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Resumen

Objetivo: Disefar un método para la cuantificacion del Ingrediente Farmacéutico Activo (API)
del antibiotico florfenicol, en un producto farmacéutico veterinario granulado por medio de la
implementacion de la técnica analitica de espectroscopia de infrarrojo cercano. Metodologia:
La metodologia NIR implica obtener un método de prediccion que incorpore la variabilidad de
ingrediente APl de florfenicol en el intervalo (16 g/100g (p/p) - 24 g/100g (p/p), en el producto
terminado. Resultados: El método analitico se logro disehar por medio de técnicas quimiométricas
con transformaciones espectrales y una regresion multivariable de minimos cuadrados parciales
(PLS), con la cual se obtienen los criterios de coeficiente de correlacion (R), el error de calibracion
(SEC) y el error de validacion cruzada (SECV). Finalmente, se realiza una validacion externa de la
técnica analitica NIR para conocer la capacidad predictiva de cuantificar el API florfenicol en el
producto terminado, determinando el error estandar de prediccion (SEP) evaluando parametros
de especificidad, linealidad, exactitud, precision y robustez. Conclusiones: El método NIR disehado
permite la cuantificacion del API florfenicol en el producto terminado en presentacion granular para
aplicacion de control de calidad en una industria farmacéutica como una técnica alterna a la técnica

tradicional de HPLC.
Palabras clave: antibiotico, principio activo, quimiometria, granulado.

Abstract

Objective: Design a method for the quantification of active ingredients (API) of antibiotic florfenicol
in a veterinary pharmaceutical product granulated by means of implementation of the analytical
technique of infrared spectroscopy near. Methodology: The NIR methodology implies obtaining a
prediction method that incorporates the choice of florfenicol APl ingredient in the interval (16 g/100g
(w/w) - 24 g/100g (w/w), in the finished product. Results: This is achieved by means of chemometric
techniques with transformations spectral data and a multivariate Partial Least Squares regression
(PLS).inwhich the correlation coefficient criteria (R), the Calibration Error (SEC) and the Cross Validation
Error (SECV) are obtained. Finally, an external validation of the NIR analytical technique is carried out
to know the predictive capacity of quantifying API florfenicol (in the finished product, determining the
Standard Error of Prediction (SEP) evaluating parameters of specificity, linearity, accuracy, precision
and sturdiness. Conclusions: The NIR method designed allows the quantification of API florfenicol
in the finished product for application of quality control in a pharmaceutical industry. The designed

method can be used as an alternative analytical technique to the traditional HPLC technique.

Keywords: antibiotic, active ingredient, chemometrics, granulate.
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Introduccién

En la actualidad es importante obtener metodologias analiticas para la industria farmacéutica veterinaria
que puedan implementarse de tal manera que no afecten los resultados de cuantificacion del producto. No
obstante, estas nuevas metodologias deberian minimizar el uso excesivo de sustancias quimicas utilizadas
para la extraccion y disolucion de los activos y que presentan un impacto ambiental [1]

such as the quality control of bulk drugs and pharmaceutical formulations, as well as the analysis of drugs
in biological samples. However, RP-HPLC methods commonly use large amounts of organic solvents and
generate high quantities of waste to be disposed, leading to some issues in terms of ecological impact
and operator safety. In this context, greening HPLC methods is becoming highly desirable. One strategy to
reduce the impact of hazardous solvents is to replace classically used organic solvents (i.e., acetonitrile and
methanol.

La NIR se considera una técnica Gtil en el campo analitico de control farmacéutico [2], alimenticio [3],
medicina tradicional [4]including silybin, silychristin and silydianin (SS, agricola [5] y se caracteriza por
tener alta velocidad de analisis, confiabilidad, seguridad, bajo costo de operacion y de mantenimiento.
Es conocido que la espectroscopia NIR no es una técnica destructiva debido al procesamiento minimo de
muestras y no requiere el uso de solventes quimicos [6] y se puede operar en modos de transmitancia (NIT)
y reflectancia [7,8] mostrando las vibraciones que provienen de grupos que tienen un atomo de hidrogeno,
principalmente en enlaces quimicos C-H, O -Hy N - H [9]. La sefal electromagnética del equipo penetra la
muestra varios milimetros obteniendo espectros NIR que no solo proporcionan informacion de la estructura
quimica, sino también caracteristicas fisicas de tamano de particula, humedad, polimorfismo, etc.

La técnica analitica NIR se aplica al producto terminado completo, es decir, a la compleja composicion
del principio API, los excipientes y la forma farmacéutica. De esta manera el producto que se analiza no
requiere ninguna transformacion quimica (extraccion y/o dilucion en algin solvente). Se conocen diferentes
aplicaciones de NIR en procesos de fabricacion en linea, como la determinacion cuantitativa de productos
encapsulados [10]this is done by visual inspection of spectra of the sample, its interfering layers and main
pharmaceutical ingredients. Secondly, three regression models for quantification of active pharmaceutical
ingredient (API, control en linea del ingrediente APl durante la mezcla [2] y control de uniformidad de
contenido con determinacion de las propiedades de las tabletas [11].

Zhao et al. [12]interval partial least squares optimized by the genetic algorithm (GA-iPLS han presentado
una revision sobre la cuantificacion de Yangwei sin azicar y han enunciado la posibilidad de controlar el
proceso para mantener el tamano del granulo adecuado. Liu et al. [3] requirieron una trasferencia espectral
de los espectros de granulos a espectros en polvo para la cuantificacion de la proteina en un producto.

Para la interpretacion de los espectros NIR se requiere un analisis quimiométrico donde se usa la
aplicacion de los métodos matematicos y estadisticos, como el método de minimos cuadrados parciales
(PLS) y analisis de componentes principales (PCA) [13, 14, 15, 16] para lograr obtener la maxima cantidad de
informacion quimica pertinente a partir de sefales analiticas [17, 18]. El método de calibracion multivariado
quimiomeétrico se aplica primero estableciendo una relacion entre las longitudes de onda NIRy la propiedad
de interés para obtener un modelo predictivo, la cual se usa posteriormente para predecir las mismas
propiedades a partir de las longitudes de onda NIR de muestras desconocidas.

Existen varias guias que no son requerimientos obligatorios de la Agencia Europea de Medicamentos, EMA
[19], la tecnologia analitica de procesos (PAT) aplicados por la FDA [20] y la Farmacopea de Estados Unidos,
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USP [21] que pueden ser aplicadas para desarrollar y validar un método NIR [22NIR and Chemometrics,
as well as there is a lot of Academia research on the matter. Despite that, the word innovation is often
associated to such tools and there is a still slow implementation at industry. The paper is the outcome of
the Associazione Farmaceutici delbbIndustria (AFI, 23].

El objetivo de este proyecto fue desarrollar una metodologia analitica de espectroscopia NIR que permita la
cuantificacion de antibiotico florfenicol en un producto terminado farmacéutico veterinarioy en condiciones
del clima tropical de la ciudad de Cali, Colombia y que el método sea aplicado de manera rutinaria en una
empresa farmacéutica para la definicion del estatus de calidad del producto mencionado. El florfenicol se
conoce como un antibiotico sintético bacteriostatico de amplio espectro dentro del grupo de los fenicoles
que es activo frente a la mayoria de las bacterias gramm-positivas y gramm-negativas y el mecanismo de
actuacion se realiza a nivel ribosémico por inhibicion de la sintesis proteica.

Materiales y métodos

Seleccion y obtencion de las muestras de calibracion

Las muestras de calibracion se obtuvieron del proceso productivo y generalmente exhiben la variabilidad
esperada del proceso; no obstante, estas muestras por si solas no proporcionan un rango suficiente de
variabilidad, por eso se prepararon las muestras adicionales en condiciones de laboratorio [24]. Estas
dltimas muestras contienen una porcion del proceso productivo a la cual se le adicionaron cantidades
de activo o placebo segiin el caso, con el fin de mantener la mayor similitud posible con las muestras de
produccion, como se evidencian los NIR en la Figura 1. Se utilizaron 77 muestras de producto terminado de
antibiotico florfenicol, de las cuales 14 fueron de productos fabricados durante los afos 2018-2020; y 63
muestras en el ano 2021. Adicionalmente, se obtuvieron 29 muestras de lotes fabricados en el laboratorio
que cubren el rango de concentraciones de API entre el 50 al 150 % (p/p) del contenido declarado de
florfenicol. Fue un total de 108 muestras, incluyendo dos lotes de placebo del producto, para el desarrollo
del método de cuantificacion.

Figura 1. Comparacion de espectros NIR de muestras del producto terminado obtenidos del proceso de
produccién y del laboratorio
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Obtencion de las lecturas en NIR

Previo a la toma de los espectros NIR, las muestras son sometidas a un proceso de molienda con un equipo
FOSS KN 195 con refrigeracion, a 20000 rpm por 2 ciclos de 10 s para obtener un tamano de particula de
muestras mas homogéneo. Los espectros de estas muestras son tomados en un instrumento XDS NIR-FOSS:
en el modulo de solidos XDS (reflectancia) Rapid Content Analyzer. En el software de Metrohm NIRS, 1997-
2018 cada medida corresponde al promedio de 36 escaneos en una resolucion de 16 cm-1, en el rango de
400 nm a 2500 nm. Cada muestra es compactada en una celda y leida por triplicado girando la celda 120°
aproximadamente. Se utilizo el resultado promedio de los espectros leidos.

Meétodo de referencia

De la misma porcion de muestra leida en el instrumento NIR se determino la concentracion de florfenicol
segln la técnica analitica de referencia cromatografica HPLC. Se realizaron dos réplicas por cada muestray
se utilizo el valor promedio como el valor de referencia.

Procesamiento espectral y seleccion de variables

En esta etapa se usaron los métodos matematicos para tratar las transformaciones espectrales tales
como: correccion de base linea (B-Corr), primera derivada (1ray 2da) y variacion normal estandar (SNV), que
permiten amplificar la variacion de interés dentro del conjunto de datos espectrales y atenuar la variacion
no pertinente a variables necesarias.

Para la eleccion de variables se seleccioné la longitud de onda de forma manual estableciendo una relacion
del cambio en altura espectral con el cambio de concentracion, como se muestra en la Figura 2. De esta
manera se observa el espectro del APl a una altura menor con respecto a la altura de los espectros con
variacion de contenido de APl de 150% y 50% en producto terminado y de 0,0% en el placebo. Esta seleccion
es de un enfoque univariado que colecciona aquellas variables que tienen una mayor correlacion con
la respuesta. Sin embargo, esta correlacion tuvo que ser ademas confirmada con el uso de la técnica
multivariada de PLS para analisis cuantitativos y técnica PCA para analisis cualitativos. El procesamiento
incluye ajuste de escala con correccion de base linea, lo cual se muestra en la Figura 3 y se evidencia
un ajuste de altura entre los espectros NIR, pero se mantiene una diferencia en altura. También se usan
tratamientos de primera derivada de Savitzky-Golay y variacion SNV.

Figura 2. Espectros NIR sin procesamiento correlacionando el cambio de altura con el aumento de
concentracion del ingrediente API de antibiético florfenicol

0.5

0,45 + 24+ s Placebo
04 i

0,35 150 %(p/p)
0.3 50 % (p/p)

um

w2 02

- g = = = Principio Activo

o8 015 W

=5 0,1

- Q .

- A

g2 005

= o= 0,0 o
. Lo o o s s e s o e s e e o o o o o e
Lo Y I o T T e T T I T o (o [ LY Y o R ] — M= = O [ I T e T i = s =
bl ol T T LY Y o e e e T I T T O Y e o e T R T O o T T

AT A A A A A A A A A A A A0 IO OO N

Longitud de onda {nm)

Fuente: Elaboracién propia

Revista Investigacion e Innovacion en Ingenierias, vol. 11, n°1, pp. 61-76, 2023 DOI: 10.17081/invinno.11.1.6579



Desarrollo de un método analitico para la cuantificacién del antibidtico florfenicol en un producto terminado 65
farmacéutico veterinario por espectroscopia de infrarrojo cercano

Estos procesamientos son normalizaciones que permiten ajustar factores de dispersion por tamafno de
particula, por volumen de muestra, atenuar o eliminar desviaciones lineales o la contribucion de ruido. Se
tuvo en cuenta que un procesamiento excesivo puede aumentar variaciones indeseadas y algunos métodos
de procesamiento pueden admitir datos con ruido.

Figura 3. Espectros con procesamiento B-Corr del producto antibiético terminado correlacionando el
cambio de altura versus el aumento de concentracién del ingrediente API de florfenicol

0,35
0,3 «wnesePlarebho

”ﬁ_ 150 %(p/p)
0,15 50 % (p/p)
0,1

= == Prindpio Activo

0,05
0,0
-0,05
-0,1
-0,15

Unidades de
Absorbancia

Fuente: Elaboracion propia

Calibracion cualitativa

Consistio en crear un modelo de identificacion basado en la autentificacion de la “huella dactilar”, donde se
definen las caracteristicas fisicas y quimicas de un espectro del producto antibiotico terminado. Un modelo
cualitativo se puede crear por medio de las propiedades categoricas usando algoritmos quimiomeétricos
(PCA); los algoritmos deberian aprovechar ya sea la proximidad o la distancia en espacios multivariante, lo
que resulta en una asignacion cualitativa de las muestras a una o mas clases, dependiendo de la aplicacion
[15].

Calibracion cuantitativa

Se desarrollaron varios modelos de calibracion por medio del método multivariado de PLS, el cual
permite transformar la informacion espectral para predecir la composicion quimica y fisica de la muestra,
extrayendo variables de interés apropiada [25]. Las calibraciones se realizaron con el software de Vision
4.1.1.70 de Metrohm © NIRS, 1997-2018. La obtencion de un modelo quimiométrico requiere de un proceso
iterativo, resumido en la Figura 4, el cual se puede repetir las veces que sea necesario para obtener un
modelo aceptable.
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Figura 4. Proceso general propuesto para obtener un modelo quimiométrico
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Existen parametros para definir el método apropiado de una calibracion final, descritos a continuacion.
Decidircuantosfactores usaresunaparteimportantedela calibracion. Con muy pocosfactores, la calibracion
da cuenta de muy pobre informacion y errores de prediccion altos. Cuando se utilizan demasiados factores,
el modelo incorpora sobreajuste a los datos de calibracion (incluye ruido o errores sistematicos exclusivos),
lo que da como resultado un modelo que no es robusto, ni estable. Las estadisticas para la calibracion son
proporcionadas automaticamente por el software [26].

El nimero optimo de factores se establece durante la validacion cruzada, el software Vision calcula el
PRESS (Error residual de prediccion: suma de cuadrados) para cada factor, luego recomienda el uso del
factor que tiene el valor minimo.

PRESS = Z(X, — Vi) "

Por medio de la validacion cruzada se obtiene un estimado instantaneo del desempeino del modelo
generado, ya que, utiliza las mismas muestras para la prediccion y el desarrollo de la calibracion. El enfoque
de validacion cruzada n-iteraciones se usa cominmente para dividir los datos en n subconjuntos para
realizar la validacion cruzada. En cada una de las n iteraciones, se usan n-1 subconjuntos para desarrollar
el modelo, que se utiliza para predecir la n™ division de datos remanente. El procedimiento se repite hasta
que se predicen todos los subconjuntos. [15]. De esta manera se determina el error estandar de la validacion
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cruzada de acuerdo con la ecuacion (2), que indica la desviacion estandar de las diferencias de los datos de
referencia (X_,) y los datos predichos NIR (Y, ) del nimero de muestras totales (n) usado.

(2)

E-‘lu:_l(xmi‘)'cv.i 2

n

SECV =

El coeficiente de correlacion maltiple (R?) es una medida de qué tan bien se ajustan los datos espectrales
a los datos del principio activo. El valor de uno “1” significa que los valores del principio activo se ajustan
perfectamente a los datos espectrales y todos los residuales son iguales a cero (0).

Otro parametro estadistico definido es el error estandar de calibracion (SEC), que es la medida de la
variabilidad de la diferencia entre el valor predicho NIR (Yc,;) y el valor de referencia (XC’,,) del grupo de
muestras de calibracion (n) y el nGmero de factores definidos (K) en la ecuacion (3).

3)

z?:l (Xc.i “Yei )2
n—K-1

SEC =

El modelo 6ptimo se definid teniendo en cuenta estos parametros estadisticos anteriores.

Posteriormente se validd, y, aunque adn no existe un método estandar para validar un método cuantitativo
NIR, esto se realizo siguiendo parametros generales recomendados en algunas publicaciones: especificidad,
exactitud, precision o repetibilidad, precision intermedia, linealidad, rango y robustez [15, 19, 20].

Con los datos obtenidos de la validacion externa se determiné el parametro de error SEP para cada modelo
de calibracion, este representa una medida de la variabilidad de la diferencia entre los valores predichos
(v,) y de referencia (X,) para un grupo de muestras independiente de validacion. El valor del SEP de la
ecuacion (4) se espera que sea lo mas bajo posible y siempre inferior a valor del SEC.

n

SEP = ({Z(xq,j -V, )t - [MB/@ -1) (4)

Validacion

Las muestras para validacion son un grupo independiente a las usadas en la calibracion, proceden de
produccion y del laboratorio para obtener resultados estadisticamente significativos de acuerdo con los
siguientes parametros [20]:

Especificidad. Esta prueba se evalla en el método NIR desarrollado y se basa en demostrar la selectividad
y el poder discriminatorio. La evaluacion permite realizar una validacion cualitativa del método, lo que
implica utilizar controles positivos y negativos [20].

Exactitud. Esta definida para un procedimiento analitico al objeto de analisis como la proximidad entre los
resultados de la prueba, obtenidos mediante el procedimiento y el valor aceptado como verdadero [27]. Se
evalla en tres niveles de concentracion de 80, 100 y 120 % (p/p) del contenido declarado.

Precision. Determina el grado de concordancia entre los resultados de las pruebas individuales cuando el
método se aplica repetidamente a miltiples lecturas de una muestra homogénea. Se calcula la desviacion
estandar de los resultados. En esta prueba no se realiza la comparacion con el método de referencia, ya
que el interés esta en la precision de los datos generados por el método NIR. Se evalGa en dos niveles:
repetibilidad y precision intermedia.
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Linealidad y rango. La linealidad de un procedimiento analitico se basa en la capacidad para obtener
resultados de prueba que sean proporcionales ya sea directamente o por medio de una transformacion
matematica, a la concentracion del analito de muestra en un intervalo dado [27]. El desempefo predictivo
de un modelo quimiométrico debe demostrase mediante la linealidad de una grafica de los resultados
del modelo en funcién de los valores de referencia [15]. De la misma porcion de muestra del producto
terminado analizada por el método de NIR, se toman las cantidades requeridas para el analisis por el
método cromatografico de referencia HPLC, a fin de comparar los resultados obtenidos por cada método
sobre una misma porcion de muestra [20].

Robustez. La medida de la capacidad que tiene el método para no ser afectado por variaciones pequenas
pero deliberadas en los parametros de ejecucion y aun asi proporcionar un resultado confiable durante el
uso normal [27].

Resultados

Calibracion cualitativa. En el desarrollo de la calibracion cualitativa definido en la Tabla 1, se realizaron
tratamientos espectrales, se calcularon las puntuaciones de los PCAy las distancias de Mahalonobis usando
los espectros previamente definidos para la calibracion.

Tabla 1. Parametros definidos para el modelo de identificaciéon del producto terminado

Procesamiento Region espectral  Cantidad de Umbral
matematico (nm) muestras definido

Algoritmo de seleccion

Distancia de Mahalanobis por componentes Correccion de base
o ) 700-2500 106 0.500
principales linea
SNV

Fuente: Elaboracion propia

Esta calibracion cualitativa se establece como una medida de similitud entre los espectros de calibracion:
a medida que disminuye la distancia, aumenta la similitud entre los espectros [22]. Para futuras muestras
analizadas sus espectros seran identificados como negativos cuando presenten resultados superiores al
umbral de 0.500.

Calibracién cuantitativa. Se desarrollaron 30 modelos de calibracion usando el método multivariado PLS.
De estos, se probaron 6, cuya conFiguracion se encuentra en la Tabla 2. En los modelos 1,2,3y 5 se uso la
region espectral entre 1100 - 2500 nm. En los modelos 4 y 5 la region espectral se dividio en dos subregiones
de 1100 -1680 nm y 1698-2500 nm. Estos 6 modelos se definen con un R? superior a 0,9 y por el SECV bajo.
En todos los modelos se establecié una relacion lineal entre la sefial espectral y el contenido de API [15].
Adicionalmente, se tuvo en cuenta que la diferencia entre los datos predichos NIR y HPLC es menor a 3,
en la evaluacion de la validacion cruzada. No obstante, la decision definitiva se da por los estadisticos
satisfactorios en las predicciones del modelo durante la validacion externa.
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Tabla 2. Resultados de los modelos definidos, los tratamientos de SNV, B-Corr y 1ra-S-G

Nimero

Region Tratamiento
de # factores 2y SEP
TR espectral matematico
SNV
1 1100-2500 10 0.9968 11699 1.6185 1.424 1.496
Ira- S-G
SNV
2 1100-2500 8 0.9959 1.2713 1.6461 1142 1.271
1ra-S-G
B-Corr
3 1100-2500 8 0.9941 1.4903 1.9791 0.855 0.827
1ra-S-G
1100-1680 B-Corr
4 10 0.9956 1.3355 1.8410 1.31 1.279
1698-2500 1ra-S-G
B-Corr
5 1100-2500 10 0.9957 1.3218 1.8263 1.335 1.296
1ra-S-G
1100-1680 B-Corr
6 8 0.9942 1.5171 1.8410 1.076 1.201
1698-2500 1ra-S-G

Fuente: Elaboracion propia

Los datos para calcular el valor del SEP (Tabla 1) seglin la ecuacion (4), son obtenidos a partir de la prediccion
de las muestras de validacion externa de los 6 modelos seleccionadosy comparados con los datos obtenidos
por el método de referencia HPLC como se describe en la Tabla 3.

Tabla 3. Comparaciéon de las predicciones de cada una de las muestras de antibiodtico
segun los modelos definidos en la Tabla 2

Namero de modelo

Nivel ID Concentracion de
C,(%) Muestra referencia, X, (%)

V.80-1 80.3 79.5 79.8 79.6 779 779 79.9
80 V.80-2 78.4 78.9 79.7 78.3 78.6 78.6 78.8
V.80-3 78,2 79.4 79.8 78.6 784 78.4 791
V.90-1 90.3 89.9 90.4 891 89.0 89.0 89.6
920 V.90-2 90.2 90.2 90.5 90.3 89.9 89.9 90.8
V.90-3 89.6 89.6 90.0 88.9 88.8 88.8 89.4
V100-1 105.5 104.3 104.5 104.3 104.1 104.1 104.9
100 V.100-2 106,0 104.7 105.1 105.1 104.3 104.3 105.6
V.100-1 106.3 105.0 105.0 105.4 1041 1041 105.6
V1101 108.3 109.3 109.3 108.7 108.9 108.9 109.2
110 Va10-2 109.2 m.7 M4 110.9 ma ma m.7
V110-3 111.0 12.5 112.2 111.6 111.9 111.9 112.2
V.120-2 17.6 1201 119.3 118.3 118.9 118.9 119.5
120 VA20-4 118.4 120.8 120.2 119.3 119.8 119.8 120.4
V120-5 120.2 1224 121.8 120.6 121.0 121.0 121.9

Fuente: Elaboracién propia
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De esta manera, el modelo NIR definido es el nimero 3 descrito en la Tabla 2. Este es el modelo que presenta
el menor valor del SEP (0.855) o el RMSEP (0.827) y concuerda con [20]. El modelo tiene un tratamiento
matematico de variacion normal estandar (SNV) y 1ra derivada de Savitzky-Golay (1ra-S-G), en la region
espectral NIR entre 1100nm y 2500nm. Esta representado por 108 muestras segiin lo mencionado en la
seccion 2, entre las cuales hay muestras de proceso de produccion de antibiotico y muestras de laboratorio
dentro del rango de concentracion de 50% al 150% (p/p) del contenido declarado de florfenicol.

Muestras para validacion

Se utilizaron tres muestras de proceso de produccion y doce muestras del laboratorio, cubriendo el rango
de concentraciones de principio activo entre el 80% al 120% (p/p) del contenido declarado, siguiendo las
recomendaciones de las guias reconocidas [19, 20, 27, 28, 29].

Especificidad. Como se observa en la Tabla 4, para el control negativo se evalu6 una muestra de placebo que
contiene todos los excipientes del producto terminado sin incluir el API, una muestra con caracteristicas
fisicas de aspecto granular y de color similar pero con composicion de activo y excipientes diferentes, y el
control positivo fue una muestra de producto terminado.

Tabla 4. Resultados de parametro de especificidad

Control Muestra *M-Distance on PCA Scores Resultado Concepto
Positivo Producto terminado 0.032 Pasa
Negativo Muestra de placebo <0.500 0.513 Falla

. Producto terminado similar
Negativo . 2392 Falla
fisicamente**

Criterio de aceptacion para Identificacion por *. Muestra con caracteristicas fisicas similares al producto terminado, pero NO contiene

API Florfenicol**.

Fuente: Elaboracion propia

El parametro de especificidad de un método tradicional esta definido como la capacidad para evaluar
inequivocamente el analito en presencia de otros componentes, como impurezas, productos de degradacion
o componentes de matriz [27]. La especificidad del método NIR se basa en demostrar la selectividad y el
poder discriminatorio. Mediante esta evaluacion es implicito utilizar controles positivos y negativos [20].
Con este enfoque de selectividad se permite medir el florfenicol en la matriz del producto terminado de
presentacion (granular) especifica o “huella dactilar”. En este sentido el método NIR, segiin los datos de la
Tabla 4, tiene la capacidad para discriminar negativamente muestras de placebo del producto terminado
con similitud de componentes excepto el API'y producto de caracteristicas fisicas similares pero diferente
composicion. Esto se ve evidenciado con los resultados frente a los limites de identificacion.

Exactitud. Los calculos de exactitud fueron realizados con los datos de los niveles de concentracion de 80%,
100% y 120% de la Tabla 3. Los resultados de las pruebas estadisticas de presentan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Resultados de las pruebas estadisticas de exactitud del método

Test estadistico Criterio de aceptacion Resultado Concepto
El factor de concentracion no influye en la
Test G de Cochran Gexp < Gtab (0.870); 0.866 o
variabilidad de los resultados.
Limites del % recuperacion 98.0%-102.0% 99.8% Conforme

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados de exactitud comparan los valores de prediccion obtenidos por el método NIR con los del
método de referencia, para los 3 niveles de concentracion de 80%, 100% y 120% (p/p) del contenido de
florfenicol, mediante el calculo del porcentaje de recuperacion. Estos resultados estan dentro del intervalo
requeridoy el cumplimiento del test G de Cochran. Lo anterior demuestra que el nivel de concentracion del
activo no tiene efecto sobre la exactitud, de acuerdo con los resultados de la Tabla 5.

Pruebas de precision

Repetibilidad. Se realiza con 10 mediciones de una misma muestra, sin alterar la posicion de la celda, como
se puede apreciar en la Tabla 6.

La precision del modelo se verifica con resultados individuales del método NIR desarrollado. Esta precision
no es comparada con el método de referencia, ya que, el interés es determinar la desviacion estandar de
los datos generados por el método NIR como una medida de desempefo del procedimiento analitico en su
totalidad.

Tabla 6. Resultados de la prueba de repetibilidad del método

Nimero
de Respuesta NIR (%) Promedio (X) Desviacion estandar (S)
medicion

1 104.8
2 105.0

3 1051

4 105.1

5 105.0

1051 01 01

6 1051
7 105.2

8 105.0

9 105.2

10 105.0

Fuente: Elaboracion propia

Precision intermedia. Se determind midiendo seis veces el contenido del API en una muestra homogénea
del producto terminado, en dos dias diferentes, por dos analistas aparte (la molienda de la muestra la
realizd cada analista para cada dia) y utilizando el mismo equipo, para un total de 24 mediciones, como se
observa en la Tabla 7.
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Tabla 7. Resultados de precision obtenidos por dos analistas y en dos dias diferentes

Dia 2
Analista Respuesta NIR (%) X %RSD Respuesta NIR (%)

105.3 104.8
106.3 105.6
105.8 106.2

1 105.8 03 03 105.5 0.5 0.5
105.7 105.5
105.5 105.1
105.9 105.8
104.8 105.8
106.0 104.7
105.5 105.0

2 105.7 0.6 0.5 105.3 0.6 06
105.7 105.1
106.4 104.9
106.0 106.3

Fuente: Elaboracion propia

A partir de los datos de la Tabla 7 se obtuvieron los resultados para las pruebas estadisticas de precision,
como se presenta de la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados de las pruebas estadisticas de precision

Test estadistico Criterio de aceptacion Resultado Concepto
Repetibilidad del instrumento DRS < 1.0% 01% Conforme
Repetibilidad del método <2.0% 0.5% Conforme
<2.0% 0.6 %
Precision intermedia ANOVA Analista 0.28 Conforme
Fcal<Ftab 4.32
ANOVA Dia 2.78

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados estadisticos de las Tablas 6 y 8 prueban que los resultados por medio del método analitico
NIR son repetibles y reproducibles en condiciones de cambio de analista y dia, por ende, estos cambios no
tienen ninguna incidencia con la determinacion de la concentracion de florfenicol en el producto terminado.
Lo que a la vez significa que los datos espectrales de las muestras leidas, siempre generaran el mismo
resultado de concentracion.

Linealidad y rango. Se realizo el analisis de las muestras por el método NIR y por el método de referencia
por analista 1en un dia de analisis. Estos analisis se realizan por triplicado para los niveles de concentracion
de 80%, 90%, 100%, 110% y 120% (p/p), para un total de 15 determinaciones por cada técnica. Los resultados
se presentan en la Tabla 3.

Para evaluar la linealidad del método obtenido, se procede a la ejecucion de los calculos estadisticos de
una linea de regresion entre el método de referenciay el método NIR dentro del rango donde se desarrollo
la calibracion, como se presenta en la Figura 5.
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Figura 5. Concentracién obtenida por el método de referencia (HPLC) eje X versus la respuesta del
instrumento NIR (prediccién) eje Y

128,0

y =1,023x - 2,3472

118,0

108,0

98,0

88,0

DATO PREDICHO NIR (%)

78,0
78,0 88,0 98,0 108,0 118,0

DATO REFERENCIA HPLC (%)

Fuente: Elaboracién propia

EnlaTabla9, se presentan los resultados estadisticos obtenidos para la valoracion de linealidad del método
NIR.

Tabla 9. Resultados estadisticos de las pruebas de linealidad del método NIR

Criterio de

Test estadistico o Resultado Concepto u observacion
tacion
Coeficiente de correlacion Mayor a 0.990 0.997 Conforme
o . La pendiente es significativamente
Test de hipotesis para la pendiente (b) texp > tTabla (2.16) 68.40 P . s
diferente de cero
El intercepto NO es
Hipotesis para el intercepto (a) texp < tTabla (216) 1.54 significativamente diferente de
cero.
. .. La regresion es estadisticamente
Test de Fisher para la regresion texp >> tTabla (4.67) 7274.36 g .
representativa.
. . . La falta de ajuste no es
Test de Fisher para la linealidad texp > tTabla (3.86) 0.71 . ) .
estadisticamente representativa.

Fuente: Elaboracion propia

Se demostro la linealidad que hay entre los datos obtenidos por el método de HPLC y el método NIR, a
partir de los resultados estadisticos para la linealidad obtenidos en la Tabla 9, se define que la pendiente
es significativamente diferente de cero. Se infiere entonces que hay un cambio de la prediccion NIR con
respecto al cambio de concentracion de la florfenicol confirmada por el método de referencia. El intercepto
no es significativamente diferente de cero, es decir, que no hay interferencias que afecten la comparacion
de los resultados por ambas técnicas. De esta manera se indica que el modelo NIR proporciona la capacidad
adecuada para predecir el contenido del API dentro del rango de concentraciones de 80% a 120% (p/p).

Robustez. Durante el desarrollo de la técnica NIR se consideraron algunos parametros criticos para la

Revista Investigacion e Innovacion en Ingenierias, vol. 11, n°1, pp. 61-76, 2023 DOI: 10.17081/invinno.11.1.6579

73



74

Luz Figueroa Zambrano, Natalia Afanasjeva, Jhon Ramirez Pefa

obtencion de la calibracion. Esto se ve reflejado en el tipo de muestras incorporadas, donde se contemplo
la variabilidad del proceso de fabricacion del producto. Ademas, se incluyeron muestras preparadas en el
laboratorio para incorporar variabilidad por concentracion del API menor, lo que brinda robustez al método.
El factor que mas afecta la robustez de un método analitico esta relacionado con el mismo instrumento.
Estas condiciones operativas son verificadas durante cada uso a través de la prueba de rendimiento del
equipo. De igual forma las condiciones ambiéntales se controlan y se mantienen estables.

En la robustez se evalud la capacidad del método NIR de proveer resultados de precision consistentes
cuando se realizan variaciones deliberadas sobre los factores importantes de la ejecucion del método. Sin
embargo, durante la calibracion del modelo se tuvo en cuenta toda la variabilidad detectada posible.

La solidez del método NIR se ha determinado comparando con datos de HPLC en la linealidad, en donde
se tuvo en cuenta la variacion de muestras de proceso de produccion y muestras del laboratorio y se
determino una diferencia promedio de 0.73%. Los resultados muestran que el método NIR es bastante
robusto al ser comparado con el método de referencia HPLC.

Conclusiones

La metodologia analitica de espectroscopia NIR desarrollada permite la cuantificacion de antibiotico
florfenicol en un producto terminado granular, obteniendo una técnica analitica rapida, sencilla, de bajo
costo operativo en condiciones del clima tropical y amigable con el medio ambiente que no requiere del
uso de solventes [28, 29].

Por medio de la validacion externa se demostré que el método de cuantificacion por NIR de florfenicol en
el producto terminado es adecuado obteniéndose un método selectivo para florfenicol y especifico para el
producto terminado granular. La evaluacion de la linealidad en el rango de 80 al 120 % (p/p) y comparada
con la técnica de referencia HPLC, establece una correlacion de 0.997 y confirmado con test estadisticos
experimentales inferiores a los definidos en las Tablas.
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