ANALYTISK KEMI

Anvendelse af Ramanspektrometri
i procesanalytisk teknologi

Ramanspektrometri er en meget anvendt analytisk metode inden for mange kemiske
discipliner. Denne oversigt giver en indgang til det farmaceutiske omrdde
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For at forstd de kemiske og fysiske faenomener, der styrer
farmaceutiske enhedsoperationer er det ngdvendigt med nye
angrebsvinkler. Realtidsinformationer om processerne tillader
sikrere og mere effektiv produktion af leegemidler. Her gives en
oversigt over anvendelser af Ramanspektrometri ved procesana-
lyse af faste laegemidler.

Ramanspektroskopi er velegnet til procesanalyse

Ved en typisk leegemiddelformulering er der under fremstil-
lingsprocessen mange fejlkilder, der har kritisk indflydelse pé
det feerdige produkts egenskaber. Laegemiddelstoffet (Active
Pharmaceutical Ingredient, API) eller hjelpestoffer kan f.eks.
stresses, hvis der er fugt til stede eller temperaturen &ndres.
Ved analyse af slutproduktet vil det ikke vaere muligt at
implementere tidlig detektion af problemer eller komplicerede
relationer mellem dem. U.S. Food and Drug Administration
(FDA) har indfert en vejledning med denne problemstilling

i fokus. Proces Analytisk Teknologi (PAT) er et system til
udvikling og implementering af nye redskaber til fremstilling
og kvalitetssikring af leegemidler. FDA Kkategoriserer PAT i
fire grupper:

- Multivariate redskaber til design, dataopsamling og -analyse
- Procesanalysatorer

- Proceskontrolredskaber

- Kontinuerlig forbedring og videnstyringsredskaber

Malet er at forbedre og modernisere farmaceutisk produktion
og kvalitetssikring i overensstemmelse med Current Good
Manufacturing Practices (CGMPs) for the 21 century. Prin-
cipperne i disse rammer inkorporeres p.t. i ICH guidance on
Pharmaceutical Development (Q8) (ICH: International Confer-
ence on Harmonization). | fremtiden bliver udfordringen at
indbygge den korrekte procesanalytiske indfaldsvinkel i enhver
produktionsproces.

Ner Infrargd (NIR) spektroskopi anvendes inden for
moderne procesanalytisk kemi [1]. | visse tilfelde bruges
NIR narmest synonymt med PAT, men der er mange andre
redskaber til analyse. Ramanspektrometri giver indsigt i
produktionsprocesssen og abner nye muligheder for at forsta
enhedsoperationer. Ved fast-fase-doseringsformer opnas
hurtig og noninvasiv information fra processtremmen, selv i
vandigt miljg.

Princippet i Ramanspektrometri er at bestrale en substans
med monokromatisk lys og detektere det lys, der spredes ved
andre frekvenser. Frekvensforskellen mellem den indgéende og
den spredte straling er det karakteristiske Ramanskift.

Ramaneffekten er svag, sa ud over en kraftig eksitationskilde
er gode filtre ngdvendige for at fjerne eksitationslinjen fra den
opsamlede straling. Praver i fast-, veeske- og gasfase kan analy-
seres med minimal eller ingen proveforberedelse.

Hidtil har anvendelsen af Ramanspektrometri veeret be-
greenset inden for farmaceutisk procesteknik pga. apparaturets
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hgje pris og problemer med interface til processen. Den senere

tids fremskridt inden for optoelektronik, computerteknologi,

dataoverfarsel og dataanalysemetoder har nu muliggjort realtids
noninvasiv maling pa farmaceutiske enhedsoperationer vha.
Ramanspektroskopi. Det vil gare det muligt at opna videnska-
belig forstaelse af produktionsprocessen og risikobaseret farma-
ceutisk udvikling, produktion og kvalitetssikring i overensstem-
melse med PAT-ideen.

Ramanspektrometri pa farmaceutiske enhedsoperationer
Der er et stigende antal studier af Ramanspektrometri i pro-
cesomgivelser og muligheden for at anvende Ramanspektrome-

tri inden for polymerindustri [2], bioprocesser [3] og fedevare-

industri [4] undersgges.
En oversigt [5] gennemgar anvendelse af Ramanspektroskopi »
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inden for farmaciomradet og sammenligner FT-Raman og dis-
persive instrumenter. Journal of Raman Spectroscopy har intro-
duceret farmaceutiske anvendelser af Ramanspektroskopi [6].
Anvendelse af spektroskopiske veerktgijer til fast-fase-analyse og
sammenligninger af Ramanspektrometri med andre fast-fase-
analysevarktgjer er blevet reviewed [7,8]. Centrale problem-
stillinger i relation til kvantitativ analyse vha. Ramanspektro-
metri er beskrevet i en tutorial [9]. Det publicerede arbejde er
hovedsageligt fokuseret pa fast-fase-analyse af sma organiske
forbindelser, men Ramanspektrometri kan ogsa bruges til
analyse af andre doseringsformer som flydende og dispergerede
systemer. Forbindelser kan analyseres i vand, hvilket gar det
lettere at foretage in situ-analyser. Teknikken er ogsé en nyttig
metode ved undersggelse af sammenhangen mellem struktur,
dynamik og funktion af biomakromolekyler [10]. Den stigende
anvendelse af biomakromolekylere leegemiddelstoffer gar det
ngdvendigt at finde proceskontrolveerktgjer til brug under disse
kraevende produktionsforhold.

I de folgende afsnit gives et overblik over mulighederne for
at anvende Ramanspektrometri ved procesanalyse af farmaceu-
tiske enhedsoperationer relateret til faste legemiddelformer.
Gennemgangen falger produktionsprocessen med start ved syn-
tesen og slutter med filmovertreekningsprocessen. Et flow-chart
over enhedsoperationerne ses i figur 1 sammen med en oversigt
over potentielle anvendelser af Ramanspektroskopi.

Syntese

Ramanspektrometri kombineret med multivariate teknikker
(kemometri) er blevet brugt til at fglge reaktioner [11]. Syntese
og hydrolyse af ethylacetat er undersggt. For at undga overlap i
spektrene anbefales at man anvender effektive forbehandlings-
metoder (standard normal variate og differentierede/afledte
spektre) sammen med principal component analyse (PCA) og

ENHEDSOPERATION INFORMATION

Procesovervagning (reaktionsgrad,

NS hastighedskonstanter, nedbrydning)

Procesovervagning (b&de i oplgsning og fast fase,

KRYSTALLISATION detektion af kimdannelse, overvagning af fast fase

egenskaber).
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Figur 1. Flow-chart over enhedsoperationer anvendt til fremstilling af
faste doseringsformer med mulige anvendelser af Ramanspektrometri til
procesmaling.
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partial least squares (PLS). Hastighedskonstanter for modelsy-
stemet stemmer godt med publicerede veerdier.

Krystallisation

Det naste trin i produktionsprocessen er krystallisation. Denne
foretages for at opna den gnskede renhed, krystalform (poly-
morf), overfladeegenskaber og partikelstgrrelse og -formforde-
ling. Et eksempel med ritonavir illustrerer behovet for nye veerk-
tajer ved procesanalyse og kontrol af krystallisationsprocessen
og ogsa ved implementering af screening for krystalformer [12].
Antal publicerede arbejder om realtidsanalyse af krystallisation
af farmaceutiske ingredienser er begranset. Batchkrystallisa-
tion udfares ofte i vandige medier, s& Ramanspektroskopi er

et nyttigt veerktgj til proceskontrol og -overvagning. Lysozym-
koncentrationsaendringer in situ ved “hangende-drabe”-kry-
stallisering er beskrevet [13]. £ndringer i sammensatningen

af krystalformer er blevet overvaget og kvantiteret med inline
Ramanspektroskopi [14,15,16,17,18,19,20]. Raman er beskrevet
brugt til realtidsovervagning af fanomener relateret til ant-
isolvent tilseetning [18]. Samtidig overvagning af moderluden
og krystalformer dannet ved krystallisation er studeret [19].
Derudover blev solventmedierede omdannelser karakteriseret.
Ramanspektroskopi kan bruges til at studere fast-fase-omdan-
nelsesmekanismer [21,22]. In situ-maling af partikelstarrelses-
fordelinger med vaeske og fast-fase-analyse er beskrevet [20].
Veaeskefasen blev analyseret vha. IR-spektroskopi og den faste
fase med Ramanspektroskopi. Kombinationen af de to meto-
der tillod overvagning og modellering af de fanomener, der
bestemmer den solventmedierede omdannelse af modelforbin-
delsen. Ramanspektrometri kan ogsa udrede mekanismer for
co-krystaldannelse [23]. Flerkomponent krystallinske systemer
kan have bedre farmaceutiske egenskaber end enkeltkomponent
systemer.

Ramanspektrometri er velegnet til at kvantitere krystalmo-
difikationer i fast fase. Metodens falsomhed - kombineret med
minimal prgveforberedelse - dbner vide perspektiver for hurtig
og palidelig fast-fase-analyse [24,25,26,27,28,29,30]. Bade
univariate og multivariate metoder har veeret anvendt ved ud-
vikling af kvantitative modeller. Derudover kan Ramanspektro-
metri anvendes ved kvantitering af krystallinitet [31,32,33,34].
Dette er specielt nyttigt ved overvagning af formalings- og
sprayterringsprocesser, hvor omdannelser relateret til krystal-
liniteten forekommer. Ramanspektrometri har veeret brugt til at
identificere fast-fase-omdannelser af uorganiske materialer [35]
og er blevet kombineret med high-throughput (HTS) polymorfi-

Figur 2. Ramanspektre (SNV-korrigerede) af nitrofurantoin med stigende
hydrat-mengde.
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screening [36,37]. Der er et stigende behov for tidlig screening
af krystalformer og identifikation af den mest stabile modifika-
tion. Efter ritonavir-tilfaeldet blev high-throughput krystallisati-
onseksperimenter udfert for at karakterisere mangfoldigheden
af ritonavirs fast-fase-former [38].

Kort opsummeret muligger Ramanspektrometri detaljeret
analyse af krystallisationsprocessen og abner for partikeldesign
pa molekylaert niveau. Ydermere kan Ramanspektroskopi be-
nyttes til at overvage og modellere fast-fase-omdannelser. Ved
kontrol/styring af fast-fase-feenomener er det vitalt at inddrage
krystallisering som en kritisk enhedsoperation i den overord-
nede udviklingsramme.

Blanding

En af de darligst forstdede enhedsoperationer inden for pro-
duktionen af faste doseringsformer er blanding af pulvere.
Ramanspektrometri er anvendt til inline-overvagning af blan-
dingsprocesser [39]. Heterogene blandinger kan karakteriseres
ved “spektroskopisk” billeddannelse bade vha. Raman- og
Neer Infrarad spektroskopi [40]. Optagelse og databehandling
af kemiske Ramanbilleder er blevet diskuteret [41,42]. Ef-
fekten af forskellig slags samplingoptik ved procesanalyse af
faste stoffer, herunder en multivariat model til overvagning af
pulverblanding er undersggt [43]. Loadings for principal kom-
ponentanalysen blev fortolket pa baggrund af de observerede
spektroskopiske egenskaber.

Granulering

Granulering er en enhedsoperation, der ofte er ngdvendig.
Under granuleringsprocessen kan materialet underga faseover-
gange ved udseettelse for f. eks. oplgsningsmidler og termisk
eller mekanisk stress [44]. Mulige faseendinger kan veere
overgange mellem krystalformer, solvat dannelse, “desolvate-
ring”, dannelse af amorfe regioner og krystallisering af amorft
materiale. Ramanspektrometri kan anvendes til atline [45] og
inline [46] analyse af hydratdannelse under vadgranulering (fi-
gur 2) og realtidsinformation er brugt til at verificere en model
udviklet til at forudsige omdannelseskinetik for hydratdannelse.
Ramanspektrometri giver ogsa indsigt i interaktioner mellem
vand og faste stoffer i formuleringer, hvilket muligger forstéael-
sen af hjelpestoffers rolle i den tidlige udviklingsfase. Vand-po-
lymer-vekselvirkninger for polymermaterialer af farmaceutisk
interesse er undersggt [47]. Ramanspektrometri kan detektere
hydratdannelse ved tilstedeveaerelse af hjelpestoffer og den rolle,
hjeelpestofferne spiller ved overgang mellem
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— er muligheden for realtidskvantitering af aktive komponenter
i doseringsformer. Dette abner mulighed for analyse af f.eks.
hver tiende tablet og giver helt nye perspektiver inden for
kvalitetssikring og -kontrol. Fremtidens udfordringer inden for
farmaceutisk forskning vil veere at etablere bredt accepterede
procedurer for kontinuerlig produktion og realtidsfrigivelse af
leegemiddelprodukter. Ramanspektrometri har vaeret anvendt
til kvantitering af komponenter i Antacid-tabletter [54], og den
er blevet anvendt som direkte assay for acetylsalicylsyre og det
vigtigste nedbrydningsprodukt, salicylsyre [55]. Teknikken til-
lader noninvasiv kvantitativ analyse af gelkapsler selv gennem
blisterpakker [56]. Ogsa hjelpestoffernes indflydelse pa kvan-
titering af diltiazem hydrochlorid er beskrevet [57] og Raman-
spektroskopi som verktgj til overvagning af tabletteringspro-
cesser er behandlet [58]. Andre potentielle anvendelsesomrader
er til hurtig analyse af procesinducerede &ndringer/overgange
under tabletteringsprocessen og hurtig verifikation af krystal-
form i de feerdige tabletter [29,59]. Der er udarbejdet en kvanti-
tativ metode til bestemmelse af krystalliniteten af indomethacin
i en model-tabletformulering [60], og muligheden for yderligere
at anvende modellen ved identifikation og kortleegning af tryk-
induceret dannelse af amorfe regioner er blevet diskuteret.

Overtreekning

Ofte overtreekkes leegemidler, hvilket kan ske med en vandig
oplgsning af en polymer. Ramanspektroskopi anvendes inden
for forskellige omrader af analyse af filmovertraek, men ikke
bredt inden for det farmaceutiske omrade. Konfokal Ramanmi-
kroskopi er blevet anvendt ved analyse af den kemiske sammen-
seetning af udvalgte sma omrader af en overtrukket overflade
[61], mens en opstilling med et roterende fokus af laseren under
overtraekningsprocessen og videre til kvantitativ karakterise-
ring af variationer i overtreekningen ogsa er beskrevet [62]. En
kvantitativ model for tykkelsen af overtreekket og farvestoffers »

krystalformer [48]. FT-Ramanspektroskopi
har veeret anvendt til at evaluere muligheden
for at anvende carrageener til at beskytte
leegemiddelstoffer mod overgange mellem
krystalformer [49]. Det viste sig muligt at
detektere bade genkrystallisering af amorfe
komponenter og dehydrering efter tablet-
teringsprocessen. Ved en extrusions-sphero-
niseringsproces kunne effekten af vand pa
strukturen af cellulose forklares [50]. Vadgra-
nulering efterfelges af tarring, hvor produktet
udseettes for termisk stress. Brugen af Ra-
manspektrometri til at detektere fast-fase- &n-
dringer under fluidisering er undersggt [51].
Ramanspektrometri kan ogsa anvendes til at
forklare mekanismerne for termisk inducerede
faseovergange [52,53].
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5. Data management
1. Forbehandling af spektre 2. Udvikling af kvantitativ model (univariat vs. multivariat) . 3. Data-lagring

i

2. Instrument

1. Eksitations-kilde;
Valg af ekstitations-
balgelaengde pavirker
fluoresence

2. Detektor lgsning

3. Lasers output
stabilitet power

4. Lasers balgeleengde

3. Interfacing

1. Prober; non-kontact
oreller immersions optik

] 2 Effektivt

samplings volumen

3. Méle-vindue; glassets
sammensztning og
material der klaeber til

4. Proces

1. Arten af aktiv
farmaceutiske ingredient
og hjaelpestoffer

2. Proces dynamik;
integrations tid og
signal-stgj forhold

3. Tilstandsform;
fast/vaeske

4. Laser-induceret
opvarmning

stabilitet

dette
1

1. Omgivelser
1. Lys. 2. Laser; procesoperater-sikkerhed. 3. Harde procesomgivelser; stav, oplgsningsmidler, temperatur

Figur 3. Faktorer, der har betydning for kobling af Ramanspektrometri til
procesmiljget.

indflydelse pa fluorescens samt modellens robusthed er ligele-
des beskrevet [63].

Udfordringer inden for proces-Ramanspektrometri

Der er forskellige kilder til fejl ved anvendelse af Ramanspek-
trometri inden for procesanalyse. Figur 3 opsummerer disse
og i det efterfglgende diskuteres forskellige mader at undga
dem pa.

For det farste giver interfacet til processen problemer pga.
procesomgivelserne. Instrumentet kan blive udsat for f.eks.
oplasningsmidler, temperaturvariationer eller stav. Laserlys-
kildens stabilitet og bglgeleengde kan pavirkes. Forsegling og
lange optiske fibre skaner for stress fra omgivelserne. Opera-
tarens sikkerhed ma varetages ved arbejde med lasere. Lys fra
omgivelserne kan fare til artefakter i de optagne data. Ligesom
for andre analytiske veerktgjer er selve interfacet/tilkoblingen
til processen et problem ved Ramanspektrometriske malinger.
Analysen kan foretages invasivt ved at “neddyppe” sensoren
i en beholder/et rar eller noninvasivt ved brug af optik, sa
sensoren ikke er i direkte kontakt med materialet. Et grund-
lzeggende problem er at holde "interface-glasset” (eller ned-
dypningsproben) rent under mélingen. Andre spargsmal er,
om man maler pé repraesentative dele af materialet og om det
er i fokus. Undertiden er det nyttigt at integrere proben med en
preveudtagningsfacilitet, sa der males pa en statisk prave. Dette

har tidligere veeret anvendt ved NIR-metoder [64], men kan let
modificeres til en Raman-probe.

Et andet problem med Ramanspektrometri er det lille areal,
der males pa, og da de anvendte lasere har en lille indtraeng-
ningsdybde, er det volumen, der males pa lille. Der kan bgdes
pé dette vha. optik, s& det belyste areal bliver stgrre (spot size of
laser). Kvantitativ analyse med fokus pa mulige eksperimentelle
fejl er blevet diskuteret [65] (figur 4). Ved at forgge det belyste
omrade og antallet af punkter, der males pa tabletoverfladen,
er det muligt at finde et szt optimale malebetingelser, der
minimerer malefejlen. Det er vigtigt at tage partikelstarrelsen i
betragtning, ndr man fastleegger de eksperimentelle parametre.
Forskelligt samplingudstyr til brug ved inline-méling er blevet
evalueret [43,66]. Bl.a. er betydningen af spot size for analyse
af hhv. granulater og tabletter blevet undersggt og spot sizes
pé hhv. 60, 150 og 3000 pum er testet [43]. Ved krystallisation
er der observeret partikkelstarrelsesrelaterede problemer ved
kvantitering af krystalformer i relation til polymorfistudier [20].

Opvarmning af prgvematerialet er et problem. Ved at flytte
prevematerialet i maleprocessen kan opvarmningen minime-
res. Ved de fleste anvendelser af Ramanspektrometri inden for
procesanalyse er prgven allerede i bevaegelse. Praveopvarmning
af farmaceutiske materialer er undersggt og en model udviklet
for at estimere den ngdvendige preveflytningshastighed for at
minimere opvarmningen [67].

Undertiden observeres en fluorescensbaggrund, der kan mi-
nimeres ved at valge den rigtige eksitations-bglgelaengde. Valg
af balgeleengdefor fire modelleegemiddelstoffer og 5 eksitati-
ons-bglgelengder inden for UV-, synligt lys (VIS)- og NIR-
omraderne er undersegt [68]. For disse stoffer er fluorescens et
problem ved eksitation med synligt lys, hvorimod lavere fluore-
scensintensitet blev observeret ved bade UV- og NIR-eksitation.
Pa den anden side resulterede UV-eksitation i starre grad af
nedbrydning af praven og identifikation af forskellige krystal-
former var ikke sa effektiv som ved NIR- og VIS-eksitation.

Efter valg af interface til processen begynder den mest
udfordrende del af arbejdet. Det er ngdvendigt at opna forsta-
else af processen ud fra den malte information. Farste trin er at
identificere variationer i de spektrale data og forklare arsagerne
til disse. Forbehandling af spektrene (f. eks. beregning af farste
eller anden afledet) eller interne standarder er ofte ngdvendige
for at fremhave variationen og lette tilordning af signaler og
udvikling af kvantitative modeller. Afhangig af hvilke spek-
trale egenskaber der observeres, kan der udvikles univariate
(f.eks. forholdet mellem to toppe) eller multivariate modeller
[9]. Absorptioner er ofte godt resolveret i Ramanspektre, sa der
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o Figur 4. Indflydelse af spot
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dansk kemi, 90, nr. 5, 2009



AlphaOmega

Def nitioner

Inline: Malinger tages direkte i processtreammen. = - =
Online: Malinger tages ved at en del af processtreammen ke mi kal l eStyrl N g
dirigeres “gennem” sensoren.

At line: Aliquot udtages og males ”ved” processen.
Offline: Aliquot udtages og males vaek fra processen.
Antisolvent: Solvent, der mindsker oplaselighenden af
oplest stof.

Polymorfi: Det, at et stof kan findes i flere krystalformer.
Inden for den farmaceutiske sektor indrages pseudopo-

lymorfi — forekomst som hydrat/solvat — typisk 0gsa i b 'd | d _
Bi)rlr;onr] (I)rfiu?irr% donT:g.Som ydrat/solvat — typisk ogsa i en Ar eJ Sp a S
kan ofte opnas robuste univariate procesmodeller [69]. Der er b r u g S anv I S n I n g e r

adskillige kilder til eksperimentelle fejl, som skal vurderes, far
man veelger en multivariat model [70]. Univariate og multi- — m 1
variate modeller for kemiske Ramanbilleder er sammenlignet n u au to atl S k
[41] og en bedre kvalitet af de kemiske billeder blev opnaet ved
anvendelse af en principal komponent (PCA)-baseret indfalds-
vinkel. Alle overvagningsanvendelserne resulterer i meget store

datamengder, hvorfor en velfungerende databaselgsning er en
vigtig del af en procesanalytisk lgsning.

Konklusion

Ramanspektrometri er et effektivt redskab til at garantere en
sikker og effektiv produktion af leegemidler. Meget er sket siden
Chandrasekhara Venkata Raman i 1921 fik sine fgrste ideer om
dette spredningsfeenomen, mens han observerede Middelha-
vets bla opalescens [71].Fremskridt inden for optoelektronik,
computerteknologi, dataoverfarsel og datanalysemetoder har
muliggjort realtids- og noninvasiv Ramanspektrometrisk ana-
lyse af farmaceutiske enhedsoperationer. Derved opnas indsigt

i processerne pa molekylart niveau. Der er stadig brug for
forskning for at erkende Ramanspektrometriens fulde potentiale Powered by

som procesanalytisk veerktgj. C H Y M E I A
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AlphaOmega

Nyt om - er et nyt dansk program,
... Galdefarvestoffet bilirubin i planter der automatisk kontrollerer,
genererer og opdaterer bade
arbejdspladsbrugsanvisninger

Det redoran-

Sf 5’;{';?6%“ og sikkerhedsdatablade.
herskende AlphaOmega LAB er udviklet
farvestor 1 specielt til laboratorier. Se

skelig galde mere pa kemikaliestyring.dk

hvorimod det granne biliverdin er det eneste farvestof i fug-
les galde og normalt ikke forekommer hos raske mennesker.
Det er tidligere isoleret fra planter. Bilirubin er imidlertid nu
isoleret fra planteriget nemlig fra Strelitzia nicolai.
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