladoras.
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Prueba piloto del desarrollo de un método cualitativo para la identificacion, en el
propio envase, de los productos farmacéuticos liofilizados antes de su liberacion
al mercado. Se creara y validara una biblioteca de espectros NIR de los distintos
productos que permita su identificacion mediante un método multivariante
cualitativo y no destructivo. Dependiendo de los resultados obtenidos se decidira

la viabilidad de la aplicacion de este método en la industria.
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REACTIVOS

1. REACTIVOS

En esta tesis, los reactivos que se han utilizado se centran en la determinacion del agua

por el método de Karl Fischer.

Valoracidn volumétrica Karl Fischer: se ha utilizado como solvente el Aquagent®

Solvent, sin piridina, de Scharlab (Barcelona, Espafia). Como reactivo valorante
se ha utilizado Aquagent® Titrant 5 o el Aquagent® Titran 2, ambos sin piridina,
y del mismo proveedor que el solvente.

Valoracion culombimétrica Karl Fischer: para este tipo de valoraciones solamente

hace falta un solo reactivo, en este caso se ha utilizado el HYDRANAL™
Coulomat AG para células con y sin diafragma de Honeywell Fluka™ (Carolina del
Norte, EE. UU.).

2. PATRONES

Tanto para realizar las verificaciones de los equipos (semanales o diarias), como para

validar los métodos desarrollados durante esta tesis, se han utilizado tres patrones de

agua distintos:

HYDRANAL™ — patrén de agua 1.0 (Honeywell Fluka™, Carolina del Norte,
EE. UU.), patrén liquido que contiene 1 mg/g de agua, se utiliza en solucién y su
uso a temperaturas elevadas no esta recomendado.

Patron de agua para horno 1 % Aquastar® (Merck, Darmstadt, Alemania), patron
sélido para su uso en horno en el intervalo de temperaturas de 140°C a 400°C.
HYDRANAL™ — patron de agua para horno (Honeywell Fluka™, Carolina del
Norte, EE. UU.). Patrén sdlido apto para su uso con horno en un intervalo de
temperaturas desde 140°C hasta 160°C.

3. INSTRUMENTOS

En las siguientes secciones se describen los instrumentos, tanto de escala laboratorio

como industrial, utilizados durante la realizacién de la tesis.
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3.1. Espectrofotometro NIR

Todos los espectros en el infrarrojo cercano registrados durante el desarrollo de la tesis
se han realizado utilizando un espectrofotometro LabSpec 5000 VIS/NIR de ASD Inc®
(Colorado, EE. UU.) equipado con el accesorio para muestras High Intensity Muglight y

sonda de fibra dptica.

Figura III - 1. Imagen del espectrofotometro LabSpec 5000 VIS/NIR equipado con el accesorio para
muestras High Intensity Muglight.

Este equipo, junto con el accesorio, permite el registro de los espectros en modo de
reflectancia en el intervalo de longitudes de onda entre 350 nm y 2500 nm. El detector
en la regién 350 — 1000 nm consiste en una matriz de fotodiodos de silicio de 512
canales; en las regiones de 1000 — 1800 nm y entre 1800 — 2500 nm, los detectores son

de diodos de InGaAs con refrigeracién termo-eléctrica.

La resolucion espectral es de 3 nm en la region del visible y de 10 nm en la regién del

NIR; cada espectro es el promedio de 32 barridos registrados cada 100 ms.

Teniendo en cuenta el ambito de aplicacion de las medidas, el equipo esta cualificado
siguiendo las normas de correcta fabricacion (GMP, siglas del inglés Good Manufacturing
Practice) y antes de proceder con el registro de las muestras el equipo se verifica segun
la farmacopea europea Ph.Eur. 2.2.40 Near-Infrared Spectroscopy.!

3.2. Liofilizadores

Las muestras de rutina analizadas en el desarrollo de los distintos capitulos
experimentales pueden proceder de seis liofilizadores distintos, cinco distribuidos en dos
zonas de produccion, denominadas zona estéril 1y 2, y otro en el laboratorio piloto. De
estos cinco liofilizadores, tres tienen una mayor capacidad del condensador, por lo que
pueden liofilizar lotes de mayor tamano y son del proveedor IMA Life (Italia). De este
proveedor se tienen tres modelos distintos resumidos en la Tabla III - 1. Los otros dos
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liofilizadores restantes, tienen una menor capacidad del condensador y son del

proveedor Leybold (Alemania) (Tabla III - 1).

Tabla III - 1. Resumen de los distintos modelos de los liofilizadores utilizados indicando su capacidad del
condensador y la zona de produccion donde se encuentran.

Modelo Abreviacion Capacidad del condensador Zona de produccion

Lyofast 15 Edw 3 263 kg 1
Lyofast 25 Edw 2 525 kg 2
Lyomax 22 Edw 1 600 kg 2
GT-100 - 100 kg 1
GT-150 - 150 kg 1
Lyobeta 20 LB20 30 kg Laboratorio

Para poder obtener muestras con distintas humedades y producir lotes a pequeia escala
con caracteristicas diferentes a las obtenidas en rutina, se ha empleado el liofilizador
piloto Lyobeta 20 de Azbil Telstar (Terrassa, Espafa). Este equipo cuenta con un
extractor de muestras (traduccion del inglés sample thief) acoplado a la puerta, que
permite extraer muestras durante el ciclo de liofilizacién sin alterar el ciclo de las demas

muestras del liofilizador.

A

Figura III - 2. Imagen del extractor de muestras acoplado al liofilizador Lyobeta 20, en las instalaciones
de los Laboratorios Reig Jofre de Barcelona.

3.3. Valorador Karl Fischer

Todos los valores de referencia de humedad residual se han obtenido utilizando el

valorador Karl Fischer 852 Titrando (Metrohm AG, Suiza) y, en caso de realizar las
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medidas con horno, se ha acoplado al instrumento el procesador de muestras 874 Oven

Sample Processor (Metrohm AG, Suiza).

Figura III - 3. Imagen del instrumento 852 Titrando y del 874 Oven Sample Processor. Imagenes extraidas
de la pagina web del proveedor.?

El instrumento de valoracién Karl Fischer 852 Titrando contiene dos interfaces de
medida, una dedicada a la valoracién volumétrica con un electrodo polarizable y la otra
dedicada a la valoraciéon culombimétrica con un electrodo generador sin membrana y un
electrodo de platino doble. Ademas, cuenta con dos mddulos de agitacion, un moédulo
de dosificacion, el cual dosifica la solucion valorante a la interfaz de medida de la
valoracion volumétrica y el 874 Oven Sample Processor, el cual permite precalentar las
muestras para que éstas desprendan la humedad y asi poder valorarla con la interfaz de

medida de la titulacion culombimétrica.

El procesador de muestras 874 Oven Sample Processor contiene los siguientes

componentes:

- Horno: mddulo de horno de aluminio para calentar el recipiente donde se halla
la muestra; la temperatura se regula a partir del software asociado.

- Ventilador de hélice: permite refrigerar el modulo de horno después de su uso.

- Bomba de aire: este componente genera el flujo de gas (en este caso nitrdgeno)
que permite transportar el agua liberada por las muestras hasta la celda de
valoracion.

- Aguija: para poder insertar el flujo de gas dentro de la muestra, este procesador
cuenta con una aguja, un dispositivo de guia y tuberias para el flujo de entrada
y salida del gas.

- Plato giratorio: con el fin de automatizar este procedimiento, este procesador
cuenta con una gradilla de muestras estandar con una capacidad de 36 viales,
que siguiendo la secuencia programada con el software analiza las muestras de

la gradilla.
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Teniendo en cuenta el ambito de aplicacion de los resultados, el equipo esta cualificado
siguiendo las GMP, la idoneidad del sistema se verifica semanalmente para la valoracién
volumétrica segun la Ph.Eur. 2.5.12. Water: semi-micro determination y diariamente

para la culombimétrica la Ph.Eur. 2.5.32. Water: micro determination .>*

3.4. Espectrofotometro de absorcion laser de diodo sintonizable

para la determinacion de oxigeno

Todos los valores de referencia del contenido de oxigeno del Aeadspace en los productos
estudiados durante la realizacion de la tesis, se han realizado utilizando un
espectrofotdbmetro de absorcion laser de diodo sintonizable Headspace analyzer
FMS-Oxygen de Lighthouse Instruments, LLC. (Virginia, EE. UU.).

Este equipo permite registrar, en modo de transmitancia, el headspace de las muestras,
obteniendo un valor de la concentracion de oxigeno en %. La configuracion del
espectrofotdmetro consiste en un laser de diodo sintonizable centrado a la longitud de

onda de 760 nm, aproximadamente.

FiguraIII - 4. Imagen del espectrofotdmetro de absorcion laser de diodo sintonizable
Headspace analyzer FMS Oxygen, acoplado al ordenador por donde se controla y donde se puede ver la
toma de nitrégeno.

El equipo esta cualificado siguiendo las GMP y antes de proceder con el registro de las
muestras se debe centrar la sefal del laser y establecer la recta de calibracion del equipo.
Para poder realizar ambas acciones, se requiere el uso de patrones certificados para
cada formato de vial producidos y certificados por el mismo proveedor del equipo
Lighthouse Instruments, LLC. (Virginia, EE. UU.).
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Figura III - 5. Imagen de los patrones de tres formatos de viales distintos de las 6 concentraciones
necesarias para realizar el centrado de la sefial y establecer la recta de calibraciéon (0 %, 1 %, 2 %, 4 %,
8 % vy 25 %).

3.5. Espectrofotometro UV-Visible

Los resultados de la absorcién de la solucidn del producto, para el control de su
coloracién, se han obtenido utilizando un espectrofotdbmetro UV-Visible LAMBDA 25
(PerkinElmer Inc., Massachusetts, EE. UU.).

Este equipo permite el registro en modo de transmitancia, obteniendo un espectro
comprendido en el intervalo de longitudes de onda entre 200-900 nm. El
espectrofotdmetro tiene una lampara de deuterio y otra de haldgeno, con una rejilla

holografica concava y un detector de fotodiodos de silicio.

Figura III - 6. Imagen del UV-Visible LAMBDA 25 utilizado.
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3.6.

Otros instrumentos

Otros instrumentos utilizados para el desarrollo de esta tesis han sido:

Difractometro de polvo X'Pert Powder de Malvern Panalytical (Almelo, Paises
Bajos y Malvern, Reino Unido), con geometria theta-theta, anodo de cobre y
detector PIXcel'®. Los anadlisis realizados durante el desarrollo de esta tesis para
determinar la estructura de algunas muestras, se ha realizado en colaboracion
con el servicio de rayos X de la Universitat Autdbnoma de Barcelona (Cerdanyola
del Vallés, Espafa).®

Cabina de humedad controlada del proveedor Enext (Barcelona, Espafa).
Teniendo en cuenta el alto grado de higroscopicidad de los productos liofilizados,
en muchas ocasiones debe trabajarse en un espacio con una atmdsfera de
humedad controlada. Durante el desarrollo de esta tesis se ha utilizado la cabina
que se muestra en la Figura III - 7. Esta cabina esta equipada con tres guantes
que permiten trabajar con el producto sin interferir en las condiciones de
humedad, ademas de con una balanza y un sindptico que permite marcar la

consigna de porcentaje de humedad a la cual se quiere trabajar.

Figura III - 7. Imagen de la cabina de humedad controlada utilizada en el desarrollo de la tesis.

Autoclave modelo 700 de Azbil Telstar (Terrassa, Espafia). Este equipo industrial,
situado en la zona de produccidon 1 de la compaiiia, ha permito esterilizar los
tapones utilizados para el estudio del impacto de la humedad contenida en los
tapones de clorobutilo en el producto liofilizado.

Camara climatica 40°C-75 % de humedad relativa de Ingenieria técnica de
mantenimiento, S.A. (Barcelona, Espafia). Esta camara climatica ofrece la

posibilidad de mantener los productos una vez liofilizados a unas condiciones
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climaticas controladas. La variacion de temperatura puede ser de hasta +2°C

mientras que para la humedad relativa se acepta un margen de trabajo de +5 %.

4. PROGRAMAS PARA LA ADQUISICION Y EL TRATAMIENTO

DE LOS DATOS

En las siguientes secciones se indican los programas empleados para la adquisicion vy el

tratamiento de los datos durante el desarrollo de esta tesis.

4.1.

4.2.

Programas para la adquisicion de los datos

IndicoPro™ version 6 (ASD Inc®, Colorado, EE. UU.), programa utilizado en el
espectrofotdmetro LabSpec 5000 VIS/NIR de ASD Inc® para el registro y la
visualizacion de los espectros.

Lyosyutelab2 (Telstar, Espana), programa utilizado en el liofilizador piloto
Lyobeta 20 de Telstar para el control y el desarrollo de ciclos de liofilizacion a
escala piloto.

Tiamo™ version 2.4 (Metrohm AG, Suiza), programa utilizado para gestionar el
registro, uso y almacenamiento de los valores de humedad de las muestras
analizadas con los instrumentos 852 Titrando y 874 Oven Sample Processor.
Lighthouse FMS-Oxygen Analyser (Lighthouse Instruments, Virginia, EE. UU.),
programa utilizado en el Headspace analyzer FMS-Oxygen para registrar y
almacenar los valores de oxigeno del headspace de los productos analizados.
UV WinLab versidon 6 (PerkinElmer Inc., Massachusetts, EE. UU.), programa
utilizado en el espectrofotdmetro UV-Visible LAMBDA 25 de PerkinElmer Inc.,

para el registro y la visualizacion de los espectros.

Programas para el tratamiento de los datos

Unscrambler® 10.5 (CAMO Analytics, Noruega), este programa incorpora un
amplio abanico de herramientas y pretratamientos quimiométricos Utiles para el
desarrollo de modelos multivariantes cuantitativos y cualitativos.

OPUS version 6.5 (Bruker Optics Inc., Massachusetts, EE. UU.), este programa
incorpora una serie de herramientas quimiométricas empleadas para el desarrollo

de modelos multivariantes cualitativos durante esta tesis.
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MATLAB® R2014a (MathWorks®, Massachusetts, EE. UU.), este programa
incorpora la posibilidad de programar distintas aplicaciones y se ha utilizado para
el calculo del limite de deteccion.

Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, Washington, EE. UU.), este
programa se ha utilizado para realizar calculos de estadistica.

Minitab® version 17 (Minitab Ltd., Pensilvania, EE. UU.), este programa se ha

utilizado para realizar calculos estadisticos.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Como se ha comentado anteriormente, el contenido de agua en un producto
farmacéutico liofilizado es un atributo de calidad, que se debe mantener bajo control
durante toda la vida util del producto. El valor inicial de este CQA depende de que se
desarrolle un correcto ciclo de liofilizacién que consiga obtener valores de humedad bajos
y homogéneos, tanto en la pastilla del producto como en el Aeadspace de éste. Para
mantener este valor invariable a lo largo del tiempo, se debe escoger el envase y las
condiciones de almacenaje adecuadas, siendo el primer factor el que tiene un mayor

impacto.!

El envase de un producto parenteral liofilizado consiste en un vial de vidrio cerrado con
un tapon de goma, que tiene la funcion de proteger el producto de agentes externos
(microorganismos, aire, humedad, luz, ...) que puedan alterar su calidad antes de su

uso.?

Segun la informacion publicada, las tres principales fuentes de humedad que pueden
afectar a la variabilidad de esta durante el tiempo de vida util del producto son:3#

-—
1. Fugas en la interfaz del cierre entre el vial @ H
y el tapon. :
(3)

2. Permeabilidad de la humedad ambiental a

través del tapén.

3. Transferencia de la humedad contenida en

el tapdn al producto.
Figura IV - 1, Esquema de las
principales fuentes de variabilidad
de humedad.

Sin embargo, como se comenta en varios estudios, las dos primeras causas (1 y 2 de la

Figura IV - 1) carecen de importancia frente a la ultima.®

El agua contenida en los tapones se debe al proceso de esterilizacién al que son
sometidos antes de su uso. Aunque estos también se pueden esterilizar por radiacion,
es mucho mas habitual tratarlos con vapor de agua en autoclaves, los cuales utilizan

ciclos en los que se varia la temperatura y la presién, para conseguir esterilizar el
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material. Este proceso conlleva una etapa posterior de secado para eliminar o reducir la

humedad introducida en el tapon.®”

En este capitulo de la tesis, el objetivo consiste en estudiar el impacto de la humedad
contenida en los tapones sobre un producto liofilizado hidrolizable, el cual ha sido
almacenado durante 6 meses en condiciones de estudio de estabilidad acelerado. Para
ello, ha sido necesario desarrollar y validar, con la rigurosidad exigida en el entorno
farmacéutico, un método analitico apto para la determinacion de la humedad residual

en los tapones.

2. MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

2.1. Muestras

2.1.1. Tapones

Los tapones utilizados en productos parenterales liofilizados tienen una forma que les
permite encajar con en el cuello del vial, cerrandolo completamente. A la vez, contienen
unos soportes laterales que les permiten estabilizarse en una posicion semicerrada
(pretaponada) y, que permite la evacuacién del vapor de agua del vial a través de una

abertura durante el ciclo de liofilizacion debida a la sublimacion.

En este estudio, se han empleado tapones grises de clorobutilo de 13 mm de diametro,

del proveedor West Pharmaceutical Services, Inc. (Pensilvania, EE. UU.).

Estos tapones han sido esterilizados utilizando el autoclave 500, descrito anteriormente.
El ciclo empleado consiste en una primera etapa de esterilizaciéon, a una temperatura de
121,5°C, seguida de una etapa de secado. En ésta, se realizan 20 pulsos de presién de
5 min/pulso, en los que se varia la presion desde 100 mbar hasta 900 mbar.
Posteriormente, se dejan los tapones, ya fuera del autoclave, bajo flujo laminar durante

un minimo de 8 h.
2.1.2. Muestras del producto H

El producto H consiste en un producto parenteral liofilizado que contiene 2 mg de API.
También incluye un excipiente empleado para aportar forma al producto (excipiente d)

y otro para ajustar el pH (excipiente ¢).
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Este producto se caracteriza por tener un contenido en sélidos muy bajo, lo que se
traduce en una pastilla muy porosa vy fragil. Se encuentra dosificado en un vial de tubo
incoloro de 3 ml, cerrado con el tapdn anteriormente descrito y capsulado con una
capsula de aluminio con tapa. La seleccion de este producto se debe a que, ademas de
tener una alta higroscopicidad, como la mayoria de liofilizados, presenta dos reacciones
de degradacion por hidrdlisis (mas informacion en la seccidn 3.3). Estas degradaciones

ayudaran a estudiar el impacto de la humedad del tapén en el producto.

Para este estudio se ha utilizado solucién de fabrica (escala industrial), aunque ha sido
liofilizada en la planta piloto en el liofilizador Lyobeta 20, con el fin de poder modificar

los tapones de los productos sin afectar a la produccion comercial.

Una vez liofilizadas, las muestras se han guardado en una camara de temperatura y
humedad controladas, a 40°C (£2°C) y 75 % (£5 %), respectivamente.

2.2. Métodos experimentales

2.2.1. Determinacion de la humedad en tapones de clorobutilo de

13 mm

La determinacion de la humedad se realiza con una valoracion culombimétrica acoplada

a un horno. Todos los detalles del método se encuentran descritos en la Tabla IV - 1.

Después de verificar la celda de valoracion, se analizan tres blancos. El primero sirve
para acondicionar todo el sistema, eliminando trazas de agua. Los otros dos permiten
determinar la humedad propia de la preparacion de muestras y del equipo; el promedio
de su valor se sustrae de las siguientes determinaciones. A continuacion, se analizan las
muestras intercalando un patron, de aproximadamente 1500 ug de agua, cada tres
muestras, para verificar la fiabilidad de los resultados. El porcentaje de recuperacion de

estos patrones se debe encontrar dentro del intervalo de 97,5-102,5 %.8

La preparacion de las muestras consiste en cortar el tapon en 12 trozos, de
aproximadamente el mismo tamafio, e introducirlos en un vial de 6 ml. Dado el alto
contenido de humedad en los tapones, se debe llenar la celda de valoracién con,
aproximadamente, 200 ml del medio de la titulacion (Columat) y debe cambiarse

después de unas 30 determinaciones para evitar colapsarlo.
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2.2.2. Determinacion de la humedad residual del producto H

La determinacidon de la humedad residual del producto H se realiza con la técnica de
valoracién Karl Fischer volumétrica, empleando un reactivo valorante de una
concentracion menor (Titrant 2) que el reactivo habitual (Titrant 5), consiguiendo asi
una mayor precision en el analisis. Para ello, se elabora una mezcla de 6 viales y se
realizan dos analisis, pesando 100 mg en cada caso, dando el valor medio de ambos

como valor final.

2.2.3. Determinacion de la concentracion y las impurezas del

producto H

La valoracién cuantitativa del API y la determinacién de impurezas del producto H se
realiza por HPLC, con un método desarrollado y validado en la empresa por el

departamento de investigacion y desarrollo.

Todos los analisis se han realizado en el departamento de control de calidad de la
empresa Reig Jofre, siguiendo lo establecido en el procedimiento analitico.’

Los andlisis se han realizado por duplicado, mezclando 8 viales para cada determinacion.

El valor medio de ambos analisis es el presentado como valor final.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Desarrollo del método

Tal y como se ha descrito en secciones anteriores, uno de los objetivos de este capitulo
es desarrollar un método analitico capaz de determinar el agua libre que se encuentra
en el tapon y que puede ser transferida al producto liofilizado, afectando a su calidad
durante su vida util. En las siguientes secciones se detallan los pasos del método

desarrollado.
3.1.1. Seleccion de la técnica

La seleccion de la técnica analitica se realizd teniendo en cuenta las caracteristicas de la
muestra y la disponibilidad instrumental. Al ser una muestra insoluble, el método
volumétrico de Karl Fischer se descartd. La alternativa, utilizar un método de secado,

era imposible debido a la carencia de los equipos adecuados, sin entrar en
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consideraciones sobre su falta de especificidad en el caso de muestras que contienen
aditivos organicos, como los tapones. Por consiguiente, se decidid utilizar el equipo de

valoracion columbimétrica de Karl Fischer acoplado a un horno.

Aungue la técnica esta disefiada para analisis de bajo contenido en agua, la utilizacién
de un tercio mas de reactivo y su substitucién cada, aproximadamente, 30 analisis,
permite su utilizacién en la determinacion de una cantidad de agua no habitual para la

técnica.
3.1.2. Preparativa de la muestra

Para determinar el contenido de humedad, se corta el tapén de 13 mm en 12 partes,
siguiendo el esquema descrito en la Figura IV - 2. Este procedimiento facilita la liberacion
del agua, reduciendo la temperatura y el tiempo de analisis.'*° La preparativa de la
muestra puede realizarse en el mismo laboratorio sin necesidad de usar una cabina de

humedad controlada.

Figura IV - 2. Esquema del procedimiento de como cortar un tapdn de 13 mm en 12 partes.

3.1.3. Seleccion de los parametros del método

Para la mayoria de los parametros del método se han mantenido los valores
recomendados por el proveedor del equipo; en la Tabla IV - 1 se pueden ver con mas

detalle.

Tabla IV - 1. Resumen de los principales parametros del método para determinar la humedad en los
tapones de clorobutilo 13 mm.

Karl Fischer Temperatura del
Técnica culombimétrico acoplado Ph 1450C
orno
a un horno
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Tiempo de Intervalo de
Hlbcacid 120 segundos recuperacion del 97,5-102,5 %
estabilizacion .
patron

Intensidad del

Deriva inicial < 20 pg/min generador 400 mA
_ Deriva relativa Corriente de
Criterio de parada (20 ug/min) polarizacién 10 pA
Tiempo de
extraccion de la 1800 segundos Flujo de nitrégeno 85 ml/min
muestra

Sin embargo, considerando las caracteristicas del producto a analizar, se modificaron los

parametros de temperatura, flujo de nitrégeno y tiempo de extraccion.

Flujo de nitrégeno: este parametro define el caudal del flujo del gas portador. En

este caso, teniendo en cuenta la experiencia previa de la compafiia, se utiliza un
flujo de 85 ml/min.

Tiempo de extraccion: este parametro define el tiempo minimo que la muestra

debe estar analizandose, independientemente de que se alcance el criterio de
parada. Se utiliza para muestras que no liberan la humedad inmediatamente,
sino que requieren un cierto tiempo. En este caso, dada la naturaleza de la
muestra, se propone como valor inicial 1800 segundos.

Temperatura: el objetivo de este método es determinar el agua que puede captar
la muestra liofilizada proveniente del tapdn, no el agua total contenida en el
mismo. Tal y como se detalla en la bibliografia, para determinar la totalidad del
agua en un tapon se debe seleccionar una temperatura superior a 300°C. Sin
embargo, para determinar el agua libre contenida en él se deben seleccionar
temperaturas entre 100°C y 1500C,7:10

En este caso, se ha seleccionado la temperatura de 145°C, debido a que es la
temperatura minima de trabajo aconsejada para el patron de agua de que se
dispone. Tener una temperatura similar entre las muestras y el patron reduce el
tiempo de analisis, puesto que no se requiere un tiempo de enfriamiento del

horno.

Este método es una propuesta, por lo que para darlo por bueno se debe validar. En el

caso de que los resultados de la validacion no cumplan con los requisitos descritos en el

protocolo de validacion, se debe volver a desarrollar el método para mejorarlo.
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3.2. Validacion del método

Antes de empezar con la validacién, y con la finalidad de determinar el intervalo de
concentracion de agua que se va a validar, se realiza el procedimiento descrito en las
secciones anteriores con muestras de distintas concentraciones de humedad. Para
determinar el contenido habitual de humedad en rutina (valor central), se han analizado
18 muestras que han seguido el ciclo de esterilizacion descrito en la seccion (2.1.1). Para
el contenido maximo de humedad (limite superior) se utilizaron 18 muestras sélo con el
ciclo de esterilizacion, sin realizar la posterior exposicion bajo el flujo laminar, y para el
limite inferior de humedad se analizaron 18 muestras que, después del ciclo de

esterilizacion, se han secado durante 48 h en una estufa a 105°C.

Limite inferior
I Valor central
I Limite superior
6 -
©
3
=)
©
o 4
o
=
E
2 -
0 [ ]

Figura IV - 3. Representacion de los resultados de los mg de agua encontrados en las 18 muestras
analizadas para cada uno de los tres limites estudiados.

Tal y como se puede observar en la Figura IV - 3, el contenido de agua en los tapones
se encuentra entre 7,5mg y 0,3 mg, con un valor en rutina antes de liofilizar de

alrededor de 4,3 mg.
3.2.1. Especificidad

Para definir la especificidad del método, en este caso, se debe asegurar que no hay
reacciones secundarias. Teniendo en cuenta que la muestra no entra en contacto con el
medio de valoracion, se evitan las posibles reacciones secundarias entre ambos. Ademas,
a 145°C, como ya se ha comentado, no se produce la degradacion de los materiales que
forman parte del tapdn, por lo que a la celda de valoracidn sélo llega agua. Esto significa

que el método es especifico para determinar este compuesto en los tapones.*?
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3.2.2. Exactitud

Para estudiar la exactitud del método, se han utilizado tapones del limite inferior, debido
a que éstos presentan un contenido de humedad mas homogéneo entre muestras
(Figura 1V - 3). A continuacién, siguiendo el procedimiento descrito en las secciones
anteriores, se han cortado los tapones en 12 partes (Figura IV - 2), mezclando los trozos
para realizar una mezcla homogénea. De esta mezcla se han separado aleatoriamente 6
trozos de la parte superior y de la parte inferior para confeccionar lo que llamaremos
muestra. Estas muestras han sido dopadas con una cantidad de patrén de agua conocida
para tener tres niveles distintos de concentracion. Estos niveles se han basado en los
analisis realizados durante el desarrollo del método.

Tabla IV - 2. Resultados del porcentaje de recuperacion (R) de los tres replicados (Rep.) de los niveles
estudiados. Donde pgr son los microgramos de agua tedricos y ge los microgramos de agua encontrados
experimentalmente.

Limite inferior Valor central Limite superior
Rep. ugr Hge R(%)  pgr HgE R (%) Hgr Mge R (%)
1 470,0 444,2 94,5 4599,0 4687,5 101,9 6593,4 6673,7 101,2
2 585,6 6109 104,3 | 4442,6 44819 100,9 6574,5 6617,2  100,6
3 483,3  504,1 104,3 | 4534,6 4602,7 101,5 | 6586,3 66834 101,5

Tal y como se puede observar en Tabla IV - 2, las recuperaciones para todos los niveles
cumplen con los criterios establecidos en la Ph.Eur., 90-110 % para el nivel inferior, y
de 97,5-102,5 % para los niveles con un mayor contenido en agua.® Con esto se confirma

que el método es exacto en todo el intervalo de concentraciones estudiado.
3.2.3. Linealidad

Para estudiar la linealidad del método se ha seguido el mismo procedimiento comentado
en el estudio de la exactitud, dopando las muestras con una cantidad de estandar

conocida, cubriendo todo el intervalo de concentraciones que se quiere validar.

Los tres niveles estudiados en la exactitud se han usado también para el estudio de la
linealidad del método. Ademas, se han afiadido otros dos niveles, realizados también por
triplicado, entre el limite inferior y el valor central (800 pug y 1000 pg de agua).
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Tabla IV - 3. Resultados de los niveles para el estudio de la linealidad. pugr son los microgramos de agua
tedricos y pge los microgramos de agua encontrados experimentalmente.

800 pg de agua 1000 pg de agua

Replicados HgT HgE HgT HgEe
1 831,4 869,7 1156,7 1188,1
2 878,9 886,2 1072,0 1127,7
3 827,4 843,9 1051,1 1097,7

Con estas muestras (Tabla IV - 2 y Tabla IV - 3) se ha calculado la recta de linealidad
descrita en la Tabla IV - 4 y Figura IV - 4. Como se puede observar, el coeficiente de
regresion es proximo a 1y la pendiente y la ordenada de origen incluye en sus intervalos
de confianza (R?) el 1 y el 0, respectivamente. Esto indica que el método es lineal en el

intervalo de concentraciones evaluado.

8000
7000 ~
3 Tabla IV - 4. Resumen de los parametros
T 5000 evaluados para determinar la linealidad del
g .
E 000 método.
&
E 3000 4
3 Parametro Valor
2000 4
1000 Pendiente 1,01+0,01
0 T T T T T T
] 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 Ordenada en el origen 16 3:|:19 3
Agua tedrica (ug) ! '
R? 0,999

Figura IV - 4. Recta de regresion del estudio de la
linealidad del método para la determinacion de la
humedad en los tapones de clorobutilo 13 mm.

3.2.4. Intervalo de linealidad

El intervalo de linealidad en el cual se ha demostrado que el método es exacto (seccion
3.2.2), lineal (seccién 3.2.3) y preciso (seccion 3.2.5) incluye los valores de agua entre
350 pug y 7500 ug. Estos datos en porcentaje equivalen a 0,05 % y 0,99 %, tomando
como valor promedio del peso de los tapones 0,76 g. Todas las muestras que se

encuentren fuera de este margen se deberan expresar como <0,05 % o >1 %.
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3.2.5. Precision

Considerando que el objetivo del método no contempla usarlo en otro laboratorio, se

han evaluado solamente los niveles de precisidn intermedia y repetibilidad.

Precisién intermedia: para evaluar este parametro y teniendo en cuenta que las

muestras no se mantienen estables en el tiempo, se ha analizado sélo la variable
analista en dos niveles de trabajo distintos. Para ello, cada analista ha analizado
6 muestras en el limite superior e inferior.

Considerando la dispersion de los resultados entre muestras, para realizar una
muestra homogénea se ha seguido el mismo procedimiento que para la exactitud

y la linealidad.

Tabla IV - 5. Resultados del porcentaje de humedad al analizar 6 muestras, en el limite superior e

inferior, por dos analistas (Al y A2).

Limite superior Limite inferior
Muestras

Al A2 Al A2

1 0,93 0,87 0,05 0,05

2 0,94 0,93 0,05 0,05

3 0,95 0,89 0,05 0,05

4 0,92 0,87 0,05 0,05

5 0,95 0,93 0,05 0,06

6 0,94 0,96 0,06 0,06
Promedio 0,94 0,91 0,05 0,05
Desviacion estandar. 0,012 0,037 0,004 0,005
RSD (%) 1,25 4,08 7,90 9,68

Para saber si hay diferencias entre analistas a los dos niveles estudiados, se
realizd un analisis de varianzas (ANOVA). En los dos limites estudiados, el valor
de Fexp €s inferior al valor de Feitica (para a = 0,05), por lo que se puede decir que
no hay diferencias significativas entre analistas.

Repetibilidad: para evaluar este parametro se ha utilizado el peor valor de
RSD (%) obtenido durante la precision intermedia (Tabla IV - 5). En este caso,
es el valor obtenido en el limite inferior por el segundo analista, con un RSD (%)
de 9,68 %.
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3.2.6. Limite de cuantificacion

En este caso, el limite de cuantificacién (LOQ) se ha calculado siguiendo el procedimiento

de la ICH Q2. Este se basa en aplicar la siguiente ecuacion:

100 Ecuacion IV - 1
LOQ = —
S
Donde S es la pendiente de la recta de linealidad, y o es la desviacién estandar de la
respuesta. Para su calculo se ha utilizado la desviacidén estandar de la ordenada en el
origen de la recta de la seccidn 3.2.3, la cual tiene un valor de 10,44. Como resultado
se obtiene como valor de LOQ de 103,3 ug de agua, que representaria un 0,01 %.

3.3. Impacto de la humedad inicial de los tapones en un producto

Una vez validado el método analitico para determinar la humedad contenida en los
tapones, se ha procedido al estudio del impacto de esta humedad en el producto H.

Durante los estudios de estabilidades de este producto se generan distintas impurezas;
dos de ellas estan directamente relacionadas con la hidrdlisis. El producto H contiene
dos grupos funcionales ésteres los cuales se pueden hidrolizar facilmente con la
presencia de agua formando grupos acido. En la Figura IV - 5 se muestra la estructura
del producto, juntamente con ambas impurezas de hidrolisis.

.0.__0O HO._ O ) O
R j ; R ?
1 1
R2 X R, R X Rs R2 X R,
,Oy R, ,O}j R, Ho}g&
R'l R5 R‘l RS R5
O O O
Producto Impureza 1 Impureza 2

Figura IV - 5. Estructura de Markush del producto H juntamente con ambas impurezas de hidrolisis, donde
X representa un grupo -N- o -CH-; y Ri-Rs representan uno de los siguientes grupos: un atomo de H, un
atomo de halégeno, un grupo alquilo pequefo o un grupo alcoxi pequefio.

Aunque ambas impurezas son producto del mismo tipo de reaccién (hidrdlisis del grupo

éster), la obtencion de la impureza 1 se encuentra favorecida frente a la impureza 2,
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debido a un menor impedimento estérico del grupo éster. Esto se ha visto confirmado
observando los resultados de estabilidades del producto y se ve reflejado en las
especificaciones de ambas impurezas. Para la impureza 1 se tiene una especificacion de
no mas de 2,5 %, en cambio para la impureza 2 la especificacion es de no mas del
0,2 %.

3.3.1. Planteamiento del experimento

Para realizar este estudio se han recogido 270 muestras del producto H fabricadas y
dosificadas en la planta industrial de Reig Jofre (antes de que fueran liofilizadas) y, se
han liofilizado en el liofilizador piloto Lyobeta20, siguiendo el mismo ciclo de liofilizacion

que en rutina.

Antes de iniciar el ciclo de liofilizacion, a la mitad de las muestras se les cambid los
tapones esterilizados por el método de rutina (en lo sucesivo se denominaran tapones
de “rutina”) por tapones que, después de la esterilizacion habitual, se han secado
durante 48 h en una estufa a 105°C (en lo sucesivo se denominaran tapones “secos”).

De esta manera, se dispone de 135 muestras para cada tipo de tapon.

Una vez terminado el ciclo, todas las muestras se colocaron en condiciones de estudio
de estabilidad acelerado (40°C y 75 % de humedad relativa) durante 6 meses,
analizando el producto cada 3 meses. En la Tabla IV - 6 se resumen los andlisis realizados

en cada punto de estabilidad.

Tabla IV - 6. Resumen de los analisis realizados al producto en cada punto de estabilidad.

Antes de

Analisis liofilizar 0 meses 3 meses 6 meses
Humedad de los tapones X X X X
Humedad del producto - X X X
Valoracién - X X X
Sustancias relacionadas - X X X

Los resultados de estos analisis, asi como su interpretacion y discusién, se encuentran

detallados en las siguientes secciones.
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3.3.2. Humedad de los tapones

En la Figura IV - 6 se pueden observar los resultados obtenidos después de analizar la

humedad de los tapones de tres muestras en los tiempos descritos en la Tabla IV - 6.

Como se puede observar en la Figura IV - 6, los tapones de rutina presentan un
porcentaje de humedad del 0,5 % antes de la liofilizacién, valor que destaca frente al

<0,05 % de los tapones secos.
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Figura IV - 6. Porcentaje de humedad que contienen los dos grupos de tapones estudiados en los puntos
de estabilidad. AL indica “antes de liofilizar”.

Durante el ciclo de liofilizacion, el agua contenida en los tapones de rutina disminuye
hasta llegar a valores entre 0,2 % - 0,3 %, mientras que los tapones secos se mantienen
sin apenas cambios. Esto indica que las condiciones del ciclo de liofilizacion tienen un

efecto critico en el valor final del contenido de humedad de los tapones.

Respecto a la evolucion del contenido de agua con el tiempo, se observa que el aumento
absoluto de humedad para ambos tipos de tapones es el mismo, un 0,3 %,
aproximadamente, 2 mg de agua. En el caso de los tapones de rutina, en 6 meses su
humedad practicamente se iguala con la que tenian antes de la liofilizacién, mientras
que en el caso de los tapones secos el aumento respecto al valor inicial ain queda por
debajo de la humedad total de los tapones de rutina a los tres meses en condiciones del

estudio de estabilidad acelerado.
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3.3.3. Degradacion del producto

Dado que el producto H presenta reacciones de hidrdlisis, una forma de evaluar el
impacto de la humedad de los tapones en el producto terminado es analizando sus

impurezas de hidrdlisis.

En la Figura IV - 7 se muestra la evolucion con el tiempo del contenido de la impureza 1
en el producto, después de realizar su analisis por duplicado en los puntos descritos en

la Tabla IV - 6.

® Rutina
v Secos

% Impureza 1

v

0 T T T
0 3 6

Tiempo (meses)

Figura IV - 7. Evolucion del porcentaje de impureza 1 con el tiempo que contiene el producto para los dos
grupos de tapones estudiados.

Como se puede observar, hay una clara relacién entre la impureza 1 y el contenido de
humedad en los tapones. Las muestras con tapones de rutina presentan un incremento
de la impureza 1 que supera la especificacién a los 6 meses. Sin embargo, para los

tapones secos, a los 6 meses sdlo llega al 0,5 %.

No obstante, el comportamiento de la impureza 2 es el opuesto al de la impureza 1. Tal
y como se puede apreciar en la Figura IV - 8, con los tapones de rutina esta impureza
llega al limite de la especificacion (0,2 %) a los 6 meses; en cambio, al utilizar los tapones
secos, esta impureza alcanza el limite de especificacién a los 3 meses y a los 6 se

encuentra fuera de especificaciones.
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Figura IV - 8. Evolucion del porcentaje de impureza 2 con el tiempo que contiene el producto para los dos
grupos de tapones estudiados.

El aumento en el contenido de impurezas se refleja en la pérdida de la concentracion del

API en el producto a lo largo del tiempo, que se muestra en la Figura IV - 9.
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Figura IV - 9. Evolucion del porcentaje de concentracion del API con el tiempo, para los dos grupos de
tapones estudiados.

Durante los 6 meses que se ha estudiado el producto, se observa una clara degradacion
de éste para ambos tipos de tapones debido a la alta temperatura de la camara. Sin
embargo, las muestras con los tapones de rutina presentan una mayor degradacion que
las de los tapones secos, lo que concuerda con la diferencia de concentraciones

observada principalmente en la impureza 1.

La produccién de las dos impurezas por hidrdlisis necesita una fuente de agua, que

puede proceder del propio producto o de la humedad del tapdn. Puesto que el aumento
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de la principal impureza es mayor en los viales con tapones de rutina, en caso de
consumirse agua del producto se deberia ver una disminucién mayor de la humedad del

producto en este tipo de muestras que en las muestras con los tapones secos.

Por este motivo, se ha estudiado la evolucion del contenido de humedad en el producto

H en los puntos descritos en la Tabla IV - 6.

La humedad inicial del producto es inferior al 1 % (~0,2 mg de agua) y disminuye con

el tiempo de manera similar para ambos tipos de tapones.
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Figura IV - 10. Evolucion del porcentaje de humedad con el tiempo que contiene el producto, para los dos
grupos de tapones estudiados.

La baja incidencia de la impureza 1 en los viales con tapones secos frente a la que se
obtiene en los viales con los tapones de rutina, y el comportamiento similar de la
humedad del producto para ambos tipos de tapones, apoyan la hipétesis de que los

tapones son la principal fuente de agua para la produccion de esta impureza.

La impureza 2 aparece con un contenido 10 veces menor que la impureza 1 debido al
impedimento estérico del grupo hidrolizado. Por lo tanto, que el aumento en las muestras
con tapones secos sea mayor que en las muestras con tapones de rutina, indica que el
mecanismo de incorporacion del agua necesaria para la reaccion es distinto, y podria
proceder de la humedad residual de la propia muestra. La relacion entre ambos
parametros no se ha observado claramente en los resultados obtenidos. Una explicacion
podria ser que, teniendo en cuenta que el incremento de la impureza 2 (en % en peso)
es muy pequeio comparado con la cantidad de agua que tiene el producto, las pequefias
variaciones causadas por esta reaccion en el contenido de humedad residual serian

insignificantes y casi indetectables.
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4. CONCLUSIONES

En este trabajo, se ha desarrollado y validado de forma satisfactoria un método analitico
basado en la valoracién culombimétrica Karl Fischer acoplada a un horno, para la

determinacion de la humedad contenida en un tapdn de clorobutilo de 13 mm.

En este caso, el desarrollo del método y del procedimiento de andlisis se han basado en
la bibliografia consultada y en las pruebas previas a la validacion del método. El método
ha sido validado en un intervalo de concentraciones de 0,05 % hasta el 1 % de humedad
en tapones de 13 mm, demostrando que en tal intervalo es un método lineal, exacto y

preciso.

Una vez desarrollado el método, se ha evaluado el impacto de la humedad contenida en
los tapones esterilizados siguiendo el procedimiento de rutina, y la de tapones con la
misma esterilizacién mas una etapa adicional de secado posterior, de 48 h a 105°C. Tal
y como se ha expuesto en los resultados, se ha observado que la humedad contenida
en los tapones de rutina varia durante el ciclo de liofilizacion, disminuyendo su valor

inicial; el proceso de liofilizacion seca el producto y también los tapones.

Ambos tapones, independientemente de la humedad inicial que presentaran, han
mostrado un comportamiento similar con el tiempo, aumentando su contenido de

humedad hasta, aproximadamente, 2 mg de agua.

La aparicion de la impureza 1 esta relacionada con la humedad procedente del tapon,
mientras que la de la impureza 2 se produciria a partir de la humedad de la muestra.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Como se ha comentado en la introduccion de la tesis, la determinacion del contenido de
humedad residual (RMC) en un producto liofilizado se considera un atributo critico de la
calidad (CQA). La cuantificacion de este atributo aporta informacién sobre cémo se ha
desarrollado el ciclo de liofilizacion y sobre la evolucién de la calidad del producto durante

su vida util.

En la determinacion de este CQA en los lotes de rutina solo se analizan unas pocas
muestras para obtener un Unico resultado que se extrapola al resto del lote. Para poder
realizar esta aproximacion, se debe estudiar la homogeneidad de este atributo durante
la validacidon del proceso de fabricacion (PPQ, siglas del inglés Process Performance
Qualification), tanto en un lote (dentro de la camara del liofilizador) como entre distintos
lotes v liofilizadores.?

Para el estudio de la homogeneidad de RMC se realiza un muestreo extensivo del lote,
por lo que, si se utilizan métodos clasicos, como la valoracion por Karl Fischer, se requiere
mucho tiempo y aumenta el impacto econdmico y medioambiental del proceso de
validacion. Teniendo en cuenta estos factores, la espectroscopia NIR y el desarrollo de
un modelo cuantitativo para la determinacion de este CQA se presenta como una

alternativa interesante.3

En este apartado, se detallan las diferentes etapas realizadas (Figura V - 1) para el
desarrollo de un modelo multivariante, basado en la espectroscopia NIR, con el objetivo
de cuantificar el RMC de un producto liofilizado, asi como su aplicacion en el estudio de
homogeneidad de este CQA en los lotes de PPQ.

. , Desarrollo Validacion s
Método de Estudio de Aplicacion del
referencia > viabilidad > del rl\’l"f[flelo > del :['\rlﬁjelo > modelo NIR

Figura V - 1. Esquema de la estructura seguida durante el desarrollo de este capitulo.
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2. MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

2.1. Muestras

Las muestras estudiadas en este aparatado consisten en un producto parenteral
liofilizado, por temas de confidencialidad el nombre de éste debe permanecer en el

anonimato, por lo que sera denominado producto N.

El producto N consiste en un medicamento que se administra por via intravenosa y una
vez liofilizado tiene un aspecto de polvo blanco o casi blanco. Este producto lleva
fabricandose en la compaiia desde hace mas de 10 afios. Sin embargo, en 2018 se
decidid realizar varios cambios en el proceso de fabricaciéon (cambio de vial y
modificacion de los parametros del ciclo de liofilizacidon, entre otros) que llevaron a
realizar una nueva validacién de proceso. El nuevo producto se presenta envasado en
un vial incoloro de tubo de 10 ml, con un tapon de clorobutilo de 20 mm de diametro y

una capsula de aluminio con tapa. Tabla V - 1 muestra la composicion cualitativa de este

producto.
Tabla V - 1. Composicién del Producto N.
Compuesto Funcion®*>
API Compuesto activo que proporciona eficacia al medicamento.
Manitol Compuesto con propiedades de carga, que tiene la funcion de incrementar el
contenido de solidos totales de la formulacién.
Excipiente 1 Compuesto con propiedades quelantes, que t_|<lane la funcidn de estabilizar el
producto en solucion.

Excipiente 2 Compuesto empleado para ajustar el pH de la solucion.

Agua Solvente.

Nitrégeno Gas neutro empleado para desplazar el oxigeno presente en la solucion y

utilizado para la composicion del hAeadspace del producto final.

Debido a los cambios en el proceso de fabricacion y al posterior registro y aprobacion
del dosier del producto N, su produccién en rutina no ha estado disponible durante la
realizacion de esta tesis. Esto ha implicado que no se dispusieran de lotes industriales
de rutina durante el desarrollo del modelo NIR. Con el fin de poder incorporar la
variabilidad de los lotes industriales al modelo NIR, se han incluido muestras procedentes
del lote previo a la validacion del proceso (lote de ingenieria); tanto en su desarrollo

como en su validacion.
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Para cubrir el intervalo de concentraciones de RMC necesario, se ha utilizado solucion
de lotes de planta del producto precedente y se han liofilizado en el liofilizador piloto
LB20. Este liofilizador dispone de un extractor de muestras, que permite extraerlas
durante el ciclo de liofilizacién (final del secado primario y durante el secado secundario)

para obtener muestras con distintos RMC.

2.2. Método de referencia

El método analitico empleado para la cuantificacion del agua del producto N, anterior a
la validacion del proceso del 2018, consistia en realizar una mezcla de 6 muestras bajo
una lampara infrarroja y realizar dos determinaciones de dicha mezcla. La técnica

empleada para este analisis era la valoracién volumétrica de Karl Fischer.

Este procedimiento requeria una gran manipulaciéon de una muestra muy higroscopica,
por lo que se elevaba la dispersion de los resultados. Por ello, se realizd el desarrollo y
la validacion de un nuevo método analitico para cuantificar el RMC que permitiera reducir
el impacto de la manipulacién. Este método se utilizd como método de referencia para
el desarrollo del modelo NIR. En la Tabla V - 2 se encuentran resumidas las principales

caracteristicas y parametros del método.

Tabla V - 2. Parametros y caracteristicas del método de referencia del producto N para la cuantificaciéon

del RMC.
Karl Fischer Temperatura horno
Técnica Culombimétrico acoplado para muestras y 800C
a un horno blancos

qulppo_ ] 30 segundos Temperatlllra horno 1450C
estabilizacion para estandares
Deriva inicial < 20 pg/min Intensidad del 400 mA
generador
Criterio de parada Deriva relgtlva Corrle_nte_c’:le 10 pA
(5 pg/min) polarizacion
Tiempo de
extraccion de la 400 segundos Flujo del nitrégeno 90 ml/min
muestra

El procedimiento se inicia con el analisis de tres blancos. El primero de ellos permite
acondicionar todo el sistema, eliminando las trazas de agua que pueda haber. Los otros
dos, permiten determinar la humedad propia de la preparacion de muestras y del equipo;
el promedio de su valor se sustrae a las siguientes determinaciones. A continuacion, se

procede al analisis de las muestras, intercalando un patrén, de aproximadamente 560 ug
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de agua, cada tres muestras para verificar la fiabilidad de los resultados. El porcentaje

de recuperacion de estos patrones, se debe encontrar dentro del intervalo 90 — 110 %.°

Todas las muestras (blancos y estandares inclusive) se deben preparar en una cabina
de humedad controlada (humedad relativa inferior al 10 %) para reducir la manipulacién

de la muestra.

Este método se validd siguiendo el procedimiento descrito en la ICH Q2(R1), y en la

Tabla V - 3 se pueden ver los resultados obtenidos.’

Tabla V - 3. Resultados de la validacion del método analitico de referencia para la determinacion de agua
en el producto N.

Parametro Descripcion del procedimiento

Con los resultados obtenidos de realizar una rampa de temperatura y un
Especificidad analisis termogravimétrico, se ha concluido que ha 80°C el producto no se
degrada y se puede extraer toda el agua de la muestra.

La linealidad se ha evaluado con 8 puntos distribuidos en el intervalo de
concentracion. Los resultados demuestran que el método es lineal con un
R? del 0,999 y un pendiente y ordenada de origen préximasa 1y 0,
respectivamente.

Linealidad

El intervalo en que cual se ha demostrado que el método es lineal, exacto y

Intervalo de linealidad preciso es de 240 g a 5260 pg.

La exactitud se ha evaluado en 5 puntos de concentracion, comparando el
valor obtenido con el método en validacion con el resultado de la
valoracion volumétrica de Karl Fischer. Los resultados demuestran que el
método es exacto en el intervalo de concentraciones estudiado.

Exactitud

La precision intermedia se ha evaluado realizando un ANOVA con los
Precision intermedia factores dia y analista, obteniendo que ninguno de ellos era significativo
para a = 0,05.

La repetibilidad se ha evaluado estudiando los 6 replicados analizados por
analista y dia de la precision intermedia. EI RSD (%) obtenido es del 15 %,
por lo que teniendo en cuenta que el producto tiene menos de 1 mg de
agua se acepta el valor y se puede concluir que el método es repetible.

Repetibilidad

;. e s El limite cuantificacion, calculado con la recta obtenida en la linealidad, es
Limite de cuantificacion de 99,6 ug

Para evaluar la robustez del método se han realizado pequefias variaciones
Robustez en los parametros de temperatura y de flujo de nitrégeno, sin observar un
impacto significativo en los resultados de las muestras.

Durante la validacion del método, se calculd el error estandar de laboratorio (SEL). Para
ello se utilizaron los 24 valores de la precisiéon intermedia y se calculd su desviacién

estandar, obteniendo un valor de SEL igual a 0,22 %.
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2.3. Adquisicion de los espectros

Los espectros de las muestras utilizadas en este apartado se han registrado empleando
el espectrofotometro NIR Labspec5000 descrito anteriormente, siguiendo las
conclusiones extraidas del estudio de viabilidad del modelo NIR que se describe en la

seccion 1.3.1.

El procedimiento consiste en colocar la parte inferior del vial encima de la entrada de luz
del accesorio ASD Muglight, intentando cubrir el maximo de superficie del haz de luz.
Para cada muestra, se debe registrar su espectro por triplicado, realizando una rotacién

de 1200° entre cada uno, sin necesidad de apartar la muestra de la fuente de luz.

Previamente al desarrollo o aplicacion del modelo, los tres espectros registrados por cada
muestra se pasan a unidades de absorbancia. Después de aplicar el pretratamiento los
tres espectros de cada muestra se promedian con el fin de tener sélo un espectro por

muestra.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis de viabilidad del método

Previamente al desarrollo del modelo cuantitativo NIR, siguiendo las recomendaciones

de la EMA, se ha realizado un analisis de viabilidad de la aplicaciéon del método NIR.®

Una de las opciones que se proponen en la guia de la EMA es ejecutar un analisis de
riesgos que permita identificar, evaluar y controlar aquellos parametros que puedan
tener influencia, tanto en el desarrollo, como en la validacion del modelo NIR. En esta
tesis se ha utilizado el analisis modal de fallos y efectos (FMEA, siglas del inglés Failure
Mode and Effects Analysis) para realizar el analisis de riesgos.

El FMEA consiste en realizar una evaluacion inicial analizando las posibles formas en que
pueden fallar los diferentes parametros estudiados. Seguidamente, se estudian
diferentes acciones para reducir o mitigar el impacto de estos fallos potenciales en el
desarrollo y validacion del modelo NIR.?

Para determinar que parametro se clasifica como un riesgo y debe ser evaluado, se
calcula el nimero de prioridad de riesgo (RPN, siglas del inglés Risk Priority Number).
Este valor se obtiene de multiplicar la severidad del posible fallo, por la probabilidad de
que ocurra, por la facilidad de detectarlo. Si el valor de esta operacién se encuentra por
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debajo de un umbral, se considera que ese parametro no constituye un riesgo, si por el
contrario se encuentra por encima debe evaluarse para tratar de mitigar o reducir su
impacto. El valor maximo que se puede obtener en el RPN es de 1000, por lo que el

umbral elegido ha sido del 2 %, es decir, 20 puntos.

- Severidad. La severidad o gravedad de un fallo, abreviada como S, se ha

clasificado en 3 niveles, descritos en la Tabla V - 4.

Tabla V - 4. Clasificacion de los niveles de la severidad utilizados.

Definicion de la

severidad del fallo Consecuencia del fallo a este nivel de severidad Puntuacion
Ninguno No tiene ningln efecto relevante en el desarrollo del modelo. 1
Bajo Tiene un efecto relevante en el desarrollo del modelo. 5
Alto Tiene un efecto muy relevante en el desarrollo del modelo. 10

- Probabilidad. La probabilidad de que se produzca un fallo, abreviada como P, se
puede puntuar con valores del 1 al 10, definidos en la Tabla V - 5.

- Deteccidn. La facilidad con la que se puede detectar si el fallo se ha producido o
no, abreviada como D, se puede puntuar con valores del 1 al 10, definidos en la
Tabla V - 5.

Tabla V - 5. Definicién y clasificacion de la probabilidad y deteccién de un fallo.

Probabilidad del fallo Deteccion del fallo Puntuacién
Improbable Seguro 1
Muy baja Muy alta 2
Baja Alta 3
Ocasional Altamente moderada 4
Posible Moderada 5
Frecuente Baja 6
Muy frecuente Muy baja 7
Comun Remota 8
Alta Muy remota 9
Muy alta Casi imposible 10

La seleccion previa de qué parametros se debian introducir en el analisis de riesgos se

realizé empleando un diagrama de Ishikawa, también conocido como diagrama de espina
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de pez (Figura V - 2). Cada una de estas espinas representan las etapas que intervienen

en el proceso de registro del espectro, las cuales se desglosan en los diferentes

parametros que pueden tener un efecto sobre la sefial.

. Registro
icacio Ambiente
Fabricacion espectro
\ Modo de registro \
Ciclo de liofilizacion Luz ambiental Mal funciongmiento
del equipo
Vibraciones Duracién del analisis
Origen de las muestras NO de replicados
Humedad atmosférica

Presentacion

\ \ Posicién de la muestra\
> SENAL NIR
/ Pretratamientos /
Idoneidad del método
Intervalo del espectro
Estabilizacion muestra
/ Tiempo entre métodos Calibracion /
E de | t ,
Spesor ce 'a muesTs Evaluacion del modelo/
i Fiabilidad de los i
Variaciones fisicas resultados Validacion del modelo
/

£ /
Muestra Método (_je Desarrollo
referencia del modelo

Figura V - 2. Diagrama de Ishikawa empleado para identificar los principales pardametros que podrian
afectar al desarrollo del modelo NIR alterando la sefial del espectro.

Teniendo en cuenta esta organizacion se ha realizado el FMEA de esos parametros,

dividiendo cada una de las etapas en una tabla individual (Tabla V - 6 a Tabla V - 11).
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Tabla V - 6. Andlisis de riesgo asociado a la fabricacion de la muestra.

Fabricacion

Parametros Modo de fallo potencial Efecto del potencialfallo S P D I_!lc::s_go Acciones de mitigacion S Ru_esgo
inicial residual
El ciclo de liofilizacion usado
Se produciria el colapso de para la produccion de las
las muestras variando la muestras debe encontrarse
Ciclo de El ciclo no es adecuado estructura de éstas. La dentro del espacio de disefio de
By s P 10 7 3 A . . 7 10 10
liofilizacidn para liofilizar el producto N. pérdida de estructura éste. Solo se variara la duracion
aumentaria la variabilidad de las etapas de secado con el
del espectro entre muestras. fin de obtener muestras con
distintos valores de RMC.
Las mue_str_a?s produ_<:|das El modelo NIR no predeciria Dado que el producto_ no se
con el liofilizador piloto encuentra en produccion. La
. A correctamente las muestras L - -
Origen de las presentan una variabilidad ) ; - variabilidad industrial se
. industriales debidoaqueel 10 8 2 . . 10 10
muestras en el espectro diferente al modelo no contiene su incorporara usando muestras del
de las muestras A~ lote de ingenieria del proceso de
- . variabilidad. e
industriales. validacion.
Tabla V - 7. Andlisis de riesgos asociados a las condiciones ambientales durante el registro del espectro.
Ambiente
Parametros Modo de fallo potencial Efecto del potencialfallo S P D I_m_es_go Acciones de mitigacion S ngsgo
inicial residual
. . . El espectro NIR podria Los espectros se deben
Cambios en la intensidad o . - . .
. . mostrar cambios debido a las registrarse con la luz encendida
Luz ambiental el tipo de luz en el lugar de - - 10 3 1 10 10
diferencias entre las

. ara proporcionar una luz
registro de los espectros. para prop

condiciones de la luz. ambiental constante.
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Ambiente
Parametros Modo de fallo potencial Efecto del potencialfallo S P D |.2|95_go Acciones de mitigacion S P R'e.SQO
inicial residual
Vibraciones no controladas  El ruido del espectro podria co|olzcla?jzzeg:gi;ﬁ;o&eg:aesga ata
Vibraciones durante el registro de los incrementaracausadelas 10 5 1 - na poy 10 1 1 10
. - fijada para reducir las
espectros. vibraciones. ; . o
vibraciones al minimo.
La humedad relativa del
La humedad de la muestra laboratorio se mantiene
Trabajar con una humedad podria verse afgctada cons_tante y baja durante el
Humedad - observando cambios en el registro de los espectros.
. atmosférica elevada y no . 10 3 1 . 10 1 1 10
atmosférica espectro debido a la Ademas, las muestras se
controlada. =
absorcion de trazas de encuentran capsuladas para
humedad. minimizar la entrada de
humedad atmosférica.
Tabla V - 8. Andlisis de riesgos asociados al registro del espectro.
Registro espectro
Parametros Modo de fallo potencial Efecto del potencialfallo S P D I_!u_es_go Acciones de mitigacion S P Rn_asgo
inicial residual
Segun la literatura, el modo de
reflectancia es idéneo para
. Los espectros no serian muestras sélidas. Ademas,
N El modo de registro por - .
Modo de registro: . representativos, lo que considerando que la luz del NIR
- reflectancia no es adecuado p . 10 5 5 : 10 1 1 10
reflectancia para la muestra afectaria a la exactitud y puede profundizar unos 2-3 mm

precision del modelo.

en la muestra, la reflectancia
permite el registro del espectro
directo.10

153



DETERMINACION DE LA HUMEDAD RESIDUAL EN UN PRODUCTO LIOFILIZADO

Registro espectro

Parametros

Modo de fallo potencial

Efecto del potencialfallo S P D

Mal
funcionamiento
del equipo

Mal funcionamiento del
espectrofotdmetro NIR
debido a factores externos
o internos.

Los espectros realizados
tendrian valores erréneos en
su totalidad o en diferentes 10 3 2
regiones dependiendo del
tipo de fallo.

Duracion del

La exposicion prolongada

La superficie de la muestra
escaneada podria variar su
contenido de humedad o

P de la muestra sobre el haz . - 0o 7 1
analisis i incrementar sus impurezas
de luz calienta la muestra. .
observando variaciones en el
espectro.
, Algunos de los replicados . ,
Numero de 9 P El espectro promedio estaria
. no son representativos de 10 7 2
replicados sesgado.

la muestra.

Posicion de la
muestra

La colocacién de las
muestras sobre el accesorio
no es repetitiva y no se
cubre la maxima superficie
del haz de luz.

Los niveles de error del
modelo aumentarian debido
alas variacionesde lalinea 10 4 4
base y/o aumentaria el ruido
del espectro.

Riesgo
inicial

Acciones de mitigacion

Riesgo
residual

Diariamente se debe verificar el
correcto funcionamiento del
espectrofotdmetro NIR
siguiendo las directrices
regulatorias.112

10

10

Se necesita mas informacion
para determinar el efecto de la
exposicion prolongada de la
muestra frente al haz de luz
para definir las acciones de
mitigacion y calcular el riesgo
residual.

Por
definir

Para poder detectar espectros

anomalos entre replicados, se

deben registrar tres espectros
por cada muestra.

10

10

Se necesita mas informacion
para determinar el efecto de la
posicion de la muestra frente al

haz de luz para definir las
acciones de mitigacion y calcular
el riesgo residual.

Por
definir
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Tabla V - 9. Andlisis de riesgos asociados a la muestra.

Muestra
. . . Riesgo . e s Riesgo
Parametros Modo de fallo potencial Efecto del potencial fallo S rlesg Acciones de mitigacion S >S9
inicial residual
. Los replicados de los -
La pastilla del producto P , Esta variabilidad en el aspecto de
. espectros no serian .
presenta una superficie o ; la muestra es algo propio del
Aspecto de la ) repetitivos o0 aumentaria el O
irregular (rotura en . 10 proceso de fabricacion, por lo 10 10
muestra -~ scaterring de los espectros - .
multiples trozos o polvo en - gue se debe introducir en el
o . aportando una variabilidad
la parte inferior del vial). modelo.
extra a estas muestras.
El cristal del vial no es Las bandas de absorcion Siempre se utilizara el mismo tipo
Calidad optica transparente a la luz NIR,  del cristal podrian interferir de vial. Por lo que se debe incluir
c . 10 . 10 10
S del cristal mostrando un espectro de con el espectro del esta variabilidad dentro del
2 absorcion. producto N. modelo.
c
Q N ,
3] Esta variacion podria
o modificar la homogeneidad
del agua en la muestra o Se necesita mas informacion para
La temperatura de la . e .
s aumentar la migracion de determinar el efecto de la
Temperatura muestra durante el analisis
la humedad de los tapones temperatura de la muestra
de la muestra no es constante o se . A Por
) a la muestra. Estos flujos 10 durante el analisis en el espectro - -
durante el encuentra por encima de la ; . . definir
o podrian afectar a la NIR para definir las acciones de
analisis temperatura recomendada . . N .
- o intensidad de las bandas mitigacion y calcular el riesgo
de almacenamiento (25°C). )
del agua o aumentar el residual.
error entre el modelo y el
método de referencia.
Se introduciria una
o Las muestras son variabilidad en el espectro, Se necesita mas informacion
Estabilizacion de la inestables y no se que causaria un 10 para determinar el efecto de la - Por
muestra mantienen constantes con  incremento en el error del estabilidad de la muestra durante definir

el tiempo.

modelo. Por ejemplo, el
cambio de la

el tiempo para definir las
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Variaciones fisicas

Muestra
. . . Riesgo . e s Riesgo
Parametros Modo de fallo potencial Efecto del potencialfallo S P ~1esg Acciones de mitigacion S >S9
inicial residual
concentracion de la acciones de mitigacion y calcular
humedad entre el el riesgo residual.
espectro y el analisis del
método de referencia.
La pastilla del producto no  Aumentaria la variabilidad . L L,
: Se necesita mas informacion
es lo suficiente compacta o entre espectros de .
el espesor no es el diferentes puntos de una para determinar el efecto del Por
Espesor de la muestra - - 10 4 3 espesor de la muestra para - - -
adecuado para evitar que misma muestra y entre T - SR definir
e - . definir las acciones de mitigacion
la luz no sea transmitida a  distintas muestras, debido . .
. L ~ y calcular el riesgo residual.
traves de la muestra. a una pérdida de sefial.
Se necesita mas informacion
Diferencias entre para determinar si hay presencia
. Presencia de polimorfismo  espectros causadas por las de polimorfos en la muestra, Por
Polimorfismo o . - 10 3 3 i - - "
en el producto liofilizado. diferencias entre los para definir las acciones de definir
polimorfos de la muestra. mitigacion y calcular el riesgo
residual.
Teniendo en cuenta que la
formacion de los cristales
durante la congelacion es la
. . ~ La variacién en el tamarfio causa de la diferencia entre el
o Diferencias en el tamafio , , o~ ; ’
Tamano ; de las particulas afectaria tamafo de particulas y que éste
, de las particulas en el 10 5 3 B 10 1 10
particulas al espectro aumentando el es un fendmeno espontaneo e

producto liofilizado.

scattering. incontrolable, la mitigacion del
riesgo se basa en incorporar
muestras del maximo ndmero de

lotes posible.
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analisis con el

Muestra
Parametros Modo de fallo potencial Efecto del potencialfallo S P B'?S.go Acciones de mitigacion S P R'e.SQO
inicial residual
Incoherencias entre los Se necesita mas informacion
. para determinar si el agua se
valores obtenidos con los o
. El agua no se encuentra . encuentra distribuida
Homogeneidad S0 espectros NIR y el método . Por
distribuida de forma - 10 5 1 homogéneamente en la muestra -
del agua . de referencia, causando . . definir
homogenea en la muestra. - para definir las acciones de
una falta de exactitud del IR ;
mitigacion y calcular el riesgo
modelo. )
residual.
Tabla V - 10. Analisis de riesgos asociados al método de referencia.
Método de referencia
Parametros Modo de fallo potencial Efecto del potencialfallo S P I_!u_es_go Acciones de mitigacion S P Rn_asgo
inicial residual
. . . Previamente al desarrollo del
El método de referencia no  Los valores de referencia no modelo NIR se ha estudiado
Idoneidad del es el idéneo para seran los correctos causando o . y
. . . 10 4 4 modificado el método de 10 1 10
metodo cuantificar la humedad del un error en la exactitud del ;
roducto modelo referencia para asegurar su
P ' . idoneidad (2.2).
i . Se necesita mas informacion
Tiempo entre el . . Los valores de referencia no .
- El tiempo transcurrido ; - para determinar el efecto del
registro del . serian relacionables con el - ;
entre el registro del tiempo entre el registro del
espectro NIR y el P espectro tomado de la e Por
espectro y el analisis con el , 10 5 6 espectro y el analisis con el - - .
muestra, lo que causaria un definir

método de
referencia

método de referencia no es
representativo.

error en la exactitud del
modelo.

método de referencia para definir
las acciones de mitigacion y
calcular el riesgo residual.
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Método de referencia

Parametros Modo de fallo potencial Efecto del potencialfallo S P D I_ll(_as_go Acciones de mitigacion S P Ru_esgo
inicial residual
. Para asegurar la fiabilidad de los
Los valores de referencia -
. , resultados previamente al
N Los resultados del método podrian no ser correctos, lo
Fiabilidad de los - ; desarrollo del modelo NIR se
de referencia no son que causaria un error en la 10 6 4 S 10 1 10
resultados . . L lleva a cabo la validacién del
fiables. exactitud y precision del ? f .
modelo NIR. metodo de referencia
(Tabla V - 3).
Tabla V - 11. Analisis de riesgos asociados al desarrollo del modelo.
Desarrollo del modelo
Parametros Modo de fallo potencial Efecto del potencialfallo S P B'?S.go Acciones de mitigacion S P ngsgo
inicial residual
Se estudiaran distintos
Al aplicar los pretratamientos y
pretratamientos, se El modelo NIR final combinaciones de éstos con los
. produce un aumento del ; . espectros del producto N,
Pretratamientos . e o presentaria una baja 10 5 1 X 10 1 10
ruido o modificacion de las - L comparandolos entre ellos. Este
. . capacidad predictiva.
diferencias entre muestras proceso es una etapa del
con distinto RMC. proceso de desarrollo de un
modelo multivariante.
El intervalo de longitudes Se debe incluir como minimo la
de onda considerado para El modelo NIR final banda de mayor intensidad del
Intervalo de , .
- desarrollar el modelo no presentaria una mala agua en el intervalo de
longitudes de . : 10 5 1 - 10 1 10
onda incluye las bandas exactitud, robustez y una longitudes de onda del modelo

principales del agua o no
es adecuado.

NIR y debe justificarse el
escogido.

baja capacidad predictiva.
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Desarrollo del modelo

Parametros

Modo de fallo potencial

Efecto del potencial fallo

Riesgo

S P P Acciones de mitigacion S
inicial

Calibracion

Las muestras del conjunto

de calibracion no incluyen

la variabilidad de los lotes
industriales.

Durante la validacion del
modelo NIR se observarian
unos altos residuales en
muestras industriales y una
baja capacidad predictiva.

Riesgo
residual

Es necesario incluir muestras
que cubran todo el intervalo de
RMC estudiado, asi como
muestras industriales para
incorporar esta variabilidad al
modelo final.

10 5 1

Evaluacion del
modelo

El conjunto de evaluacién
no cubre toda la
variabilidad ni el intervalo
de RMC estudiado.

Durante la validacion del
modelo se observarian
varianzas residuales altas al
igual que el RMSEP.

10

Se debe usar un conjunto de
muestras que cubra toda la
variabilidad estudiada. Si no se
disponen de suficientes
muestras con estas
caracteristicas, se debe plantear
la opcidn de utilizar técnicas de
validacion cruzada.

10 5 1

Validacion del
modelo

Las muestras del conjunto
de validacién se han usado
durante la calibracion o no
incluyen toda la
variabilidad posible.

El modelo NIR final tendria

una validacién poco robusta

y el modelo presentaria una
mala capacidad predictiva
con muestras de rutina.

10

Las muestras del conjunto de
validacion deben ser
representativas a las muestras
que se van a encontrar en rutina
e incluir la maxima variabilidad
posible.

10 5 1

10
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De acuerdo con los resultados obtenidos con el FMEA, hay ocho parametros que
requieren de informacién experimental para poder definir las acciones de mitigacion
pertinentes y calcular su riesgo residual final. A continuacion, se describe cémo se ha

obtenido esta informacidn, tanto el planteamiento como los resultados y conclusiones.

- Duracién del andlisis: dependiendo de cdmo se realicen los replicados de la

muestra: consecutivos o retirando la muestra después de registrar cada espectro,
el tiempo de exposicidn frente a la fuente de luz puede variar.

El impacto de esta exposicion prolongada se ha estudiado comparando los
espectros de dos muestras registradas con ambos procedimientos. Primero,
extrayendo la muestra de la luz y luego prolongando la exposicidn. Este ultimo
procedimiento se ha repetido 5 veces, retirando la muestra de la fuente de luz
después de realizar los triplicados, para ver si el impacto de la exposicion

prolongada se intensificaba al reanalizar la muestra.
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-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5

PC 1 (97%)

Figura V - 3. Representacion de las dos primeras componentes principales (PC) (99 % de la
variabilidad total) de los espectros NIR de las dos muestras estudiadas. Los espectros se han
pretratado mediante SNV en el intervalo de longitudes de onda de 1100 nm a 2500 nm.

Como se puede observar en la Figura V - 3, los espectros quedan agrupados en
dos grupos, correspondientes a cada una de las muestras. Dentro de estas
agrupaciones, los espectros realizados con ambos procedimientos no muestran
ninguna agrupacion, ni se observa ninguna tendencia entre los analisis repetidos
con exposicién prolongada.

Gracias a esta informacion, se puede concluir que la exposicidon prolongada de la

muestra durante el registro de los espectros no tiene un impacto en la senal NIR.
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Posicién de la muestra durante el registro del espectro: dado que el diametro del

vial de la muestra es mas pequefio que el de la ventana de la fuente de luz, la

posicion de la muestra puede variar entre replicados y entre muestras.
A B C D E
Figura V - 4. Representacion de las cinco posiciones de medida estudiadas. Visto desde arriba, el

circulo negro representa el accesorio Muglight, el circulo naranja representa la ventana de la fuente
de luz y el circulo verde el vial de la muestra.

El impacto de esta variacion en la posicion de la muestra en el registro del
espectro se ha estudiado analizado 3 muestras en 5 posiciones distintas

(Figura V - 4) y comparado los espectros obtenidos.
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Figura V - 5. Representacion de las dos primeras PC de los espectros de las tres muestras
estudiadas (89 % de la variabilidad total). Pretratamiento previo de los espectros con SNV, en el
intervalo de longitudes de onda de 1100 nm a 2500 nm.

Como se puede observar en la Figura V - 5, los espectros quedan agrupados en
dos grupos, debido a que dos muestras presentan una concentracién de agua
similar. Dentro de estos grupos se observa como las posiciones A y D tienden a
diferenciarse de las otras. Sin embargo, dado que las diferencias entre los
replicados de una misma posicion son mayores que las diferencias observadas
entre estas dos posiciones, se puede concluir que no hay diferencias entre

posiciones.
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Gracias a esta informacion, se puede deducir que, siempre que la muestra se
encuentre dentro de la ventana del haz de luz, pequenas variaciones en la
posicion no tienen ningln efecto apreciable en el espectro.

Temperatura de la muestra: dependiendo de la temperatura del producto

durante el analisis de la muestra la migracidon del agua podria variar afectando al
registro del espectro final. Para estudiar si este factor tiene un impacto en la
sefial NIR, se han registrado los espectros de 3 muestras, después de almacenar

cada una de ellas durante 1 hora, a diferentes temperaturas (20°C, 25°C y 30°C).
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Figura V - 6. Representacion de las dos primeras PC de los espectros de las 3 muestras estudiadas
(99 % de la variabilidad total). Los espectros se han pretratado con SNV en el intervalo de
longitudes de onda de 1100 nm a 2500 nm.

Tal y como se puede observar en la Figura 'V - 6, los espectros realizados se
agrupan en 3 grupos, los cuales estan relacionados con las 3 muestras. Dentro
de cada grupo no se observa ninguna distribucion debida a la temperatura.

Con esta informacion se puede concluir que cambios en la temperatura de las
muestras, debidos a la variacion de la temperatura que pueda ocurrir en el
ambiente de trabajo, de 20°C a 30°C, no tiene un impacto en el espectro final
de las mismas.

Estabilidad de la muestra: se ha estudiado si los espectros NIR registrados

mostraban variaciones a lo largo del tiempo. Para ello, se ha registrado el
espectro de 3 muestras, desde el final del ciclo de liofilizacién hasta un mes

después, recogiendo 23 lecturas de éstas.
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Figura V - 7. Representacion de las dos primeras PC de las 3 muestras estudiadas (91 % de la
variabilidad total). Los espectros se han pretratado con un SNV, en el intervalo de longitudes de
onda de 1100 nm a 2500 nm.

Al realizar un PCA de los espectros (Figura V - 7), los /loadings de la PC1 la
relacionan con el contenido de agua (banda de 1940 nm). Dos de las muestras
tienen espectros practicamente idénticos y la tercera algo mas distinto debido a
un contenido de RMC superior. Sin embargo, la evolucion a lo largo del tiempo
de las tres muestras sigue el mismo patrén, un aumento no constante del
contenido de humedad, que se estabiliza a los 25 dias después de terminar el
ciclo de liofilizacién. A partir de este tiempo desaparece la tendencia y la
dispersion entre los espectros es aleatoria.

Este incremento en la humedad residual del producto puede ser debido a una
redistribucion de la humedad en el interior del vial después del ciclo de liofilizacion
(humedad proveniente del tapdn o redistribucion interior de la pastilla).

Transmisién de la luz: dependiendo de la porosidad y el espesor de la muestra,

la luz NIR puede transmitirse a través de la pastilla y no reflejarse, causando una
pérdida de sefal. Para estudiar este efecto en el producto N, se ha escaneado el
espectro de una muestra y posteriormente se ha vuelto a registrar el espectro de
ésta, pero anadiendo una fina capa de poliestireno en la parte superior de la

pastilla.
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Muestra
Muestra + poliestireno
Poliestireno

'2 T T T T T T T
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Figura V - 8. Espectros obtenidos de analizar la muestra, el poliestireno y la muestra con
poliestireno. Los espectros se han pretratado mediante SNV en el intervalo de longitudes de onda
de 1100 nm a 2500 nm.

Como se puede observar en la Figura V - 8, el espectro de la muestra con la fina
capa de poliestireno en la pastilla no muestra ninguno de los picos caracteristicos
del poliestireno. Esta ausencia de picos del poliestireno indica que la luz NIR no
ha llegado a ser transmitida a través de la pastilla y que, por lo tanto, la porosidad
y espesor de la muestra es suficiente para que no la atraviese el haz de luz y no
haya pérdida de la senal.

Polimorfismo: la presencia de polimorfos en una muestra puede variar la sefal
de los espectros NIR. Como se ha descrito en la TablaV - 1, el producto N
contiene manitol, el cual presenta una forma polimdrfica llamada hemihidrato.
Este polimorfo es metaestable y desproporciona a &-manitol, por lo que la
presencia de éste podria afectar y variar la sefal del espectro NIR.!*'> Para
determinar la presencia de esta forma, se han registrado los difractogramas de
dos muestras, una justo el dia después de terminar el ciclo y la otra después de

un mes de terminar el ciclo.
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Intersity (errts)

1500 |

I

NIV |

Pl |

hos ol
= M“""r-"w"w“w' Wiy

1000 |

=

O
A .J( MK f\_J\_,“/\\_A_J\ﬁw #qp\ o]

T T T T T T T T T T
5 2 10 12 14 10 ] = 22 24 26 28 0 3
2theta (9

Figura V - 9. Difractogramas de una muestra recién fabricada (en verde) y de una fabricada un
mes antes (en morado). En naranja se puede ver el difractograma de un patréon de manitol
hemihidrato.

Como se puede observar en la Figura V - 9, ambas muestras tienen el mismo
patron de picos intensos y éstos no coinciden con los picos caracteristicos del
hemihidrato. Esto indica que las muestras tienen una parte amorfa y otra
cristalina, pero que no hay presencia de hemihidrato, por lo que no hay efecto
en el espectro NIR.

Distribucion del agua en la muestra: dependiendo de la distribucion del agua en

la pastilla, el espectro podria verse afectado. Para estudiar codmo se distribuye el
agua en la pastilla del producto N, se han analizado 3 muestras con diferente
contenido de agua y del mismo lote. El procedimiento ha consistido en registrar
el espectro de las muestras en pastilla y, posteriormente, el de la pastilla
desmoronada, es decir, del polvo final.
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Figura V - 10. Representacion de las dos primeras PC (95 % de la variabilidad total) de los
espectros de las 3 muestras estudiadas. El pretratamiento realizado consiste en un SNV en el
intervalo de longitudes de onda de 1100 nm a 2500 nm.
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Figura V - 11. Representacion de los /oadings de PC 1y PC 2.

Como se puede observar en las Figura V - 10, la PC 1 agrupa las muestras por
su contenido de agua (Figura V - 11), mientras que la PC 2 agrupa las muestras
por el aspecto fisico de la pastilla. Los /oadings de PC 1 muestran que estan
claramente relacionados con la banda principal del agua a 1940 nm, mientras
que los de PC 2 no estan relacionados con las bandas de agua (Figura V - 11).
Se puede concluir que el agua esta distribuida de forma homogénea dentro de la
pastilla del producto N.

Tiempo entre el registro del espectro NIR y el andlisis de la muestra con el

método de referencia: como se ha visto anteriormente, el espectro de la muestra

varia durante el primer mes, sobre todo la banda de absorcion asociada al agua.
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Por ello, las muestras a las que se les registre el espectro durante ese periodo
deberan ser analizadas el mismo dia con el método de referencia. Para las
muestras con un tiempo de vida mayor al anterior, se ha estudiado el tiempo
maximo que puede transcurrir entre la obtencion del espectro y la determinacion
de agua por el método de referencia. Para ello, se ha registrado el espectro de 4

muestras, fabricadas dos meses atras, durante 15 dias consecutivos.
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Figura V - 12. Representacion de las dos primeras PC (92 % de la variabilidad total) de los
espectros de las 4 muestras estudiadas. El pretratamiento realizado consiste en un SNV en el
intervalo de longitudes de onda de 1100 nm a 2500 nm.

Los espectros de las muestras analizadas no muestran cambios sistematicos con
el tiempo durante los 15 dias del estudio (Figura V - 12). Por lo que, una vez ha
pasado el periodo de los 25 dias desde la produccidon de la muestra, el tiempo
entre el registro del espectro y el andlisis con el método de referencia puede

llegar a ser hasta 15 dias como maximo.

Con esta informacion se recalcula el valor obtenido de estos parametros en el FMEA
(Tabla 'V - 12).
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Tabla V - 12. Andlisis de riesgo de los parametros cuyo riesgo residual no se habia podido definir inicialmente.

Parametros I_!lt_es_go Acciones de mitigacion S ngsgo
inicial residual
Con la informacion obtenida, se puede decir que el procedimiento de adquisicion del espectro
Duracién del analisis (retirando la muestra después de cada registro o no) no tiene un impacto en éste. Por lo que la 10 10
exposicion prolongada durante 5 analisis no supone un riesgo.
. Con la informacion obtenida, se ha observado que la posicidon de la muestra (siempre que ésta se
Posicion de la muestra - - 10 10
encuentre dentro de la ventana de luz) no tiene un impacto en el espectro.
Temperatura de la muestra Con la informacion obtenida, se ha observado que la muestra puede permanecer hasta 1 h a una 10 10
P temperatura entre 20°C a 30°C sin observarse ningln efecto en el espectro.
Con la informacion obtenida, se ha observado que durante los 25 primeros dias el espectro de la
S muestra no es estable, y va aumentando su humedad. Para mitigar este riesgo se propone analizar
Estabilizacion de la muestra - . , , 10 10
todas las muestras una vez han transcurrido estos primeros 25 dias, para asi obtener una menor
variabilidad en el RMC.
Con la informacién obtenida, se ha observado que el espesor y porosidad del producto N es suficiente
Espesor de la muestra para evitar que la luz no sea transmitida a través de la muestra. Por lo que no hay ningun efectoen el 10 10
espectro.
9 Polimorfismo Con la informacion obtenida, se ha observado que el polimorfismo no es un riesgo para el espectro del 10 10
S 2 producto N.
©
G O
eI . . R
S . Con la informacion obtenida, se ha observado que el agua se encuentra distribuida de forma
> Homogeneidad agua h . . o, 10 10
omogeénea dentro de la pastilla del producto N, por lo que no hay ningun efecto en el espectro.
. . Con la informacion obtenida, se puede decir que el tiempo entre el registro del espectro NIR y el
Tiempo entre el registro del g . - . - o )
e analisis de la muestra con el método de referencia, se debera hacer el mismo dia si ha transcurrido
espectro NIR y el analisis con 10 10

menos de 25 dias desde su fabricacion, mientras que, si la muestra tiene mas de 25 dias, la diferencia

el método de referencia - . , .
de tiempo entre los métodos puede ser de 15 dias, como maximo.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se puede concluir que se puede desarrollar un
modelo cuantitativo NIR para determinar el valor de humedad residual del producto N.
Sin embargo, se tienen que considerar las mitigaciones propuestas, con especial atencién

a los siguientes parametros:

- Si el tiempo transcurrido entre la finalizacion del ciclo y el registro del espectro
es menor a 25 dias, el andlisis por el método de referencia debera hacerse el
mismo dia que se ha obtenido el espectro.

- Si el tiempo transcurrido entre la finalizacidon del ciclo y el registro del espectro
es mayor a 25 dias, el andlisis por el método de la referencia puede hacerse en

periodo inferior a 15 dias.

3.2. Objetivo del modelo

Teniendo en cuenta la informacion aportada en la seccién anterior, y como se ha
comentado en la introduccidn, el primer paso para desarrollar un modelo multivariante

es definir su objetivo.

El modelo en cuestidn se desarrollara para determinar el contenido de agua residual en
el producto N descrito en la seccién 2.1. Dado que en un producto liodilizado el agua se
trata como una impureza, segun las guias ICH el intervalo de concentracion a cubrir va
desde el minimo posible de RMC hasta el 120 % de la especificacion de este CQA, que
en este caso es un 5 %. El uso de aplicacién del modelo se limita a la determinacién de

este parametro en muestras de liberacion.

3.3. Desarrollo del modelo cuantitativo NIR

El conjunto de muestras utilizado para la calibracién del modelo (conjunto de muestras
de calibracién) consta de un total de 142 muestras, provenientes de 10 lotes diferentes

preparados en la planta piloto y de un lote industrial.

Tal y como se puede observar en la FiguraV - 13, las 142 muestras se encuentran
distribuidas en el intervalo de RMC comprendido entre 0,36 % y 3,93 %. Esto no cubre
las expectativas del objetivo de llegar hasta el 120 % de la especificacion, debido a que
no se consiguieron producir muestras con esta cantidad de agua, pero el limite superior

de RMC cubre las necesidades para el histdrico del producto a liberacion.
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Figura V - 13. Histograma del RMC (%) de las 142 muestras utilizadas para desarrollar el modelo NIR.

El modelo desarrollado se ha construido utilizando el método de PLSR, utilizando
validacién cruzada como método de evaluacion del modelo, con 7 segmentos de 20
muestras cada uno, tomados de forma aleatoria. La seleccidn de los pretratamientos e

intervalos de longitudes de onda se ha ido realizando de manera iterativa.

En primer lugar, utilizando la totalidad del intervalo del espectro (1100 nm a 2500 nm)
se han evaluado diferentes pretratamientos y combinaciones de éstos para realizar una
primera seleccién de los que consiguen un modelo mas simple y con un menor valor de
RMSECV. Las derivadas se han calculado con el método de Savitzky-Golay, con un
polinomio de orden dos y 11 puntos de ventana movil. Los resultados se muestran en la
Tabla V - 13.

Tabla V - 13. Evaluacion de los diferentes pretratamientos y sus combinaciones en el intervalo de
1100 nm a 2500 nm. 1Der y 2Der son las abreviaciones de primera y segunda derivada. R?, pendiente y
ordenada de origen se refieren a la recta de la concentracién de humedad calculada para cada muestra

por validacion cruzada, frente a la concentracion encontrada por el método de referencia.

ta::?::;s fa'\::::r‘:s RMSEC RMSECV R? Pendiente  Sesgo ord:r'i‘;:: de
SNV 4 0,076 0084 0991 0,990 9,27E-05 0,022
1Der 4 0120 0129 0980 0,981 6,82E-04 0,043
2Der 6 0,07 0162 0968 0953  -1,81E-03 0,100
SNV+1Der 4 0073 0082 0992 0,991 4,60E-04 0,021
SNV+2Der 6 0097 015 0971 0,959 9,66E-04 0,092
1Der+SNV 4 0070 0077 0993 0,992 2,13E-04 0,018
2Der+SNV 6 0,09 015 0973 0963  -4,05E-03 0,077
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Como se puede observar en la Tabla V - 13, el uso de Unicamente la primera o segunda
derivada de Savitzky-Golay proporciona peores resultados que utilizar Unicamente SNV
o la combinacién de SNV y 12 derivada. El uso de la segunda derivada en combinacién

con SNV proporciona los modelos mas complejos y con peores resultados.

Los mejores pretratamientos se han evaluado en tres intervalos de longitudes de onda

diferentes, comentados a continuacion:

- Intervalo A: este intervalo es el estudiado en la Tabla V - 13, desde 1100 nm
hasta 2500 nm, es decir, todo el espectro NIR de la muestra. Permite detectar
mas facilmente muestras andmalas, pero también incluye mas ruido en el
modelo.

- Intervalo B: va desde 1350 nm hasta 2350 nm eliminando los extremos del
espectro, ya que son las zonas que presentan mas ruido. Incluye las dos bandas
mas intensas del agua situadas a 1450 nm y 1940 nm.

- Intervalo C: este intervalo de longitudes de onda recorta el anterior eliminando
la zona del espectro en la que se realiza el cambio de detector. Consiste en dos
tramos que cubren desde 1350 nm hasta 1750 nm y desde 1850 nm hasta

2350 nm, respectivamente.

Los resultados obtenidos de aplicar los pretratamientos seleccionados a los intervalos B

y C, junto con el de todo el espectro (intervalo A) se resumen en la Tabla V - 14.

Tabla V - 14. Evaluacion de la aplicacién de los pretratamientos seleccionadas a los diferentes intervalos
de longitudes de onda (I). R?, pendiente y ordenada de origen se refieren a la recta de la concentracion
de humedad calculada para cada muestra por validaciéon cruzada, frente a la concentracion encontrada por
el método de referencia.

1 t::ig:t'o faNc::r:S RMSEC RMSECV R? Pendiente  Sesgo g;d:r'i‘;::
SNV 4 0,076 0084 0991 099  927E-05 0,022
A SNV+iDer 4 0073 0082 0992 0991  460E-04 0,021
1Der+SNV 4 0070 0077 0993 0992  2,13E-04 0,018
SNV 3 0079 008 0991 099  -816E-04 0,021
B SNV+iDer 3 009 0094 098 0987  -4,65E-04 0,027
1Der+SNV 3 0,097 0,103 0987 0988  -547E-04 0,026
SNV 3 0085 0097 0988 0992  -2,35E-03 0,016
- SNV+1Der 3 009 0095 098 0987  480E-04 0,029

171



DETERMINACION DE LA HUMEDAD RESIDUAL EN UN PRODUCTO LIOFILIZADO

1 Pretra-  N%de oucrc RMSECV R’ Pendiente  Sesgo  Ordenada
tamiento factores de origen
1Der+SNV 3 0,100 0,106 0,986 0,987 -1,42E-03 0,028

Como se puede observar en la Tabla V - 14, todos los modelos desarrollados en el
intervalo A requieren un factor mas que los intervalos B y C. Respecto a los intervalos B
y C, las diferencias entre pretratamientos son minimas, aunque el modelo desarrollado
Unicamente con SNV como pretratamiento es el que presenta los mejores resultados en
ambos casos. La utilizacion de 12 Derivada mas SNV en el espectro completo presenta
valores casi iguales de RMSECV y de los parametros de la recta que la utilizacion
Unicamente de SNV con un componente mas, por lo que se ha escogido el pretratamiento
de SNV en el intervalo B para desarrollar el modelo final.

Se ha estudiado si, para el modelo elegido, existia alguna muestra andémala en el

conjunto de calibracion que pudiera influenciar en los resultados obtenidos.
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Figura V - 14, Grafico de varianzas en los espectros (X) y en las concentraciones (Y) del primer factor del
modelo. Las muestras en rojo son andmalas en el espectro, y la verde presenta un valor anémalo en el
valor de referencia.

Tal y como se puede observar en la Figura V - 14, de las 142 muestras del conjunto de
calibracion, dos presentan un valor de la varianza en los datos de los espectros NIR (X)
mucho mayores que el resto de muestras (muestras en rojo), por lo que se han
considerado outliers en los espectros y se han eliminado del conjunto de muestras de
calibracién. En la misma figura, se observa que una muestra con una varianza en las X
similar al resto presenta una varianza en las concentraciones (Y) mucho mayor a las

demas (muestra en verde). Esto indica que esta muestra seguramente presente un error
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en el valor obtenido en el método de referencia, por lo que se considera también como

una outlier.

El nimero dptimo de factores, 3, se ha escogido como el necesario para que el error de
la validacion cruzada (RMSECV) y la varianza explicada de Y se estabilicen
(Figura V - 15).
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Figura V - 15. A la izquierda se puede observar la variacion del valor de RMSECV en funcion del nimero
de factores del modelo, mientras que a la derecha se observa el aumento del porcentaje de la varianza
explicada de Y en funcion de los factores del modelo.
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Figura V - 16. Recta de calibracion del modelo NIR, con los valores de la pendiente, ordenada en el origen,
sesgo y R2,

En la Figura V - 16 se muestra, para el conjunto de muestras de calibracién, el valor de
RMC calculado por validacion cruzada con el modelo, frente a los valores de referencia.
Tanto la pendiente como la ordenada en el origen incluyen, respectivamente, los valores

de 1y 0 en su intervalo de confianza. El sesgo no es estadisticamente significativo (el
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valor de la probabilidad de la prueba ¢ a un nivel de significaciéon del 95 %, es de 0,750),
lo que permite concluir que no hay ningun error sistematico en el modelo. Ademas, el
valor de R? es muy proximo a 1 (0,996), lo que indica que los datos de calibracion tienen
una buena habilidad predictiva. La linealidad de la recta se ha comprobado evaluando
estadisticamente la falta de ajuste de la recta; éste ha dado un valor de probabilidad de
0,086 para a = 0,05.

En la siguiente tabla se puede ver un resumen del modelo desarrollado y que se validara

en la siguiente seccién.

Tabla V - 15. Resumen de los principales pardametros del modelo NIR desarrollado.

Parametro Resultado Parametro Resultado
N° de muestras 139 RMSEC 0,077
Muestras industriales 9 RMSECV 0,084
Intervalo de RMC (%) 0,36 a 3,93 R2 0,996

Intervalo de longitudes 1350 nm a 2350 nm Pendiente 0,9910,016

Pretratamiento SNV Ordenada de origen 0,017+0,038

N° de factores PLSR 3 Sesgo -2,29E-03

% varianza explicada 99,14 Test de linealidad Lineal

deY

3.4. Validacion del modelo cuantitativo

Para validar el modelo cuantitativo NIR se ha utilizado un conjunto de 84 muestras,
independientes del empleado durante el desarrollo del modelo. Estas muestras provienen

de 4 lotes diferentes preparados en la planta piloto y de un lote industrial.

Tal y como se puede observar en la FiguraV - 17, las 84 muestras se encuentran
distribuidas en el intervalo de RMC comprendido entre 0,37 % y 3,78 %, cubriendo de
esta manera todo el intervalo de concentraciones del modelo a validar (0,36 % a
3,93 %). En las siguientes secciones se comentan los parametros evaluados durante la

validacion del modelo.
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Figura V - 17. Histograma del RMC (%) de las 84 muestras utilizadas para validar el modelo cuantitativo

3.4.1.Especificidad

La especificidad del modelo para asegurar que el agua es la propiedad modelada se ha

realizado evaluando los /oadings y los scores del modelo.
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Figura V - 18. A la derecha se puede observar los /oadings del primer factor del modelo PLSR, con un
maximo en la banda de mayor intensidad del agua, y a la izquierda el grafico de los scores, donde se puede
observar que el factor 1 esta relacionado con el contenido de RMC (%).

Tal y como se observa en Figura V - 18, los /oadings con un mayor peso en el factor 1,
que explica el 98 % de la variabilidad en Y, se observan en las longitudes de onda
relacionadas con la banda de mayor intensidad del agua (1940 nm). A la izquierda en la
misma figura, se observa como las muestras quedan distribuidas a lo largo del factor 1
seguin su concentracion de RMC (%).
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Durante la prediccidon de las muestras del conjunto de validacién no se detectdé ninguna
muestra andmala y los espectros de las muestras quedaron proyectados en el modelo,

formando un Unico grupo.
3.4.2.Linealidad

Para evaluar este parametro se ha realizado un andlisis de regresién de los valores de
RMC calculados con el modelo NIR, frente a los valores obtenidos con el método de

referencia, para las 84 muestras descritas anteriormente.

Tabla V - 16. Resumen de los parametros evaluados para determinar la linealidad del modelo.

R2 Pendiente Ordenada en el origen Sesgo  Probabilidad de la falta de ajuste

0,990 1,017+0,020 0,010+0,037 0,037 0,342

Como se puede observar en Tabla V - 16, el valor del coeficiente de determinacion es
préximo a 1 y, tanto la pendiente como la ordenada en el origen incluyen en sus
intervalos de confianza el 1 y el 0, respectivamente. Referente a la falta de ajuste, el
valor de probabilidad obtenido en la prueba ¢ es superior al 0,05, por lo que no se
considera estadisticamente significativo, demostrando asi la linealidad del intervalo de

concentraciones del modelo.
3.4.3.Intervalo de linealidad

El intervalo de linealidad en el cual se ha demostrado que el modelo es lineal (seccion
3.4.2), exacto (seccién 3.4.4) y preciso (seccion 3.4.5) comprende entre 0,37 % vy
3,93 %. Por lo que cualquier valor fuera del intervalo comentado debera expresarse

como <0,37 % o >3,93 % sin indicar el valor numérico.
3.4.4.Exactitud

Desde el valor minimo de RMC al maximo, se ha tomado aleatoriamente una muestra a
intervalos de 0,1 %; en total 25 muestras. Se ha realizado una prueba ¢ de muestras
apareadas, comparando la concentracion calculada con el modelo NIR y la encontrada
con el método de referencia, para un nivel de confianza del 95 %. El valor obtenido para
la t experimental ha sido de 1,721, menor que el valor de la ¢ critica bilateral (2,064).
Esto indica que no hay diferencias significativas entre ambos métodos.

El valor de RMSEP obtenido en el calculo de la linealidad, con 84 muestras, es de 0,086,
un valor similar a los obtenidos por el RMSEC (0,077) y RMSECV (0,084) obtenidos para
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el conjunto de calibracién (Tabla V - 15) y al valor del SEL del método de referencia

(0,22 descrito en la seccion 1.2.2). Ademas, este valor del RMSEP cumple con el criterio

propuesto en la guia de la EMA sobre modelos NIR donde se comenta que el RMSEP

debe ser menor o igual a 1,4 por el SEL.8

3.4.5.

Precision

Teniendo en cuenta que el objetivo del modelo no contempla su uso en otro laboratorio,

se han

evaluado solamente los niveles de precision intermedia y repetibilidad.

Precisién intermedia: para evaluar este parametro se han utilizado 2 muestras

una de un lote producido en la planta piloto y otra del lote industrial. Las muestras
han sido analizadas 6 veces por dos analistas y en dos dias distintos
(Tabla V - 17).

Tabla V - 17. Precision intermedia. Resultados del RMC (%) calculados por el modelo al reanalizar ambas

muestras 6 veces en dos dias distintos y por dos analistas distintos (Al y A2).

Muestra laboratorio Muestra industrial
Dia1 Dia 2 Dia1 Dia 2
Rep. Al A2 Al A2 Al A2 Al A2
1 1,53 1,50 1,50 1,50 1,90 1,91 1,91 1,91
2 1,49 1,46 1,47 1,48 1,87 1,82 1,89 1,88
3 1,48 1,46 1,48 1,47 1,87 1,83 1,87 1,86
4 1,49 1,46 1,47 1,47 1,85 1,85 1,86 1,85
5 1,48 1,46 1,46 1,46 1,89 1,83 1,85 1,85
6 1,47 1,47 1,46 1,46 1,84 1,82 1,84 1,84
Promedio 1,49 1,47 1,47 1,47 1,87 1,87 1,84 1,87
Des. Est. 0,021 0,016 0,015 0,015 0,023 0,026 0,034 0,026
RSD (%) 1,41 1,09 1,02 1,02 1,22 1,39 1,87 1,39

Para saber si hay diferencias entre las variables dias, analistas o la interaccion
entre ambos se realiza un ANOVA de dos factores. Los resultados, resumidos en
la Tabla V - 18, muestran que el valor de la probabilidad es superior a 0,05 en
todos los casos, al igual que la Fexp<Feritica, pOr 10 que se puede decir que no hay

diferencias entre las variables estudiadas.
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Tabla V - 18. Resultados de la ANOVA de dos factores de las dos muestras estudiadas.

Muestra laboratorio Muestra industrial

Parametro estadistico
Probabilidad Fexp Feritica Probabilidad Fexp Feritica

Dia 0,409 0,710 0,349 0,921
Analista 0,133 2,449 4,351 0,176 1,968 4,351
Interaccion 0,133 2,449 0,349 0,921

- Repetibilidad: para evaluar este parametro se ha utilizado el mejor y el peor
resultado de 6 repeticiones obtenidas durante la precision intermedia en un
mismo dia y analista (Tabla V - 17). Los valores de RSD (%) minimos y maximos

para la repetibilidad del modelo son de 1,02 % y 1,87 % respectivamente.
3.4.6.Limite de deteccion y cuantificacion

Teniendo en cuenta que la aplicacion final de este modelo es en el ambito farmacéutico
y siguiendo las normativas que rigen sobre este sector, se ha considerado como limite
de deteccidén y cuantificacién el valor minimo obtenido durante el desarrollo y la

validacion del modelo. Por lo que se puede considerar como LOD y LOQ 0,36 %.'¢

Sin embargo, considerando el estudio realizado por G. Clua-Palau etal, estos
resultados, aunque son validos desde un punto de vista regulatorio, no son realistas
desde la perspectiva académica.!” Dado el doble caracter industrial-académico de este
trabajo, se han calculado tanto el LOD como el LOQ empleando la aproximacion
multivariante presentada por Allegrini y Olivieri (Tabla V - 19). Esta aproximacion se
basa en la estimacion de un limite de deteccién multivariable expresado como un
intervalo de LOD (LODmin Y LODmax), que depende de la variabilidad de las muestras de
calibracion en el hiperplano de n-dimensiones. Esta aproximacion también considera los
errores de medida en las variables independientes en modelos de regresion PLS. De este
modo, el intervalo LOD se convierte en un parametro que caracteriza el modelo de

calibracién PLS general, y no cada muestra en particular.

Tabla V - 19. Valores del LOQ y LOD calculados segun la aproximacion multivariante presentada por
Allegrini y Olivieri.

LOQ LoD

LOQmin. LOQméx. LODnmin. LODmax.

0,21 % 0,34 % 0,07 % 0,11 %
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3.4.7.Robustez

Aunque los parametros que podian afectar a la sefial NIR ya han sido evaluados y
mitigados durante el estudio de viabilidad, el estudio de la robustez se ha planteado
llevar a cabo evaluando los resultados obtenidos de los lotes en rutina cuando estén

disponibles.
3.4.8.Conclusiones de la validacion del modelo

Teniendo en cuenta los resultados de las secciones anteriores, se puede concluir que el
modelo descrito en la TablaV - 15 es valido para cuantificar el contenido de agua
residual en el producto N. La validacion del modelo se ha realizado siguiendo las
directrices de las distintas agencias reguladoras del sector farmacéutico, dando conforme
en todos los parametros evaluados, por lo que puede ser utilizado para aplicaciones

dentro de Reig Jofre. En la siguiente seccion se menciona una de estas.”16

3.5. Aplicacion del modelo

Tal y como se ha comentado en secciones anteriores, la principal aplicacion del modelo
NIR desarrollado consiste en analizar las muestras de los lotes de PPQ del producto N,
con el propdsito de estudiar la homogeneidad del RMC, tanto dentro de un mismo lote,

como entre distintos lotes y liofilizadores.

Con el fin de poder evaluar este CQA, el nUmero de muestras escogido para analizar se
ha basado en la ISO-3951-1:2012, con un nivel de inspeccion II, para una inspeccion
normal para un tamafio del lote de 46875 viales.!® Para poder cumplir con este valor, se
han estudiado 5 posiciones de cada piso del liofilizador, adquiriendo 6 muestras por cada

posicion (la descripcion de las posiciones se puede ver en la Figura V - 19).

Durante la prediccién no se detectd ninguna muestra andmala y los espectros de las
muestras de los tres lotes de PPQ quedaron proyectados en el centro del modelo,
formando un Unico grupo, indicando que la variabilidad industrial esta incluida en el

modelo.
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Figura V - 19. Esquema de las posiciones estudiadas para los dos liofilizadores utilizados para la validacion
del proceso del producto N.

En la Tabla V - 20 se puede ver un resumen estadistico de los resultados calculados con

el modelo de estos tres lotes.

Tabla V - 20. Estadistica descriptiva de los valores del mapeo obtenidos con el modelo y valores del
método de referencia del lote.

Lote Liofilizador mE:s‘Ij:as Media es?é;sc.lar Minimo Maximo X:I:(’; es?é;sc.lar
Lote 1 Edw 2 420 0,80 0,14 0,53 1,54 0,70 0,03
Lote 2 Edw 1 300 0,93 0,16 0,59 1,45 0,80 0,15
Lote 3 Edw 2 420 0,84 0,14 0,62 1,54 0,70 0,09

Como se puede observar, todos los valores obtenidos son inferiores a la especificacion
maxima del producto (5 %) y los valores obtenidos con el método de referencia se

encentran en todos los casos, dentro del intervalo obtenido por el método NIR.

Para estudiar la homogeneidad de los liofilizadores, se realizd un ANOVA entre los
distintos lotes, obteniendo un valor de probabilidad <0,001 inferior al 0,05. Esto indica
que hay diferencias estadisticas significativas entre los lotes. Como se puede observar
en lase Figura V - 20, los lotes 1 y 3 presentan un valor medio de humedad menor que
el del lote 2. Esto se puede deber a que estos dos lotes fueron liofilizados en el liofilizador
Edw 2, el cual es mas nuevo y como indican los resultados, tiene una mayor capacidad

de secado que el liofilizador Edw 1.
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Figura V - 20. Grafico de cajas de los tres lotes, en los que se puede observar la media (linea central de
las cajas), el 1° cuartil representado con la parte inferior de las cajas y el 3° cuartil representado por la
parte superior de estas. En rojo se pueden observar las muestras anomalas.

Puesto que los lotes no son estadisticamente iguales entre ellos, la evaluacidon entre
pisos y posiciones se ha realizado de forma individual. El estudio de la distribucién de la
humedad en cada uno de los lotes, por la prueba de Kolmogorov-Smirnov, indica que
siguen una distribucién no normal, por lo que se realizé una transformacion de Box-Cox
para su normalizacion y un ANOVA de dos vias en cada lote. Por la falta de
homogeneidad de varianzas, se realizd la prueba de Kruskall-Wallis para el factor “piso”

y el factor “posicion”, que equivale a un analisis de varianza no paramétrico.

En los tres lotes, se hallé que el valor de la humedad media en alguno de los pisos era
distinto al del resto, mientras que Unicamente en el lote 1 se encontraron diferencias en

el valor de la humedad en alguna de las posiciones del mismo piso.

Teniendo en cuenta que todos los valores cumplen con la especificacion, se ha decidido
realizar una representacion 3D de los liofilizadores para evaluar cualitativamente si existe
algun patron sistematico en la posicidon de las muestras relacionada con el contenido de

humedad que se muestra en los graficos de cajas.
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Figura V - 21. Distribucién 3D de las muestras del mapeo dentro del liofilizador del lote 1, clasificadas por
colores dependiendo de en qué cuartil se encuentren. Q1 y Q3 indican los cuartiles 1y 3,
respectivamente.

Lote 3
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Fuera de los limites

Figura V - 22. Distribucion 3D de las muestras del mapeo dentro del liofilizador del lote 3, clasificadas por
colores dependiendo de en qué cuartil se encuentren. Q1 y Q3 indican los cuartiles 1 y 3, respectivamente.

Como se puede observar en la Figura V - 21 y Figura V - 22, los dos lotes liofilizados en
el Edw 2 muestran una distribucidn aleatoria de las muestras en los distintos cuartiles y
no se observa que las muestras que se encuentran fuera de los limites estén localizadas
en unos pisos o posiciones concretas del liofilizador. Esto indica que el proceso de

liofilizacidn es suficientemente homogéneo dentro de la camara.
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Figura V - 23. Distribucién 3D de las muestras del mapeo dentro del liofilizador del lote 2, clasificadas por
colores dependiendo de en qué cuartil se encuentren. Q1 y Q3 indican los cuartiles 1 y 3, respectivamente.

Como se puede observar en la Figura V - 23, el Unico lote liofilizado en el Edw 1 muestra
una distribucion de las muestras clasificadas por cuartiles con una leve tendencia de
agrupacion de las muestras mas secas (<Q1) en los pisos 1-6 y de las muestras mas
humedas (>Q3) en los pisos 7-10. Sin embargo, dado que solo se dispone de un lote y
que en la mayoria de los pisos hay muestras de los distintos cuartiles, el proceso de

liofilizacion es también suficientemente homogéneo.

4. CONCLUSIONES

En este trabajo, se ha desarrollado y validado de forma satisfactoria un modelo
cuantitativo NIR que permite calcular la humedad residual del producto N a liberacion,
utilizando PLSR.

Previamente, se ha evaluado el riesgo en el desarrollo del modelo empleando un analisis
modal de fallos y efectos. De este andlisis se han detectado dos riesgos potenciales
proponiendo dos acciones de mitigacién para solventarlos y evitar que tengan un

impacto en el proceso.

Los espectros de los replicados de cada muestra se han promediado y tratado con un
pretratamiento de SNV en el intervalo de longitudes de onda de 1350 nm a 2350 nm. Se
han utilizado 139 muestras en el conjunto de calibracién y se ha utilizado el método de

validacién cruzada para optimizar y evaluar el modelo con 3 factores PLSR.
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El modelo se ha validado con 84 muestras independientes de las de calibracion y
distribuidas en el intervalo de concentraciones de 0,37 % a 3,78 %. Los resultados de
la validacion son conformes en todos los parametros, con un valor de RMSEC de 0,077
y un RMSEP de 0,086.

Este modelo se ha aplicado en el ambito industrial para evaluar la homogeneidad del
proceso de liofilizacién. Para ello se ha calculado el valor de RMC de 1140 muestras y se

han evaluado las diferencias entre lotes y dentro de un mismo lote.

Aunqgue todos los resultados analizados se encontraron dentro de la especificacion
(<5 %), al realizar un ANOVA entre lotes se observaron diferencias significativas entre
las muestras provenientes de ambos liofilizadores industriales (Edw 1 y Edw 2), con una
menor humedad residual media en el liofilizador adquirido mas recientemente. En el
estudio de cada lote para evaluar las diferencias entre pisos y posiciones, se han
observado diferencias significativas en los resultados de RMC de algun piso respecto al
resto, aunque Unicamente en uno de los lotes habia diferencias en el secado en una de
las posiciones respecto a las otras. A pesar de ello, no se observa una sistematica que

relacione pisos y posiciones concretas con el secado en el liofilizador.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Un elevado contenido de humedad o de oxigeno son las principales causas que pueden
afectar a la estabilidad de los productos farmacéuticos. En capitulos anteriores, se ha
comentado la influencia de la humedad en los productos liofilizados y se han desarrollado

métodos para su determinacion; en este capitulo, se estudia el impacto del oxigeno.

Las formulaciones de productos farmacéuticos liofilizados que contienen biomoléculas o
moléculas organicas de gran tamafio acostumbran a presentar una alta sensibilidad al
oxigeno. Esto puede tener algunos efectos negativos en la calidad del producto final, por
ejemplo, una disminucidn de la eficacia, la formacién de subproductos de incluso alta
toxicidad o el cambio de coloracién del producto.'? Para proteger estas formulaciones,
la concentracion de gas debe ser disminuida antes de concluir el ciclo de liofilizacion y
de cerrar los viales. Por esta razén, en el caso de productos parenterales liofilizados, se
cierran los viales directamente con una baja presidn en su interior (correspondiente a la
presion del secado secundario) o se introduce en la cdmara de liofilizacion una atmosfera
inerte (ausencia de vapor de agua y oxigeno) para realizar una rotura parcial del vacio.
De esta manera, se controla la composicion del Aeadspace de los viales de todo el lote,

reduciendo al minimo la presencia de oxigeno.3*

Para mantener estas condiciones de atmdsfera inerte a lo largo del tiempo es importante
escoger un buen acondicionado (vial, tapon y capsula), haciendo el sistema impermeable
a la entrada de aire del exterior. A pesar de esto, existe la posibilidad de que la atmdsfera
inerte del producto se vea afectada, como cuando se producen fugas debidas a un
defecto en el material o a cualquier problema durante el cierre del vial. El primer caso
implica un flujo constante de gases hacia el interior del producto, mientras que el
segundo se acostumbra a solventar con el cierre mediante el capsulado del vial,

manteniendo su hermeticidad y esterilidad.>”

Una forma no destructiva de cuantificar la concentracion de oxigeno presente en el
headspace de los productos, y saber si se ha mantenido o no el ambiente de atmdsfera
inerte, es utilizar la espectroscopia laser TDLAS-FMS. Durante la validacion del proceso
de fabricacion, se puede comprobar el contenido de oxigeno mediante un muestreo
extensivo que puede llegar a ser de cientos de viales. Aunque es una medida sencilla,

requiere un esfuerzo de tiempo y personal.
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Aunque cumpla con todas las especificaciones, el producto liofilizado que se estudia en
este capitulo puede mostrar una coloracion rosada debida a la presencia de oxigeno. A
lo largo del tiempo, esta coloracion puede aumentar, pudiendo aparecer en una misma
caja viales con distinta coloracion del producto. La aparicién del color en el sélido sugiere
que se puede intentar relacionar la concentracion de oxigeno en el vial con medidas
espectroscdpicas de la coloracion del producto liofilizado. En este trabajo, se estudia la
posibilidad de aprovechar la informacién contenida en el espectro visible-NIR, que se
registra para la determinacién el contenido de humedad residual del sélido liofilizado,
para relacionarla con el contenido de oxigeno en el headspace. De esta manera, con un
mismo espectro se puede obtener el doble de informacion, con la consiguiente reduccion

del tiempo de analisis.®®

El objetivo final del estudio es el desarrollo de un modelo que, a partir del espectro
visible-NIR, permita saber qué productos pueden desarrollar una mayor coloraciéon con
el tiempo, con el fin de evitar tener muestras con distinto tono de color y homogenizar

el aspecto del lote.

2. MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

2.1. Muestras

Las muestras estudiadas consisten en un producto parenteral liofilizado, producto J, que
contiene 1 g de API y no presenta excipientes en su formulacién. Una vez liofilizado, el
producto tiene un aspecto de polvo blanco o ligeramente rosa, envasado en un vial
incoloro de tubo de 20 ml, con un tapdn de 20 mm de diametro de clorobutilo y una

capsula de aluminio con tapa.

Para el desarrollo de este estudio se han utilizado lotes de validacion de proceso,
realizados entre 2018 y 2019 para el mapeo de la humedad, y lotes de produccion

liofilizados en los liofilizadores Edw 1 y Edw 2.

2.2. Determinacion de la absorbancia del producto disuelto

La determinacion del grado de coloracion del producto J, se basa en la espectroscopia
de absorcidn visible y, para ello, se ha utilizado el espectrofotémetro UVVis LAMBDA 25.
Primero se realiza el blanco del equipo, utilizando dos cubetas de cuarzo de 1 cm de

camino Optico con agua. A continuacion, se disuelve un vial con 10 ml de agua,
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obteniendo una concentracién de 100 mg/ml, y se realiza la medida de absorbancia a
las longitudes de onda de 370 nm y 450 nm. La especificacion para cada longitud de

onda es que la absorbancia debe ser <0,65 y <0,1 respectivamente.

2.3. Método de referencia

El método analitico empleado para la cuantificacion del oxigeno en el headspace de las
muestras del producto J, se basa en la técnica de espectroscopia de absorcidn laser de
diodo sintonizable (TDLAS-FMS).

El procedimiento consiste en realizar el centrado de la sefial del laser, utilizando los
patrones de concentracion de oxigeno del mismo formato que el vial del producto (viales
incoloros de tubo de 20 ml) y, seguidamente, establecer la recta de calibracién. A
continuacién, se introduce la muestra en el compartimento y se realiza la medida. El
valor obtenido consiste en la concentracion de oxigeno (en %), promedio de las medidas

realizadas al rotar la muestra 360° en el eje vertical.

2.4. Adquisicion de los espectros

Los espectros de las muestras utilizadas se han registrado empleando el
espectrofotdmetro NIR Labspec500, descrito anteriormente. El procedimiento se basa
en el estudio de viabilidad realizado por la compafiia durante el desarrollo del modelo
NIR para la determinacién de RMC del producto J. Consiste en colocar la parte inferior
del vial encima de la fuente de luz del accesorio ASD Muglight, y registrar por triplicado
su espectro, realizando una rotacion de 120° entre cada uno y retirando la muestra de

la fuente de luz después de cada registro.®

Previamente al desarrollo o aplicacion del modelo, los tres espectros de cada muestra,
registrados en unidades de reflectancia, se transforman a unidades de absorbancia y se

promedian, con el fin de tener un Unico espectro por muestra.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Estudios previos

Durante los estudios de estabilidad del producto J, se observa que algunos viales
presentan una coloracion mas rosacea que otras muestras del mismo lote. En estudios

iniciales realizados en la compafiia, se demostré que ambos grupos de productos son
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estancos (no tienen fugas) y tienen la misma humedad residual. Sin embargo, al utilizar
el equipo de TDLAS-FMS se observo que la concentracién de oxigeno en los viales

rosaceos era mayor que en los viales blancos.

Se seleccionaron 10 viales con distinta concentracién de oxigeno y, como se puede
observar en la Figura VI - 1, a medida que la concentracion de oxigeno aumenta (viales
de la derecha), se observa una mayor coloracién en el sélido. Como se puede observar,

la diferencia de coloracidn entre los viales de los extremos es evidente, sin embargo,

entre viales de concentracidn parecida la diferenciacion a simple vista es muy subjetiva.

Figura VI - 1. Imagen de las muestras con distinta concentracion de oxigeno en el Aeadspace (indicada en
la parte superior del producto) donde se puede observar como la intensidad del color aumenta con la
concentracion de oxigeno.

A la vista de estas diferencias, se decidid estudiar la relacion que habia entre la
concentracion de oxigeno en el headspacey la absorbancia de la solucién del producto
liofilizado. Antes de analizar la absorbancia de la solucion siguiendo el procedimiento
descrito en la seccidn 2.2, se demostrd que todos los viales eran estancos comprobando
que no habia cambios en el contenido de oxigeno justo después de la fabricacién y en

el momento de la medida.

Como se puede observar en la Figura VI - 2, a las longitudes de onda de la especificacién
(370 nm y 450 nm), a medida que aumenta la concentracidn de oxigeno en el headspace
aumenta la absorbancia. A pesar de este incremento, el lote se considera valido, dado
que todos los valores de absorbancia se encuentran por debajo del limite de

especificacion del producto.
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Longitud de onda 370 nm Longitud de onda 450 nm
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Figura VI - 2. Valores de absorbancia de la disolucion de las muestras, a las dos longitudes de onda
indicadas en el método.

Este método es capaz de identificar las muestras dependiendo de la coloracion del
producto, sin embargo, dado su caracter laborioso y destructivo no es viable su uso
industrial. Por este motivo es necesario el desarrollo de un método rapido y no

destructivo, como la espectroscopia NIR.

3.2. Desarrollo de un modelo cuantitativo

El nimero de lotes disponibles para desarrollar un modelo multivariable en un proceso
industrial puede ser limitado, debido a que la fabricacion depende de la demanda del
mercado. Asimismo, la variabilidad de las muestras es limitada, debido a que la
produccién estd optimizada para conseguir un intervalo muy estrecho. Para la
construccion del modelo, se ha utilizado como conjunto de calibracién las muestras de
tres de los cuatro lotes de la validacion del proceso de fabricacion (PPQ) que se describen
en la Tabla VI - 1 (lote 2, 3y 4), dado que contienen un mayor nimero de muestras con
contenido alto de oxigeno. El lote restante, junto con otros de produccidn, se ha utilizado

para el conjunto de validacion.

Tabla VI - 1. Distribucion de las muestras de los lotes de validacion del proceso de fabricacion del
producto J, indicando el porcentaje de las muestras seguin su concentraciéon de oxigeno.

Concentracion de oxigeno

No° de
Lote muestras
0-19% 1-2 % 2-3 % 3-4 % 4-5 9% >5 %
1 353 95 % 2% 1% 0% 0% 1%
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Concentracion de oxigeno

No° de
Lote muestras
0-1 % 1-29% 2-3 % 3-4% 4-5 % >5 %
2 290 93 % 2% 2% 1% 1% 1%
3 283 71 % 5% 5% 2% 3% 13 %
4 408 72 % 5% 3% 3% 5% 12 %

Dada la gran cantidad de muestras en las concentraciones inferiores a 2 % y con el fin
de evitar anadir al modelo una sobrecarga de informacion redundante, se ha reducido
el nimero de muestras en estas concentraciones bajas, eliminandolas de forma

aleatoria.

Teniendo en cuenta la relacion observada en la Figura VI - 2, se ha realizado un modelo
cuantitativo PLSR para intentar hallar la concentracion de oxigeno en el headspace del
vial a partir de medidas de reflectancia del sélido liofilizado, utilizando los datos centrados
y la validacién cruzada como método de evaluacién del modelo, con segmentos de 20

muestras cada uno, tomados de forma aleatoria.

La seleccion de los pretratamientos e intervalos de longitudes de onda se ha ido
realizando de manera iterativa, seleccionando aquellos modelos que presentaban unos

mejores resultados.

En primer lugar, utilizando el intervalo de longitudes de onda desde 350 nm a 900 nm
se han evaluado diferentes pretratamientos y combinaciones de éstos (SNV, 10 y 20
derivada Savitzky-Golay, las combinaciones de SNV con ambas derivadas y OSC) para
realizar una primera seleccién de aquellos que presentan un modelo mas simple con
unos mejores resultados. Dado que los espectros presentaban mucho ruido en el
extremo inicial del espectro, todos los pretratamientos utilizados se han aplicado después
de realizar un suavizado al espectro con el método de Savitzky-Golay, con un polinomio
de grado 2 y 11 puntos de ventana mdvil. Durante la construccion de los modelos, se

han ido eliminando las muestras andmalas detectadas.

El modelo construido con OSC presenta unos mejores resultados en todos los parametros
evaluados por lo que se procedid a optimizar el intervalo de longitudes de onda utilizados

usando este pretratamiento.

En este caso, como se puede observar en la Figura VI - 3, la zona inicial del espectro
muestra un elevado ruido, mientras que la zona final no muestra ninguna banda de

absorcion. La seleccién de los intervalos de longitudes de onda evaluados se ha basado
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en la reduccién de ruido y en la eliminacion de zonas del espectro con ausencia de la

sefial.
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Figura VI - 3. Espectros, sin suavizar, de 4 muestras con distinta concentracion de oxigeno en el
headspace.

En la siguiente tabla, se muestran los resultados obtenidos al evaluar los modelos
construidos con el pretratamiento de OSC y utilizando distintos intervalos de longitudes

de onda.

Tabla VI - 2. Resultados de la evaluacion de los modelos construidos con OSC en diferentes intervalos de
longitudes de onda.

Intervaloolgzgitudes de fact:-: ;Iel; LSR RMSEC RMSECV Varianza cz);zl)icada enY
350 nm a 900 nm 4 0,962 1,066 79,6
400 nm a 900 nm 6 0,755 0,848 86,9
400 nm a 700 nm 3 0,878 0,911 84,4
450 nm a 700 nm 2 0,902 0,918 84,5
450 nm a 650 nm 3 0,893 0,924 84,2

Como se puede observar en la Tabla VI - 2, los modelos presentan valores de RMSECV
que mejoran al eliminar la zona del espectro de 350 nm a 400 nm. Los mejores
resultados se obtienen en el intervalo de longitudes de onda de 400 nm a 900 nm, sin
embargo, es el modelo que presenta una mayor complejidad debido a que requiere 6
factores PLS. Los otros tres modelos presentan resultados parecidos, pero el construido

entre 450 nm y 700 nm requiere de un factor menos y explica algo mas de varianza en

195



DETERMINACION DE OXIGENO EN EL HEADSPACE DE UN PRODUCTO LIOFILIZADO

Y, por lo que se escoge como modelo final. En la Tabla VI - 3 se muestra un resumen

del modelo escogido.

Tabla VI - 3. Resumen de los principales parametros del modelo PLSR. Los valores de R?, pendiente y
ordenada en el origen corresponden a la recta de los valores calculados por el modelo en validacion
cruzada frente a los valores obtenidos por el método de referencia.

Parametro Resultado Parametro Resultado

Contenido de

o
N° de muestras 261 oxigeno (%)

0% a95%

Intervalo de longitudes Suavizado de 11

de onda 450 nm a 700 nm Pretratamiento puntos + 0SC
N© de factores OSC 3 N° de factores PLSR 2
%o varianza explicada
de Y 84,5 RMSEC 0,902
RMSECV 0,918 R2 0,917
Pendiente 0,845 Ordenada de origen 0,478

El modelo propuesto presenta los mejores resultados, pero la recta de los valores
calculados frente a los valores de referencia presenta una pendiente baja, por lo que no
es adecuado para realizar una cuantificacion correcta del contenido de oxigeno en el

vial, por lo que se decide cambiar el enfoque.

3.3. Desarrollo de un modelo cualitativo

Para poder controlar que el lote no tenga viales con un alto contenido de oxigeno, lo que
puede provocar que las muestras estén ligeramente coloreadas, no es necesario conocer
el contenido exacto en cada vial, solamente es necesario distinguir las muestras con alto
contenido de oxigeno del resto. Teniendo en cuenta este razonamiento, se ha decidido
construir un modelo cualitativo que, a partir de un valor de especificacion, pueda

discriminar las muestras dependiendo de su concentracion de oxigeno en el headspace.

La eleccion del valor de la especificacion debe hacerse realizando un estudio de
estabilidad completo (hasta caducidad) con muestras a distinta concentracion de
oxigeno. Sin embargo, para el desarrollo de este estudio se ha elegido como
especificacion provisional, el valor presentado en la patente de la referencia.’ En esta
patente se comenta que, independientemente de que el producto siga cumpliendo con
las especificaciones, para evitar la coloracion del producto y prolongar su estabilidad, la

concentracion de oxigeno debe ser inferior al 5 %); recomendando contenidos inferiores
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al 2 % que se puede utilizar como limite de aviso. Este ultimo valor ha sido el elegido

como umbral del método de clasificacién segun el contenido de oxigeno.

La aplicacion de este limite concuerda con la observacién visual de las muestras solidas.
Como se puede ver en la Figura IV - 1, la coloracidén en las muestras empieza a ser
notable a partir de una concentracion de oxigeno del 4 %, mientras que, por debajo de

2-3 % la diferencia de coloracion entre las muestras es inapreciable.

Teniendo en cuenta el limite definido, se procede a desarrollar un modelo cualitativo
para realizar un screening de las muestras, que permita clasificarlas, segin si su
concentracion de oxigeno se encuentra por encima o por debajo de este limite. En la
siguiente figura se muestra el % de muestras que se dispone para cada clase en el

conjunto de entrenamiento.

1 <2 % Oxigeno
B > 2 % Oxigeno

Figura VI - 4. Porcentaje de muestras de cada una de las clases en el conjunto de calibracién, con un
38,1 % de muestras con una concentracion de oxigeno inferior al 2 %, y un 61,8 % de muestras con una
concentracion de oxigeno superior al 2 %.

En el caso de un método cualitativo, los parametros que definen la calidad del método
y proporcionan informacion sobre su desempefio estan basados en respuestas de tipo
binario (cumplir/no cumplir) sobre la especificacion. Los resultados obtenidos se reducen

a cuatro posibles situaciones, ver Figura VI - 5.

- Positivos verdaderos. Los positivos verdaderos (TP, siglas del inglés True

Positives) son aquellas muestras que son clasificadas como positivas (en este
caso por encima del limite de 2 % de oxigeno) y realmente son positivas.

- Negativos verdaderos. Los negativos verdaderos (TN, siglas del inglés True

Negative) son las muestras clasificadas como negativas (por debajo del limite de
concentracion de oxigeno del 2 %) y que realmente son negativas.

- Falsos positivos. Los falsos positivos (FP, siglas del inglés False Positive) son

aquellas muestras que realmente son negativas (la concentracion de oxigeno es
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Medida TDLAS-FMS

inferior al limite), pero que el modelo las clasifica como positivas (muestras con
concentracion de oxigeno superior al limite).

Falsos negativos. Los falsos negativos (FN, siglas del inglés False Negative) son

aquellas muestras realmente negativas (la concentracidén de oxigeno es superior
al limite), pero que el modelo las clasifica negativas (muestras con concentracion

de oxigeno inferior al limite).

Medida calculada por el modelo

> 2 % < 2%
X Sensibilidad FNR
o~ TP FN
A TP/ FN/
X FPR Especificidad
o
v Fp/ T/

Precision Exactitud indice de Youden

P/ A (TP+TN), A+ .4 (ap/ )+ (N ) -1

Figura VI - 5. Tabla de contingencia donde se indica como se clasifican las muestras respecto al limite de
concentracién de oxigeno y los diferentes parametros calculados.

A partir de estos valores se pueden calcular las propiedades analiticas de un método

cualitativo, las cuales servirian para evaluar los modelos. Estas propiedades de los

métodos cualitativos pueden tener el mismo nombre que las de los cuantitativos, pero

su significado es distinto:1%-12

Exactitud. En este caso la exactitud se define como la relacidn entre el valor total
de muestras clasificadas correctamente, ya sean positivas 0 negativas, y el

numero total de muestras. Este parametro se calcula con la Ecuacién VI - 1.

TN +TP Ecuacion VI - 1
TN+ TP+ FN + FP

Exactitud =

Precisién. En los modelos cualitativos este parametro se define como la relacion
entre los resultados verdaderamente positivos y los resultados positivos

designados por el modelo. Se calcula con la Ecuacién VI - 2.
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TP Ecuacion VI - 2

Precision = ———
recision = -5 T FP

- Sensibilidad. En un método cualitativo esta propiedad se refiere a la habilidad del
modelo para reconocer que una muestra es realmente positiva (y no clasificarla
como negativa, generando falsos negativos). La sensibilidad seria la tasa de
positivos verdaderos y se expresa como una relaciéon o porcentaje y se calcula

de acuerdo con la Ecuacion VI - 3.

TP Ecuacion VI - 3

Sensibilidad = TP T FN

- Especificidad. En un método cualitativo este concepto se refiere a la habilidad del
modelo para reconocer que una muestra es realmente negativa (y no como
positiva, generando falsos positivos). La especificidad seria la tasa de negativos
verdaderos. Al igual que la sensibilidad, se expresa como una relacion o

porcentaje y se calcula de acuerdo con la Ecuacion VI - 4.

TN Ecuacion VI - 4

Especificidad = TN+ FP

A partir de los valores de sensibilidad y especificidad se pueden hallar distintas

propiedades:

- Tasa de falsos positivos. La tasa de falsos positivos (FPR, siglas del inglés False

positive rate) es la proporcion de casos que se detectan errdneamente como
positivos respecto a todos los casos que realmente son negativos. Es el valor
complementario de la especificidad (1 — Especificidad), y se calcula
directamente de acuerdo con la Ecuacién VI - 5.

Ecuacion VI - 5

FPR= TN T FP

- Tasa de falsos negativos. La tasa de falsos negativos (FNR, siglas del inglés False
negative rate) es la relacion entre los casos que se detectan errdneamente como
negativos respecto al total de resultados positivos obtenidos en la prueba. Es el
valor complementario de la sensibilidad (1 — Sensibilidad), y se calcula

directamente de acuerdo con la Ecuacion VI - 6.

FN Ecuacion VI - 6

FNR = ——
TP + FN
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- Indice de Younde (}). El indice de Youden toma valores comprendidos entre 0 y

1y se calcula siguiendo la Ecuacién VI - 7. Este parametro resume el rendimiento
del método analitico, por lo que un valor de 1 indica que la prueba es perfecta y

0 que carece de importancia analitica.

Indice de Youden (J) = Sensibilidad + Especificidad — 1 Ecuacién VI - 7

Para clasificar las muestras por encima o por debajo de la especificacién dependiendo
de la concentracién de oxigeno en el headspace los modelos cualitativos se han
construido utilizado un PLS-DA. Los valores de la Y de las muestras se han codificado
como 1 si el contenido de oxigeno era mayor que el 2 %, y como 0 si eran menor. Aqui
también se ha centrado los datos y se ha realizado una validacion cruzada como método
de evaluacién del modelo, con segmentos de 20 muestras cada uno, tomados de forma

aleatoria.

Utilizando el rango de longitudes de onda del modelo PLSR seleccionado en la seccion
anterior (desde 450 nm a 700 nm), se han evaluado los mismos pretratamientos que se

evaluaron durante el desarrollo del modelo cuantitativo.

Tabla VI - 4. Comparativa de los modelos PLS-DA construidos con distintos pretratamientos.

N© de factores

Pretratamiento Especificidad Sensibilidad

PLS-DA
SNV 4 0,87 0,91
1Der 5 0,90 0,91
2Der 5 0,76 0,82

SNV + 1Der 3 0,86 0,91

SNV + 2Der 5 0,68 0,82
0sC 2 0,98 0,93

Como se puede observar en la Tabla VI - 4, los modelos construidos con segunda
derivada presentan una menor especificidad y sensibilidad que el resto de los modelos,
por lo que se descarta este pretratamiento. Respecto a los demas modelos, todos
muestran una especificidad y sensibilidad préxima al 90 %. Sin embargo, destacan los
valores obtenidos con el modelo construido con OSC los cuales son préximos al 100 %
en el caso de la especificidad y presentan un valor de sensibilidad superior a los demas.
Estos resultados se obtienen sin utilizar un elevado nimero de factores PLSR, por lo

que se escoge este pretratamiento para construir el modelo final.
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Tabla VI - 5. Resumen de las caracteristicas del modelo PLS-DA utilizado.

Parametro Resultado Parametro Resultado

Contenido de

o
N° de muestras 244 oxigeno (%)

0% a9,5%

Intervalo de longitudes 450 nm a 700 nm Pretratamiento Suavizado de 11
de onda puntos + OSC

N©° de factores OSC 3 N©° de factores PLS-DA 2

En la Figura VI - 6 se puede observar los scores del modelo donde se observa la

separacion entre ambos grupos de muestras.

0,010
* >2%
0,008 ® ® <2%
0,006 . . .
— [ ] [ ]
£ 0,004 b P .
N\ o .. .\. .'.. .. ®
g e v !. '.“0 °
N 0,000 - ..*‘,' ﬂ 3 %
R © *'. S s
g S apedt o, P 2%
B 0,002 1 ol b .
s & el o
0,004 888 4™, % 0.
° ® e
-0,006 ° 2
0,008 . . . ; .
-0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15

Factor-1 (100%, 39%)
Figura VI - 6. Representacion de los scroes del modelo PLS-DA utilizado.

En la Tabla VI - 6 se muestra la tabla de contingencia del modelo seleccionado mas los

demas parametros evaluados.

Tabla VI - 6. Parametros de la evaluacion del modelo cualitativo.

Positivos Tasa de falsos Tasa de
140 . 0,02 falsos 0,07
verdaderos positivos .
negativos
Negativos 91 Sensibilidad 0,93 Especificidad 0,98
verdaderos
Falsos 2 Precisién 0,99 Indice de 0,91
positivos Youden
Falsos 11 Exactitud 0,95 Muestras 244
negativos totales

Ademas, de los parametros evaluados, es necesario conocer el limite de deteccion del

método teniendo en cuenta, a la vez, tanto los falsos positivos (se concluye que la
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concentracion de oxigeno es mayor al umbral, cuando en realidad no lo es) y los falsos
negativos (se concluye que la concentracién de oxigeno esta por debajo del umbral,
aungue no lo esté). En la referencia adjuntada, se sugiere el uso de dos magnitudes
diferentes, el limite de decisidn, CCa, y la capacidad de deteccién, CCB, marcando cada
una de ellas un limite de concentracion relacionado con cada tipo de error.!3 El error «
o error de tipo I, definido como la “probabilidad de que la muestra analizada sea
realmente conforme, aunque se haya obtenido una medicidon no conforme («decision de
falso no conforme»)”. Y el error abreviado como B o error de tipo II, definido como la
“probabilidad de que la muestra analizada sea realmente no conforme, aunque se haya

obtenido una mediciéon conforme («decision de falso conforme»)”.*

- Limite de decisién, CCa, se define como el “limite en el cual y a partir del cual se
puede concluir con una probabilidad de error @ que una muestra no es
conforme”.'* Habitualmente, a se define a un nivel de significacion de 0,05. Es
decir, es la concentracién limite por debajo de la cual, la probabilidad de obtener
falsos positivos es menor que el 5 %.

- La capacidad de deteccién, cCpB, se define como el “contenido minimo de la
sustancia que puede ser detectado, identificado o cuantificado en una muestra,
con una certeza estadistica de 1 — ".** Habitualmente, $ se define a un nivel de
significacion de 0,95. Representa la concentracion limite por encima de la cual la

probabilidad de obtener falsos negativos es inferior al 5 %.

El intervalo de concentraciones entre ambos limites se define como la zona de falta de
fiabilidad (unreliability region) del modelo cualitativo. Los valores de CCa y CCp, asi
como la zona de falta de fiabilidad se pueden calcular a partir de la curva caracteristica
de rendimiento (PCC, siglas del inglés Performance Characteristic Curve).*° En la PCC se
representa la probabilidad de obtener resultados positivos frente a la concentracion de
oxigeno, P(0,). Los datos experimentales se ajustan a una funciéon sigmoide mediante
un ajuste no lineal y se trazan dos lineas paralelas al eje de abscisas desde la
probabilidad P(0,) = 95 % y P(0,) = 5 %. Los puntos de corte con la sigmoide ajustada

definirdn CCp y CCa, respectivamente.

Las concentraciones de oxigeno experimentales se han agrupado en intervalos, cada
0,5 % desde 0 a 4 %, y cada 1 % para valores superiores. En cada intervalo se ha
calculado la probabilidad de obtener una muestra positiva y los valores se han

representado en la Figura VI - 7. Los valores experimentales se han ajustado a la
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.7 b . .7 . ’ .
funcion: P(0,) =1 — e(=292") mediante una regresion no lineal por minimos cuadrados,

utilizando el algoritmo de Gauss-Newton.

0,95

P(0,)

0,05

Contenido de oxigeno (%)

Figura VI - 7. Curva caracteristica de rendimiento del modelo cualitativo. Los puntos son los valores
experimentales y la linea la funcién ajustada. Se indican los valores de CCa y CC obtenidos.

A partir del valor de corte para las probabilidades de 0,05 y 0,95, se ha calculado el valor
de CCa, que es de 1,13 %, y el valor de CCpB, que es de 3,5 %. Para concentraciones
de oxigeno en el vial entre 0 y CCa, los resultados del método indican no contaminacién
de oxigeno. Para concentraciones >3,5 %, el método indica contaminacidon de oxigeno.
La zona de falta de fiabilidad, entre los dos limites, es aceptable, debido a que el principal
interés del método es que las muestras con un contenido de oxigeno >5 % siempre se

clasifiquen como positivas respecto a la interferencia.

El umbral marcado de un 2 % de oxigeno en el headspace de las muestras, con los
resultados obtenidos, parece ser demasiado restrictivo, debido a que los falsos negativos
se han encontrado con muestras con un contenido de oxigeno inferior a 3,2 %. Esto
queda confirmado con la zona de falta de fiabilidad, la cual se encuentra comprendida
en el intervalo de concentraciones de 1,13 % a 3,5 %. Seria posible la eleccion de un
umbral mayor, pero su valor seguiria siendo subjetivo sin un estudio de estabilidad de
las muestras hasta su caducidad. Con el umbral actual se asegura que ninguna muestra
con un contenido superior al 5 %, con una alta probabilidad de generar color con el

tiempo, se identifique errbneamente como una muestra negativa. Por lo que cualquier
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muestra que se clasifique incorrectamente como negativa, tendra una coloracién rosa

aceptable.

Teniendo en cuenta estos resultados, se decide validar el modelo PLS-DA construido con
OSC después de realizar un suavizado espectral de 11 puntos de ventana movil en el

intervalo de longitudes de onda desde 450 nm hasta 700 nm.

3.4. Validacion del modelo

Para validar la capacidad de clasificacion del modelo se estudiaron los dos parametros
que se recomiendan en las guias de las agencias reguladoras la especificidad y la

robustez.>-17

Con el fin de evaluar ambos, se han utilizado muestras independientes de las utilizadas
en el conjunto de calibracidén para obtener el conjunto de validacidn. Este conjunto lo
constituyen 4 lotes, uno de ellos el restante del PPQ y los otros tres adquiridos en rutina.

En la siguiente tabla se muestra un resumen de la informacién de estos lotes.

Tabla VI - 7. Distribucién de las muestras de los lotes del conjunto de validacion segin su concentracion
de oxigeno.

Concentracion de oxigeno

Lote N° de muestras
0-1% 1-2% 2-3% 3-4% 4-5% >5%
1¢r PPQ 61 45 7 5 1 1 2
1 rutina 20 19 - - - - 1
2 rutina 20 16 2 1 - - 1
3 rutina 20 19 - - 1 - -

Como se puede observar, hay muy pocas muestras por encima del umbral definido en

el método, lo que es un indicativo de la calidad del proceso de fabricacion.

Antes de realizar la clasificacion de las muestras, se proyectan en los scores del modelo

para ver si pertenecen a la misma poblacion.
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0,20
® Calibracién
0,15 1 ® Validacion
°
Wi e e,
W o . ™
= 0054g 00_oF .:.p"'.:ﬂ'f. y .
B ‘ : @ ‘ o : » ¢ ®
® 000_-: 'O..'*.o 0.‘.. D S s o
* o0 eoe, , o b o ’v :"}: o>
-0.05 4 ... ... ...."..'
’ ¢ o '0'.0‘ .3.&”'::.1
®
-0,10 - '.. o“.’.f
™
-0,15

Muestras

Figura VI - 8. Representacion de la proyeccion de las muestras del conjunto de validacion en los scores
del factor 1 del modelo.

Como se puede observar en la Figura VI - 8, las muestras de los lotes quedan
proyectadas dentro del grupo de muestras del conjunto de calibracion. Las muestras de
concentracion alta corresponden a un score positivo, y las de concentracion baja a un
score negativo, tanto en las muestras de calibracion (en gris) como en las muestras de

validacién (en rojo).

Para la validacion, se han calculado los mismos parametros que en la evaluacion del

modelo. Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Tabla VI - 8. Resultados de la validacion del modelo construido.

. Tasa de
Positivos Tasa de falsos
verdaderos 1 positivos 0,02 fals?s 0,07
negativos
Negativos 106 Sensibilidad 0,85 Especificidad 0,98
verdaderos
Falsos 2 Precision 0,85 Indice de 0,83
positivos Youden
Falsos 2 Exactitud 0,07 Muestras 121
negativos totales

Como se puede observar en la tabla, la tasa de falsos positivos y negativos es inferior al
10 %, y la sensibilidad y especificidad son préximas a 1. Las muestras clasificadas como
falsos positivos y negativos tienen una concentracion proxima al umbral del 2 % y

confirman la zona de fiabilidad del modelo. Teniendo en cuenta estos resultados se
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puede decir que el modelo evaluado es especifico y robusto para el propdsito por el cual

se ha disenado.

4. CONCLUSIONES

En este capitulo se ha desarrollado y validado de forma satisfactoria un modelo
cualitativo de espectros visible-NIR para clasificar las muestras dependiendo de la

concentracion de oxigeno que presentan en su headspace.

El modelo construido consiste en un PLS-DA de dos factores construido con 244 muestras
y evaluado con validacidén cruzada. El pretratamiento que mejores resultados se ha
construido con un pretratamiento de suavizado Savitzky-Golay seguido de un OSC en el
intervalo de longitudes de onda de 450 nm a 700 nm. Los resultados de la evaluacion
del modelo muestran una buena especificidad (98 %) y sensibilidad (93 %), ademas de
un indice de Youden del 0,91 proximo a 1. La zona de falta de fiabilidad se encuentra
comprendida en el intervalo de concentraciones de 1,13 % a 3,5 %. Aunque el limite
superior de este intervalo se encuentre por encima del umbral escogido del 2 %, esta
por debajo del limite superior del 5 % por lo que cualquier muestra que se clasifique
incorrectamente como negativa, tendria una coloracion rosa aceptable. Queda abierta la
posibilidad de modificar el umbral a partir del estudio de estabilidad completo (hasta
caducidad) con muestras con distinta concentracion de oxigeno en el headspace.

El modelo se ha validado con 4 lotes independientes al conjunto de calibracidn, uno de
PPQ v los tres restantes de rutina. La robustez del modelo ha sido demostrada con la
clasificacion de las muestras de 3 lotes en rutina. Con las muestras del conjunto de
validacion se ha demostrado que el modelo cualitativo presenta una sensibilidad y
precision del 85 %, una especificidad del 98 % y una exactitud del 97 %. Los resultados
de la validacion son conformes para los dos parametros evaluados (especificidad y
robustez).

Con todo esto se puede concluir que ha sido posible desarrollar un método utilizando el
mismo espectro empleado para la cuantificacion de la humedad residual del producto
liofilizado J, que permita saber qué productos pueden desarrollar una mayor coloracion

con el tiempo.
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VII.  CONSTRUCCION Y VALIDACION
DE UNA BIBLIOTECA DE ESPECTROS
NIR







INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Como se ha comentado en la seccién 3.4.2 del capitulo I, la identificacion de los
materiales, tanto de recepcion como de liberacién, es uno de los andlisis de rutina
realizados en los laboratorios de control de calidad de cualquier empresa farmacéutica.
Para poder realizar una buena identificacion del producto hace falta la compilaciéon de
distintos resultados procedentes de diversas técnicas analiticas, lo que se traduce en un
trabajo tedioso que requiere un gasto de tiempo y recursos considerable. Una de las
alternativas es utilizar alguna técnica rapida para realizar este tipo de andlisis de
identificacion. La espectroscopia NIR es adecuada para ello, ya que es rapida y no
destructiva; sin embargo, teniendo en cuenta que las bandas de los espectros NIR no
estan bien resueltas, sino que presentan un elevado solapamiento, se requiere el uso de

la quimiometria.'?

Los espectros de los distintos productos que se deben identificar se recogen en lo que
se denomina una biblioteca. A ella se le aplican técnicas de reconocimiento de pautas
(PRM) para estudiar la manera en que se pueden distinguir los productos entre si. Si el
espectro de una nueva muestra coincide con alguno de los productos que forman parte
de la biblioteca, se dara como identificado. Por el contrario, si no coincide con ninguno,
querra decir que no pertenece a ningun producto de la biblioteca. Esta biblioteca general,
o de nivel 1, puede que contenga productos muy similares que se confundan entre si,
con lo que seria imposible identificar sin ambigliedad a cual de los productos confundidos

pertenece una nueva muestra.

En estos casos para poder resolver ambigiedades la estrategia consiste en crear una
nueva biblioteca con los espectros de los productos confundidos, que se denominara
sub-biblioteca, o biblioteca de nivel 2. En esta sub-biblioteca, se necesitara aplicar una
combinacion de intervalo de longitudes de onda, pretratamiento y/o PRM distintos al de
la biblioteca general, con el fin de conseguir una mayor selectividad para la
discriminacion entre productos. Si alin quedaran productos confundidos, se continuaria
el proceso creando una nueva sub-biblioteca con los espectros de los productos no
separados, y se repetiria el proceso hasta conseguir una identificacién univoca de los
productos. Cuando en la identificacion se utiliza mas de un nivel, distintas
sub-bibliotecas, se dice que se trabaja con bibliotecas de identificacion en cascada. Una
muestra se compara con las bibliotecas desde el nivel superior hasta que se consigue su

identificacion inequivoca. Si no es posible, la muestra a identificar se cataloga como
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diferente de todas las otras existentes. En la construccion de estas bibliotecas, es critico
que los espectros contengan la variabilidad habitual esperada en los productos; para a
partir de ella se pueden definir los criterios de aceptacion que han de cumplir las nuevas

muestras para decidir que se identifican como un producto determinado.

En la industria farmacéutica, el uso de este tipo de procedimiento es comun para la
identificacion de los materiales de partida, en cambio en el producto terminado no esta
tan ampliamente implementado. Las principales diferencias se basan en la regulacion en

ambos y en que el producto terminado debe identificarse en el mismo envase.>*

El objetivo de este apartado consiste en realizar una primera prueba piloto para construir
una biblioteca de espectros con la finalidad de poder identificar los productos liofilizados
terminados antes de su liberacién y en el mismo envase. Con los resultados de este

estudio se decidira si es factible su implementacion en los Laboratorios Reig Jofre.

2. MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES

2.1. Muestras

En el desarrollo de este apartado, se han utilizado muestras de produccién de 13
productos terminados los cuales tienen distintos API. En la Tabla VII - 1 se puede
observar una pequefa descripcidn de los productos analizados, indicando el nombre que

se utilizara durante este estudio para mantener la confidencialidad de la empresa.

Tabla VII - 1. Codificacion de los productos estudiados con la descripcion de su principal funcién, los
excipientes que contienen y la funcién de éstos.>

Producto Descripcion Excipientes Finalidad del excipiente
A Antiviral o] Ajuste del pH.
B Antibidtico ay B Ajuste de pH y agente regulador de pH.
C Antidoto - -
D Antiviral - -
Tinte para
E - -
contrastes

Ajuste de pH, agente regulador de pH y azlcar que
F Antiflingico o BYY actlia como agente de carga (aumentar el contenido en
solidos del producto).

G Antiepiléptico - -
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Producto Descripcion Excipientes Finalidad del excipiente
H Analgésico Sy e Aminoacido que actua cggw;HaTgente de carga y ajuste
I Antibidtico - -
] Antibidtico 4 Agente tonificante (propiedades isotonicas).
K Cardiovascular nya AzUcar que actia como ?)?-ﬁnte de carga y ajuste de
L Antiarritmico 5y a Aminoacido que actla c((j)gw:Halgente de carga y ajuste
M Anticoagulante Ny o AzUcar que actla como agente de carga y ajuste de

pH.

Las muestras utilizadas en este estudio se han ido recopilando durante finales del 2017
hasta finales del 2019, una vez el lote habia sido identificado como conforme por el

departamento de control de calidad.

2.2. Adquisicion de los espectros

Los espectros de las muestras se han registrado empleando el espectrofotometro NIR

Labspec500 descrito anteriormente.

El procedimiento para adquirir los espectros, como se ha podido ver en capitulos
anteriores, puede verse afectado por distintos factores como el tiempo de exposicién al
haz de luz NIR de la muestra, posicion de la muestra, etc. En este caso, teniendo en
cuenta que el objetivo de este modelo es cualitativo, sélo se han considerado aquellos

factores relacionados con las etapas del registro del espectro.

Tal y como se describe en la TablaV -7 y Tabla V - 8, solamente los parametros de
duracién del andlisis y posicion de la muestran tienen un riesgo inicial por encima del
umbral aceptado de RPN, 20. Sin embargo, al modificar el objetivo del modelo, se deben
modificar las acciones de mitigacion y recalcular el riesgo residual. Estas acciones se

pueden ver en la Tabla VII - 2.
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Tabla VII - 2. Analisis de riesgos asociados al registro del espectro, para la construccion de la biblioteca de espectros NIR.

Registro espectro
p . Efecto del potencial Riesgo . o g Riesgo
Parametros Modo de fallo potencial P S P ~Iesg Acciones de mitigacion S P >S9
fallo inicial residual
Teniendo en cuenta que este
parametro tiene un efecto
.- relevante en alguno de los
s La superficie de la >
La exposicion prolongada , productos estudiados, como
. s muestra escaneada podria - . .
Duracion del analisis  de la muestra sobre el haz - 0 7 1 accion de mitigacion se realizael 10 1 10
i variar observando o .
de luz calienta la muestra. . : procedimiento del producto mas
diferencias en el espectro. 6 .
restrictivo.® En este caso, después
de cada registro se retirara la
muestra de la fuente de luz NIR.
Como se ha demostrado en
L Los niveles de error del apartados anteriores, pequefias
La colocacion de las . o T
modelo aumentarian variaciones en la posicion de la
muestras sobre el - o .
debido a las variaciones 10 4 4 muestra durante el registro 10 10
(siempre y cuando ésta se

Posicion de la
muestra

de la linea base y/o
aumentaria el ruido del
espectro.

accesorio no es repetitiva
y no se cubre la maxima
superficie del haz de luz.

encuentre dentro de la ventana
de la luz) no presentan ningun

efecto apreciable en el espectro.
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Teniendo en cuenta las mitigaciones comentadas, el procedimiento para el registro de
los espectros de las muestras de la biblioteca consiste en colocar la parte inferior del vial
encima de la fuente de luz del accesorio ASD Muglight. Después de cada registro, el vial
de la muestra sera retirado de la fuente de luz y se registrara el espectro tres veces

realizando una rotacion de 120° cada vez.

Para construir y validar la biblioteca de espectros NIR se ha utilizado el software OPUS.
Dado que este programa solamente puede importar espectros con su mismo formato,
una vez registrados los espectros, se ha utilizado una macro para realizar la conversion

del formato de los espectros ASD a un formato aceptado en OPUS.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Descripcion de las muestras

Previamente al inicio de la construccién de la biblioteca, se ha realizado un primer
contacto con los productos a clasificar, con el fin de saber con cuales es posible que

haya problemas de confusion o mayor dificultad para diferenciarlos.

La Figura VII - 1 muestra los espectros promedio de los 13 productos estudiados. A la
vez, para poder cuantificar de forma sencilla cuanto se parecen los productos entre si,

se ha calculado la matriz de correlacién (Tabla VII - 3).

1,0

ZErA-"="ITomMmmonN m>

Unidades de absorbancia

0,0

1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Longitud de onda (nm)

Figura VII - 1. Espectros NIR promedio de cada producto en el intervalo de longitudes de onda de 1100 nm
a 2500 nm.
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Como se puede observar en la Figura VII - 1, los espectros NIR de los productos Ey G
presentan un perfil mas distinto al de los demas, especialmente el del producto E. Esto
aparece reflejado en la matriz de correlacion (Tabla VII - 3), donde se puede ver que E
es el producto que presenta menor coeficiente de correlacién con los demas productos.
El producto G, también muestra la misma tendencia y es el segundo producto con menor
coeficiente de correlacidon con el resto. Esto indica que, a priori, seran los productos mas

faciles de diferenciar del resto.

En la matriz de correlacion (Tabla VII - 3) también se observa que los productos
pertenecientes a la misma familia terapéutica (ver Tabla VII - 1) presentan un mayor
coeficiente de correlacion entre si por lo que a priori seran mas dificiles de separar y
puede hacer falta el uso de sub-bibliotecas. Por ejemplo, los antiviricos A y D tienen
entre si una correlacion de 0,99, mayor que con el resto de los productos. Esto es debido
a que ambos presentan la misma estructura molecular basica, cambiando Unicamente
algin grupo funcional. Lo mismo sucede con los antibidticos I y ], también con un
coeficiente de correlacion entre ellos del 0,99. En este caso, ademas de tener una
estructura muy similar ambos productos se producen por fermentacidon bacteriana. El
producto M es un anticoagulante y también tiene un coeficiente de correlacion elevado
con los antibidticos I y J. Esto se podria explicar porque los tres productos son
macromoléculas organicas, las cuales presentan en su estructura azlcares y péptidos

similares.

Tabla VII - 3. Matriz de correlacion entre los espectros promedio de cada producto.

A B C D E F G H I J K L M
Al100 097 088 099 038 092 0,78 094 097 097 09 0,95 0,97
B 100 093 09 04 09 087 09 097 09 093 09 0,95
C 100 087 048 0,77 084 092 086 087 091 09 0,86
D 100 031 o093 0,76 093 097 097 09 09 0,97
E 1,00 0,21 o056 0,47 037 033 043 0,36 0,30
F 1,00 067 087 097 09 091 09 097
G 100 0,77 0,77 0,74 0,79 0,76 0,73
H 1,00 095 096 093 0,98 0,94
I 1,00 099 094 0,9 0,99
J 1,00 0,93 0,96 0,99
K 1,00 091 0,95
L 1,00 0,96
M 1,00
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Como ya se ha descrito en la Tabla VII - 1, los productos no son moléculas puras, sino
una mezcla de API y distintos excipientes. Los espectros NIR de los excipientes pueden
tener también una importancia en la similitud de los espectros de los productos. Si se
considera los productos con los mismos excipientes, independientemente de la familia a
la que pertenezcan los API, se observa que los productos que contienen los mismos
excipientes de ajuste de pH o tonificantes no se parecen entre si. Esto se debe a que se
anaden en cantidades muy pequeias en comparacion con el API, por lo que su sefal
tiene poco impacto en el espectro NIR del producto. Sin embargo, por lo que respecta a
los excipientes con propiedades de carga (que se anhaden en mayor cantidad), se observa
que los productos H y L, los cuales contienen el excipiente 5, tienen un coeficiente
correlacion de 0,98 aunque no pertenezcan a la misma familia y el API tenga distinta

estructura.

3.2. Construccion de la biblioteca de espectros

Para poder construir una biblioteca representativa de los espectros de producto
terminado, se han registrado espectros de lotes aleatorios de produccién, analizando un

minimo de 4 muestras por lote.

Como se puede observar en la Tabla VII - 4, el nimero de lotes no es el mismo para
cada producto, debido a que la produccion depende de la demanda del mercado y ésta
no es homogénea. A pesar de ello, se ha utilizado el maximo nimero de lotes posible
para cada producto, para poder incluir la mayor variabilidad a la biblioteca (lotes de API

y excipientes distintos, diferente época del afio, etc.).’

Tabla VII - 4 Numero de lotes analizados para cada producto, indicando también el nimero de lotes
destinado a cada conjunto de muestras.

Con]un_t o Conjunto evaluacion  Conjunto validacion
N©° lotes entrenamiento
Producto
total
NO lotes Espectros N°lotes Espectros N°lotes Espectros
A 28 15 272 7 114 6 105
B 10 6 102 2 33 2 33
C 13 7 117 3 53 3 54
D 3 2 36 1 18 - -
E 7 3 51 2 32 2 36
F 4 3 48 1 12 - -
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Conjunto . ‘z . N
. Conjunto evaluacion Conjunto validacion
N° lotes entrenamiento
Producto
total
NO lotes Espectros N©°lotes Espectros N°lotes Espectros
G 9 5 84 2 30 2 36
H 55 27 463 15 249 13 221
I 22 12 201 6 114 4 66
] 34 17 269 9 141 8 129
K 1 - - 1 18
L 2 - - 2 33
M 2 - - 2 39

Cuando ya se disponia de los espectros de las muestras el primer paso fue la evaluacion
de estos espectros de cada producto con el fin de detectar los espectros anémalos.

Una vez eliminados los espectros andmalos, se realizd un PCA de cada producto. La
representacion grafica de los scores se ha utilizado para distribuir los lotes en los tres
conjuntos de muestras: entrenamiento, evaluacién y validacion. El conjunto de
entrenamiento se utiliza para definir los modelos que, posteriormente, permitiran
identificar las nuevas muestras. Para conseguir este objetivo, es importante que este
conjunto de muestras incluya aquellas que presenten una mayor variabilidad del
conjunto de espectros registrados. Por lo tanto, para definir el conjunto de
entrenamiento, se seleccionaron los lotes que presentaban las muestras mas alejadas
en el grafico de scores del PCA.V! Los lotes restantes se distribuyeron aleatoriamente
entre los conjuntos de evaluaciéon y validacién. En la Tabla VII - 4 se muestra la
distribuciéon de lotes para cada producto. Como se puede observar en la misma tabla,
los productos de los que se disponia menos de 3 lotes se han utilizado sélo en el conjunto
de validacién, para evaluar la robustez del modelo frente a productos no incluidos en el
mismo. Cuando algin producto ha tenido desde 3 hasta menos de 5 lotes, se han

distribuido sus lotes entre los conjuntos de entrenamiento y evaluacion.”2

Una vez eliminados los espectros andmalos y formados los distintos grupos de muestras,
se ha pasado a la construccion de la biblioteca. En esta etapa de construccién, se deben

escoger los parametros que mejor permitan identificar los productos a partir de las

VIL | as muestras de un mismo lote siempre se han mantenido en el mismo grupo (entrenamiento,
evaluacion o validacion).
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muestras del conjunto de entrenamiento, y se ha de estudiar su comportamiento con el

conjunto de muestras de evaluacion. Los parametros estudiados son los siguientes:

- Tipo de medida utilizada para evaluar la similitud entre productos. Se ha utilizado
la distancia Euclidea entre espectros y la misma distancia aplicada a los scores
de los espectros después de realizar un PCA. En este caso no se ha evaluado el
uso del coeficiente de correlacién debido a que, como se ha demostrado en la
Tabla VII - 3, hay varios productos que presentan un coeficiente de correlacion
muy elevado entre ellos.

- Pretratamiento de los espectros. Los pretratamientos evaluados han sido los
disponibles en el software: SNV, primera y segunda derivada (de ahora en
adelante 1Der o 2Der) Savitzky-Golay con un polinomio de segundo orden y 9
puntos de ventana mdvil y la combinaciéon de ambos.

- Intervalo de longitudes de onda. Intervalo del espectro utilizado para realizar la
identificacion de las muestras.

- Umbral de aceptacion (U). Es el valor maximo que permite asignar una muestra
a un grupo de manera inequivoca. Este parametro se define utilizando las
muestras de entrenamiento.’

- Selectividad (S) de la biblioteca. Este parametro se evalua utilizando las muestras

del conjunto de evaluacion, y se calcula siguiendo la ecuacién:

D

S= ——
U, + U,

Ecuacion VII - 1

Donde D es la distancia entre los espectros promedio de los dos productos
comparados y U; + U, la suma de los umbrales definidos por esos dos mismos
productos. Dependiendo del valor de la selectividad, se pueden encontrar tres
situaciones, tal como se esquematiza en la Figura VII - 2.1° Para obtener una
biblioteca que permita identificar los productos con un bajo indice de falsos

positivos, la selectividad debe ser siempre mayor a 1.

S>1

Figura VII - 2. Esquema de las posibles situaciones entre dos clases segun el valor de la selectividad.
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El procedimiento seguido para construir la biblioteca de espectros consistié en realizar
un primer cribado con el objetivo de descartar aquellas combinaciones de parametros
que no alcanzaban a separar bien los grupos estudiados. Para poder comparar qué
combinacion presentaba unos mejores resultados, se ha mantenido constante el
intervalo de longitudes de onda y se ha evaluado cuantos productos se podian identificar
sin confusion y el % de selectividades con un valor inferior a 1, entre 1y 2, y mayores
a2.

Tabla VII - 5. Resultados de la construccion de la biblioteca utilizando la distancia Euclidea entre los
espectros y entre los scores en el intervalo de longitudes de onda de todo el espectro.

Selectividad
Medida Pretratamiento N° de productos sin confusion
s<1 1<S<2 S$>2
SNV 2 24 % 29 % 47 %
) ) 1Der (9p) 0 38 % 60 % 2%
Distancia
Euclidea 2Der (9p) 0 76% 24% 0%
entre los
espectros
1Der (9p) + SNV 3 9 % 64 % 27 %
2Der (9p) + SNV 0 65 % 7 % 28 %
SNV 5 4% 31 % 65 %
. . 1Der (9p) 0 47 % 53 % 0 %
Distancia
Euclidea 2Der (9p) 0 47%  51% 2%
entre los
scores
1Der (9p) + SNV 1 2% 16 % 82 %
2Der (9p) + SNV 1 7 % 11 % 82 %

Con los resultados de la Tabla VII - 5, se puede ver que en ninguno de los casos
estudiados se consigue separar los 10 productos; siempre hay productos que se
confunden, por lo que en todos los casos es necesaria la construccién de sub-bibliotecas.
Respecto al tipo de distancia utilizada, los resultados muestran que el uso de la distancia
Euclidea entre los scores mejora la identificacion frente a la distancia Euclidea entre los
espectros. En cuanto a los pretratamientos, se observa que aquellos modelos construidos
con SNV (individual o combinado) muestran mejores resultados, exceptuando la
combinacion SNV y 2Der al utilizar la distancia Euclidea entre los espectros. Los modelos
que presentan un menor porcentaje de clases con S<1, en el caso de utilizar la distancia

Euclidea entre espectros, son los que combinan los pretratamientos de 1Der con SNV;
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mientras que, utilizando la distancia entre los scores, cualquier pretratamiento que utilice

SNV, tiene un bajo porcentaje de clases con S<1.

A partir de esta seleccién de modelos, se ha acotado el intervalo de longitudes de onda,
eliminando las partes del espectro que no presentan ninguna banda de absorcién o que
presentan una banda comun en todos los productos. En este caso, se ha estudiado el
rango desde 2490 nm hasta 1860 nm, desde 1775 nm hasta 1400 nm y desde 1250 nm
hasta 1110 nm.

Tabla VII - 6. Resultados de la construccion de la biblioteca utilizando la distancia Euclidea entre los
espectros y entre los scores en el intervalo de longitudes de onda desde 2490 nm hasta 1860 nm, desde
1775 nm hasta 1400 nm y desde 1250 nm hasta 1110 nm.

NO d duct . Selectividad
Medida Pretratamiento i:gl:(f)u:ig:s sin

S<1 1=<S=<2 $>2

Distancia Euclidea . 1) 4 gy 4 8%  66%  27%
entre los espectros

SNV 4 7% 24 % 69 %

Distandia Euclidea ; per (gp) + SNy 5 9% 7%  84%

entre los scores
2Der (9p) + SNV 2 9 % 64 % 27 %

Como se puede observar en la Tabla VII - 6, en todos los casos se sigue requiriendo el
uso de sub-bibliotecas, aunque en casi todos los casos el nimero de productos que se
separan directamente ha mejorado en comparacion con los modelos construidos con
todo el intervalo de longitudes de onda, exceptuando cuando se utiliza la distancia entre
scores de los espectros tratados con SNV. También se aprecia que el modelo de la
distancia Euclidea entre scores de los espectros tratados con SNV presenta un porcentaje
de S<1 menor que los demas modelos. Sin embargo, el modelo que consigue un mayor
porcentaje de valores de selectividad mayores que 2, es el modelo que utiliza distancias
entre scores después de un pretratamiento con 1Der, con una ventana movil de 9
puntos, y SNV, por lo que se escoge como la combinacion de pretratamiento y distancia
para construir la biblioteca final.

Utilizando esta combinacion y realizando una acotacion del intervalo de longitudes de
onda, se ha construido la biblioteca final, la cual separa todos los productos, excepto los
dos antiviricos, A y D, para los cuales se ha creado una biblioteca de nivel 2.

Estos dos antiviricos son los que ya en la Tabla VII - 3 presentaban un elevado

coeficiente de correlacion. Ambas moléculas presentan la misma estructura y sélo
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difieren en un grupo funcional. Representando los espectros con los distintos
pretratamientos, se observo que, utilizando un pretratamiento de 1Der, con una ventana
movil de 9 puntos, y SNV, en el intervalo de longitudes de onda desde 1778 nm hasta

1707 nm los productos se diferenciaban.

0,04
1101 1161 1221 1282 1342 1403 1464 1524 1585 1645 1706 1766 1827 1888 1948 2009 2069 2130 2190 2251 2312 2372 2433 2493
Longitudes de onda (nm)

Figura VII - 3. Representacion de los espectros de las muestras del conjunto de entrenamiento de los
productos A y D con un pretratamiento de 1Der con 9 puntos de ventana mdvil y SNV. En la misma figura
se muestra un aumento del Unico intervalo de longitudes de onda (1707 nm a 1778 nm) donde se
diferencian ambos productos.

Tanto el tipo de distancias como el pretratamiento utilizados en esta biblioteca de nivel
2, son los mismos que en la biblioteca de nivel 1, la Unica diferencia entre ellas es el

intervalo de longitudes de onda utilizado.

En la siguiente tabla se muestran los parametros finales de la biblioteca escogida,

mostrando los distintos niveles y umbrales de aceptacion.

Tabla VII - 7. Parametros de la biblioteca final, indicando el umbral de cada grupo.

Nivel de la Intervalo de N° de .
biblioteca longitudes de onda factores ' retratamiento  Producto  Umbral
A 0,070
B 0,110
Desde 2491 hasta
1957, desde 1739 3 C 0,072
1 (factores  1Der (9p) + SNV
hasta 1425 y desde 3,4y 5)
1243 hasta 1111 'Y D 0,058
E 0,040
F 0,031
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Nivel de la Intervalo de

No de

biblioteca longitudes de onda factores Pretratamiento Producto Umbral
G 0,064
H 0,135
I 0,054
J 0,066
5 Desde 1778 hasta - 2y 106 (9p) + SNV A 0,485
D 0,611

En la Figura VII - 4 se puede ver la representacion 2D de la biblioteca de ambos niveles

con todos los factores.
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Figura VII - 4. Representacion de los scores de las bibliotecas de nivel 1y 2, indicando los grupos de cada

producto.

Como se puede observar en la Figura VII - 4, ninguno de los valores de selectividad se

encuentra por debajo de 1, lo que indica que no hay ningin grupo que se solape con

otro.
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16
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Figura VII - 5. Histograma de los valores de selectividad obtenidos.

3.3. Validacion de la biblioteca

Una vez se ha construido la biblioteca de espectros NIR, se procede a su validacion. Para
ello se estudiaron los dos parametros que se recomiendan en las guias de las agencias

reguladoras: la especificidad y la robustez.®!*12

Para evaluar ambos, se han utilizado los lotes del conjunto de validacidon que se indican
en la Tabla VII - 4, los cuales no han sido utilizados durante la construccion y evaluacion
de la biblioteca en cascada. Los espectros de las muestras de estos lotes se han
identificado utilizando la biblioteca descrita en la Tabla VII - 7. Los resultados de la
identificacién se muestran en la Tabla VII - 8.

Tabla VII - 8. Resultados de la identificacion de los 13 productos, clasificando los resultados como
muestras identificadas correctamente, muestras no identificadas y muestras identificadas incorrectamente.

Producto Muestras identificadas _Mues_tl_-as no Mugstras identificadas
correctamente identificadas incorrectamente

A 105 0 0
B 33 0 0
C 54 0 0
D No utilizado en la validacion.

E 36 0 0
F No utilizado en la validacion.
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Producto Muestras identificadas Muestras no Muestras identificadas
correctamente identificadas incorrectamente
G 36 0 0
H 220 1 0
I 66 0 0
J 129 0 0
K 0 18 0
L 0 33 0
M 0 39 0

Como se puede observar, los distintos lotes de rutina evaluados se han identificado

correctamente, lo que demuestra la robustez de la biblioteca.

Para evaluar la especificidad se ha calculado los valores de los parametros descritos en

la seccidn 3.3 del capitulo VI.

Tabla VII - 9. Evaluacion de la especificidad de la biblioteca construida.

Tasa de falsos

Positivos verdaderos 679 positivos 0
Negativos 90 Sensibilidad 0,999
verdaderos
Falsos positivos 0 Precision 1
Falsos negativos 1 Exactitud 0,999
Tasa de falsos 0,002 Especificidad 1

negativos

Como se puede observar en la tabla, tanto la precisién como la especificidad de la

biblioteca tienen un valor de 1. Unicamente una muestra no se ha identificado

correctamente como perteneciente a su clase, aunque tampoco se ha identificado como

perteneciente a otra clase de la biblioteca, por lo tanto, se ha obtenido un falso negativo.

Este valor hace que la sensibilidad de la biblioteca sea de un 99,9 % al igual que la

exactitud.

Ademas, se ha retado a la biblioteca a identificar los espectros de tres productos que no

forman parte de ninguna clase, para ver si eran clasificados como muestras

desconocidas.’ Como se puede observar en la Tabla VII - 8, las 90 muestras de los

productos K, L y M, han sido identificadas como desconocidas. Esto demuestra que la
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biblioteca es capaz de distinguir productos externos a ella, aunque tengan altos valores
de coeficientes de correlacion con los productos que conforman la biblioteca, como seria
el caso del producto H y el producto L; o de los productos I y J con el producto M. Con
estos resultados se puede concluir que la biblioteca de espectros NIR construida es

especifica.

4. CONCLUSIONES

En este trabajo, se ha desarrollado y validado de forma satisfactoria una biblioteca de
espectros NIR que permite identificar 10 productos terminados de la compafia a

liberacion.

La biblioteca de espectros NIR consiste en un esquema de biblioteca en cascada de dos
niveles, construida utilizando un conjunto de muestras de entrenamiento y evaluando su
capacidad de identificacion con el conjunto de muestras de evaluacién. La biblioteca
general se ha construido aplicando un pretratamiento a los espectros de primera
derivada con 9 puntos de ventana movil y SNV, en los intervalos de longitudes de onda
desde 2491 nm hasta 1957 nm, desde 1739 nm hasta 1425 nm y desde 1243 nm hasta
1111 nm, y midiendo la distancia Euclidea entre los scores del PCA. En esta primera
identificacion se consiguen separar 8 de los 10 productos. Con la finalidad de poder
identificar los dos productos que presentan confusion entre si, se ha construido una
biblioteca de nivel 2 aplicando el mismo pretratamiento y distancia, variando Unicamente
el intervalo de longitudes de onda (desde 1778 nm hasta 1707 nm).

Para validar la biblioteca de espectros NIR se ha utilizado un conjunto de muestras
independiente (conjunto de validacién). Con estas muestras se ha demostrado que la
biblioteca construida presenta una sensibilidad y una exactitud del 99,9 %, una
especificidad y precision del 100 %, una tasa de falsos negativos del 0,2 % y de falsos
positivos del 0 %. La robustez del sistema ha sido demostrada intentando identificar en

la biblioteca los espectros de tres productos que no forman parte de ella.

Con todo esto se puede concluir que es factible construir una biblioteca de espectros
para identificar los productos liofilizados terminados antes de su liberacion en el mismo
envase, cumpliendo con los requisitos regulatorios de la industria farmacéutica y que

seria posible la implementacion de este método de identificacion en la compaiiia.
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1. CONCLUSIONES

Los trabajos presentados en esta tesis han ofrecido soluciones analiticas, capaces de

mejorar la calidad del proceso de fabricacion y resolver los inconvenientes concretos

aparecidos durante la vida util de distintos productos farmacéuticos liofilizados.

Centrandonos en los objetivos concretos definidos se puede concluir:

Se ha desarrollado y validado un método basado en la valoracion culombimétrica
Karl Fischer acoplada a un horno, para determinar el contenido de agua de los
tapones de clorobutilo utilizados en el envase primario. En la validacion del
método se han seguido las recomendaciones de la ICH y se ha estudiado la
especificidad (a la temperatura de trabajo Unicamente se determina agua),
exactitud (recuperaciones segun los criterios de la Ph.Eur. a tres niveles de
concentracion), linealidad (pendiente y ordenada en el origen sin diferencias
significativas a 1 y 0, respectivamente), intervalo de linealidad (350 ug -
7500 pg), precision intermedia (sin diferencias significativas entre analistas para
concentraciones del limite superior e inferior), repetibilidad (RSD de 9,68 %) y
limite de cuantificacion (103,3 ug de agua).

Este método ha permitido evaluar el comportamiento de la humedad de los
tampones durante el ciclo de vida en condiciones de estabilidad acelerada de un
producto parenteral liofilizado, denominado H. Se ha comprobado que, al igual
que ocurre con el producto, el proceso de liofilizacidon seca los tapones.
Independientemente de la humedad inicial de los tapones, su contenido en agua
aumenta con el tiempo del estudio hasta unos 2 mg. Se ha confirmado que la
impureza 1 del producto estudiado esta relacionada con la humedad procedente
del tapon, mientras que la impureza 2 se produce a partir de la humedad residual
de la muestra.

Se ha desarrollado y validado segun las recomendaciones de la ICH un método
para la determinacién de la humedad residual de un producto liofilizado,
denominado N, basado en el uso de Karl Fischer culombimétrico acoplado a un
horno. En la validacion se ha estudiado la especificidad (a partir del analisis
termogravimétrico no hay degradacion del producto a 80°C), exactitud
(recuperaciones segun los criterios de la Ph.Eur. en cinco concentraciones

distintas), linealidad (pendiente y ordenada en el origen proximas a 1 y 0,
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respectivamente), intervalo de linealidad (240 pg - 5260 pg), repetibilidad (RSD
< 15%), precision intermedia (sin diferencias significativas entre analistas y dias
para niveles altos y bajos de humedad) y limite de cuantificacién (99,6 ug de
agua).

Como parte integral del desarrollo del método analitico se ha realizado un analisis
de riesgos basado en el andlisis modal de fallos y efectos que ha permitido mitigar
8 parametros con alto riesgo de fallo.

El método Karl Fischer, validado anteriormente para el producto N, se ha utilizado
como método de referencia para el desarrollo y validacién de un método rapido
y no destructivo para la determinacion de la humedad residual, a liberacion del
mismo producto. Es un método basado en la espectroscopia NIR, utilizando un
modelo PLSR. El modelo se ha construido a partir de espectros NIR registrados
entre 1350 t 2350 nm, con SNV como pretratamiento y 3 factores PLSR.

El método NIR ha sido validado segun las recomendaciones de la EMA y de la
ICH para métodos cuantitativos. Se ha estudiado la especificidad (tanto los scores
como los /oadings del modelo estan relacionados con el contenido de agua),
exactitud (a partir de una prueba t de muestras apareadas para 25 muestras en
todo el intervalo de concentracion), linealidad (se ha estudiado la recta de valores
calculados por el modelo frente a los de referencia, y la pendiente y ordenada en
el origen no presentan diferencias significativas de 1 y 0, respectivamente; el
sesgo es estadisticamente igual a cero), intervalo de linealidad (para la misma
recta, 0,37 % - 3,93 %), precision intermedia (sin diferencias significativas entre
analistas y dias tanto para muestras de laboratorio como industriales),
repetibilidad (valores maximos y minimos de RSD=1,87 % y 1,02 %) y limite de
cuantificacion (desde el punto de vista normativo, tanto LOD como LOQ son el
valor minimo obtenido en el desarrollo y validacion del método, 0,36 % de agua)
El método ha sido implementado en el ambito industrial con el fin de evaluar la
homogeneidad del proceso de liofilizacion. Con los datos recopilados se ha podido
concluir que, aunque todas las muestras se encuentran dentro de
especificaciones, hay diferencias significativas dependiendo del liofilizador
utilizado; con una menor humedad residual media en el liofilizador adquirido mas
recientemente. En el estudio de cada lote para evaluar las diferencias entre pisos
y posiciones, se han observado diferencias de algun piso respecto al resto,

aunque Unicamente en uno de los lotes habia diferencias en las posiciones. A
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pesar de ello, no se ha apreciado una sistematica que relacione pisos y posiciones
concretas con el secado en el liofilizador.

En esta tesis se ha conseguido desarrollar y validar, de forma satisfactoria, un
método cualitativo para la clasificacion de las muestras del producto liofilizado
etiquetado como J, seguin la concentracion de oxigeno del headspace del vial. Se
han utilizado medidas de reflectancia en el visible de los mismos espectros que
se registran para hallar el RMC del producto en la zona NIR. Se ha utilizado un
modelo PLS-DA para relacionar el contenido rosado del sélido con el contenido
de oxigeno y separar las muestras con alto y bajo contenido a partir de un valor
umbral del 2 % de oxigeno.

El estudio del comportamiento del método y su validacion se han realizado
teniendo en cuenta que se trata de un método cualitativo, utilizando los
resultados de verdaderos y falsos negativos, asi como los de verdaderos y falsos
positivos, para el calculo de los parametros. EI método propuesto tiene una tasa
de falsos positivos del 2 % y de falsos negativos del 7 %, con una sensibilidad
del 93 % y una especificidad del 98 %; la precision es de un 99 % vy la exactitud
del 95 %. Se ha utilizado la curva caracteristica de rendimiento para el calculo
de zona de falta de fiabilidad del método, comprendida entre un 1,13 % y un
3,5 % de oxigeno. Un futuro analisis completo a caducidad con muestras a
distinta concentracion de oxigeno puede llevar a una revisioén del umbral.

Se ha desarrollado y validado un método para la identificacion, en el propio
envase, de productos terminados antes de su liberacién. Se ha utilizado la
espectroscopia NIR para crear una biblioteca representativa de los espectros NIR
de 10 productos y se han utilizado técnicas quimiométricas de PRM para su
evaluacion y validacion. En la validacién se han utilizado 8 productos distintos
presentes en la biblioteca, con un total de 679 muestras, y 3 productos no
presentes en ella, con un total de 90 muestras. Ninguna de las muestras ha sido
identificada incorrectamente, todas las muestras de productos ausentes han sido
identificadas como no pertenecientes a la biblioteca y Unicamente una muestra
de un producto, con 221 muestras, ha sido no identificada, aunque no confundida
con otro producto. A partir de los resultados hallados, se puede concluir que es
viable la implementacion de un método de identificacién multivariante para
identificar los principales productos de la compaiiia, cumpliendo con los requisitos

regulatorios de la industria farmacéutica.
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Ademas de los objetivos comentados, con el desarrollo de esta tesis se ha podido realizar
una transferencia de conocimiento de la universidad a la industria, cumpliendo asi con

el objetivo principal del proyecto de doctorados industriales.
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