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Introduccién

Las nuevas regulaciones recomiendan el uso de métodos de vigilancia y monitoreo
de procesos para permitir el control de calidad de los productos finales e intermediarios en
tiempo real. El control de calidad en linea y la supervision continua de procesos tienen
varias ventajas para el fabricante, como disminucién de los tiempos del ciclo de
produccion, prevencion de rechazos de productos por reduccion de errores humanos vy
mejora de la eficiencia por desarrollo de un proceso ininterrumpido En particular, la
manufactura a menudo requiere la caracterizacion quimica y fisica del producto sin
interrumpir el proceso por remocion fisica de las muestras.

El acido acetilsalicilico (aspirina, AAS) es ampliamente utilizado en productos
analgésicos y antipiréticos [1]. Las formas de dosificacion de AAS y sus combinaciones
con otros farmacos se han enumerado en diversas farmacopeas [2, 3]. La literatura
describe varios métodos para la determinacion cuantitativa de AAS y sus asociaciones
con otros principios activos mediante volumetria [3, 4], colorimetria [5], fluorimetria [6],
espectrofotometria [6-10] y cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) [2, 11-13].
Esta ultima constituye el método mas popular para la separacion de mezclas de principios
activos y sus productos de degradacion.

Las espectroscopias Raman y FTIR son técnicas que requieren poca o ninguna
manipulacién de muestra, proporcionan resultados rapidos y sus espectros son
informativos para identificar analitos. La combinacion de estas espectroscopias con el
analisis multivariante se plantea como una alternativa valida para el analisis en linea de
ingredientes farmacéuticos activos (IFAs) durante la produccion.

Materiales y Métodos
Productos y reactivos:

Los IFAs y excipientes utilizados, de grado farmacéutico, fueron adquiridos a
Drogueria Saporiti (Bs. As., Argentina). Todos los productos se conservaron en un
desecador, al abrigo de la luz, durante el desarrollo de los experimentos.

Preparacion de mezclas de calibracién y validacién:

Se prepararon mezclas fisicas de ambos IFAs junto con los excipientes presentes en
formas farmacéuticas comerciales en diferentes proporciones, siguiendo sendos disefios
experimentales para calibracion (n= 12) y validacién (n= 7).

Previa preparacion de las mezclas, los componentes fueron mantenidos en
desecador y tamizados mecanicamente, seleccionando las fracciones entre 50 y 100
mesh. Las muestras fueron homogeneizadas a 30 rpm durante 15 min utilizando un




mezclador en Z.

Adquisicion de espectros:

Los espectros en el infrarrojo medio (4000-400 cm™) fueron adquiridos utilizando un
accesorio de reflectancia atenuada (ATR). Los espectros Raman fueron obtenidos a partir
de muestras contenidas en viales de vidrio de 12 mm de diametro, en el intervalo de
2911,5 - 100,0 cm™. En ambos casos se analizé un total de 19 muestras, por triplicado.

Resultados y discusion

Con el objeto de determinar las abundancias de los IFAs en las mezclas de solidos,
se desarrollaron dos modelos quimiométricos aplicando el algoritmo PLS a senales
Ramany FTIR.
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Figura 1. Espectros Raman (izquierda) y FTIR (derecha) de las mezclas pertenecientes al
conjunto de calibracion.

Para cada espectroscopia, se desarrollaron las condiciones 6ptimas analizando el
conjunto de calibracién. EI nimero de variables latentes se determind en base a la
variancia explicada por el grafico de componentes principales [14]. En espectroscopia
Raman la regién espectral seleccionada para ambos IFAs fue 1686,1 - 506,3 cm™ (650
sensores), seleccionada utilizando el algoritmo de ventana mévil [15]. Previo al analisis de
cada IFA, los espectros fueron normalizados aplicando la transformacion en variable
normal estandar (SNV), sustraccion de tendencia (detrending) y suavizado (smoothing)
utilizando un algoritmo de orden 2 con un ancho de ventana de 11 sensores.

Para los espectros FTIR, la regidén espectral seleccionada para ambos IFAs fue 1940-
400 cm™ (800 sensores), empleando un pre-tratamiento diferente para cada IFA. En el
caso de AAS se utilizd centrado en la media y primera derivada (con un algoritmo de
orden 2 y una ventana de 15 sensores). Para CAF se realiz6 la sustraccion de tendencia,
SNV, correccion multiplicativa de la dispersion (MSC) y transformacion a la primera
derivada, con un algoritmo de orden 2 y una ventana de 15 sensores.

Se realiz6 una validacién interna cruzada (cross-validation), analizando el conjunto de
calibracion. Se examinaron las estadisticas, cifras de merito y la recta de regresion
concentracion real Vs. predicha (Figura 2).

Seguidamente, se evalud el desempefio de cada método desarrollado (FTIR-AAS,
FTIR-CAF, Raman-AAS y Raman-CAF) analizando el conjunto de validacion donde se



examino el nivel de recuperacion de cada IFA, la dispersion de los resultados (Tabla 1), la
recta de regresion entre concentracion real Vs. predicha y la elipse de confianza conjunta.

Tabla 1. Evaluacién del grupo de validacion mediante las diferentes metodologias.

Validacion

Raman FTIR

AAS CAF AAS CAF

Conc. Rec. Conc. Rec. Conc. Rec. Conc. Rec.
(PIP, %) (%) (PIP,%) (%) (PIP,%) (%) (PIP,%) (%)

Nivel 1 33 98 4 25 113,73 33 109,2 25 1003
Nivel 2 41 103,1 3,9 106,46 41 98,7 3.9 94,7
Nivel 3 50 95,2 5 94,39 50 103,6 5 84,5
Recuperacion Promedio (%) 100,6 105,7 101,3 93,8
Desvio Estandar Relativo (%) 4,2 75 6,1 68
Error Relativo Prediccién (%) 4,0 84 54 10

Curva de concentraciéon real Vs. predicha

g 0,9008 0,8903 0,8135 0,9345
Yo 49+70 1,0+£0,5 35+9,2 1,0+£0,4
Pendiente 0,89+0,17 0,78+0,14 0,93+0,22 0,68+0,10
n 5 6 6 5
ANOVA
SS Entre grupos 53,9 194,7 95,5 131,1
SS Dentro de grupos 17,9 87,5 93,1 54,3
FObservado 3;0 313 115 214
FCritico 1 9 9,5 9,5 1 9

La exactitud fue evaluada a 3 niveles de concentracion calculando la recuperacion de
las muestras en el conjunto validacion (Tabla 1), que en todos los casos no se aparto
significativamente del 100%. La precision del método fue evaluada determinando la
dispersién de los datos en los distintos niveles; tanto para AAS como para CAF las
desviaciones estandar relativas fueron menores de 10% (Tabla 1).

Las elipses de confianza conjunta para la ordenada al origen y la pendiente fueron
evaluadas para los 4 modelos de los datos. En todos los casos, éstas contuvieron al punto
(Ho= 0; M= 1).
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Figura 2. Concentraciones reales Vs. predichas por Raman-PLS (A, CAF y C, AAS) y
FTIR-PLS (B, CAF y D, AAS) para el conjunto de calibracion (o) y validacion (e).

Se puede concluir que los modelos desarrollados demostraron ser de aplicacion

posible al control de calidad rutinario de ambos IFAs en mezclas fisicas. Futuros estudios
estaran enfocados a mejorar el desempeno del método y evaluar su aplicacion en
productos formulados comerciales.
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