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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kontinuierliche Produktion in der pharmazeutischen Industrie

1.1.1 Hintergrund

Derzeit findet ein Umdenken in der pharmazeutischen Industrie statt, das sich mit der
Umstellung von der traditionellen ansatzweisen Herstellung auf kontinuierliche
Produktionswege fiir Arzneiformen befasst. Bei der traditionellen, ansatzweisen Herstellung
werden alle Materialien vor dem Prozessbeginn hinzugegeben und am Ende gemeinsam
entnommen. Ein kontinuierlicher Prozess ist dadurch definiert, dass die Hinzugabe und
Entnahme von Material simultan erfolgen. Neben der chargenweisen und kontinuierlichen
Produktion wird weiter in die Semi-Chargenproduktion, bei der Materialien wéhrend des
Prozesses hinzugegeben und am Ende gemeinsam entnommen werden und in die Semi-
kontinuierliche Produktion, eine =zeitlich begrenzte kontinuierliche Produktion,

unterschieden [1].

Die amerikanische Behorde fiir Lebens- und Arzneimittel (engl.: Food and Drug
Administration, FDA) ermutigte die pharmazeutische Industrie bereits im Jahr 2004 in einer
Initiative in neue, effektivere und effizientere Technologien fiir die Herstellung von
Arzneimitteln zu investieren [2]. Im Gegensatz zur pharmazeutischen Industrie sind
innovative Herstellungstechnologien, wie die kontinuierliche Produktion in Kombination
mit neuartigen, leistungsfédhigeren Analysenmethoden, in anderen Industriezweigen, wie der
Chemie- oder Lebensmittelindustrie, bereits ldnger etabliert [3]. Obwohl in den letzten
Jahren auch in der pharmazeutischen Industrie das Interesse, die Qualitdt der Produkte zu
verbessern und die Effektivitdt von Prozessen zu steigern, gestiegen ist, bleibt sie dennoch
bis heute einer Umstellung ihrer Produktionsprozesse gegeniiber teilweise verschlossen. Ein
ausschlaggebender Grund dafiir sind die strikten Vorschriften der zustdndigen
Aufsichtsbehorden FDA, die fiir den U.S. amerikanischen Markt zusténdig ist, und der fiir
den europdischen Markt zustandigen Européischen Arzneimittel-Agentur (engl.: European
Medicines Agency, EMA). Die regulatorischen Vorschriften der beiden Behorden sollen vor
allem die Qualitit der zugelassenen und vermarkteten Arzneimittel sicherstellen. So sind
bestehende Produktionsprozesse fiir zugelassene Produkte nicht einfach umstellbar. Eine
Verianderung des Produktionsprozesses im Zulassungsdossier wiirde bedeuten, dass der
Prozess neu validiert und die unverdanderte Qualitdt des Produktes neu nachgewiesen werden
mussten. Dies wirde einen hohen zeitlichen, aber auch finanziellen Aufwand fir die
Unternehmen bedeuten, die deshalb nicht gewillt sind, gut laufende Prozesse umzustellen.

Zudem ist die vorhandene Ausstattung in den meisten Unternehmen auf eine chargenweise
1
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Produktion ausgelegt und es miissten zunéchst Investitionen flir die Anschaffung neuer
Maschinen getétigt werden [4]. Dennoch wird derzeit das Bestreben, die chargenweise
Herstellung auf eine innovative, kontinuierliche Herstellung umzustellen, immer grofer.
Dieses Bestreben wird weiterhin besonders durch die FDA gefordert, die erstmals im Jahr
2012 ihre Vorstellungen zur kontinuierlichen Produktion verdffentlichte [1] und im Jahr

2016 nochmals ihren Standpunkt in einem gegenwértigen Dokument verdeutlichte [5].

Das Bestreben der FDA kontinuierliche Herstellungsprozesse zu fordern, beruht vor allem
auf der Tatsache, dass durch kontinuierliche Prozesse, die mithilfe innovativer inline
Analysemethoden liberwacht werden, eine gleichmifligere Produktqualitit gewadhrleistet
werden kann. Zudem konnen diese innovativen analytischen Werkzeuge zu einem besseren
Prozessverstindnis beitragen. Diesen Gedanken greift auch das Quality-by-Design- (QbD-)
Konzept auf, das dafiir steht, dass die Qualitit eines Produktes bereits durch den
Herstellungsprozess gesichert wird [2, 6]. Prozesse werden dabei kontinuierlich mittels
geeigneter Methoden iiberwacht und die Ergebnisse mit den vorher festgelegten
Qualitatsmerkmalen abgeglichen. Die kontinuierliche Produktion bietet die Moglichkeit, ein
verbessertes Prozessverstdndnis in Kombination mit innovativen Kontrollstrategien fiir eine
gesteigerte Produktqualitét zu nutzen [7].

Die Einfiihrung des QbD-Konzeptes in der pharmazeutischen Industrie ist ebenfalls Ziel
mehrerer Richtlinien der International Conference for Hamonisation of Technical

Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) [8-10].

Bisher gibt es auf dem Arzneimittelmarkt jedoch nur wenige kontinuierlich hergestellte feste
Darreichungsformen. Das erste im Jahr 2015 zugelassene Préparat war das ORKAMBI™
der Firma Vertex zur Behandlung der zystischen Fibrose, gefolgt vom im Jahr 2016
zugelassenem Prezista® der Firma Janssen zur HIV-Therapie. Dennoch ist es sehr
wahrscheinlich, dass in den néchsten Jahren immer mehr kontinuierlich produzierte

Arzneimittel zugelassen werden.

1.1.2 Vorteile und Herausforderungen der kontinuierlichen Produktion

Die kontinuierliche Produktion bietet einige Vorteile gegeniiber der traditionellen,
chargenweisen Herstellung [11, 12]. So weisen kontinuierliche Prozesse aufgrund der
geringeren Anzahl benétigter Verfahrensschritte eine héhere Effizienz auf und zudem auch
kiirzere Prozesszeiten. Dadurch, dass keine weitere manuelle Bedienung mehr notig ist, wird
die Sicherheit sowohl fiir die Mitarbeiter als auch fiir das Produkt erhoht [1]. Weiter werden
fiir die kontinuierliche Produktion nicht ldnger grofle Herstellungsmaschinen bendtigt, da

nur geringe Mengen an Material im kontinuierlichen Prozess gefordert werden miissen, was
2
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die Umweltbilanz verbessert. Auch konnen Maschinen sowohl fiir die Entwicklung, als auch
fiir die spatere Herstellung genutzt werden. Dadurch werden die Entwicklungszeiten fiir
neue Produkte maBgeblich verkiirzt, da mdgliche Probleme bei der Ubertragung vom Labor-
auf den Produktionsmafstab vermieden werden konnen [7]. Neben diesen vor allem
wirtschaftlichen Vorteilen bieten sich, wie bereits erwdhnt, auch Vorteile in Bezug auf die
Qualitdt des Produktes. Ein kontinuierlicher Prozess muss konsequent itiberwacht und
kontrolliert werden, was zu einer besseren Qualititssicherung des gefertigten Produktes
beitrdgt, da nicht nur ein kleiner Teil der produzierten Charge am Ende kontrolliert wird,
sondern kontinuierlich ein Grofteil des produzierten Produktes iiberwacht wird. Dadurch
erhofft man sich Produkte mit einer hohen gleichbleibenden Qualitdt und geringere Verluste
durch Produkte, die nicht den Spezifikationen entsprechen. Zudem findet die
Qualitéitssicherung in Echtzeit statt, was auch die Moglichkeit einer Echtzeitfreigabe des

Produktes ohne Verluste in Aussicht stellt [11].

Neben den genannten Vorteilen gibt es jedoch auch noch einige Herausforderungen und
Schwierigkeiten, die es zu iiberwinden gilt [11]. Zunédchst einmal muss nicht nur in der
pharmazeutischen Industrie, sondern auch an Universititen und Behorden ein Umdenken
stattfinden. Die an den genannten Stellen titigen Personen miissen bereit sein, sich auf diese
Umstellung einzulassen und sich mit den neuen Techniken auseinanderzusetzen, um
gleichbleibende Produktqualititen gewihrleisten zu konnen. Des Weiteren muss ein
kontinuierlicher Prozess als ein Ganzes betrachtet werden und nicht mehr als einzelne
Teilschritte in einer Fertigungslinie, was ein hohes Prozessverstindnis erfordert.
Voraussetzung dafiir ist eine entsprechende Schulung des Personals. Au3erdem sollte die
Zusammenarbeit von Fachkréften mit verschiedenen Expertisen gestirkt werden.

Eine weitere regulatorische Hiirde war die Definition einer Charge. Laut FDA ist eine
Charge ,,[...] eine bestimmte Menge eines Arzneimittels [...], die innerhalb bestimmter
Grenzen einheitliche Eigenschaften und eine einheitliche Qualitéit aufweist und die in einem
Fertigungsschritt innerhalb desselben Fertigungszyklus hergestellt wurde* [13]. Es wurde
héiufig in Frage gestellt, ob diese Definition auch fiir eine kontinuierliche Herstellung giiltig
ist [4]. Die FDA hat in ihren Vorstellungen zur kontinuierlichen Produktion jedoch
klargestellt, dass diese Definition auch fiir kontinuierliche Prozesse gilt. Das
Arzneimittelgesetz definiert eine Charge als ,,[...] die jeweils aus derselben Ausgangsmenge
in einem einheitlichen Herstellungsvorgang oder bei einem kontinuierlichen
Herstellungsverfahren in einem bestimmten Zeitraum erzeugte Menge eines Arzneimittels*

[14] und schlieBt so die kontinuierliche Herstellung ebenfalls in die Definition ein. Dabei
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kann eine Charge iiber eine bestimmte Produktionszeit oder iiber die Menge an
verarbeitetem Material oder produziertem Produkt bestimmt werden. Die jeweilige
Definition muss vor Beginn der Herstellung festgelegt werden [5]. Dennoch muss auch hier
fiir jede produzierte und freigegebene Einheit des Produktes bekannt sein, welche Charge
der Arznei- und Hilfsstoffe verwendet und zu welchem Zeitpunkt es gefertigt wurde, um bei
eventuellen Problemen das entsprechende Produkt zurlickrufen zu kénnen. Auch hierfiir sind
ein hohes Prozessverstindnis und auflerdem festgelegte Kontroll-Strategien Voraussetzung.
Vor allem die Verweilzeiten der Materialien in allen Teilen der Fertigungslinie miissen
genau bekannt sein. Zudem muss bekannt sein, ab wann sich ein Herstellungsprozess im
Gleichgewicht befindet, um zu entscheiden, wieviel Produkt nach dem Start, Herunterfahren
oder einer Storung des Prozesses verworfen werden muss. Wird eine lange Zeit zur
Einstellung des Gleichgewichtes benétigt, muss viel Material verworfen werden, was einen
weiteren Nachteil darstellen wiirde [15]. Ein weiteres Problem stellt bis heute die Reinigung
kontinuierlicher Prozessanlagen dar. Es gibt noch viele offene Fragen beziiglich der
Reinigung und der Reinigungsvalidierung. Alle Ausriistungsgegenstinde miissen vor einer
neuen Herstellung gesdubert werden, um Kontaminationen zu vermeiden. Bisher ist aber
ungeklért, wie die bestehenden Vorschriften auf kontinuierliche Prozesse, bei denen die
Anlagen in den meisten Féllen fiir ein Produkt reserviert sind, iibertragen werden sollen [16].
Auch die Frage wie oft eine Anlage im Dauerbetrieb gereinigt werden muss, ist noch
ungeklért. Zusitzlich wird die fiir die Reinigung benétigte Zeit verldngert, da am Ende eines
Produktionszyklus alle Maschinen gleichzeitig gereinigt werden miissen und die Reinigung
eines Teils der Maschinen nicht wie iiblich parallel zu anderen Herstellungsschritten
erfolgen kann. Bei langen Produktionszeiten konnte es auflerdem zum Verschleil von
Ausriistungsgegenstinden kommen, sodass auch wéhrend einer kontinuierlichen Produktion

immer wieder Produktionsstopps zur Wartung der Maschinen notwendig werden konnten.

1.2 Zweischneckengranulation zur kontinuierlichen Feuchtgranulation

1.2.1 Einleitung

Die Feuchtgranulation ist eine der wichtigsten und am héufigsten angewendeten Methoden
in der Herstellung fester Darreichungsformen [17]. Beim Feuchtgranulieren werden dem
Pulver Fliissigkeiten zugesetzt, die eine Agglomeration der Primérpartikel bewirken. Die
zugesetzten Fliissigkeiten miissen anschlieBend durch Trocknung entfernt werden. Durch
das Granulieren wird eine Kornvergrof8erung erreicht, was die Eigenschaften des Haufwerks
malgeblich verdandert und dadurch einige Vorteile bietet. So kann durch eine Granulation

ein besseres FlieBverhalten erreicht und einer Entmischung entgegengewirkt werden.
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Granulate sind auBBerdem staubfrei bzw. —arm, was besonders bei hochpotenten Wirkstoffen
wiinschenswert ist. Durch eine hohere Schiittdichte kann weiter das Lagervolumen
verringert werden. Auch die Eigenschaften nachfolgend produzierter Tabletten konnen
durch das Granulierverfahren auf die gewiinschte Weise beeinflusst werden [18]. Die am
haufigsten eingesetzten Feuchtgranulierprozesse sind die  Wirbelschicht- und

Mischergranulation [19].

Aufgrund der im vorherigen Kapitel beschriebenen Vorteile besteht groB3es Interesse an
innovativen Granulierverfahren, die automatisiert und kontinuierlich betrieben werden
konnen. In den letzten Jahren wurden verschiedene Techniken zur kontinuierlichen
Granulation vorgestellt [15]. Dabei beruhten die meisten Methoden auf -einer
kontinuierlichen Wirbelschichtgranulation oder auf der Extrusion. Wéhrend die
Prozesszeiten fiir die Wirbelschichtgranulation aufgrund einer parallel stattfindenden
Trocknung relativ lang sind, ist die extrusionsbasierte Feuchtgranulation durch kurze

Verweilzeiten gekennzeichnet, was fiir einen kontinuierlichen Prozess vorteilhaft ist [20].

Bereits Ende der 1980er Jahre veroffentlichte Lindberg et al. erste Studien zur
kontinuierlichen Granulation in einem Zweischneckenextruder [21, 22]. Zu Beginn der
2000er wurde der Prozess von Keleb et al. [23, 24] und Ghebre-Sellassie et al. [25], welche
2002 ein Patent fiir die Anwendung eines Zweischneckengranulierers in einem
kontinuierlichen Granulationsprozess erhielten, weiter untersucht. Aufgrund des steigenden
Interesses an kontinuierlichen Herstellungsmethoden wurde der Prozess in den letzten
Jahren von vielen weiteren Forschungsgruppen intensiv untersucht, sodass es heute bereits
ein bekanntes System zur kontinuierlichen Fertigung fester Darreichungsformen der Firma
GEA auf dem Markt gibt, in welchem ein Zweischneckengranulierer fiir den

Granulationsschritt eingesetzt wird [26].

1.2.2 Zweischneckengranulation

Fir die Zweischneckengranulation (engl.: twin-screw granulation, TSG) wird ein
gleichsinnig drehender Zweischneckenextruder eingesetzt. Der Zweischneckengranulator
besteht aus zwei ineinander verzahnten, gleichsinnig rotierenden Schnecken, die in ein
geschlossenes Schneckengehduse eingebettet sind und die Materialien entlang des
Granulierers transportieren, vermischen und verdichten. Urspriinglich stammen
Zweischneckenextruder aus der Plastik- und Lebensmittelindustrie, wo auch gegensétzlich
rotierende Extruder eingesetzt werden [27]. Fiir pharmazeutische Formulierungen wurden
bisher jedoch nur gleichsinnig rotierende Extruder untersucht. Der groBBte Unterschied zum

Extrusionsprozess ist die fehlende Diisenplatte am Ende des Extruders. Dadurch wird das
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Material am Ende des Granulierers nicht weiter verdichtet und féllt frei heraus. Der TSG
Prozess ist aufgrund vieler einstellbarer Parameter und Moglichkeiten des Aufbaus durch
eine hohe Flexibilitit ausgezeichnet [28, 29]. Die zu variierenden Parameter sollen im

Folgenden kurz dargestellt und erldutert werden.

Aufbau der Maschine

Ein Zweischneckengranulierer ist definiert durch den Durchmesser der Schnecken und das
Verhiltnis der Lénge des Granulierers zum Durchmesser der Schnecken. In dieser Arbeit
wurde ein Extruder (Abbildung 1) mit einem Verhéltnis der Lange zum Durchmesser von
40 und Schnecken mit einem Durchmesser von 16 mm verwendet. Der Granulierer hatte
somit eine Lange von 640 mm. Fiir eine Granulation der meisten Pulver sind Verhéltnisse
von 12-20 ausreichend, wohingegen in der Plastik- und Lebensmittelindustrie die
Verhiltnisse bei 30-50 liegen [29]. Der Spalt zwischen Schnecken und -gehéuse ist gering,
wodurch fiir das Pulver/ Granulat nur ein eng begrenzter Platz zur Verfiigung steht. Der
vorhandene Platz wird durch den inneren und du3eren Durchmesser der Schneckenelemente
bestimmt. Das Schneckengehéuse des Granulierers besteht normalerweise aus einer Serie
von einzelnen, kurzen Zonen. Der in dieser Arbeit verwendete Granulierer ist in zehn Zonen
gleicher Linge unterteilt, die einzeln gekiihlt oder beheizt werden konnen. In jede dieser
Zonen konnen weiter individuelle Ports eingebracht werden, die das Dosieren der Pulver
und der Granulierfliissigkeiten erlauben und auferdem auch das Einbringen von PAT-

Werkzeugen ermoglichen.

Abbildung 1: Thermo Fisher Pharma HME 16 Extruder mit Pulver- und Fliissigdosierung.
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Schneckenkonfiguration

Die Schnecken werden bei den meisten Granulierern individuell aus einzelnen Bausteinen
zusammengesetzt. Dazu stehen verschiedene Typen von Schneckenelementen zur
Verfiigung. Der erste und letzte Teil der Schnecke bestehen {iblicherweise aus
Forderelementen, die das Material in den Granulierer fordern bzw. am Ende
heraustransportieren und dabei nur minimale Scherkrifte auf das Pulver ausiiben.
Forderelemente stehen in verschiedenen Ganghdhen zur Verfligung, die sich in der pro
Umdrehung geforderten Masse unterscheiden. Die Agglomeration und Verdichtung des
Materials finden hauptséchlich in den Knetzonen statt. Die Knetzonen werden aus einzelnen
Knetelementen zusammengesetzt. Dabei kann der Winkel zwischen den einzelnen
Elementen variiert werden. Der Eintrag von Scherenergie ist in den Knetzonen hoher als in
Bereichen mit Forderelementen, dafiir besitzen sie eine deutlich geringere Forderkapazitét.
Zusitzlich gibt es noch distributive Mischelemente, die sowohl eine gewisse Forderkapazitit
besitzen, als auch den Eintrag von Scherenergie ermoglichen [29]. Diese Elemente werden
hiufig hinter einer Knetzone eingebracht, um die PartikelgroBenverteilung anzupassen und
grole Agglomerate zu zerstoren [30]. Eine Standardschneckenkonfiguration besteht
iiblicherweise aus zwei Knetblocken mit im 60° Winkel installierten Knetelementen, die

durch Forderelemente voneinander getrennt werden [31].

Prozessparameter

Verschiedene Prozessparameter sind individuell einstellbar, wodurch Granulate mit
unterschiedlichen  Eigenschaften  produziert werden konnen. Die  kritischen
Prozessparameter sollten dabei wihrend der Granulation unbedingt iiberwacht werden. Eine
einstellbare Grofe ist die Schneckendrehzahl, {iblicherweise angegeben in Umdrehungen
pro Minute (UpM). Der in dieser Arbeit verwendete Granulierer hat eine maximale
Schneckendrehzahl von 1000 UpM, wobei fiir den TSG-Prozess iiblicherweise nur
Schneckendrehzahlen zwischen 200 und 400 UpM verwendet werden. Hdhere
Schneckendrehzahlen fiihren zu einem schnelleren Transport des Materials durch den
Granulierer und, bei gleichbleibender Pulverdosierrate, zu einem geringeren Fiillgrad. Die
Schneckendrehzahl hat jedoch kaum einen Einfluss auf die Eigenschaften der produzierten

Granulate [32, 33].

Ein weiterer einstellbarer Parameter ist die Temperatur in den verschiedenen Zonen des
Schneckengehéduses. Finige Studien beschreiben den Einfluss der Temperatur des
Schneckengehduses auf die GranulatgroBenverteilung und die Form der produzierten

Granulate [34, 35]. Weiter gibt es eine Studie von Schmidt et al. [36], die sich mit einer
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Trocknung direkt im Granulierer durch Aufheizen bestimmter Zonen des
Schneckengehiuses beschéftigt hat. Dafiir wurde das Pulver in den ersten Zonen granuliert
und vorgeheizt und das produzierte Granulat fiir die Trocknung im Schneckengehiuse in
einer zweiten Zone deutlich aufgeheizt. Durch dieses Vorgehen war eine direkte Trocknung

im Granulierer méglich.

Der letzte einstellbare Parameter ist der Durchsatz. Der gesamte Materialdurchsatz setzt sich
aus dem Durchsatz des Feststoffes und dem Durchsatz der Granulierfliissigkeit zusammen.
Das Verhiltnis der Menge der Fliissigkeit zur Feststoffmenge (engl.: liquid to solid ratio,
Feuchte) ist eine charakteristische Grofe und abhidngig von den Eigenschaften der
verwendeten Materialien und den gewiinschten Granulateigenschaften. Das Pulver wird
tiblicherweise in die erste Zone des Granulierers dosiert und die Fliissigkeit unmittelbar
danach. Der Durchsatz beeinflusst zusammen mit der Schneckendrehzahl den Fiillgrad des
Granulierers. In verschiedenen Studien wurde der Einfluss des Fiillgrades auf die
Eigenschaften der Granulate nachgewiesen [37, 38]. So konnten Gorringe et al. [38] zeigen,
dass die GranulatgroBenverteilungen bei gleichbleibendem Fiillgrad unabhingig von der
Schneckendrehzahl und der geforderten Masse sehr dhnlich waren. Weiter wird auch die
Verweilzeitverteilung durch den Durchsatz beeinflusst. Die Verweilzeit bestimmt, wie lange
die Materialien im Granulierer verbleiben und hat somit Einfluss auf die Verteilung der
Flissigkeit im Pulverbett, die Durchmischung mehrerer Pulverkomponenten und die

Agglomeration [39].

1.2.3 Kiritische Qualitiitsattribute kontinuierlich produzierter Granulate

Wihrend der kontinuierlichen Feuchtgranulation sollten verschiedene kritische
Qualitétsattribute (engl.: critical quality attributes, CQAs) kontrolliert werden. Zu den zu
kontrollierenden Qualitdtsmerkmalen von Granulaten zdhlen die Feuchte, die
GranulatgroBenverteilung und die Form der einzelnen Granulatkérner. Wenn ein Arznei-
oder Hilfsstoff in mehreren polymorphen oder pseudopolymorphen Formen vorliegen kann,
sollte auch der Zustand nach der Granulation iberpriift werden [40]. Neben diesen
Granulateigenschaften sollte aber auch die Homogenitit der Mischung iiberpriift werden, da
die Homogenitét des Granulates auch einen Einfluss auf die Gleichformigkeit des Gehaltes
nachfolgend produzierter Tabletten hat und so auch Zwischenprodukte einer

Gleichformigkeit des Gehaltes entsprechen miissen [41].



Einleitung

1.3 Prozessanalytische Technologien

1.3.1 Definition von PAT

Die Prozessanalytische Technologie (engl.: Process Analytical Technology, PAT) ist nach
ithrer Definition ein multidisziplindres und interdisziplindres Thema, das in vielen
Industriezweigen heutzutage immer mehr an Bedeutung gewinnt. Besonders im Bereich der
kontinuierlichen Produktion haben PAT-Werkzeuge einen hohen Stellenwert. Die FDA
erliel 2004 eine PAT-Richtlinie fiir die pharmazeutische Industrie und Forschung [42], in
der PAT als ein eigenstindiges Konzept mit regulatorischen Anforderungen eingefiihrt
wurde. In der genannten Richtlinie ist PAT wie folgt definiert: ,,Ein System fiir Design,
Analyse und Regelung des Herstellungsprozesses anhand zeitnaher Messungen (d.h.
wihrend des Prozesses) kritischer Qualitdts- und Leistungsattribute  von
Ausgangsmaterialien und Zwischenprodukten und Prozessen mit dem Ziel, die finale
Produktqualitit zu gewdhrleisten. [42]. Somit ist PAT ein komplexes System aus
geeigneten Werkzeugen und multivariaten Methoden sowohl zur Qualititskontrolle von
Ausgangsmaterialien und Zwischenprodukten als auch zur Prozesskontrolle, -regelung und
-optimierung. Das Ziel der Einfilhrung von PAT ist die stetige Verbesserung der
Produktqualitit und der Effizienz von Herstellungsprozessen [43]. PAT-Werkzeuge sollten
somit sowohl bereits in der Entwicklung neuer Prozesse als auch zur Analyse laufender
Prozesse eingesetzt werden, um das Prozessverstindnis kontinuierlich zu verbessern. Das
Konzept der PAT sorgte damit ebenfalls fiir ein Umdenken in der pharmazeutischen
Industrie und steht im Einklang mit dem QbD-Konzept und der kontinuierlichen

Herstellung.

1.3.2 Implementierung von PAT-Werkzeugen

Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten, PAT-Werkzeuge in einen Prozess zu implementieren.
Diese Moglichkeiten konnen eingeteilt werden in offline, atline, online und inline
Messungen. Fiir offline Messungen werden die Proben aus dem Prozess entfernt und zu
einem raumlich abgetrennten Labor gebracht, in dem die Analyse der Proben stattfindet.
Nachteilig an einer offline Methode sind der hohe Zeitaufwand und die Zerstérung der Probe.
Dennoch konnen hiermit bisher die genauesten Ergebnisse erzielt werden. Bei der atline
Methode werden Proben ebenfalls aus dem Prozess entfernt, die Analyse findet aber in
raumlicher Ndhe zum Produktionsort statt. Fiir die online Messung werden Proben
automatisch und kontinuierlich aus dem Prozessfluss gezogen und nach der Vermessung
wieder dem Produktfluss zugefiihrt. Bei der inline Messung wird die Probe direkt im

Produktfluss gemessen. Die Messung darf dabei keinen Einfluss auf den Prozess haben. Der
9



Prozessanalytische Technologien

grof3e Vorteil einer inline Messung ist die Moglichkeit einer Echtzeit-Analyse, was nicht nur
eine Kontrolle, sondern weiter auch eine direkte Prozessregelung erlaubt. Schwierigkeiten
bestehen hierbei jedoch in der Bereitstellung reprisentativer Proben und einer aufwendigen
Kalibrierung [43]. Die erhobenen, oft multivariaten Daten erfordern weiter den Einsatz
multivariater Datenanalysemethoden zur Auswertung der komplexen Informationen. Zur
inline Messung stehen verschiedene als PAT-Werkzeuge geeignete spektroskopische
Methoden zur Verfligung [43, 44]. Die grof3te Bedeutung hat dabei in den letzten Jahren die
Nabhinfrarot- (NIR-) Spektroskopie gewonnen, die zahlreich als PAT-Werkzeug untersucht
und eingesetzt wurde [40, 45-47]. Aber auch die Raman-Spektroskopie ist ein
vielversprechendes PAT-Werkzeug zur inline Uberwachung kontinuierlicher Prozesse [48]

und als analytische Methode im Européischen Arzneibuch aufgefiihrt [49].

1.3.3 Schwierigkeiten und Herausforderungen bei der Implementierung von inline
PAT-Werkzeugen
Die Implementierung von inline PAT-Werkzeugen bereitet hdufig einige Schwierigkeiten.
Viele Probleme bei der Implementierung von PAT-Werkzeugen in kontinuierliche Prozesse
treten bei der Probennahme auf. Das am hiufigsten auftretende Problem ist die
Verschmutzung (engl.: fouling) von Messsonden durch das Produkt selbst oder durch
wiahrend der Produktion auftretender Stdube [40, 50, 51]. Weiter sollte genau untersucht
werden, an welcher Stelle die Messsonde am besten in den Prozess eingebracht wird. Die
Sonde darf den Produktfluss nicht stdren oder sogar blockieren, trotzdem sollte aber im
kontinuierlich bewegten Produktfluss gemessen werden, um aussagekréftige Daten zu
generieren. Eine weitere Schwierigkeit ist, dass das vermessene Probenvolumen héufig nicht
exakt definiert werden kann [40], aber dennoch regulatorische Vorgaben betreffend der
Probengrofe eingehalten werden miissen [41]. Auch die Entwicklung multivariater
Kalibriermodelle fiir on-/inline eingesetzte spektroskopische Methoden kann erhebliche
Schwierigkeiten verursachen. Die spektroskopischen Messungen sind nicht nur sensitiv fiir
den zu analysierenden Stoff, sondern werden ebenfalls durch Fluktuationen und Variationen
verschiedener Prozessvariablen wie der Temperatur, Bewegungsdynamiken, der
Packungsdichte des Materials und anderen Umgebungsbedingungen beeinflusst. Diese
Einfliisse konnen die Spektren in einem nicht-linearen Verhalten beeinflussen und damit die
Giite der Kalibriermodelle herabsetzen. Deshalb miissen solche Daten mit hoher Sorgfalt
ausgewertet werden. Um eine robuste Kalibrierung zu erhalten, diirfen nur die relevanten

chemischen Informationen extrahiert werden [52].
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1.4 Raman-Spektroskopie

1.4.1 Grundlagen der Raman-Spektroskopie
Der Raman-Effekt wurde 1923 von A. Smekal vorhergesagt [53] und 1928 von C.V. Raman

erstmals experimentell nachgewiesen [54]. Er beschreibt einen unelastischen Streueffekt von
Licht an Atomen oder Molekiilen. Dabei findet eine Energieiibertragung zwischen dem

einfallenden Licht und den Zielmolekiilen statt [55].

Bei der Raman-Spektroskopie werden Proben mit monochromatischem Laserlicht bestrahlt.
Treffen die elektromagnetischen Wellen auf die Probe, werden sie gestreut. Der grofite Teil
des einfallenden Lichtes wird dabei von den Probenmolekiilen mit der gleichen Frequenz
gestreut. Dies ist der elastisch gestreute Anteil, der als Rayleigh-Streuung bezeichnet wird.
Nur ein geringer Anteil des einfallenden Lichtes wird unelastisch gestreut, wobei die
Frequenz des gestreuten Lichtes gegeniiber der Frequenz des einfallenden Lichtes
verschoben wird. Diese unelastische Streuung wird als Raman-Effekt bezeichnet. Das
gestreute Licht kann dabei eine hohere oder niedrigere Frequenz als das einfallende Licht
haben. Hat das gestreute Licht eine niedrige Frequenz als das einfallende Licht spricht man
von der Stokes-Strahlung, befindet sich die Energie des gestreuten Lichtes auf einem
hoéheren Niveau spricht man von Anti-Stokes-Strahlung. Diese Energieiibertragung bewirkt
eine Verschiebung der Wellenldnge des gestreuten Lichtes, die als Raman-Verschiebung
bezeichnet wird. Finden die Raman-Messungen bei Raumtemperatur statt, wird man
iiberwiegend Stokes-Strahlung beobachten. Fiir analytische Zwecke wird folglich

iiberwiegend das intensivere Stokes-Spektrum verwendet.

Die Voraussetzung fiir eine Raman-Aktivitét ist die Polarisierbarkeit des Materials. Viele
Arzneistoffe enthalten aromatische Gruppen oder konjugierte Doppelbindungen, die
aufgrund ihres delokalisierten Elektronensystems stark polarisierbar sind, und besitzen
deshalb eine hohe Raman-Aktivitit. Viele in der Pharmazie eingesetzte Hilfsstoffe sind
hingegen nicht aromatisch und deshalb weniger Raman-aktiv, weshalb die
Arzneistoffbanden meist deutlich intensiver sind als die der Hilfsstoffe. Dies macht die
Raman-Spektroskopie besonders sensitiv fiir die Arzneistoffe in pharmazeutischen
Formulierungen [56]. Des Weiteren zeigt Wasser eine sehr geringe Raman-Aktivitit. Somit
ist die Raman-Spektroskopie auch ein geeignetes PAT-Werkzeug fiir alle

Herstellungsprozesse, in denen Wasser zum Einsatz kommt.

Die Raman-Spektroskopie bietet weiter viele Vorteile gegeniiber anderen analytischen

Methoden, was ihren Einsatz als PAT-Werkzeug so attraktiv macht. So wird keine
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Probenvorbereitung bendtigt, die Messung ist sehr schnell und Proben konnen unabhéngig
von ihrem Zustand (gasformig, fest, fliissig, halbfest, etc.) vermessen werden. Auflerdem ist
das Raman-Spektrum fiir eine Substanz charakteristisch. Des Weiteren sind auch
kontaktfreie Messungen mdglich und die Probe wird in der Regel wéhrend der Messung
nicht zerstort. Zudem erlaubt die Verbindung der Raman-Sonden {liber Glasfaserkabel mit
den Spektrometern einen leichten Einbau in den jeweiligen Prozess. Mit der Raman-
Spektroskopie kdnnen auch unterschiedliche polymorphe oder pseudopolymorphe Formen
erfasst werden [57-59]. Ein Vorteil gegeniiber der NIR-Spektroskopie ist weiter, dass
Raman-Spektren aufgrund schérferer Peaks leichter zu interpretieren und auszuwerten sind

[60].

Neben den genannten Vorteilen gibt es aber auch ein paar Schwierigkeiten beim Einsatz der
Raman-Spektroskopie als PAT-Werkzeug [45, 55]. So wird die Raman-Messung
beispielsweise stark durch elektromagnetische Wellen im sichtbaren Bereich (im Folgenden
Licht genannt) beeinflusst, was eine entsprechende Abdunkelung des Messraums erfordert.
Weiter konnen auch Veridnderungen in den Einstellungen des Instrumentes oder variierende
Umgebungsbedingungen einen Einfluss auf die Raman-Intensitit und somit auf das
Messergebnis haben. Zudem zeigt der zugrundeliegende Raman-Effekt eine sehr schwache
Signalintensitét. Bei in den Prozess implementierten Sonden wird zudem nur das Licht
detektiert, das in der gleichen Richtung streut, aus der das einfallende Licht kommt, was die
Intensitét der erhaltenen Spektren weiter abschwicht und eine Analyse erschweren kann.
Auch konnen andere Phidnomene wie Absorption oder Fluoreszenz die Raman-Messung
beeintrachtigen. Ein ebenfalls hdufig diskutiertes Problem der Raman-Messung ist die
Erwdrmung der Proben durch das eingestrahlte Laserlicht und die daraus folgende
Zerstorung der Probe. Eine Erwdrmung tritt allerdings nur auf, wenn die Absorptionsbanden
der Probe im Anregungswellenléngenbereich des Lasers liegen [61] und wenn eine ldngere
Belichtung der Probe stattfindet. Aufgrund sehr kurzer Verweilzeiten der Probe im
Messfenster bei kontinuierlichen Messungen im Prozessfluss spielt dieses Problem hierbei
kaum eine Rolle. Ein weiteres, bedeutenderes Problem ist die Untersuchung einer
angemessenen Probengrofle. Haufig kann mithilfe der Raman-Spektroskopie aufgrund der
geringen Findringtiefe des Lasers [62] nur ein zu kleiner Teil der Probe vermessen werden
[63]. Aus diesem Grund hat Kaiser Optical eine Sonde mit einem gréfBeren Laserspot-
Durchmesser entwickelt. Die PhAT- (engl.: Pharmaceutical Area Testing) Sonde hat einen
Spot-Durchmesser von 6 mm und erlaubt so die Vermessung eines grofleren

Probenvolumens [64].
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1.4.2 Raman-Analysatoren

Es stehen verschiedene Arten von Spektrometern zur Aufnahme von Raman-Spektren zur
Verfligung. Jeder Raman-Analysator besteht dabei aus einer Basiseinheit und einem
optischen System, welche iiber ein Glasfaserkabel miteinander verbunden sind. Die
Basiseinheit enthélt einen Laser als monochromatische Lichtquelle, einen Detektor, einen
Filter, um die Rayleigh-Strahlung zu entfernen, und einen Spektrographen, um das gestreute
Licht nach Wellenldngen zu separieren. Ferner ist die Basiseinheit mit einem Computer

verbunden und enthélt ein System zur Kommunikation der Analysenergebnisse [55].

Abbildung 2: RXN2-Raman-Analysator. http://www.kosi.com/na_en/products/raman-spectroscopy/raman-
analyzers/raman-rxn2-analyzer.php#

Abbildung 2 zeigt den in dieser Arbeit verwendeten Raman-Analysator mit den oben

beschriebenen Bauteilen.

1.4.3 Raman-Spektroskopie zur Quantifizierung von Arzneistoffen

Die Raman-Spektroskopie ist fiir quantitative Analysen geeignet, da die Menge des
gestreuten Lichtes direkt proportional zur Analytkonzentration in der Probe ist, unter der
Voraussetzung, dass alle anderen Versuchs- und Umgebungsbedingungen konstant gehalten

werden. Die Intensitdt der Raman-Streuung ist nach folgender Formel definiert [65]:
Iz = 1, BDK Gleichung 1

wobei Iz die Intensitidt des Raman-Signals, Iy die Leistung des Lasers, D die Anzahl der
Molekiile pro cm?, B der Raman-Streuquerschnitt und K ein geometrischer Faktor sind.
Gleichung 1 zeigt auch, dass das Raman-Signal direkt proportional zur Laserleistung ist und
der relativ schwache Raman-Effekt so durch eine entsprechende Laserleistung ausgeglichen

werden kann.
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Raman-Spektroskopie

Seit 1990 wurden einige quantitative Methoden basierend auf der Raman-Spektroskopie zur
Quantifizierung von Arzneistoffen publiziert. So gab es einige Studien zur Quantifizierung
verschiedener Arzneistoffe in Tabletten [66-69]. Auch konnte die Raman-Spektroskopie
bereits erfolgreich zur Endpunktbestimmung von chargenweisen Mischprozessen eingesetzt
werden, wobei hier keine Quantifizierung des Arzneistoffes stattfand [48]. Des Weiteren
wurde die Raman-Spektroskopie erfolgreich als PAT-Werkzeug zur Bestimmung des
Endpunktes eines Uberzugsprozesses in einen Trommelcoater implementiert [70] und auch
eine Quantifizierung des Arzneistoffgehaltes in einem aktiven Filmiiberzug war moglich
[71-73]. Jedoch zeigten Fonteyne et al. in einem Review von 2015, dass es bis zu diesem
Zeitpunkt keine quantitativen inline Anwendungen der Raman-Spektroskopie flir die
kontinuierliche Produktion von festen Arzneiformen gab [40]. Die erste quantitative
Methode basierend auf der Raman-Spektroskopie fiir eine Prozesskontrolle eines
kontinuierlichen Mischprozesses wurde erst kiirzlich von Nagy et al. [74] veroffentlicht. In
dieser Studie wurde die erfolgreiche Implementierung der Raman-Spektroskopie in einen
kontinuierlichen Misch- und Tablettierprozess fiir eine Echtzeitiiberwachung des
Arzneistoffgehaltes gezeigt. Die Raman-Sonde wurde dabei iiber einem Forderband
installiert, sodass Raman-Spektren des bewegten Pulverbetts aufgenommen werden
konnten. Weiter zeigten Nagy et al. in einer nachfolgenden Studie den erfolgreichen Einsatz
der Raman-Spektroskopie zur inline Kontrolle des Schmiermittelzusatzes in einer
kontinuierlichen Tablettenproduktion [75]. Quantitative Anwendungen der Raman-
Spektroskopie wurden in den letzten Jahren ebenfalls im Bereich der Schmelzextrusion
publiziert. Saerens et al. entwickelten und wvalidierten verschiedene Modelle zur
Quantifizierung eines Arzneistoffes in der Schmelze, welche auf in/ine aufgenommenen
Raman-Spektren basierten. Die Raman-Sonde wurde dafiir in der Diise befestigt. Die
entwickelten Modelle zeigten eine gute Richtigkeit und Prézision [57, 76]. Auch
Netchacovitch et al. beschriecben eine zuverldssige Raman-Methode zur inline
Arzneistoffquantifizierung in einem Schmelzextrusionsprozess [77]. Wihrend der
Zweischneckengranulation wurde die Raman-Spektroskopie bisher allerdings nur zur
Bestimmung des polymorphen Zustandes von Arzneistoffen eingesetzt [26, 59]. Die
erfolgreiche Anwendung der Raman-Spektroskopie zur Quantifizierung von Arzneistoffen
wihrend der Schmelzextrusion verspricht jedoch auch eine erfolgreiche Implementierung in

den Zweischneckengranulierprozess [78].
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1.5 Chemometrische Methoden zur Auswertung analytischer Daten

1.5.1 Definition und Hintergrund

»Die Chemometrie im eigentlichen Sinne ist definiert als die chemische Disziplin, die
mathematische und statistische Methoden anwendet, um (a) optimale Messverfahren und -
experimente zu entwerfen und auszuwihlen und (b) aus den analytischen Daten das
Maximum an chemischen Informationen zu gewinnen® [79]. Chemometrische Verfahren
konnen qualitativer oder quantitativer Art sein. Als mathematische Methoden werden
tiberwiegend multivariate Datenanalysemethoden angewendet, die zu empirischen
mathematischen Modellen flihren. Mit diesen Modellen konnen die relevanten
Informationen extrahiert werden und nachfolgend Eigenschaften vorhergesagt werden. Ziel
der Modellierung ist es, den Einfluss von Storfaktoren zu minimieren und so die relevanten

Informationen zu verstarken [80].

Chemometrische Methoden sind heute in vielen Bereichen nicht mehr wegzudenken. Sie
verbessern mafigeblich die Prozess- und Qualititskontrolle und haben aufgrund der QbD-

und PAT-Initiativen auch in der Pharmazie an Bedeutung gewonnen [3].

1.5.2 Gute chemometrische Praxis

1.5.2.1 Datengewinnung und —aufbereitung

Fiir eine erfolgreiche Modellierung ist eine sorgfaltige Auswahl der Probe [80] und damit
der Datengewinnung unerldsslich (sieche 1.3.2). In dieser Arbeit wurden zur
Datengewinnung verschiedene Granulationen durchgefiihrt und in/ine Raman-Spektren
mithilfe verschiedener Messaufbauten aufgenommen. Die Messantworten, hier die
gemessenen Intensitdten bei den verschiedenen Wellenzahlen, werden auch als unabhéngige
Variablen bezeichnet und bilden die X-Daten. Die abhéingigen Variablen, in diesem Fall der
Arzneistoffgehalt der Probe, bilden die Y-Daten. Die gewonnenen Daten werden
iblicherweise in einer Datentabelle dargestellt, in der jede Probe einer Zeile entspricht und
die Spalten die einzelnen Variablen darstellen. Die Y-Daten bilden ebenfalls eine Spalte der
Datenmatrix [79]. Die Raman-Spektren verdndern sich hier abhidngig von der
Arzneistoffkonzentration der Probe, dennoch werden sie als X-Daten bezeichnet, da diese

Terminologie in der Spektroskopie und der multivariaten Datenanalyse {iblich ist.

Vor der Erstellung der chemometrischen Modelle wurden die Rohdaten zunéchst
aufgearbeitet. Dies ist unerldsslich, um verldssliche Modelle zu erhalten. Die Aufarbeitung
der Daten umfasste die Ausreifleranalyse, die Datenvorbehandlung und die Auswahl eines

geeigneten spektralen Bereiches.
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1.5.2.2 AusreiBBeranalyse

Als Ausreiller bezeichnet man extreme Werte einer Variablen, die durch das Modell nicht
korrekt beschrieben werden konnen. Ausreiler konnen durch Messfehler und
systembedingte Schwankungen entstehen [80]. Ausrei3er, die durch Messfehler provoziert
wurden, sollten aus dem Modell ausgeschlossen werden, um eine Verzerrung des Modells
zu vermeiden. Der Einschluss systembedingter Schwankungen in das Modell ist jedoch
notwendig, um robuste Modelle zu erhalten. In der vorliegenden Arbeit wurden der DModX-
Test (engl.: Distance to Model in X-Space) und der Hotellings-T?-Test im Programm SIMCA
durchgefiihrt, um die Daten auf Ausreiller zu untersuchen [81]. Es wurden jedoch in keinem
Fall Ausreiler ausgeschlossen, da in keinem Fall ein Messfehler vorlag und somit
angenommen wurde, dass die Ausreier durch systembedingte Schwankungen erzeugt

wurden.

1.5.2.3 Vorbehandlung der Spektren

Um die Extraktion der Informationen zu verbessern, werden die gewonnenen Daten in der
Regel vorbehandelt. In den aufgenommenen Spektren kdnnen verschiedene systembedingte
Storsignale auftreten. Diese konnen durch das Spektrometer selbst, aber auch durch die
Probe verursacht werden. So beeinflussen verschiedene Teilchengréen [45] und
unterschiedliche Packungsdichten der Probe die Raman-Spektren [82]. Weiter konnen auch
Messungen an verschiedenen Tagen die Spektren beeinflussen [55]. Durch eine
Vorbehandlung der Daten konnen ein Rauschen unterdriickt und Verschiebungen der
Basislinie ausgeglichen werden [83]. Die jeweilige Vorbehandlungsmethode wird durch die
Art der Daten, die Probe und den Zweck des Modells bestimmt. Weiter spielt auch die
Erfahrung des Anwenders bei der Auswahl der Methode eine groBle Rolle, da es keine
allgemeingiiltigen Vorgaben zu den zu verwendenden Vorbehandlungsmethoden gibt. Es
besteht auch die Mdoglichkeit, verschiedene Vorbehandlungsmethoden zu kombinieren [79].
Jedoch kann die Verwendung zu vieler Vorbehandlungsmethoden auch nachteilig sein, wenn
dadurch zu viele Informationen ausgeschlossen werden. Fiir diese Arbeit wurden
verschiedene Vorbehandlungsmethoden getestet und empirisch die geeignetsten ermittelt,
die im Folgenden erldutert werden sollen. Mit diesen Methoden wurden alle Raman-

Spektren vor der Modellierung bearbeitet.

Zundchst wurden die Daten mittenzentriert, wodurch eine einfachere Interpretation
ermdglicht wurde. Bei einer Mittenzentrierung wird fiir jede Spalte in der Datentabelle der

Mittelwert berechnet und von jedem Messwert der Spalte subtrahiert [83].
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Die mittenzentrierten Spektren wurden weiter standardisiert, um Streueffekte zu
minimieren. Die Streuung hingt von physikalischen Eigenschaften der Probe ab und durch
eine inhomogene Verteilung der Streuzentren in der Probe konnen Unterschiede in den
Spektren entstehen. Die Wegldnge des Lichtes wird dabei vor allem durch die Teilchengrof3e
beeinflusst. In dieser Arbeit wurden Granulate mit einer breiten Granulatgro3enverteilung
vermessen, wodurch die chemische Information in den Spektren moglicherweise durch
physikalische Streueffekte iiberdeckt wurde. Bei der Standardisierung (engl.: Standard
Normal Variate transformation, SNV) werden fiir jedes einzelne Spektrum die
Standardabweichung und der Mittelwert berechnet und die gemessenen Intensitédten bei jeder
Wellenlidnge korrigiert, indem von der jeweiligen Intensitdt der Mittelwert subtrahiert wird
und der erhaltene Wert danach durch die Standardabweichung dividiert wird [83]. Diese
Methode fiir die Datenvorbehandlung von Raman-Spektren ist die in der Literatur am

meisten verwendete [45, 76].

1.5.2.4 Auswabhl des spektralen Bereiches

Fiir eine Modellerstellung wird nicht immer der gesamte verfiigbare spektrale Bereich
benotigt. Die Auswertung des gesamten Bereiches ohne vorherige Analyse kann sogar
nachteilig sein, wenn z.B. Bereiche, die iiberwiegend Rauschen enthalten, in die Auswertung
einbezogen werden. Deshalb miissen vor der Modellierung geeignete Bereiche bestimmt
werden. Geeignet sind in der Regel die Bereiche, in denen sich die Raman-Peaks in den
Spektren der verschiedenen Proben deutlich unterscheiden. Da hier Arzneistoffe mithilfe der
Raman-Spektroskopie quantifiziert werden sollten, wurden fiir die Modellerstellung vor
allem Bereiche ausgesucht, die charakteristische Peaks der Arznei- und Hilfsstoffe
enthielten. Bereiche, die nicht mit einer Konzentrationszunahme korreliert werden konnten,
wurden entfernt. Die geeigneten Bereiche wurden dabei hédndisch ausgewédhlt, indem
zunidchst das gesamte Spektrum ausgewertet wurde und danach getestet wurde, welche
Bereiche eine Verbesserung bzw. Verschlechterung des Modells bewirken. Zur
Unterstiitzung der Auswahl geeigneter Bereiche wurde ein Plot im Programm SIMCA
genutzt, welcher die Bedeutung der Variablen fiir das Modell abbildet (engl.: Variable
importance in projection, VIP). Der VIP-Plot beschreibt welche X-Variablen die X-Daten
gut beschreiben und welche Variablen aulerdem gut mit den Y-Daten korrelieren. Der VIP-

Plot fasst somit den gesamten Beitrag einer X-Variable zum PLS Modell zusammen [84].
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1.5.3 Beurteilung und Validierung chemometrischer Methoden

1.5.3.1 Kalibrierung und Evaluierung der Leistungsfahigkeit des Modells

Die Erstellung von Kalibriermodellen kann in mehrere Teilschritte unterteilt werden. Dazu
werden in der Literatur unterschiedliche Vorgehensweisen beschrieben und verschiedene

Begriffe verwendet.

In der vorliegenden Arbeit wurde zundchst ein Datensatz mit bekannten
Arzneistoffkonzentrationen zur Erstellung eines Kalibriermodells aufgenommen. Dieses
Modell wurde mittels der beschriebenen Datenvorbehandlungsmethoden und einer
Eingrenzung des spektralen Bereiches soweit optimiert, dass die Vorhersagefehler die
kleinstmoglichen Werte annahmen. Das erstellte Modell wurde mittels einer internen
Validierung unter Verwendung des gleichen Datensatzes wie fiir die Kalibrierung optimiert.
Als Methode wurde dafiir die Kreuzvalidierung (engl.: cross validation, CV) verwendet.
Dabei wird der Datensatz unterteilt und aus einem Teil das Modell erstellt und der andere

Teil vorhergesagt.

Die Leistungsfihigkeit des erstellten Modells wurde dann mit einer unabhingigen
Priifgruppe mit ebenfalls bekannten Arzneistoffkonzentrationen, die sich aber von den fiir
die Kalibrierung verwendeten Konzentrationen unterschieden, bewertet. Fiir den
unabhéngigen Datensatz wurde die Arzneistoffkonzentration iiber das Kalibriermodell

vorhergesagt und die Giite des Modells anhand von Giitemaflen beurteilt.

1.5.3.2 Validierung gemiB regulatorisch geltender Rahmenvorschriften

Fir die Validierung chemometrischer Methoden gelten die gleichen regulatorischen
Vorschriften wie flir die Validierung anderer analytischer Methoden. Aufgrund des
speziellen Charakters chemometrischer Methoden miissen jedoch zusétzliche Aspekte bei
der Validierung beriicksichtigt werden. Es miissen sowohl die Leistungsfahigkeit des
Modells als auch die der analytischen Methode selbst beurteilt werden. Fiir quantitative
Modelle sollten folgende Parameter validiert werden: Spezifitit, Linearitdt, Messbereich,
Richtigkeit, Prézision und Robustheit. Fiir die Validierung wird ein unabhéngiger
Probendatensatz, der nicht Teil der Modellerstellung ist, benotigt, welcher den gesamten
kalibrierten Bereich abdecken sollte. Die iiber das Modell vorhergesagten Werte werden

dann zur Beurteilung mit Referenzwerten verglichen [79].

Neben der Validierung geméil regulatorischer Vorschriften bezeichnet die Validierung in
der Chemometrie einen Berechnungsschritt zur Optimierung von Kalibriermodellen, der in
Kapitel 1.5.3.1 beschrieben ist.
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1.5.3.3 Leistungsmerkmale fiir die Giite der Regression

Zur Beurteilung der Giite der Regression wurden zunichst das BestimmtheitsmaB (R?Y), der
Standardfehler der Kalibrierung (engl.: Standard Error of Calibration, SEC) und das
VorhersagemaB (Q?Y) betrachtet. Das R? ist dimensionslos und ist eine Kennzahl zur
Beurteilung der Anpassungsgiite einer Regression. Es konnen Werte zwischen null und eins
angenommen werden, wobei das R? fiir eine gute Regression spektroskopischer Daten
mindestens 0,99 betragen sollte. Der SEC beschreibt ebenfalls wie gut sich die Kalibrierung
den Daten anpasst. Er besitzt die gleiche Einheit wie die abhéngigen Variablen, wird hier
folglich wie der Arzneistoffgehalt in Prozent angegeben, und sollte moglichst klein sein. Q>
beschreibt die Vorhersagegenauigkeit des Modells und sollte fiir ein gutes Modell

mindestens 0,98 betragen. Das Q? wird iiber die Kreuzvalidierung berechnet.

Weiter wurde der mittlere Vorhersagefehler, die Wurzel des mittleren, quadratischen Fehlers
(engl.: Root Mean Square Error, RMSE), berechnet. Die Endung C (engl.: calibration,
Kalibrierung) zeigt an, dass hier der mittlere Vorhersagefehler der Kalibrierung betrachtet
wird, die Endung CV (engl.: cross validation, Kreuzvalidierung) steht fiir den mittleren
Vorhersagefehler der (Kreuz-)validierung und die Endung P (engl.: prediction, Vorhersage)
bezeichnet den mittleren Vorhersagefehler fiir die unabhéngige Priifgruppe. Der RMSEP
spiegelt die Messunsicherheit zukiinftiger Vorhersagen wieder. Die Fehler werden jeweils
in der gleichen Einheit wie der Arzneistoffgehalt (Prozent) angegeben und wurden iiber die

Software SIMCA berechnet [79, 81].

Die erstellten Modelle sollten zur Vorhersage des Arzneistoffgehaltes in einem Granulat
eingesetzt werden. Deshalb wurde zur Bewertung der Modelle ebenfalls ein relativer Fehler
in Bezug auf einen Referenzwert, berechnet aus der Einwaage der Pulvermischungen,
berechnet. Fiir eine akzeptable Vorhersagegenauigkeit sollte der relative Fehler unter 10 %

liegen.

1.5.3.4 Auswahl der Anzahl an Faktoren

Ein kritischer und bedeutender Schritt in der Erstellung von Regressionsmodellen ist die
Auswahl der Anzahl an Faktoren. Bei zu wenigen Faktoren werden die Variationen in den
spektralen Daten nicht entsprechend beschrieben (engl.: underfitting, Unteranpassung), was
zu einer schlechteren Kalibrierung und Vorhersage fiihrt. Zu viele Faktoren hingegen fiihren
zu einer Uberanpassung (engl.: overfitting). Bei einer Uberanpassung werden Variationen in
den Daten miterfasst, die nicht mit der abhingigen Variablen in Zusammenhang stehen, was

in einer Instabilitit der Kalibrierung und somit einer Abnahme der Vorhersagegenauigkeit
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resultiert, obwohl der Modellfehler sehr klein ist. Die optimale Anzahl an Faktoren kann
mithilfe der in Kapitel 1.5.3.3 beschriebenen Giitemalle bestimmt werden. Die optimale
Anzahl an Faktoren stellt dabei einen Kompromiss dar und sollte so gewéhlt werden, dass
die Vorhersagefehler minimal sind oder, wenn kein Optimum vorliegt, sodass keine
signifikante Abnahme des Fehlers beim Hinzufiigen weiterer Faktoren mehr stattfindet. Die
Anzahl an Faktoren kann auch anhand des QY ermittelt werden. Wird dieses nicht mehr
signifikant verbessert mit dem Hinzufiigen weiterer Faktoren wird wahrscheinlich nur noch

Rauschen in das Modell aufgenommen [79].

1.6 Chemometrische Techniken

Zur Auswertung und Interpretation der beschriebenen gro3en Datentabelle werden aufgrund
der hohen Komplexitit spezielle Methoden benétigt. Im Allgemeinen werden dazu
Projektionstechniken wie die Hauptkomponentenanalyse (engl.: Principle Component
Analysis, PCA) oder, fiir eine multivariate Regression, die Regression der kleinsten
Teilquadrate (engl.: Partial Least Squares Regression, PLSR allgemein bekannt als PLS)

empfohlen, die nachfolgend genauer erldutert werden sollen.

1.6.1 Hauptkomponentenanalyse

Die PCA dient der Visualisierung der grofiten Abweichung in den Daten, um Muster oder
Gruppierungen in den Daten aufzudecken. Ziel des Verfahrens ist eine
Informationsverdichtung. Dafiir werden die Ausgangsdaten durch Zerlegung in latente
Variablen (auch als Faktoren oder Hauptkomponenten bezeichnet) verdichtet. Dabei findet
eine lineare Datenprojektion statt. Die Faktoren stellen somit lineare Kombinationen der
urspriinglichen Variablen dar. Ausgangspunkt dieser Zerlegung ist die Datenmatrix X mit N
Objekten und M Variablen pro Objekt. Mathematisch ist die PCA die Losung eines
Eigenwertproblems und es gibt verschiedene Verfahren dieses Eigenwertproblem zu 16sen.
In der Software SIMCA ist der NIPALS (engl.: Non-linear Iterative Partial Least Square) -
Algorithmus hinterlegt. Das Prinzip besteht darin, in den Ausgangsdaten die Richtung der
grofiten Varianz zu identifizieren. Der erste Faktor liegt dabei immer in dieser Richtung der
grofiten Varianz. Der zweite Faktor liegt orthogonal zum ersten Faktor, usw. Weiter sind die
Faktoren nach ihrem Informationsgehalt klassifiziert, so enthélt der erste Faktor immer die
grofite Information, der zweite die zweitgrofite, usw. Es werden solange weitere Faktoren
hinzugefiigt, bis die Varianz in den Daten addquat erklédrt ist. Das Ergebnis ist die
Darstellung der Ausgangsdaten in einem neuen Koordinatensystem. Die Ursprungsdaten

werden in den neuen Faktorraum transformiert.
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Die PCA kann anhand der Gleichung 2 beschrieben werden.
X=TPT+E Gleichung 2

Abbildung 3 zeigt weiter eine graphische Darstellung der Zerlegung der Ausgangsmatrix X
wiahrend der PCA. Die berechneten Koordinaten im neuen Faktorraum werden als
Faktorwerte (engl.: scores, u, im weiteren Verlauf der Arbeit werden die Faktorwerte scores
genannt) bezeichnet und bilden die Gewichtsmatrix T, die die gleiche Anzahl an Zeilen hat
wie die Originalmatrix, wiahrend die Anzahl an Spalten A der Zahl der verwendeten Faktoren
entspricht. Die Faktoren werden in der Faktorenmatrix P zusammengefasst. Die Elemente
der Spalten der Faktorenmatrix werden als Faktorladungen (engl.: loadings, p, im weiteren
Verlauf der Arbeit werden die Faktorladungen loadings genannt) bezeichnet. Hier bildet
jeder Faktor A eine Zeile und die Spalten stellen die Ausgangsvariablen dar. Der Exponent
T zeigt an, dass die Matrix transformiert wurde. Die Residuenmatrix E enthilt den Anteil
der Daten, der nicht vom Modell erkliart wird. Dadurch, dass die Anzahl an berechneten
Faktoren meist deutlich kleiner ist als die der Ausgangsvariablen kommt es zu einer
Datenreduktion und damit zu einer Strukturierung und Veranschaulichung der Datensitze

[79, 83].

pT

A
X = | T Faktoren- ¥ E
matrix
N N N
Datenmatrix Gewichtsmatrix Residuenmatrix

Abbildung 3: Graphische Darstellung der PCA nach W. Kessler [83].

1.6.2 Regression der kleinsten Teilquadrate

Die PLS ist der am meisten verwendete Algorithmus in der multivariaten Regression
spektraler Daten. Die PLS setzt zwei Datenmatrizes X (Raman-Spektren) und Y
(Arzneistoffgehalt) zueinander in Beziehung und bestimmt ihren Zusammenhang. Dies
findet unabhingig von einer Kollinearitit in den Daten statt. Ausgangspunkt ist auch hier
die Datenmatrix X mit N Objekten (Anzahl der Raman-Spektren) und M Variablen
(Spektrenwerten). Zu jedem Objekt wird eine ZielgroBe K  gemessen
(Arzneistoffkonzentration), die den Vektor Y bildet. Bei der PLS wird sowohl mit den X-

21



Chemometrische Techniken

Daten, als auch mit den Y-Daten eine PCA durchgefiihrt, wobei die PCA der X-Daten
Informationen aus den Y-Daten erhélt und umgekehrt. So wird fiir ,,die wichtigen Faktoren
die Information gesammelt, die ein Maximum an Abweichung in X beschreibt, wihrend sie
bestmoglich mit Y korreliert™ [79]. Die Berechnung der Hauptkomponenten erfolgt iterativ,
bis die Restvarianz minimal ist. Wéhrend die Matrix Y in die Faktorenmatrix C und die
Gewichtsmatrix U zerlegt wird, ergibt die Matrix X nicht nur die Faktorenmatrix P und die
Gewichtsmatrix T, sondern auch eine weitere Gewichtsmatrix W. Diese Gewichtsmatrix W
enthélt die Informationen, die die X und Y Daten verbinden. Aullerdem entstehen die
Residuenmatrizes E fiir die X-Daten und F fiir die Y-Daten. Dieses Vorgehen ist in
Abbildung 4 graphisch dargestellt und kann durch Gleichung 3 und Gleichung 4 beschrieben
werden [79, 83].

X=TPT+E Gleichung 3

Y=UQT+F Gleichung 4

N

WT k j cT
pT

Abbildung 4: Grafische Darstellung der PLS nach W. Kessler [83].

Eine detaillierte Erlduterung der Methode findet sich in weiterfithrender Literatur [85, 86].

1.6.3 Statistische Versuchsplanung

Die statistische Versuchsplanung (engl.: Design of Experiments, DoE) ist eine Methode zur
effizienten Planung und Auswertung von Versuchen, um mit moglichst wenig Versuchen
maximale Informationen zu erhalten [87]. Es wird ein Zusammenhang zwischen Faktoren
(z.B. Prozessparametern) und ZielgroBen (bestimmte Messwerte fiir Produktmerkmale)
ermittelt. Als Ergebnis erhdlt man ein empirisches Modell, das den Zusammenhang

quantitativ beschreibt [88].
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Einleitung

In dieser Arbeit wurden statistische Versuchsplidne eingesetzt, um die Robustheit der
entwickelten Kalibriermodelle zu tiberpriifen, wie es in der Literatur empfohlen wird [76,
79, 89]. Weiter wurde ein Versuchsplan zur Untersuchung des Mischverhaltens des

Zweischneckengranulierers in Abhéngigkeit verschiedener Prozessparameter erstellt.
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Ziele der Arbeit

2 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit ist die erstmalige Implementierung der Raman-Spektroskopie als PAT-
Werkzeug zur kontinuierlichen inline Quantifizierung eines Arzneistoffes in einen

Zweischneckengranulationsprozess.

Die Zweischneckengranulation ist eine kontinuierliche Granulationstechnik. Die
kontinuierliche Herstellung gewinnt, aufgrund vielfaltiger Vorteile, in der pharmazeutischen
Industrie immer groBeres Interesse, dennoch ist sie bisher nicht weit verbreitet. Dies liegt
zum einen an regulatorischen Hiirden, aber auch daran, dass bis heute angemessene inline
Analysemethoden, die eine direkte Qualititskontrolle der produzierten Granulate
ermdglichen, fehlen. Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit die Raman-Spektroskopie als
ein mogliches PAT-Werkzeug fiir die Qualitdtskontrolle kontinuierlich produzierter
Granulate evaluiert werden. Dazu musste zunichst eine Methode zur Implementierung der
Raman-Sonde in den kontinuierlichen Prozess erarbeitet werden. AnschlieBend konnten aus
den inline aufgenommenen Raman-Spektren multivariate PLS Modelle zur Vorhersage des
Gehaltes entwickelt, hinsichtlich ihrer Giite bewertet und anschlieend weiter optimiert
werden. Fiir die Methodenentwicklung wurden zwei unterschiedliche Arzneistoffe

verwendet.

Bisher waren Raman-Messungen nur in volliger Dunkelheit mdglich, was die Anwendung
der Raman-Spektroskopie im Prozessfluss erschwerte. Deshalb sollte in einem weiteren Teil
untersucht werden, ob es moglich ist, Modelle von bei Raumlicht aufgenommenen Raman-
Spektren zu erstellen und zur Vorhersage des Gehaltes zu nutzen. AbschlieBend sollte eine
Methodenvalidierung der entwickelten Methode geméll regulatorischer Vorschriften

durchgefiihrt werden.

Weiter sollte die Mischeffizienz des Granulierers mithilfe der entwickelten Raman-
spektroskopischen Methoden untersucht werden, um so das Prozessverstindnis zu
verbessern. Dazu wurden der Arzneistoff und der Hilfsstoff getrennt dosiert (split feeding)
und der Gehalt der Mischung am Ende des Granulierprozesses in/ine gemessen. Weiter sollte

die Raman-Spektroskopie zur Kalkulierung von Verweilzeiten eingesetzt werden.
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Ergebnisse und Diskussion

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Methodenentwicklung zur kontinuierlichen inline Gehaltsbestimmung

3.1.1 Einleitung

Die FDA hat im Jahr 2004 eine PAT-Richtlinie verdffentlicht [42], in der sie die
Notwendigkeit fiir die Entwicklung neuer, nicht invasiver und nicht zerstérender
Analysemethoden fiir die in/ine Messung kritischer Qualitdtsmerkmale ausdriickt. Neben der
Partikelgrof3e, der Feuchte, den FlieBeigenschaften und der nachfolgenden Tablettierbarkeit,
zahlt auch die Gleichformigkeit des Gehaltes des produzierten Granulates zu den kritischen
Qualitdtsmerkmalen, da auch Zwischenprodukte Vorgaben zur Gleichformigkeit des

Gehaltes erfiillen miissen [41].

Da die Raman-Spektroskopie, wie eingangs erldutert, eine vielversprechende Methode fiir
die inline Gehaltsbestimmung darstellt, wurden in dieser Arbeit mehrere Methoden zur
Implementierung der Raman-Sonde in den kontinuierlichen Zweischneckengranulierprozess
und so zur Aufnahme von inline Raman-Spektren entwickelt, da bisher keine quantitativen
inline Methoden beschrieben waren [45]. Die Platzierung der Sonde im Prozess hat einen
entscheidenden Einfluss auf die Giite der spiteren Vorhersagemodelle und spielt daher eine
groBBe Rolle. In diesem Kapitel sollen Voruntersuchungen fiir die Implementierung und die
verschiedenen = Methoden zur Implementierung der Raman-Sonde in den
Zweischneckengranulierprozess vorgestellt, erldutert und diskutiert werden. Wéhrend der
Voruntersuchungen wurde die Eignung der Raman-Spektroskopie zur Quantifizierung des
ausgewdhlten Arzneistoffes in der Pulvermischung {berpriift und ein externes

Kalibriermodell erstellt.

3.1.2 Externe Kalibrierung

Viele Publikationen belegen die Eignung der Raman-Spektroskopie zur Quantifizierung von
Arzneistoffen in pharmazeutischen Produkten iiber einen groflen Konzentrationsbereich
[56]. Dennoch wurde die Eignung der Raman-Spektroskopie zur Gehaltsbestimmung des
Arzneistoffes in der gewihlten Pulvermischung zu Beginn dieser Arbeit zunéchst offline
tiberpriift. Dazu wurde ein externes Kalibriermodell mit offline aufgenommenen Raman-
Spektren von verschiedenen Pulvermischungen entwickelt. Fiir diese Versuche wurde die
MR-Sonde verwendet (siehe Kapitel 6.2.2.1). Weiter sollte das erstellte Kalibriermodell
nachfolgend genutzt werden, um den Gehalt eines Granulates im Prozess mittels inline
aufgenommener Raman-Spektren vorherzusagen. Die Nutzung eines externen
Kalibriermodells fiir die Auswertung inline aufgenommener Raman-Spektren wiirde den
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Aufwand fiir die Kalibrierung erheblich verringern und wére deshalb duBerst
wiinschenswert. Vor der Vermessung der Pulvermischungen wurden zunichst Spektren der
beiden verwendeten Stoffe, Ibuprofen und Laktose-Monohydrat, zur Identifizierung der
Peaks aufgenommen (Abbildung 5). Charakteristische Ibuprofen-Peaks sind bei 415, 638,
746, 834, 959, 1008, 1182, 1208, 1576 und 1608 cm™! zu erkennen, wobei die Peaks bei 834
und 1608 cm™ die hochste Intensitit aufweisen. Diese beiden Peaks konnen dem Aromaten

zugeordnet werden und unterscheiden Ibuprofen damit am deutlichsten von dem Laktose-

Monohydrat.
Ibuprofen Laktose-Monohydrat
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Abbildung 5: Offline aufgenommene, unbehandelte Raman-Spektren der Ausgangsstoffe Ibuprofen und
Laktose-Monohydrat.
Fiir die Erstellung eines externen Kalibriermodells wurden Pulvermischungen mit einem
Ibuprofen-Gehalt von 2,5 bis 50 % hergestellt (siehe Kapitel 6.2.1.1 Tabelle 17) und pro
Pulvermischung wurden jeweils zehn Spektren an verschiedenen Stellen in der Mischung
aufgenommen (Datensatz A). Es wurde somit ein groer Konzentrationsbereich abgedeckt,
wodurch herausgefunden werden konnte, in welchem Bereich Konzentrationsunterschiede
mittels Raman-Spektroskopie detektiert werden konnen, was fiir eine Einordnung der

Sensitivitdt des Systems von Bedeutung war.

Anhand der aufgenommenen Raman-Spektren wurden verschiedene spektrale Filter und
Datenvorbehandlungsmethoden getestet. Dabei konnte das beste Modell nach der
Mittenzentrierung und der SNV-Transformation gebildet werden, welches beide géngige
Methoden fiir die Vorbehandlung von Raman-Spektren sind (sieche Kapitel 1.5.2.3).
AufBlerdem wurden Modelle sowohl mit den Einzelspektren, als auch mit gemittelten
Spektren erstellt, wobei mit gemittelten Spektren bessere Ergebnisse erzielt werden konnten.
Dies lésst sich dadurch erkldren, dass die MR-Sonde nur einen Spot-Durchmesser von 2 mm

hat, woraus sich eine vergleichsweise kleine vermessene Probenmenge ergibt. Dies fiihrte
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Ergebnisse und Diskussion

zu grofBen Schwankungen in den Einzelspektren, die durch eine Mittelwertbildung teilweise
ausgeglichen werden konnten. Nachfolgend werden nur die Ergebnisse fiir die gemittelten
Spektren dargestellt. Vor der Modellerstellung wurden die gemittelten Spektren zunéchst

genauer betrachtet.
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Abbildung 6: Charakteristischer Ibuprofen-Peak der standardisierten, gemittelten Spektren mit aufsteigender
Konzentration von hellgrau (2,5%) zu dunkelgrau (50%).
Abbildung 6 zeigt einen charakteristischen Ibuprofen-Peak bei 1608 cm™ der offline
aufgenommenen, standardisierten und gemittelten Raman-Spektren. Die Intensitdt des
Ibuprofen-Peaks steigt mit steigender Konzentration an, jedoch ist die Zunahme nicht fiir
alle Konzentrationsstufen linear. Da die mathematische Beziehung zwischen der Flédche
unter dem Raman-Spektrum proportional zu der Konzentration des Analyten ist, sollte auch
die Intensitdt der Peaks linear zur Konzentration ansteigen. Somit ist hier zwar eine
Unterscheidung der verschiedenen Proben gegeben, aber eine genaue Differenzierung
zwischen den Konzentrationsstufen der Proben schwierig. Dennoch wurde mit den
aufgenommenen und vorbearbeiteten Spektren ein PLS Kalibriermodell erstellt, indem die
aufgenommenen Spektren gegen die Konzentration der Proben, berechnet aus der Einwaage,
korreliert wurden. Dazu wurde der gesamte vermessene spektrale Bereich von 150 bis
1890 cm™! beriicksichtigt. Fiir das externe Kalibriermodell wurden drei Faktoren ausgewihlt,
da der RMSECV fiir drei Faktoren am niedrigsten war und weiter das Q> mit dem
Hinzufiigen eines vierten Faktors nicht signifikant verbessert werden konnte. Diese drei
Faktoren beschrieben 99,4 % der Variationen in den Spektren. Das Modell zeigte ein R? von

0,998 und einen RMSECV von 1,47 % (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Giitemafse des externen Kalibriermodells fiir den Datensatz A.

Anzahl R>X Eigenwert R%Y Q? RMSECV
Faktoren [Yo]
1 0,936 12,2 0,977 0,970 2,64
2 0,992 0,726 0,980 0,973 2,49
3 0,994 0,0318 0,998 0,993 1,47
4 0,996 0,0233 0,999 0,993 1,58

In Abbildung 7 sind die PLS-Scores (a) der ersten beiden Fakoren und Loadings des ersten
Faktors (b) dargestellt. Diese beiden Abbildungen zeigen, dass der erste Faktor die Variation
in den Daten erfasste, die durch die unterschiedlichen Ibuprofen-Konzentrationen verursacht
wurde. Der Loading-Plot zeigt negative und positive Peaks, wobei die positiven Peaks dem
Spektrum von Ibuprofen und die negativen dem Laktose-Monohydrat Spektrum zugeordnet
werden konnten (vergleiche Abbildung 5). Ein hoherer Score-Wert zeigt somit eine hohere
Ibuprofen-Konzentration an. Nicht alle Score-Werte sind im Score-Plot deutlich

voneinander getrennt, was ebenfalls zeigt, dass nicht alle Konzentrationen deutlich

unterschieden werden konnten.

a 0,3- b 0,204
0,21 0,15 l
0,1 0,10 ' \
& 00 ' 0,051 . M | |
= s | | | I b
Ny A I ﬂ.‘ M ;."ﬁ( Y
-0,14 0,00 e o
’ I AR
I e
0,24 0,05 | \
|
03 . ; ; ; 0,10 . . . . . ,
1,0 05 0.0 05 10 0 300 600 900 1200 1500 1800
tl Wellenzahl [1/cm]
Cc
y = 1x + 6,99e-007
— 907 R?=0,008 [
£ .
S 404 -
E ."
=
& 304 .
e P
(=} L ]
X .7
o 204 e
2 .
% .,".
* 104 -
] o
[ ]
[ ]
0 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Vorhergesagte Konzentration [%]

Abbildung 7: Ergebnisse des externen Kalibriermodells: (a) PLS-Scores, (b) Loadings und (c) Korrelation
der bekannten gegen die vorhergesagten Konzentrationen .
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Weiter zeigt Abbildung 7 c eine Korrelation zwischen den bekannten und vorhergesagten
Ibuprofen-Konzentrationen. Die vorhergesagten Werte wurden dafiir mittels der
Kreuzvalidierung berechnet. Die Korrelation zeigt, dass die Vorhersage im mittleren
Konzentrationsbereich (25 — 40 %) relativ prdzise war und im Bereich der niedrigen und
hoheren Konzentrationen groflere Schwankungen aufwies. Das Kalibriermodell war folglich
nicht optimal und die Abbildung eines groen Konzentrationsbereiches in einem Modell
schwierig, die Raman-Messung aber dennoch geeignet fiir eine Arzneistoffquantifizierung.
Die nicht optimalen Ergebnisse wurden zum einem durch ein geringes vermessenes
Probenvolumen und zum anderen durch die geringe Anzahl an Spektren pro
Konzentrationsstufe verursacht. Rantanen et al. zeigten, dass das Probenvolumen die
quantitativen Ergebnisse stark beeinflusste und durch hohere Laserspot-Durchmesser
Inhomogenitéten in den Proben erheblich besser ausgeglichen werden konnten [90]. Das
Modell hitte eventuell auch durch eine Eingrenzung des ausgewerteten spektralen Bereiches
weiter verbessert werden konnen. Eine weitere Modelloptimierung hat in diesem Fall aber
nicht stattgefunden, da vorerst nur gezeigt werden sollte, dass die Raman-Messung
grundsitzlich zur Gehaltsbestimmung in der gewéhlten Pulvermischung geeignet ist und
zunichst weiter {iberpriift werden sollte, ob eine Ubertragung der Ergebnisse auf inline

aufgenommene Daten moglich ist.

3.1.3 Inline Messung

3.1.3.1 Messung im Zweischneckengranulierer

Die externe Kalibrierung bestiétigte die bereits bekannte Eignung der Raman-Spektroskopie
zur Quantifizierung von Arzneistoffen. Im néchsten Schritt sollte die Raman-Sonde in den
Zweischneckengranulierprozess implementiert werden. Dafiir wurde die MR-Sonde mittels
eines speziell gefertigten Ports in das Schneckengehduse eingebaut, sodass die Sonde einen
Abstand von 1,6 mm von den Schneckenelementen hatte. Mithilfe dieses Ports konnte die

Sonde in allen Zonen entlang des Schneckengehéduses implementiert werden.

Die in Versuchsreihe B inline aufgenommenen Raman-Spektren (Tabelle 24) waren jedoch
nicht auswertbar, da sich wiahrend des Prozesses Granulat an der Sonde abgeschieden hat,
was dazu fiihrte, dass immer die gleiche Probe vermessen wurde und nicht kontinuierlich
neues Material. Die Verunreinigung von Sonden im Prozessfluss ist ein bekanntes und weit
verbreitetes Problem in der inline Prozessiiberwachung. Die gingigste Losung solch einer
Verschmutzung vorzubeugen ist die Implementierung von Druckluft, die entweder

kontinuierlich oder pulsartig den Sondenkopf reinigt [45].
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Abbildung 8: Im speziellen Port befestigte MR-Sonde mit zusdtzlichem Druckluft-Anschluss.

In Versuchsreihe C wurde deshalb in den Port mit der Sonde zusitzlich ein Druckluft-
Anschluss implementiert. Abbildung 8 zeigt den speziell gefertigten Port mit der Raman-
Sonde und dem der Sonde gegeniiberliegend angebrachten Anschluss fiir die Druckluft. Es
wurde ein Druck zwischen 0,5 und 1 bar angelegt und bei verschiedenen
Schneckendrehzahlen tiberpriift, ob die zugefiihrte Druckluft ausreichte, um die Sonde
freizuhalten. Weiter wurde untersucht, ob es ausreicht die Druckluft pulsartig zuzuschalten
oder ob ein kontinuierlicher Luftstrom noétig ist. Dabei hat sich gezeigt, dass ein
kontinuierlicher Luftstrom ndtig war, um die Sonde dauerhaft frei von Granulat zu halten,
da sich nach dem Ausschalten der Druckluft sehr schnell neues Produkt vor der Sonde

abgelagert hat.
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Abbildung 9: Periodische Schwankungen der Leistungsaufnahme des Granulierers bei eingeschalteter
Druckluft.
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Mit der kontinuierlichen Druckluft war es moglich, fiir Schneckendrehzahlen von 125 und
150 UpM die Sonde freizuhalten, jedoch sind durch die in den Prozess eingeleitete Luft
periodische Schwankungen in der Leistungsaufnahme des Granulierers aufgetreten, wie in

Abbildung 9 gezeigt.

Um die Ursache dieser periodischen Schwankungen genauer zu untersuchen, wurde eine
Fourieranalyse in Microsoft Excel 2016 mit einer Abtastrate von 1 Hz durchgefiihrt.
Uberpriift wurde ein Zusammenhang mit der Schneckendrehzahl, der Pulver- und der
Fliissigdosierrate. Die periodischen Schwankungen der Leistungsaufnahme mit einer
Frequenz von 0,0285 s konnten jedoch keiner anderen Frequenz im Prozess zugeordnet
werden. Es war nicht moglich, einen Zusammenhang mit der Druckluft weiter zu
untersuchen, da von der Druckluft keine Daten aufgezeichnet wurden. Da diese
Schwankungen wie in Abbildung 9 ersichtlich jedoch nur in Zusammenhang mit der
Druckluft aufgetreten sind, ist ein Zusammenhang mit der eingebrachten Druckluft

wahrscheinlich.

Ein weiteres, gro3eres Problem war, dass in den aufgenommenen Raman-Spektren keine
Signale des Arznei- oder Hilfsstoffes identifiziert werden konnten. Abbildung 10 zeigt einen
Vergleich der Spektren des leeren und gefiillten Extruders mit einem offline
aufgenommenem Spektrum der Ibuprofen-Laktose-Mischung. Dieser Vergleich zeigt, dass
sich die Spektren des leeren und gefiillten Granulierers kaum unterschieden. Im gefiillten
Zustand wurde lediglich das Signal des Schneckenmaterials ein wenig vermindert. Auch mit
entsprechenden Datenvorbehandlungsmethoden konnten keine Signale der Mischung
extrahiert werden, die fiir eine Modellbildung hétten genutzt werden konnen. Aufgrund der
Druckluft wurde das Granulat vermutlich so aufgewirbelt, dass nicht geniigend Material vor

der Raman-Sonde war, um adidquate Spektren aufzunehmen.
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Abbildung 10: Vergleich aufgenommener Raman-Spektren des leeren und gefiillten Granulierers und der
Ibuprofen-Laktose-Monohydrat-Mischung.
Aus diesem Grund wurden im néchsten Schritt ,,Placebo-Elemente* anstatt der iiblichen
Schneckenelemente an der Stelle, an der die Sonde eingebaut war, verwendet. Als Placebo-
Elemente wurden Teflon-Hiilsen verwendet, die nur eine geringe Raman-Aktivitit zeigten.
Diese Elemente fiihrten allerdings zu weiteren Schwierigkeiten im Prozess, da das Granulat
an den entsprechenden Stellen nicht mehr angemessen gefordert werden konnte, was zu einer
Verstopfung des Granulierers fiihrte. Die Aufnahme von Raman-Spektren im
Schneckengehiuse des Zweischneckengranulieres war somit nicht moglich, weshalb an
dieser Stelle auch nicht weiter iiberpriift werden konnte, ob das erstellte externe
Kalibriermodell zur Auswertung inline aufgenommener Raman-Spektren geeignet gewesen
wire, wobeil von den in/ine aufgenommenen Spektren der verstopften Sonde kein richtiger

Gehalt vorhergesagt werden konnte.

3.1.3.2 Messung am Auslass des Zweischneckengranulierers”

Aufgrund der im Abschnitt 3.1.3.1 beschriebenen Probleme, die eine inline
Prozessiiberwachung im Granulierer unmdéglich machten, wurde die Raman-Sonde im
nichsten Schritt am Auslass des Zweischneckengranulieres platziert. Dies ist in Abbildung

11 schematisch dargestellt.

* Teile der in diesem Abschnitt aufgefiihrten Ergebnisse wurden in ,,Development of an in-line Raman
spectroscopic method for continuous API quantification during twin-screw wet granulation® publiziert.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus mit der Raman-Sonde am Auslass des
Zweischneckengranulierers. A: Pulverdosierung B: Fliissigzugabe C: Raman-Sonde
Anstatt der MR-Sonde wurde nachfolgend die PhAT-Sonde verwendet, da diese einen
groBeren Laserspot-Durchmesser besitzt und somit ein groferes Probenvolumen erfasst
werden konnte, was zu einer stabileren Kalibrierung fithren sollte. Da der Abstand der Sonde
zur Granulatoberfliche einen Einfluss auf die Intensitit des aufgenommenen Raman-
Spektrums hat und die Messung weiter durch Licht gestort wird, wurde eine Konstruktion
fiir die Implementierung der Raman-Sonde bendtigt, die einen reproduzierbaren Aufbau
gewdhrleistete und moglichst lichtabschirmend war, um reproduzierbare und stabile

Messungen zu garantieren.

Abbildung 12: Konstruktion zur Implementierung der PhAT-Sonde in den kontinuierlichen Prozess.
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Dafiir wurde die in Abbildung 12 dargestellte Konstruktion entworfen und von der
Feinmechanik der Universitdt Diisseldorf gefertigt. Die Konstruktion wurde direkt vor dem
Auslass des Granulierers platziert, sodass die produzierten Granulate durch die Konstruktion
und somit unter der Raman-Sonde hergeleitet wurden, bevor sie frei herausfielen. Das
Granulat wurde in der Konstruktion iiber einen 2 cm breiten Block geleitet. Dadurch
entstand ein kontinuierlicher Granulatfluss, durch den sichergestellt war, dass sich immer
geniigend Granulat unter der Raman-Sonde befand. Die Konstruktion war so gefertigt, dass
der Laserspot der Raman-Sonde in der Mitte des Granulatflusses auf die Granulatoberfldche
auftraf, um sicherzustellen, dass bewegtes Granulat vermessen wurde. Die Sonde selbst hatte
dabei keinen Kontakt zum Granulat, sodass der kontinuierliche Fluss nicht beeinflusst und
weiter eine Verschmutzung der Sonde vermieden wurden. Die Vorderseite der Konstruktion
wurde, wie in Abbildung 12 ersichtlich, mit schwarzer Pappe abgeklebt, um einfallendes
Licht weiter zu verringern. Mit diesem Messaufbau war es moglich, auswertbare inline

Raman-Spektren des kontinuierlich produzierten Granulates aufzunehmen.

Fiir die Auswertung der inline aufgenommenen Raman-Spektren wurde zunichst ein
externes Kalibriermodell aus dem aus offline Messungen bestehenden Datensatz E (Tabelle
18) erstellt. Um mdglichst robuste Kalibrierungen zu erhalten, wurden fortan Einzelspektren
ausgewertet. Fiir das Modell wurden zwei Faktoren ausgewahlt, die 99,1 % der spektralen
Variation beschrieben. Das Modell zeigte ein R? von 0,982 und einen RMSECV von 1,99 %.
Eine Auswertung der inl/ine aufgenommenen Raman-Spektren iiber das Model war jedoch
nicht moglich. Schon die Intensititen der erhaltenen Raman-Spektren fiir die offline und
inline vermessenen Proben unterschieden sich trotz gleicher Belichtungszeiten aufgrund der
unterschiedlichen Bewegungsdynamiken deutlich. Eine aufwendigere inline Kalibrierung

konnte folglich nicht vermieden werden.

3.1.4 Bestimmung des Probenvolumens”

Die FDA legt in ihrem Entwurf einer Leitlinie zu Pulvermischungen und Einzeldosen fest,
dass die vermessene Probenmasse nicht grofer sein sollte als das Dreifache der Einzeldosis
[41]. Fiir spektroskopische Methoden bedeutet dies, dass die Belichtungszeit entsprechend
angepasst werden muss. In dieser Arbeit sollte zunédchst nur eine Methode zur in/ine Raman-
Spektroskopie entwickelt und ein konzeptioneller Beweis der Eignung der Methode erbracht
werden, dennoch wurde die vermessene Probenmasse fiir die beiden verwendeten

Modellarzneistoffe Ibuprofen und Diclofenac-Natrium anndherungsweise berechnet, da das

* Teile der in diesem Abschnitt aufgefiihrten Ergebnisse wurden in ,,Development of an in-line Raman
spectroscopic method for continuous API quantification during twin-screw wet granulation® publiziert.
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Probenvolumen auch einen gro3en Einfluss auf die Qualitédt der quantitativen Messung hat.
Wihrend einer Belichtungszeit von 5 s wurden ungefiahr 170 mg Granulat vermessen, was
je nach Konzentrationslevel einer Menge von 8,5 bis 85 mg Ibuprofen entsprach.
Entsprechend betrug die vermessene Masse fiir eine Belichtungszeit von 2 s circa 70 mg in
denen je nach Konzentration 3,5 bis 35 mg Diclofenac-Natrium enthalten waren. Damit war
das vermessene Probenvolumen ausreichend fiir eine stabile Kalibrierung. Weiter lagen die
vermessenen Massen deutlich unter der Einzeldosis der beiden Modellarzneistoffe und die
gewihlten Belichtungszeiten wéren angemessen fiir eine Bestimmung der Gleichformigkeit

des Gehaltes.
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3.2 Erstellung von inline Kalibriermodellen®

3.2.1 Einleitung

Mit dem in Kapitel 3.1.3.2 beschriebenen Versuchsaufbau wurden in/ine Raman-Spektren
von Granulaten aufgenommen, die entweder Ibuprofen oder Diclofenac-Natrium als
Arzneistoff enthielten. In den Versuchsreihen F1 und F2 wurde Ibuprofen als Arzneistoff
verwendet und in den Versuchsreihen H1 und H2 Diclofenac-Natrium (Kapitel 6.2.1.3
Tabelle 24). Beide Arzneistoffe sind aufgrund ihrer aromatischen Gruppen stark Raman-
aktiv und zeigen charakteristische, ausgepriagte Peaks. Fiir beide Arzneistoffe sollten im
Folgenden Kalibriermodelle aus inline aufgenommenen Raman-Spektren erstellt werden,
um zu iiberpriifen, ob es mdglich ist eine inline Gehaltsbestimmung mittels Raman-
Spektroskopie durchzufiihren. Es wurden jeweils zwei Versuchsreihen durchgefiihrt (F1 und
F2, H1 und H2). Die Datensitze F1 und H1 wurden zur Erstellung der PLS-Kalibriermodelle
verwendet und die Datensétze F2 und H2 wurden anschlieend iiber die erstellten Modelle
vorhergesagt, um die Giite der erstellten Kalibriermodelle zu beurteilen. Fiir die Versuche
wurde ein Konzentrationsbereich des Arzneistoffes zwischen 5 und 50 % gewaihlt (Kapitel
6.2.1.1 Tabelle 19 und Tabelle 20). Fiir eine Qualititskontrolle wére ein so grofler
Konzentrationsbereich nicht notwendig, jedoch sollte hier zunichst die prinzipielle Eignung
der Raman-Spektroskopie als PAT-Werkzeug zur inline Gehaltsbestimmung gepriift
werden. Um einen moglichst guten Uberblick zu bekommen, wurde deshalb ein groBer
Konzentrationsbereich ausgewahlt. Fiir Ibuprofen wurde ein weiterer Datensatz G mithilfe
eines statistischen Versuchsplans aufgenommen, um die Robustheit der Methode und des
erstellten Kalibriermodells zu iiberpriifen. Alle Raman-Messungen der nachfolgenden

Ergebnisse wurden im Dunkeln durchgefiihrt.

3.2.2 TIbuprofen

3.2.2.1 Dateniibersicht

Vor der Modellierung wurden die aufgenommenen Raman-Spektren mittels SNV-
Transformation vorbehandelt, um den Einfluss unterschiedlicher Partikelgrofen in der Probe
auf die Intensitét des Spektrums zu eliminieren. AuBBerdem wurden die Daten mittenzentriert.
Wie bereits in Kapitel 3.1.2 erwihnt, sind die Flache unter dem Raman-Spektrum und die
Konzentration des Analyten proportional zueinander, weshalb auch die Intensitdt der

Arzneistoff-Peaks proportional zur Konzentration ansteigen sollte.

* Teile der in diesem Abschnitt aufgefiihrten Ergebnisse wurden in ,,Development of an in-line Raman
spectroscopic method for continuous API quantification during twin-screw wet granulation® publiziert.
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Abbildung 13:(a) Inline aufgenommene und standardisierte Raman-Spektren des Datensatzes F1. (b)
Vergroflerung eines charakteristischen Ibuprofen-Peaks. Ibuprofen-Konzentrationen steigen von hellblau zu
dunkelblau an.

Um zu tberpriifen, ob fiir die inline aufgenommenen Raman-Spektren ein linearer
Zusammenhang bestand, wurden zundchst die vorbehandelten Spektren genauer betrachtet.
Abbildung 13 zeigt die vorbearbeiteten Raman-Spektren des Datensatzes F1 mit steigender
Ibuprofen-Konzentration von hellblau zu dunkelblau. Die VergroBerung eines
charakteristischen Ibuprofen-Peaks bei 1608 cm™ in Abbildung 13 b zeigt einen annihernd
linearen Anstieg der Intensitit mit steigender Ibuprofen-Konzentration mit Ausnahme der
25 und 30 % Mischung (gekennzeichnet durch den roten Kreis), was eine erfolgreiche
Kalibrierung versprach. Vor der Modellierung wurde der Datensatz auf Ausreifler tiberpriift
und die Datenpunkte der 25 % Mischung wurden vom DModX-Test als Ausreiller
identifiziert. Da jedoch wihrend der Granulation keine Probleme oder Fehler aufgetreten
sind und auch in den aufgezeichneten Prozessdaten keine Verdnderungen gegeniiber den
anderen Mischungen feststellbar waren, wurden die Datenpunkte nicht aus dem Datensatz
entfernt. Weiter ist eine Verschiebung der Peak-Maxima ab den Spektren der 20 %
Konzentrationsstufe zu erkennen. Diese Verschiebung wurde vermutlich durch
Verdnderungen im Versuchsaufbau und der Umgebung verursacht, da die Mischungen an
verschiedenen Tagen granuliert wurden und die Raman-Messung sehr empfindlich auf

Unterschiede in den Umgebungsbedingungen reagiert [55].

Fiir die Erstellung des Kalibriermodells wurde nicht der gesamte abgebildete spektrale
Bereich verwendet. Zunichst wurden die Bereiche unter 300 cm™ und iiber 1650 cm™!
abgeschnitten, da hier keine relevanten Peaks der untersuchten Probe mehr lagen. Weiter
wurden Bereiche extrahiert, die wichtige Informationen fiir das Modell enthielten. Dies
waren Bereiche in denen Verdnderungen zu sehen waren, die durch die unterschiedlichen

Arzneistoffkonzentrationen verursacht wurden. So wurde der Bereich von 300 bis 650 ¢cm™!
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und von 1000 bis 1650 cm™ verwendet. Der Bereich dazwischen wurde nicht in die
Modellbildung einbezogen, da in diesem Bereich grofle Variationen in den Spektren sichtbar
waren, die nicht mit der Arzneistoffkonzentration korreliert werden konnten. Jedoch konnte
der Grund fiir diese Variationen nicht eindeutig identifiziert werden. Mdglich ist auch hier

ein Zusammenhang mit unterschiedlichen Umgebungsbedingungen.

3.2.2.2 Erstellung eines Kalibriermodells

Fir die Erstellung eines PLS Kalibriermodells wurden alle aufgenommenen und
vorbearbeiteten ~ Spektren  gegen die aus der  Einwaage  berechneten
Arzneistoffkonzentrationen korreliert. Fiir das Modell wurde ein Faktor gewihlt, da der
RMSERP fiir einen Faktor am niedrigsten und somit die Vorhersagegenauigkeit am groéften
war. Mit einem Faktor konnten 89,9 % der Variation in den spektralen Daten beschrieben
werden, welche durch die unterschiedlichen Arzneistoftkonzentrationen erzeugt wurde. Dies
wird vom t/u Score-Plot und den Loadings der ersten Komponente deutlich gezeigt. Der t/u-
Score-Plot (Abbildung 14 a) zeigt eine gute Korrelation zwischen den Faktoren und der
zugehorigen Zielgrofle. Die Scores der 25 % Mischung liegen jedoch leicht abseits der
Gerade, was eine Abweichung vom linearen Zusammenhang zwischen Faktoren und
ZielgroBen indiziert. Diese Abweichung wurde bereits wihrend der Auswertung der
Spektren erwdhnt. Die Variation in den zugehorigen Spektren konnte folglich nicht
vollstindig iiber das Modell erkldrt werden. Im Loading-Plot (Abbildung 14 b) sind
hauptséchlich positive Peaks zu erkennen, welche dem Spektrum des Ibuprofen zugeordnet
werden konnten. Die negativen Peaks hingegen konnten dem Laktose-Monohydrat
zugeordnet werden (vergleiche Abbildung 5). Somit werden auf der ersten Komponenten

Ibuprofen und Laktose-Monohydrat voneinander getrennt.

a b
0,6- 0,20
_ = .
0.4 e 0,15
] - ;
- 0,10
0,24 e ]
- : . = o005
= pr-. =T
S 0,04 i @ 25% o |
Pia 0,00+
0,21 = 1
] 2 -0,05 -
04 & 1
T T T T T T T T T T 1 _0;10 T T T I’II’ T T T T T T 1
-0,4 -0,2 0,0 0.2 0,4 0,6 400 600 1200 1400 1600
t[1] Wellenzahl [1/cm]

Abbildung 14: (a) PLS-Scores und (b) Loadings des ersten Faktors fiir den Datensatz F1.
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Tabelle 2: Giitemafse des Kalibriermodells des Datensatzes F1.

Anzahl R2X  Eigenwert R%Y Q? RMSECV  SEC RMSEP
Faktoren [%o] [%o] [%]
1 0,899 150 0,993 0,993 1,24 1,25 0,59
2 0,944 7,46 0,996 0,996 0,90 0,90 1,46

Das erstellte Kalibriermodell hatte einen SEC von 1,25 %, ein R? von 0,993 und ein Q? von
0,993, was den Vorgaben zur Giite von Kalibriermodellen aus spektralen Daten entsprach
(Tabelle 2). Weiter wurden die Nachweis- und Bestimmungsgrenze berechnet, die bei 4,2
und 12,5 % lagen. Der iiber die Kreuzvalidierung berechnete mittlerer Vorhersagefehler lag
bei 1,24 %. Somit war es moglich mit den inline aufgenommenen Raman-Spektren ein

angemessenes Kalibriermodell zu erstellen.

3.2.2.3 Evaluierung der Leistungsfahigkeit des Modells

Die Leistungsfdhigkeit des erstellten Kalibriermodells wurde mit dem unabhdngigen
Datensatz F2 {iberpriift. Fiir den Datensatz F2 wurden Mischungen mit bekannten Ibuprofen-
Konzentrationen, die sich von den fiir die Kalibrierung verwendeten Konzentrationsstufen
unterschieden (Tabelle 19), an einem anderen Tag granuliert und der Gehalt der Mischungen
aus den aufgenommenen Raman-Spektren iiber das Kalibriermodell vorhergesagt. Die aus
der Einwaage bekannten Ibuprofen-Konzentrationen wurden gegen die vorhergesagten
Konzentrationen aufgetragen (Abbildung 15), was eine gute Korrelation mit einem R? von
0,996 ergab.
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Abbildung 15: Korrelation der bekannten gegen die vorhergesagten Konzentrationen fiir den Datensatz F2.
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Weiter hatte das Modell einen akzeptablen mittleren Vorhersagefehler von 0,59 %. Dennoch
zeigte die Korrelation einen y-Achsenabschnitt von 1,4 %, was auf einen systematischen

Fehler im Modell hindeutete.

Um die vorhergesagten Konzentrationen besser einordnen zu konnen, wurden
Referenzmessungen mittels UV-Spektroskopie durchgefiihrt, indem die getrockneten
Granulate in 0,1 M NaOH-Losung aufgeldst wurden, und die beiden Analysenergebnisse
verglichen. Die Proben fiir die UV-Messung wurden zu festgelegten Zeitpunkten wéhrend
der Granulation gesammelt und konnten so zeitlich den einzelnen Raman-Spektren
zugeordnet werden. Es kann jedoch nicht davon ausgegangen werden, dass exakt die gleiche
Probe vermessen wurde. Abbildung 16 zeigt eine Auftragung der aus den beiden

analytischen Methoden berechneten Konzentrationen gegen die Prozesszeit.
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Abbildung 16: Vergleich der vorhergesagten Konzentrationen (Raman, grau) mit den Referenzwerten (UV,
schwarz) in Abhdngigkeit von der Prozesszeit fiir den Datensatz F2.
Der Vergleich mit der Referenzmessung hat gezeigt, dass die Vorhersage die
Konzentrationen fiir die 7,5 und die 12,5 % Mischung unterschitzte und fiir die 17,5 %
Mischung iiberschitzte. Dennoch war die absolute Abweichung fiir alle Datenpunkte kleiner
als 1 % und der relative Fehler bezogen auf den Referenzwert berechnet aus der Einwaage
unter 10 %. Aus Abbildung 16 wird ersichtlich, dass die Abweichung des vorhergesagten
Wertes vom Referenzwert fiir die niedrigere Konzentration hoher war als fiir die héheren
Konzentrationen. Dies liegt vermutlich daran, dass der Raman-Effekt ein schwacher
Streueffekt ist und die Sensitivitit fiir geringere Konzentrationen deshalb nicht ausreichend
ist. Fiir die vorgestellte Methode wurde eine Bestimmungsgrenze von 12,5 % berechnet.
Dies bedeutet, dass Konzentrationen unter dieser Grenze nicht mit ausreichender Richtigkeit
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und Prézision vorhergesagt werden konnen.

Die Raman-Spektroskopie ist somit als PAT-Werkzeug fiir eine in/ine Gehaltsbestimmung
geeignet. Der mittlere Vorhersagefehler war mit 0,59 % annehmbar und die Abweichung der
vorhergesagten Werte vom Referenzwert war ebenfalls akzeptabel. In anderen Studien
wurden Vorhersagefehler in dhnlichen GroéBenordnungen beschrieben. So beobachteten
Nagy et al. in einem kontinuierlichen Mischprozess einen RMSEP von 0,84 % [74]. Fiir die
Schmelzextrusion wurde von Saerens et al. ebenfalls eine quantitative Methode basierend
auf der Raman-Spektroskopie beschrieben, welche einen mittleren Vorhersagefehler von

0,59 % zeigte [57].

3.2.2.4 Evaluierung der Robustheit des Modells

Um die Robustheit des erstellten Kalibriermodells gegen Schwankungen in den
Prozessparametern zu tiiberpriifen, wurde ein vollfaktorieller Versuchsplan mit zwei
Faktoren auf drei Stufen erstellt. Es wurden die Einfliisse des Fiillgrades des Granulierers
und der Schneckendrehzahl auf die Vorhersagegenauigkeit des Modells untersucht. Zur
Quantifizierung der Einfliisse wurde eine relative Abweichung des vorhergesagten Wertes
von einem anerkanntem Referenzwert, bestimmt mithilfe der UV-Spektroskopie, berechnet.
Dafiir wurden die aus der Raman- und UV-Messung erhaltenen Mittelwerte verwendet. Des
Weiteren wurde die absolute Standardabweichung der iiber das Modell vorhergesagten
Arzneistoffkonzentration berechnet. Die variierten Faktoren und zugehdrigen Ergebnisse

sind in Tabelle 3 gezeigt.
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Tabelle 3:Variierte Faktoren und resultierende Zielgrdf3en des 3% Versuchsplans (Versuch G).

Versuch Fiillgrad Schneckendrehzahl Feuchte Relative Absolute
[g] [min] Abweichung Standardabweichung

[l [%0]
Gl 0,134 150 0,075 -4,95 0,38
QG2 0,200 150 0,075 -2,73 0,41
G3 0,267 150 0,075 -4,02 0,34
G4 0,134 300 0,075 -0,64 0,31
G5 0,200 300 0,075 -8,12 0,23
G6 0,267 300 0,075 -5,35 0,27
G7 0,134 450 0,075 -4,46 0,35
G8 0,200 450 0,075 -5,10 0,34
G9 0,267 450 0,075 -6,52 0,29
Gl10 0,200 300 0,075 -2,85 0,28
Gl11 0,200 300 0,075 -4,46 0,24
GI12 0,200 300 0,075 -1,66 0,27

Es konnte keine Beziehung zwischen den Faktoren Fiillgrad und Schneckendrehzahl und der
ZielgroBe bestimmt werden, weshalb die Auswertung fiir die relative Abweichung in einem
schlechten Modell resultierte (Q> = -0,02). Die variierten Faktoren hatten keinen
signifikanten Einfluss auf die ZielgroBe (Effekt-Plot siehe Anhang, Abbildung 53). Auch fiir
die absolute Standardabweichung der Arzneistoftkonzentration konnte kein gutes Modell
gebildet werden (Q* = 0,17). Mit Ausnahme des quadratischen Faktors der
Schneckendrehzahl zeigten die variierten Faktoren keinen signifikanten Einfluss auf die
ZielgroBe (Effekt-Plot siehe Anhang, Abbildung 53). Das erstellte Kalibriermodell war
somit robust gegen Schwankungen im Fiillgrad und der Schneckendrehzahl in dem variierten
Bereich. Abbildung 17 zeigt einen Vergleich der vorhergesagten Werte mit den
Referenzwerten und mit aus den aufgezeichneten Dosierraten der beiden Dosierer
berechneten Konzentrationen (Dosierer-Daten) und bestétigt ebenfalls, dass die Vorhersage
fiir alle Einzelversuche unabhéngig von den eingestellten Prozessparametern angemessen
war. Die schwarzen Pfeile zeigen den Beginn eines neuen Einzelversuches an. Die relative
Abweichung der vorhergesagten Werte von den Referenzwerten war unter 10 % fiir alle

Experimente. Jedoch ist zu erkennen, dass die vorhergesagten Konzentrationen zu Beginn
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niedriger waren als am Ende des Prozesses. Dies hiangt moglichweise mit der Laserleistung

zusammen, die aufgrund einer zu kurzen Aufwarmphase zu Beginn noch nicht vollstédndig

genutzt werden konnte.
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Abbildung 17: Vergleich der Ibuprofen-Konzentrationen der verschiedenen Analysenmethoden fiir den
Datensatz G. hellblaue Raute:Raman-Messung, dunkelblaues Quadrat: UV-Messung, graue Linie: Dosierer-
Daten.

3.2.3 Diclofenac-Natrium

Um die bisherigen Ergebnisse zu verifizieren, wurde Diclofenac-Natrium als ein zweiter
Modellarzneistoff ausgewéhlt. Da Diclofenac-Natrium eine hohere Raman-Aktivitét besitzt,
musste die Belichtungszeit verkiirzt werden, was zu einem geringeren vermessenen
Probevolumen fiihrte. Abbildung 18 zeigt das Spektrum des Diclofenac-Natriums.
Diclofenac-Natrium zeigt charakteristische Peaks bei 441, 1046, 1578 und 1605 cm™.
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Abbildung 18: Offline aufgenommenes, unbehandeltes Raman-Spektrum des Diclofenac-Natriums.
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3.2.3.1 Dateniibersicht

Zunédchst wurden, wie bereits fiir Ibuprofen beschrieben, die vorbehandelten Raman-
Spektren evaluiert. Die Daten wurden auf die gleiche Weise mittels SNV-Transformation
und Mittenzentrierung vorbehandelt. Abbildung 19 a zeigt die vorbehandelten, inline
aufgenommenen Raman-Spektren fiir einen spektralen Bereich von 300 bis 1650 cm™. In
Abbildung 19 b ist die VergroBerung zweier charakteristischer Diclofenac-Peaks zu
erkennen. Auch hier waren deutliche Unterschiede in der Intensitit der Peaks in
Abhingigkeit von der Arzneistoftkonzentration sichtbar, welche anndhernd linear waren.
Fiir die Erstellung des Kalibriermodells wurde der spektrale Bereich ebenfalls eingegrenzt.
Es wurde der Bereich zwischen 300 und 620 cm™ und zwischen 1000 und 1650 cm’!
verwendet. Der Bereich dazwischen wurde hier ebenfalls nicht in das Modell integriert, da
in diesem Bereich offensichtlich andere Einfliisse als die Arzneistoffkonzentration die
Intensitit der Peaks beeinflussten. Die Bereiche unter 300 cm™ und iiber 1650 cm™ wurden

entfernt, da hier keine relevanten Informationen enthalten waren.

a b
8 81
64
=) 5 ]
< < 44 Diclofenac -
© ™ | Konzentration
b2 2 o
= c
L 2
= £ ]
U i
-2
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1540 1560 1580 1600 1620 1640
Wellenzahl [1/cm] Wellenzahl [1/cm]

Abbildung 19: (a) Inline aufgenommene und standardisierte Raman-Spektren des Datensatzes HI. (b)
Vergrdferung charakteristischer Diclofenac-Peaks. Diclofenac-Konzentrationen steigen von hellblau zu
dunkelblau an.

3.2.3.2 Erstellung eines Kalibriermodells

Der ausgewdhlte spektrale Bereich der vorbehandelten Spektren wurde gegen die bekannten
Diclofenac-Konzentrationen korreliert, um ein PLS Kalibriermodell zu erstellen. Es wurden
drei Faktoren ausgewdhlt, da mit drei Faktoren der niedrigste mittlere Vorhersagefehler
erreicht werden konnte. Somit waren hier mehr Faktoren notwendig, um die Variation in den

Daten adédquat zu beschreiben, als fiir das Ibuprofen Kalibriermodell, fiir das nur ein Faktor

verwendet wurde.
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Tabelle 4: Giitemafse des Kalibriermodells fiir den Datensatz H1I.

Anzahl R2X Eigenwert  RY Q? RMSECV  SEC RMSEP
Faktoren [%o] [%o] [%]
1 0,922 147 0,962 0,962 2,77 2,79 2,19
2 0,980 9,32 0,988 0,988 1,58 1,59 1,92
3 0,989 1,37 0,997 0,997 0,81 0,82 1,50
4 0,993 0,75 0,998 0,997 0,70 0,71 2,36

Der erste Faktor beschrieb 92,2 % der Variation in den Spektren und der Score- und
Loading-Plot (Abbildung 20) zeigten, dass dies die Variation in den Daten war, die durch
die unterschiedlichen Konzentrationsstufen verursacht wurde. Im Score-Plot war eine klare
Trennung zwischen den Score-Werten der einzelnen Mischungen erkennbar. Im Loading-
Plot waren, wie auch fiir Ibuprofen beobachtet, positive und negative Peaks erkennbar, die
jeweils dem Diclofenac-Natrium (vergleiche Abbildung 18) und dem Laktose-Monohydrat-
Spektrum (vergleiche Abbildung 5) zugeordnet werden konnten. Somit trennte auch hier die
erste  Komponente Diclofenac-Natrium und Laktose-Monohydrat voneinander. Die
Loading-Plots der anderen beiden Faktoren stellten ein Mittelwertspektrum dar und
beschrieben so andere Variationen in den Daten, waren aber fiir eine robuste Kalibrierung
dennoch notwendig. Bei betrachten des Score-Plots wurde auflerdem deutlich, dass die
Scores der niedrigen Konzentrationen deutlich mehr streuten und einige Scores der 5 %
Mischung sogar auBerhalb des 95 % Konfidenzintervalls lagen. Diese schlechtere

Sensitivitit fiir geringere Konzentrationen wurde bereits fiir Ibuprofen diskutiert.
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Abbildung 20: (a) PLS-Scores mit ansteigender Diclofenac-Natrium-Konzentration von hellblau zu
dunkelblau und (b) Loadings des Datensatzes H1.
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Das erstellte Modell hatte einen SEC von 0,82 %, ein R? von 0,997 und ein Q* von 0,997.
Die Nachweisgrenze lag bei 2,7 % und die Bestimmungsgrenze bei 8,1 %. Weiter wurde
iber die Kreuzvalidierung ein mittlerer Vorhersagefehler von 0,81 % bestimmt (Tabelle 4).
Demnach konnte auch fiir Diclofenac-Natrium ein Kalibriermodell mit angemessenen

Fehlern erstellt werden, was die vorherigen Ergebnisse bestitigte.

3.2.3.3 Evaluierung der Leistungsfahigkeit des Modells

Mit dem Datensatz H2 wurde die Leistungsfahigkeit des Kalibriermodells iiberpriift. Dabei
wurde wie bereits flir Ibuprofen in Kapitel 3.2.2.3 beschrieben vorgegangen. Die
Evaluierung der Leistungsfahigkeit des Modells resultierte in einem RMSEP von 1,5 %. Die
Korrelation der bekannten Konzentrationen gegen die vorhergesagten Konzentrationen
(Abbildung 21) ergab ein R? von 0,994 und einen y-Achsenabschnitt von 1,92 %, was auch

hier auf einen systematischen Fehler hindeutete.
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Abbildung 21: Korrelation der bekannten gegen die vorhergesagten Konzentrationen fiir den Datensatz H2.

Die vorhergesagten Werte wurden weiter mit Referenzwerten, die mithilfe der UV-
Spektroskopie erhoben wurden, verglichen. Dazu wurden die berechneten Konzentrationen
gegen die Prozesszeit der jeweiligen Probennahme aufgetragen (Abbildung 22). Der
Vergleich zeigte, dass die Vorhersagegenauigkeit im unteren und oberen
Konzentrationsbereich angemessen war, die vorhergesagten Konzentrationen im mittleren

Konzentrationsbereich jedoch teilweise erheblich von den Referenzwerten abwichen.
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Abbildung 22: Vergleich der vorhergesagten Werte (Raman, grau) mit den Referenzmessung (UV, schwarz)
in Abhdngigkeit von der Prozesszeit fiir den Datensatz H2.
Der Gehalt der 7,5 %, 12,5 % und 17,5 % Mischung wurde unterschitzt, wihrend der Gehalt
fiir die 35 % Mischung iiberschétzt wurde und die Vorhersage fiir die 45 % Mischung gut
mit den Referenzwerten korrelierte. Die absolute Abweichung vom Referenzwert lag fiir die
7,5, 17,5 und 45 % Mischung bei 1 %, fiir die anderen beiden Mischungen bei 2 %. Die
berechneten Abweichungen waren damit grofer als die fiir das Ibuprofen-Modell
berechneten Abweichungen. Folglich waren auch die relativen Fehler grofer und lagen
teilweise deutlich iiber 10 %. Auffillig war, dass auch hier der Gehalt zunichst unterschitzt
und spiter iiberschitzt wurde. Da die Konzentrationen aber immer aufsteigend von der
niedrigsten zur hochsten Konzentrationsstufe vermessen wurden, um eine Verschleppung
des Arzneistoffes zu vermeiden, war auch hier ein Zusammenhang mit der Laserleistung

nicht auszuschliefSen.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Vorhersagegenauigkeit des Diclofenac-Modells deutlich
schlechter als die des Ibuprofen-Modells war. Der mittlere Vorhersagefehler war fast
dreimal so hoch, was sich deutlich in den vorhergesagten Werten wiederspiegelte. Die
schlechtere Vorhersagegenauigkeit hatte verschiedene Griinde als Ursache. Zum einen war
das Probenvolumen aufgrund der kiirzeren Belichtungszeit deutlich geringer (wie in Kapitel
3.1.4 beschrieben). Durch das geringere Probenvolumen wurden moglicherweise
Inhomogenititen der Probe miterfasst, was zu groferen Unterschieden in den Raman-
Spektren und so zu einer instabileren Kalibrierung fiihrte. Eine instabile Kalibrierung
beeinflusst nachfolgend auch die Vorhersagegenauigkeit fiir unabhingige Datensitze. Des

Weiteren wurden die Mischungen mit unterschiedlichen Feuchten granuliert. Fiir die
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hoheren Konzentrationen wurde eine groflere Menge Wasser bendtigt, um angemessene
Granulate zu erzeugen, da mit der Ausgangsfeuchte kein Granulat gebildet werden konnte.
Weitere Versuche haben jedoch gezeigt, dass die Feuchte einen erheblichen Einfluss auf die
Raman-Spektren hat (siehe 3.2.4). Die Intensitit der Peaks wird beeinflusst, was Fehler in
der Vorhersage erzeugt. Weiter ldsst eine genaue Betrachtung der Spektren vermuten, dass
das Signal fiir die hoheren Konzentrationen bereits teilweise geséttigt war, da das Signal
nicht mehr linear zur Konzentration anstieg. Auch der t/u-Score-Plot der ersten
Hauptkomponente (Abbildung 23) bestétigt, dass die Daten einen nichtlinearen
Zusammenhang zeigten. Der t/u-Plot zeigt, wie gut die X- und Y-Daten miteinander
korrelieren und ein nicht-lineares Verhalten l4sst sich an der kurvenférmigen Anordnung der
Daten erkennen. Verschiedene Transformationen zur Linearisierung der Daten haben jedoch
nicht zu einer Optimierung des Modells gefiihrt. Moglicherweise wiéren nicht-lineare
Modelle zur Vorhersage des Gehaltes besser geeignet gewesen. Nicht-lineare Modelle
wurden an dieser Stelle jedoch nicht weiter untersucht, da die Modellbildung fiir eine breite

Anwendbarkeit moglichst einfach gehalten werden sollte.
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Abbildung 23: t/u-Score-Plot des ersten Faktors des Datensatzes HI.

Aus den oben genannten Griinden wurde ein zweites Kalibriermodell entwickelt, fiir das nur
die Konzentrationen von 5 bis 25 % des Datensatzes H1 verwendet wurden, da fiir diese ein
linearer Zusammenhang bestand. Weiter wurden diese Mischungen mit der gleichen Feuchte
und am selben Tag granuliert.

Fiir dieses Kalibriermodell wurden zwei Faktoren gewihlt, da der mittlere Vorhersagefehler
fiir zwei Faktoren ein Minimum zeigte. Daraus ergaben sich ein SEC von 0,36 % und ein

mittlerer Vorhersagefehler von 0,60 % (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Giitemafse des zweiten Kalibriermodells des Datensatzes HI.

Anzahl R2X Eigenwert  RY Q? RMSECV  SEC RMSEP
Faktoren [%o] [%o] [%]
1 0,924 92,40 0,992 0,992 0,63 0,64 0,84
2 0,976 5,21 0,997 0,997 0,36 0,36 0,60
3 0,982 0,66 0,998 0,998 0,28 0,28 1,08

Die Korrelation der bekannten gegen die vorhergesagten Konzentrationen ergab ein R? von
0,998 und einen deutlich kleineren y-Achsenabschnitt von 0,82 % (Abbildung 24). Folglich
war die Vorhersagegenauigkeit des zweiten Modells deutlich besser als die des ersten

Modells, welches den kompletten Datensatz H1 umfasste.
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Abbildung 24.: Korrelation der bekannten gegen die vorhergesagten Konzentrationen fiir einen Teil des
Datensatzes H2.
Der Vergleich mit der Referenzmessung hat gezeigt, dass die Vorhersage im unteren
Konzentrationsbereich genauer war und gut mit den Referenzwerten korrelierte, wihrend

der Gehalt der 17,5 % Mischung iiberschétzt wurde (Abbildung 25).

Durch die Eingrenzung des Konzentrationsbereiches konnten so GiitemalBle in der gleichen
GroBenordnung wie fiir das Ibuprofen-Modell erreicht werden. Aus diesen Ergebnissen kann
abgeleitet werden, dass die Entwicklung eines Kalibriermodells ein wichtiger Schritt ist und
nicht fiir jede Formulierung auf die gleiche Weise durchgefiihrt werden kann. Abhéngig von
der Raman-Aktivitidt und der Prozesszierbarkeit der Formulierungskomponenten kénnen

unterschiedlich groBBe Konzentrationsbereiche in einem Kalibriermodell abgebildet werden.
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Abbildung 25: Vergleich der vorhergesagten Werte (Raman, grau) mit den Referenzwerten (UV, schwarz) in
Abhdingigkeit von der Prozesszeit fiir einen Teil des Datensatzes H2.

Die fiir Ibuprofen gefundenen Ergebnisse konnten dennoch mit einem zweiten Arzneistoff

bestdtigt werden.

3.2.4 Einfluss der Feuchte auf den vorhergesagten Gehalt
An der 10 % Mischung des Datensatzes F1 soll beispielhaft der Einfluss der Feuchte auf die

Intensitdt der Raman-Peaks gezeigt werden. Die in Abbildung 25 gezeigten, standardisierten
Spektren wurden von der gleichen Mischung bei zwei unterschiedlichen Feuchten
aufgenommen. Die Intensitdten der beiden Spektren unterschieden sich deutlich, je nach der
wihrend der Granulation eingestellten Feuchte. Dabei nahm bei einer hheren Feuchte die
Intensitét der Laktose-Peaks deutlich mehr ab als die Intensitdt der Ibuprofen-Peaks. Daraus
folgten auch Unterschiede im vorhergesagten Gehalt. So wurde der mittlere Gehalt bei einer
hoheren Feuchte um ca. 0,5 % hoher vorhergesagt. Dies kann anhand verdnderter
Oberflachenphdnomenen begriindet werden, da bei einer hoheren Feuchte mehr Laktose-
Monohydrat in der Granulierfliissigkeit gelost wird. Dadurch &dndert sich auch der
Brechungsindex der Probe, der wiederum Einfluss auf die Intensitit der Raman-Banden hat
[45]. AuBlerdem wird durch den verdnderten Brechungsindex auch das vermessene
Probenvolumen verdndert. Ein erstelltes Kalibriermodell ist folglich immer nur fiir eine
gegebene Feuchte giiltig, wobei geringere Schwankungen der Feuchte, wie sie im Prozess

auftreten konnen, tolerierbar sind und die Daten nur minimal beeinflussen (siehe 3.5.6).
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Abbildung 26: Einfluss der Feuchte auf die Intensitdt der Raman-Peaks.

3.2.5 Zusammenfassung

Es konnte erstmals erfolgreich eine Methode zur inline Gehaltsbestimmung von
kontinuierlich produzierten Granulaten basierend auf der Raman-Spektroskopie entwickelt
werden. Die Methode wurde fiir zwei Arzneistoffe iiberpriift und zeigte fiir Ibuprofen
angemessene Vorhersagefehler, wéhrend fiir Diclofenac-Natrium eine Anpassung des
kalibrierten Bereiches notwendig war, um angemessene Ergebnisse zu erzielen. Die
erhaltenen mittleren Vorhersagefehler lagen in der gleichen GroéBenordnung wie auch in
anderen Studien beobachtet. Somit war die Implementierung der Raman-Spektroskopie in
den Zweischneckengranulierprozess erfolgreich. Der schwierigste Schritt war hierbei der
Einbau der Sonde in den kontinuierlichen Prozess. Bei der Schmelzextrusion konnte eine
Raman-Sonde direkt in der Diise am Ende des Extruders befestigt werden. So wurde die
Schmelze direkt vor dem Verlassen des Extruders vermessen. Die Schmelze ist
normalerweise homogen und fiillt die Diise komplett aus, sodass wihrend der Messung keine
Unterschiede im Abstand zwischen Raman-Sonde und Probe entstehen. Bei der
Zweischneckengranulation wird keine Diise am Ende des Granulierers verwendet, weshalb
fiir den Einbau der Sonde eine spezielle Konstruktion angefertigt werden musste. So konnten
zwar Raman-Spektren von einem konstanten Granulatfluss aufgenommen werden, aber eine
gleichméBige Oberfliche war dabei nicht gewéhrleistet, da das Granulat den Granulierer
teilweise stoBartig verldsst. Diese Schwankungen im Messabstand verursachen
Schwankungen in der Intensitdt der Raman-Peaks und kdnnen somit auch die quantitativen
Ergebnisse beeinflussen. Es ist jedoch kaum moglich diesen Einfluss zu quantifizieren,

weshalb Raman-Sonden an Stellen in den Prozess eingebaut werden sollten, in denen die
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geringsten Schwankungen erwartet werden [45]. Bei der beschriebenen Anordnung sollten
die Schwankungen durch die Konstruktion so gering wie moglich gehalten werden. Das
Granulat wurde iiber einen Block geleitet, auf dem es sich nach Verlassen des Granulierers
etwas aufstaute und sich dadurch immer eine weitestgehend gleichmifBige Menge auf dem
Block befand. Des Weiteren reduzierte dies auch Schwankungen in der Packungsdichte des
Granulates, sodass das effektive Probenvolumen annéhernd gleich gewesen sein sollte.
Weiter konnen inline aufgenommene Raman-Spektren durch Unterschiede in der
Bewegungsdynamik beeinflusst werden [47], was ebenfalls durch einen gleichméfBigen
Produktfluss minimiert werden kann. Die Konstruktion zeigte dennoch einige Schwéchen.
So war die Raman-Sonde nicht geniigend von dufleren Lichteinfliissen abgeschirmt, was
ebenfalls wieder die quantitativen Ergebnisse beeinflusst haben kann. AuBlerdem war es
schwierig, die Konstruktion immer gleich zusammenzubauen, sodass ein reproduzierbarer
Einbau der Raman-Sonde in den Prozess nicht gewdhrleistet war. Mit der richtigen
Datenvorbehandlung war es dennoch moglich, die meisten dieser Einfliisse zu eliminieren
oder wenigstens zu minimieren. Trotzdem sollte die Konstruktion hinsichtlich der Stabilitit
tiberarbeitet werden, da der Einbau der Sonde einen grofen Einfluss auf die erhaltenen

Raman-Spektren und die Giite der daraus erstellten Vorhersagemodelle hat.
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3.3 Methodenoptimierung”

3.3.1 Optimierung des Messaufbaus

In Kapitel 3.2.5 wurden einige Defizite der entwickelten Konstruktion beschrieben. Das
folgende Kapitel zeigt, wie die genannten Defizite zum grofiten Teil behoben wurden. Die
Konstruktion wurde hinsichtlich der Stabilitdit und Abdunkelung optimiert, um die
Vorhersagegenauigkeit zu erhéhen. Weiter sollte eine Messung bei Licht ermoglicht werden,
da es bisher nur mdglich war Raman-Messungen im Dunkeln durchzufiihren, was den
Anwendungskomfort erheblich eingeschrinkt hat. Um die Stabilitdt zu erhéhen, wurde der
Boden der Konstruktion vergroBert. Weiter konnten der Boden und der Aufsatz fiir die
Befestigung der Sonde nun mittels Schrauben fest miteinander verbunden werden. Damit
wurde sichergestellt, dass die Sonde immer exakt gleich eingebaut war, was die
Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse erhdhte. Weiter wurde der
Einbauwinkel von 90° auf 60° gedndert, um das Streulicht zu minimieren und so das Signal-
Rausch-Verhiltnis zu verbessern. Die Innenwénde der Konstruktion wurden auBlerdem
mattschwarz lackiert, um Lichtreflexionen im Inneren der Messkammer zu vermindern. Um
die Abdunkelung zu erhohen, wurde die Konstruktion komplett geschlossen mit Ausnahme

einer kleinen Offnung, durch die die Granulate herausfallen konnten.

|
PhAT-Sonde

']
'

i

Abbildung 27: Optimierte Konstruktion zur Befestigung der Raman-Sonde am Auslass des Granulierers (a)
in frontaler Ansicht und (b) von der Seite.

* Teile der in diesem Abschnitt aufgefiihrten Ergebnisse wurden in ,,Optimisation of an in-line Raman
spectroscopic method for continuous API quantification during twin-screw wet granulation and its application
for process characterisation® publiziert.
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Die optimierte Konstruktion ist in Abbildung 27 in frontaler Ansicht (a) und in Seitenansicht
(b) dargestellt. Mit dieser optimierten Konstruktion wurden zwei neue Kalibriermodelle mit
Diclofenac-Natrium als Modellarzneistoff erstellt. Fiir das erste Modell (Datensatz I1 und
12) wurden die Raman-Messungen, wie bisher, im Dunkeln durchgefiihrt und fiir das zweite
Modell (Datensatz J1 und J2) bei eingeschaltetem Raumlicht (Licht der Leuchtstoffrohren).
Damit sollte tliberpriift werden, ob es moglich ist auch mit bei Raumlicht aufgenommenen
Raman-Spektren Modelle zu erstellen. Das langfristige Ziel ist es die Raman-Spektroskopie
als PAT-Werkzeug in eine vollstindige kontinuierliche Fertigungslinie einzubauen, wo ein
kompletter Lichtausschluss schwer realisierbar sein konnte. Die Datensdtze 11 und J1
wurden zur Erstellung der PLS Kalibriermodelle verwendet, im Folgenden bezeichnet als
dunkles und helles Modell, und die Datensétze 12 und J2 wurden anschlieBend vorhergesagt.
Die beiden Modelle wurden nachfolgend mit dem zweiten in Kapitel 3.2.3 beschriebenen
Modell verglichen. In diesem Teil wurden nur Mischungen mit Konzentrationen von 5 bis
25 % Diclofenac-Natrium vermessen (Kapitel 6.2.1.1 Tabelle 21), da fiir hohere
Konzentrationen eine hohere Feuchte zum Granulieren notwendig war und dies einen
erheblichen Einfluss auf die Raman-Spektren hatte, wie in Kapitel 3.2.4 bereits diskutiert

wurde.
3.3.2 Messungen im Dunkeln

3.3.2.1 Datenubersicht

Abbildung 28 zeigt die inline aufgenommenen und vorbehandelten Raman-Spektren der
Kalibrierproben des Datensatzes 11. Alle Spektren wurden SNV transformiert und

mittenzentriert.
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Abbildung 28: Inline aufgenommene und standardisierte Raman-Spektren des Datensatzes 11. Diclofenac-
Natrium-Konzentrationen steigen von hellblau zu dunkelblau an.
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Es war ein linearer Anstieg der charakteristischen Diclofenac-Peaks bei 1046 cm™ und von
1578 bis 1605 cm™ zu erkennen, was eine erfolgreiche Modellbildung versprach. Fiir die
Modellbildung wurde auch hier der spektrale Bereich zwischen 620 und 1000 cm!
ausgelassen, da in diesem Bereich wieder gro3e Variationen in den Spektren sichtbar waren,
die nicht mit der Arzneistoftkonzentration korreliert werden konnten. Zusitzlich wurde ein
Peak bei 420 cm! entfernt, da dieser durch den Hintergrund verursacht wurde. Im Vergleich
mit den vorher aufgenommenen Raman-Spektren fiel auf, dass sich die
Intensititsverhiltnisse der Banden verdndert hatten. Dies hing wahrscheinlich mit der

Anderung des Einbauwinkels zusammen.

3.3.2.2 Erstellung eines Kalibriermodells

Bei der Erstellung des PLS Modells wurde genauso vorgegangen, wie in den vorherigen

Kapiteln beschrieben.

Tabelle 6: Giitemafse des Kalibriermodells des Datensatzes 11.

Anzahl R2X RYY Q? RMSEC SEC RMSEP
Faktoren [%o] [%o] [%]
1 0,890 0,997 0,997 0,37 0,38 0,35
2 0,975 0,998 0,998 0,34 0,34 0,31
3 0,983 0,998 0,998 0,31 0,31 0,42

Fiir das Modell wurden zwei Faktoren ausgewihlt, da das Q? durch Hinzufiigen eines dritten
Faktors nicht signifikant verbessert werden konnte und auch der RMSEP fiir zwei Faktoren
am niedrigsten war. Das erstellte Modell hatte einen SEC von 0,34 %, ein R ? von 0,998 und
ein Q% von 0,998. Die berechneten GiitemaBe (Tabelle 6) waren somit mit den GiitemaBen
des ersten Modells vergleichbar. Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze lagen bei 1,1 und

3,4 %. Diese Grenzen lagen somit ebenfalls in der gleichen GréBenordnung.

3.3.2.3 Evaluierung der Leistungsfahigkeit des Modells

Um die Leistungsfahigkeit des Modells zu beurteilen, wurden die Konzentrationen fiir den

Datensatz 12 vorhergesagt.

Vor den Versuchen wurden ab diesem Zeitpunkt immer in einer statischen Messung
Testspektren der gleichen Probe aufgenommen (Abbildung 29), um zu bestimmen wie sich
die Signalintensitit an verschiedenen Versuchstagen verhélt. In den vorangegangenen

Versuchen wurden tagesabhédngige Schwankungen beobachtet, weshalb ab diesem Zeitpunkt
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kontrolliert wurde, ob die Schwankungen durch den Prozess oder durch die Raman-Messung

selbst ausgeldst wurden.

NIy
} \u o fﬂ I Jﬂ i
| L

T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Wellenzahl [1/cm]

Abbildung 29: Testspektren der Versuche 11 und 12

Der Vergleich der Spektren zeigt, dass die Intensitdt sich an den unterschiedlichen
Versuchstagen leicht unterschied. Folglich zeigt die Raman-Messung, wie vermutet, eine
Tagesabhingigkeit. Der Unterschied an den charakteristischen Diclofenac-Peaks war jedoch

marginal und sollte die Vorhersage deshalb nicht signifikant beeinflussen.

In Abbildung 30 sind die bekannten gegen die iiber das Modell vorhergesagten

Konzentrationen fiir den Datensatz 12 aufgetragen.
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Abbildung 30: Korrelation der bekannten gegen die vorhergesagten Konzentrationen fiir den Datensatz I2.

58



Ergebnisse und Diskussion

Die Abbildung zeigt eine gute Korrelation zwischen den Konzentrationen, es wurde ein R?
von 0,998 erreicht. Weiter lagen die Steigung nahe eins und der y-Achsenabschnitt bei
0,305 %. Der y-Achsenabschnitt konnte folglich deutlich verringert werden, fiir das erste
Modell lag er bei 0,817 %. Das deutete bereits darauthin, dass die Vorhersagegenauigkeit
verbessert werden konnte und somit lag der mittlere Vorhersagefehler mit 0,31 % deutlich
unter dem vorherigen Fehler von 0,60 %. Die vorhergesagten Werte wurden fiir eine bessere
Einschitzung ebenfalls mit Referenzwerten, erhalten tiber die UV-Spektroskopie,
verglichen. Dafiir wurden die iiber die beiden Analysemethoden erhaltenen Konzentrationen
gegen die Prozesszeit aufgetragen (Abbildung 31). Der Vergleich zeigt, dass die
vorhergesagten Werte gut mit den Referenzwerten korrelieren, was die gute
Vorhersagegenauigkeit des Modells weiter unterstreicht. Fiir die 7,5 % Mischung wurde der
Gehalt vom Kalibriermodell leicht unterschétzt und fiir die 17,5 % Mischung leicht
iiberschitzt. Die absolute Abweichung war, mit einer Ausnahme, fiir alle Datenpunkte unter
0,8 % und der relative Fehler, ebenfalls mit einer Ausnahme, kleiner als 5 %. Folglich konnte
die Vorhersagegenauigkeit, vor allem im unteren Konzentrationsbereich, stark verbessert

werden.
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Abbildung 31: Vergleich der vorhergesagten Werte (Raman, grau) mit den Referenzwerten (UV, schwarz)in
Abhdngigkeit von der Prozesszeit fiir den Datensatz 12.

3.3.3 Messungen bei Raumlicht

3.3.3.1 Dateniibersicht

Fiir den Datensatz J1 wurden die gleichen Messungen bei eingeschaltetem Raumlicht (Licht
der Leuchtstoffrohren) nochmals wiederholt. Auch hier wurden zunéchst die vorbearbeiteten

Spektren genauer betrachtet. In den aufgenommenen Raman-Spektren waren zusitzliche
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Peaks erkennbar (Abbildung 32, mit roten Pfeilen gekennzeichnet). Um diese Peaks
zuordnen zu konnen, wurde ein Spektrum des Hintergrundes aufgenommen und mit
Spektrallinien verschiedener Materialien verglichen [91]. Die gekennzeichneten Peaks
konnten auf diese Weise Argon und Krypton zugeordnet werden, welche in den verwendeten
Kaltlichtrohren enthalten sind. Somit war es nicht moglich die Raman-Sonde komplett von
einfallendem Licht abzuschirmen. Jedoch war es auch nicht moglich, die Konstruktion
weiter zu verschlieBen, da die Granulate die Konstruktion sonst nicht hitten durchlaufen
kénnen. Die Peaks des Argons und Kryptons bei 418 cm™ !, 535 cm™!, 644 cm™, 694 cm™,
1350 cm™ und 1544 cm’! wurden deshalb vor der Modellbildung entfernt, ebenso der
spektrale Bereich von 620 bis 1000 cm™. AuBerdem wurden die Bereiche unter 300 cm™

und iiber 1650 cm™ nicht in die Auswertung miteinbezogen.
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Abbildung 32: Inline aufgenommene und standardisierte Spektren des Datensatzes J1. Diclofenac-Natrium-
Konzentrationen steigen von hellblau zu dunkelblau an.

3.3.3.2 Erstellung eines Kalibriermodells

Fiir die Erstellung des Kalibriermodells wurde in diesem Fall nur ein Faktor benétigt, der
92,3 % der Variation in den Spektren beschrieb und Diclofenac-Natrium und Laktose-

Monohydrat voneinander trennte.

Tabelle 7: Giitemafe des Kalibriermodells des Datensatzes J1.

Anzahl R2X R%Y Q? RMSEC SEC RMSEP
Faktoren [©o] [%o] [%o]
1 0,923 0,998 0,998 0,30 0,31 0,29
2 0,957 0,999 0,998 0,27 0,27 0,35
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Auch hier lagen die Gilitemalle in derselben GréBenordnung (Tabelle 7) wie die Giitemalle
des ersten Kalibriermodells. Das Modell hatte einen SEC von 0,31 %, ein R? von 0,998 und
ein Q2 von 0,998. Weiter wurden eine Nachweis- und Bestimmungsgrenze von 1,0 und

3,0 % ermittelt.

Wurden die Peaks des Lichtes vor der Erstellung des Modells nicht entfernt, waren drei
Faktoren notwendig, um die Variabilitit in den Daten zu beschreiben und das Modell hatte
einen hoheren SEC von 0,49 %. Durch das einfallende Licht wurden folglich groBere
Variationen in den Daten erzeugt, die sich nicht-linear verhielten und die Vorhersage der

Konzentration storend beeinflussten.

3.3.3.3 Evaluierung der Leistungsfahigkeit des Modells
Die Evaluierung der Leistungsfdhigkeit des Modells resultierte in einem mittleren
Vorhersagefehler von 0,29 %. Die Peaks des Lichtes konnten somit ohne weiteren Einfluss

auf die Vorhersagegenauigkeit aus dem Modell ausgeschlossen werden.

Die Korrelation der bekannten und vorhergesagten Konzentrationen (Abbildung 33) war
auch hier gut, die Steigung war nahe eins und der y-Achsenabschnitt mit 0,120 % sogar

kleiner als der des dunklen Modells.
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Abbildung 33: Korrelation der bekannten gegen die vorhergesagten Konzentrationen fiir den Datensatz J2.

Die gute Vorhersagegenauigkeit konnte ebenfalls mit der Referenzmessung belegt werden.
Fiir den Vergleich mit den Referenzwerten wurden die jeweiligen Analysenergebnisse gegen

die Prozesszeit aufgetragen (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Vergleich der vorhergesagten Konzentrationen (Raman, grau) mit den Referenzwerten (UV,
schwarz) in Abhdngigkeit von der Prozesszeit fiir den Datensatz J2.

Es wurde lediglich der Gehalt fiir die 17,5 % Mischung leicht {liberschitzt. Die absoluten
Abweichungen der vorhergesagten Konzentrationen von den Referenzwerten waren fiir alle
Datenpunkte unter 0,7 % und der relative Fehler lag unter 6 %, was die gute

Vorhersagegenauigkeit belegte.

3.3.4 Messungen bei Tageslicht

Eine Messung bei Tageslicht war aufgrund von negativen Peaks im gesamten spektralen
Bereich, wie in Abbildung 35 ersichtlich, nicht mdglich. Es konnten keine relevanten

Bereiche fiir eine Modellbildung extrahiert werden.
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Abbildung 35: Bei Tageslicht in der Konstruktion aufgenommenes Raman-Spektrum eines 10 %igen

Diclofenac-Granulates.
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3.3.5 Zusammenfassung

Durch die Optimierung des Versuchsaufbaus zur Implementierung der Raman-Sonde
konnten Kalibriermodelle fiir eine inline Arzneistoffquantifizierung mit einer deutlich
verbesserten Vorhersagegenauigkeit erstellt werden. Es war aullerdem moglich, Raman-
Spektren bei Raumlicht aufzunehmen und auszuwerten, ohne dass dies die
Vorhersagegenauigkeit beeintrachtigte. Dies ist vorteilhaft fiir die Implementierung der
Raman-Spektroskopie als PAT-Werkzeug in einen kontinuierlichen Prozess, da nicht auf
absolute Dunkelheit geachtet werden muss, was das Prozessdesign erheblich erleichtert und
so eine breitere Anwendbarkeit erlaubt. Diese Versuche haben weiter gezeigt, dass die Art
des Einbaus der Raman-Sonde in den Prozess mallgeblich fiir die Giite der nachfolgenden
Kalibrierung ist. Es ist allgemein bekannt, dass der Einbau von Messinstrumenten in den
Prozess eine groBe Herausforderung darstellt. Hier konnte die Konstruktion zum Einbau der

Raman-Sonde durch mehrere Verdnderungen erfolgreich optimiert werden.
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3.4 Modellerstellung fiir eine pharmazeutische Zubereitung

3.4.1 Einleitung

Die bisher dargestellten Ergebnisse haben gezeigt, dass die Raman-Spektroskopie
erfolgreich zur inline Gehaltsbestimmung wihrend der kontinuierlichen Granulation einer
bindren Mischung eingesetzt werden konnte. Damit wurde die prinzipielle Anwendbarkeit
der Raman-Spektroskopie fiir diesen Zweck belegt. Pharmazeutische Formulierungen
bestehen jedoch in der Regel nicht nur aus zwei Komponenten. Um die gewiinschten
Tabletten-, Zerfalls- und Freisetzungseigenschaften zu erzielen, werden verschiedene
Hilfsstoffe bendtigt. Fiir einfache nicht iiberzogene Tabletten werden neben einem Fiillmittel
in den meisten Fillen zumindest ein Bindemittel und ein Zerfallshilfsmittel bendtigt, um
Tabletten zu erzeugen, die eine angemessene Harte zeigen, gleichzeitig aber innerhalb von

15 min in Wasser zerfallen [92].

Mehrere Studien belegen bereits die Eignung der Raman-Spektroskopie zur Quantifizierung
von Arzneistoffen in Tabletten, wobei die Tabletten in einigen Féllen auch aus mehreren
Komponenten zusammengesetzt waren [66, 69, 93]. Im Folgenden sollte auch fiir die
entwickelte Methode tiberpriift werden, ob der Arzneistoff im Granulat ohne einen Verlust
der Vorhersagegenauigkeit quantifiziert werden kann, wenn er in eine Matrix aus mehreren
Hilfsstoffen eingebettet ist. Daflir wurden Mischungen hergestellt, die neben dem
Arzneistoff Diclofenac-Natrium und dem Fiillmittel Laktose-Monohydrat noch HPMC als
Bindemittel und Natrium-Starkeglykolat als Zerfallshilfsmittel enthielten. Diese
Mischungen wurden mit den gleichen Prozesseinstellungen wie bisher granuliert und inline
Raman-Spektren am Ende des Granulieres aufgenommen (Kapitel 6.2.1.1 Tabelle 22,
Kapitel 6.2.1.3 Tabelle 24). Es wurden die Versuchsreihen L1, L2, M1 und M2 durchgefiihrt,
wobei die Datensdtze L1 und M1 zur Erstellung der PLS Kalibriermodelle verwendet
wurden und die Datensétze L2 und M2 anschlieBend vorhergesagt wurden. Die Versuche L1

und L2 fanden im Dunkeln statt und M1 und M2 bei eingeschaltetem Raumlicht.

3.4.2 Auswahl der Formulierungsbestandteile

Fir die Auswahl des Binde- und Zerfallshilfsmittels wurden offline Raman-Spektren
verschiedener Hilfsstoffe aufgenommen (Abbildung 36). Die ausgewéhlten Hilfsstoffe
zeigten alle mehr oder weniger ausgeprégte, charakteristische Peaks. Fiir die Formulierung
wurden Na-Stéarkeglykolat als Zerfallshilfsmittel und HPMC als Bindemittel ausgewéhlt, da
diese die am stédrksten ausgepragten Peaks zeigten und somit ein eindeutiges Raman-Signal

hatten. So konnte iiberpriift werden, ob die Signale der Hilfsstoffe in der Formulierung die
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Signale des Diclofenac-Natriums {iberlagern und so die Vorhersage des Gehaltes
beeinflussen. Die beiden Hilfsstoffe wurden in iiblichen in der Literatur beschriebenen

Konzentration eingesetzt. So betrug der Anteil des Na-Stiarkeglykolats in der Mischung 5 %
und der des HPMCs 3 9% [92].
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Abbildung 36: Offline aufgenommene Raman-Spektren verschiedener Hilfsstoffe.
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3.4.3 Dateniibersicht

Zunéchst wurden die aufgenommenen und standardisierten Spektren der Kalibrierproben
des Datensatzes L1 aufgetragen (Abbildung 37) und mit den Spektren des Datensatzes 11
verglichen (Abbildung 28).
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Abbildung 37: Inline aufgenommene und standardisierte Spektren des Datensatzes L1 mit aufsteigender
Diclofenac-Natrium-Konzentration von hellblau zu dunkelblau.
Der Vergleich hat gezeigt, dass die Peaks der Hilfsstoffe im Raman-Spektrum nicht zu
identifizieren waren. Dies lag vermutlich daran, dass die eingesetzten Konzentrationen
gering waren und die Stoffe dadurch nicht sichtbar detektiert werden konnten. Trotzdem war
ein Unterschied zwischen den Spektren zu erkennen. So war die Basislinie leicht verschoben
und die Intensitdit der Diclofenac-Peaks war deutlich geringer. Die {iibrigen
Matrixbestandteile schienen folglich trotzdem einen Einfluss auf das Spektrum zu haben.
Die VergroBerung eines charakteristischen Diclofenac-Peaks (Abbildung 38) zeigt
ebenfalls, dass die Spektren der verschiedenen Mischungen sich in ihrer Intensitdt zwar
deutlich unterschieden, die Intensitdtsunterschiede aber sehr viel geringer im Vergleich zu
vorherigen Messungen waren. Dennoch stieg die Intensitét linear zur Konzentration an.
Damit waren die Vorrausetzungen fiir eine erfolgreiche Kalibrierung erfiillt. Fiir die bei
Raumlicht aufgenommenen Spektren wurden die gleichen Beobachtungen gemacht. Vor der
Erstellung der Modelle wurde der spektrale Bereich eingegrenzt, wie bereits fiir die
vorherigen Versuche beschrieben. Fiir die Auswertung der im Dunkeln aufgenommenen
Spektren wurde der Bereich von 300 bis 620 cm™ und von 1000 bis 1650 cm™! verwendet.
Weiter wurde ein Peak, der durch den Hintergrund verursacht wurde, bei 420 cm’!
herausgenommen. Fiir die im hellen aufgenommenen Spektren wurden zusétzlich die durch

das Licht der Leuchtstoffrohren verursachten Peaks vor der Auswertung entfernt.
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Abbildung 38: Vergrofierung charakteristischer Diclofenac-Natrium-Peaks mit ansteigender Konzentration
von hellblau zu dunkelblau.

3.4.4 Erstellung eines Kalibriermodells

Die inline aufgenommenen und vorbehandelten Raman-Spektren wurden gegen die aus der
Einwaage berechneten Arzneistoftkonzentrationen korreliert, um ein PLS Modell zu
erstellen. Fiir das dunkle Modell wurden zwei Faktoren ausgewéhlt, die 97,5 % der
spektralen Variation beschrieben. Das Modell hatte einen SEC von 0,33 %, ein R? von 0,998
und ein Q? von 0,998 (Tabelle 8).

Tabelle 8: Giitemafse des Kalibriermodells des Datensatzes L1.

Anzahl R*X RYY Q? RMSEC SEC RMSEP
Faktoren [%o] [%o] [%o]
1 0,969 0,983 0,983 0,92 0,92 1,18
2 0,975 0,998 0,998 0,33 0,33 0,34
3 0,978 0,999 0,999 0,18 0,20 0,48

Fiir das helle Kalibriermodell wurden in diesem Fall drei Faktoren benétigt, um die Daten
angemessen beschreiben zu konnen und eine robuste Vorhersage zu gewihrleisten. Die drei
Faktoren beschrieben 97,1 % der spektralen Variation und das Modell hatte einen SEC von
0,23 %, ein R? von 0,999 und ein Q? von 0,999 (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Giitemafse des Kalibriermodells des Datensatzes M1.

Anzahl R?X R%Y Q? RMSEC SEC RMSEP
Faktoren [%o] [%o] [%]
1 0,959 0,986 0,986 0,83 0,84 0,86
2 0,967 0,995 0,995 0,49 0,51 0,37
3 0,971 0,999 0,999 0,23 0,23 0,34
4 0,977 0,999 0,999 0,16 0,21 0,17

Die GiitemaBe lagen mit den drei Faktoren folglich in derselben Groflenordnung wie zuvor,
um die Variationen in den Spektren der bindren Mischung zu beschreiben war jedoch nur
ein Faktor notig. Demnach schienen die Spektren mehr Informationen zu enthalten, die nicht
von der ersten Komponente erfasst wurden. Der Loading-Plot des ersten Faktors zeigte
positive und negative Peaks, wie auch fiir die anderen Modelle beschrieben. Damit erfolgte
auf der ersten Komponente die Auftrennung von Diclofenac-Natrium und den {ibrigen
Hilfsstoffen. Die Loading-Plots der anderen Komponenten zeigten iiberwiegend Rauschen,
aber ebenfalls einige positive und negative Peaks, die dem Diclofenac-Natrium oder dem
Laktose-Monohydrat zugeordnet werden konnten. Da der RMSEP aber fiir drei
Komponenten deutlich besser war, schien diese Information fiir die Robustheit des Modells
wichtig zu sein. Ein vierter Faktor wurde trotz des noch kleineren mittleren
Vorhersagefehlers nicht hinzugefiigt, da das Q? mit einer vierten Komponente nicht weiter

signifikant verbessert wurde.

Der Einfluss des Lichtes konnte auch in diesem Fall ohne Verlust der Giite des Modells

herausgerechnet werden.

Die erhaltenen Giitemalle zeigten weiter, dass flir eine pharmazeutische Formulierung
ebenfalls Kalibriermodelle erstellt werden konnten und die {ibrigen Matrixbestandteile

soweit keine storenden Einfliisse zeigten.

3.4.5 Evaluierung der Leistungsfihigkeit des Modells

Zur Uberpriifung der Leistungsfihigkeit der Modelle wurden die unabhiingigen Datensitze
L2 und M2 verwendet.
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Abbildung 39: Korrelation der bekannten gegen die vorhergesagten Konzentrationen (a) fiir den Datensatz

L2 und (b) fiir den Datensatz M2.
Die Korrelation der bekannten gegen die liber das Modell vorhergesagten Konzentrationen
war auch fiir die pharmazeutische Zubereitung gut. Fiir das dunkle Model ergab sich ein R?
von 0,999 und fiir das helle Modell von 0,997. Fiir das dunkle Modell wurde jedoch ein
grofBerer y-Achsenabschnitt von 0,610 beobachtet (Abbildung 39 a). Nichtsdestotrotz
wurden die guten Vorhersagegenauigkeiten der Modelle auch hier durch die
Referenzmessung belegt. Wie in Abbildung 40 gezeigt, korrelierten die vorhergesagten
Konzentrationen beider Modelle gut mit den iiber die Referenzmessung erhaltenen
Konzentrationen. Lediglich fiir die 22,5 % Mischung wurde der Gehalt von dem dunklen
Modell leicht unterschétzt. Die absolute Abweichung lag fiir alle Datenpunkte unter 0,85 %,
wobei die Abweichung fiir die 17,5 % Mischung am geringsten war. Der relative Fehler war
fiir alle Datenpunkte unter 5 %. Von dem hellen Modell wurden Einzelwerte tiberschétzt,
sodass der Fehler fiir diese Punkte gro3er als 5 % war, fiir alle tibrigen Datenpunkte aber
auch darunter lag. Mit Ausnahme der erwidhnten Datenpunkte lag auch hier die absolute
Abweichung unter 0,7 %. Fiir die erwidhnten abweichenden Datenpunkte konnte keine
Ursache in den aufgezeichneten Prozessdaten gefunden werden. Weiter wurden die
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen flir beide Modelle berechnet. Fiir das dunkle Modell
wurde eine Nachweisgrenze von 1,1 % und eine Bestimmungsgrenze von 3,3 % gefunden.
Fiir das helle Modell lag die Nachweisgrenze bei 0,8 % und die Bestimmungsgrenze bei
2,3 %.
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Abbildung 40: Vergleich der vorhergsagten Konzentrationen (Raman, grau) mit den Referenzwerten (UV,
Schwarz) in Abhdngigkeit von der Prozesszeit (a) fiir den Datensatz L2 und (b) fiir den Datensatz M2.
Die offline an den verschiedenen Versuchstagen aufgenommenen Testspektren (Abbildung
41) zeigten auch hier geringe Unterschiede in der Intensitét der Peaks. Somit ist ein Fehler

durch die Durchfithrung der Versuche an unterschiedlichen Tagen nicht auszuschlief3en.
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Abbildung 41: Testspektren der Versuche L1 und L2.

3.4.6 Zusammenfassung

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die Raman-Spektroskopie ebenfalls als PAT-
Werkzeug zur inline Quantifizierung eines Arzneistoffes in einer pharmazeutischen
Zubereitung geeignet ist. Die Glite der Kalibriermodelle wurde nicht durch die iibrigen
Formulierungsbestandteile beeinflusst. Weiter zeigten die Kalibriermodelle eine gute
Vorhersagegenauigkeit, obwohl die Intensitédt der Arzneistoff-Peaks in den Raman-Spektren

geringer war.
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3.5 Methodenvalidierung

3.5.1 Einleitung und Zielsetzung

Ziel dieser Untersuchung war es, die entwickelte Raman-spektroskopische Methode zur
inline  Gehaltsbestimmung wihrend eines Zweischneckengranulierprozesses in
Ubereinstimmung mit der ICH Guideline Q2 R1 [94] und der Arzneibuchmonographie
Chemometrische Methoden zur Auswertung analytischer Daten [79] zu validieren. Die ICH
Guideline wurde erstmals 1994 verdftentlicht, im Jahr 2005 iiberarbeitet (ICH Q2 R1) und
stellt eine Leitlinie zur Validierung analytischer Methoden dar. Wahrend der Validierung
soll der objektive Nachweis erbracht werden, dass die analytische Methode fiir den
beabsichtigten Gebrauch geeignet ist. Die Leitlinie wurde jedoch nicht fiir spektroskopische
Methoden und die fiir die Auswertung solcher Daten benétigten multivariaten
Regressionsmethoden verfasst. Deshalb wurde die Arzneibuchmonographie dazu gezogen,
die aufgrund des speziellen Charakters chemometrischer Methoden auf zusétzliche Aspekte
hinweist, die beriicksichtigt werden sollten. In diesem Fall muss einerseits die analytische
Methode selbst tiiberpriift werden, zusétzlich muss aber auch eine Evaluierung des
verwendeten Auswertemodells stattfinden. Das PLS Modell wurde bereits in Versuchsreihen
(3.4.5) mit externen Datensitzen evaluiert, sodass nun die analytische Methode validiert
werden konnte. Dennoch hingt das Ergebnis der analytischen Methode auch immer vom zur

Auswertung verwendeten Kalibriermodell ab.

Es wurden die Validierungselemente Spezifitit, Linearitdt, Richtigkeit, Prazision und
Robustheit iiberpriift. Untersucht wurde die Methode iiber einen Bereich von 5 bis 25 %
Arzneistoffgehalt im Granulat. Dieser Bereich wurde aufgrund der vorherigen Ergebnisse
und der Dosierung von Diclofenac-Natrium festgelegt. Auf dem Markt befindliche
schnellfreisetzende Diclofenac-Tabletten enthalten 25 mg Arzneistoff [95]. So konnen aus

einem Granulat mit 10 bis 15 % Arzneistoff entsprechende Tabletten hergestellt werden.

Fiir die Uberpriifung der Parameter Spezifitit, Linearitit, Richtigkeit und Priizision wurden
die Datensdtze N1-N3 und O1-O3 an drei verschiedenen Tagen aufgenommen (Kapitel
6.2.1.1 Tabelle 23 und Kapitel 6.2.1.3 Tabelle 24). Die Datensédtze N1-N3 wurden mit dem
aus dem Datensatz L1 erstellten Kalibriermodell vorhergesagt. Alle Messungen dafiir
wurden im Dunkeln durchgefiihrt. Die Datensétze O1-O3 wurden mithilfe des aus dem
Datensatz M1 erstellten Kalibriermodells vorhergesagt. Diese Datensidtze wurden bei
eingeschaltetem Raumlicht generiert. Es wurden jeweils sechs Konzentrationsstufen
vermessen und pro Konzentrationsstufe 25 inline Spektren wihrend der Granulation

aufgenommen. Untersucht wurde die in Kapitel 3.3 beschriebene Methode. Die Robustheit
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der Methode wurde mithilfe eines statistischen Versuchsplans (Datensatz P) iiberpriift.

Als Referenzmethode wurde die UV-Spektroskopie verwendet. Diese Methode wurde vorab
nicht validiert. Die UV-Spektroskopie zur Quantifizierung von Diclofenac-Natrium in
Wasser ist in der Literatur bereits ausreichend beschrieben [96, 97]. Es wurde lediglich die
Linearitit an verschiedenen Tagen iiberpriift. Die Uberpriifung der Linearitit von
Diclofenac-Natrium in Wasser resultierte an allen Tagen in einem R? von 0,9999 und einem
y-Achsenabschnitt kleiner als 0,002. Somit war die Linearitdt {iber den untersuchten

Konzentrationsbereich gegeben.

3.5.2 Spezifitit

Zunichst wurde die Spezifitét iiberpriift, um sicherzustellen, dass die quantifizierte Probe
bezogen auf den kalibrierten Raum keinen Ausreiler darstellt. Dies wurde anhand des
Hotellings-T>-Tests auf zwei Signifikanzniveaus iiberpriift. Mit diesem Test kdnnen
AusreiBBer identifiziert werden. Ein Ausreil3er ist ein Wert, der vom Modell nicht addquat

beschrieben werden kann und somit ist fiir einen Ausreiler auch die Spezifitét nicht gegeben.
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Abbildung 42: Ergebnis des Hotellings-T>-Tests fiir den Datensatz NI.

Abbildung 42 zeigt als ein Beispiel das Testergebnis fiir den Datensatz N1, der im Dunkeln
aufgenommen wurde. Alle anderen Testergebnisse fiir die Messungen im Dunkeln
entsprachen diesem FErgebnis. Auf der Abszisse sind die verschiedenen
Konzentrationsstufen aufgetragen, wobei fiir jede Konzentration 25 Messungen
durchgefiihrt wurden, und die Ordinate zeigt die T?-Werte der Variablen. Von der 5 %
Mischung wurden einige Proben als moderate Ausreifler detektiert, wohingegen fiir alle

anderen Proben die Spezifitit gegeben war. Dieses Ergebnis war aufgrund der
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vorhergegangen Ergebnisse nicht iiberraschend. Wie bereits vorher diskutiert, ist der
Raman-Effekt ein schwacher Streueffekt und damit ist die Sensitivitit fiir niedrige
Analytkonzentrationen nur eingeschriankt gegeben. Dies erschwert folglich die
Quantifizierung und sorgt fiir groBere Schwankungen in den Analysenergebnissen, die hier
als Ausreiler detektiert wurden. Eine Belichtungszeit von 2 s war demnach zu gering flir

eine Arzneistoffkonzentration von 5 % und hétte in diesem Fall angepasst werden miissen.
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Abbildung 43:Ergebnis des Hotellings-T*-Test fiir den Datensatz O2.

Abbildung 43 zeigt beispielhaft ein Ergebnis fiir den Hotellings-T>-Test fiir den bei
Raumlicht aufgenommenen Datensatz O2. Hier iiberschritten Proben der 5 und der 7,5 %
Mischung die Grenzwerte und wurden als Ausreifler detektiert. Aullerdem iiberschritten
auch einige Proben der hoheren Konzentrationen die Grenze des Signifikanzniveaus
a =0,05. Dies waren jedoch moderate Ausreiller die vermutlich durch prozessbedingte
Schwankungen verursacht wurden. Somit kann angenommen werden, dass die Spezifitit

gegeben war.

3.5.3 Linearitit

Die Linearitét der analytischen Methode wurde an drei verschiedenen Tagen tliberpriift. Dazu
wurden die Konzentrationen im Granulat {iber die inline aufgenommenen Raman-Spektren
mithilfe des jeweiligen Kalibriermodells vorhergesagt. Aus den erhaltenen Einzelwerten
wurde fiir jeden Datensatz N1-N3 und O1-O3 fiir jede Konzentrationsstufe der mittlere
vorhergesagte Gehalt berechnet. Dieser mittlere vorhergesagte Wert wurde dann gegen den

dazugehorigen, gemittelten Referenzwert aufgetragen
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Abbildung 44: Ergebnisse der Linearitdtsuntersuchung (a) fiir das dunkle Modell und (b) fiir das helle
Modell. (n = 3)

Die Korrelation der Vorhersage gegen die Referenzwerte ist in Abbildung 44 gezeigt. Die
Linearitit wurde anhand des resultierenden R?, der Steigung und des y-Achsenabschnittes
bewertet. Fiir das dunkle Modell lagen die vorhergesagten Werte der 5 und 7,5 % Mischung
unterhalb der Kalibriergerade, die der 12,5 und 17,5 % Mischung dariiber und die der 22,5
und 25 % Mischung wieder leicht darunter. Die Konzentrationen wurden vom Modell
folglich immer leicht unter- oder tiberschétzt. Daraus resultierte, dass die Steigung mit 0,957
leicht von dem optimalen Wert von eins abwich und auch der Koordinatenursprung nicht
eingeschlossen wurde. Das R? der Korrelation lag bei 0,9955, was akzeptabel war, jedoch
nicht dem nach der ICH Leitlinie geforderten Sollwert von 0,999 entsprach. Die Linearitét
war folglich nicht gegeben und es wire eine Anpassung der Methode erforderlich, um die
Ergebnisse zu verbessern. Dazu sollte zunédchst die Belichtungszeit erhoht werden, da dies
zu einem hoheren Probenvolumen und somit zu einer stabileren Kalibrierung und genaueren
Vorhersagen fiihrt.

Fiir das helle Modell lagen die vorhergesagten Konzentrationen besser auf der berechneten
Kalibriergeraden. Daraus resultierte auch ein hheres R? von 0,9991 und eine Steigung niher
an eins. Jedoch wurde auch hier der Koordinatenursprung nicht eingeschlossen. Die
Abweichung vom Ursprung ist mit 0,49 % &hnlich gro3 wie die flir das dunkle Modell
berechnete Abweichung, was auf einen systematischen Fehler in der Messung hindeutet.
Solche Abweichungen wurden bereits in vorherigen Versuchsreihen beobachtet, jedoch
konnten keine Ursachen fiir diese Abweichungen gefunden werden. Dennoch wurden fiir
das helle Modell alle Vorgaben erfiillt und die Linearitit damit erfolgreich nachgewiesen.
Trotzdem sollte auch hier die Abweichung im y-Achsenabschnitt mit weiteren Datensétzen
kontrolliert werden, um einen eventuellen systematischen Fehler ausfindig zu machen und

zu eliminieren.
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3.5.4 Richtigkeit

Die Richtigkeit der analytischen Methode wurde liberpriift, indem die von dem erstellten
Kalibriermodell vorhergesagten Werte mit den Referenzwerten, von denen angenommen
wurde, dass sie richtig waren, verglichen wurden. Dafiir wurde fiir jede Konzentrationsstufe
der Datensdtze NI-N3 und O1-O3 die Wiederfindung in Bezug zum Referenzwert

berechnet. Als Akzeptanzlimits wurden 95 % als unterer Grenzwert und 105 % als oberer

Grenzwert festgelegt.
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Abbildung 45: Ergebnisse der Richtigkeitsuntersuchung () fiir das dunkle Modell und (b) fiir das helle
Modell.

In Abbildung 45 ist die berechnete Wiederfindung gegen die jeweilige Konzentrationsstufe
aufgetragen. Abbildung 45 a zeigt die Ergebnisse fiir das dunkle Modell. Hier liberschritten
einige FEinzelwerte die gesetzten Akzeptanzgrenzen, wihrend im Mittel fiir alle
Konzentrationen die Bedingungen erfiillt waren. Fiir die 5 und 7,5 % Stufe gibt es jeweils
einen deutlichen Ausreier, wihrend die andern beiden Messpunkte sehr nahe
beieinanderliegen. Beide Ausreiler stammen aus dem Datensatz N2. Die auch hier vor der
Messung aufgenommenen Testspektren zeigten, dass die Intensitdt der Spektren sich an den
unterschiedlichen Prozesstagen leicht unterschied. An dem Tag lag die Intensitét unterhalb
der Intensitét die am Kalibriertag gemessen wurde. Dadurch wird der Gehalt moglicherweise
unterschdtzt. Allerdings spiegelte sich dies in den anderen Konzentrationsstufen nicht
wieder. Auch in den aufgezeichneten Prozessdaten waren keine Unterschiede zwischen den
Tagen feststellbar, mit denen die Intensitétsunterschiede in den Raman-Spektren und somit
die falsche Vorhersage hitten erkliart werden konnen. Weiter ist auffillig, dass ab der 12,5 %
Stufe die Wiederfindung mit zunehmendem Arzneistoffgehalt abnimmt. Dieser Trend ist
auch in den berechneten Wiederfindungen fiir das helle Modell (Abbildung 45 b) zu

erkennen. Allerdings gibt es fiir diesen Trend keine offensichtliche Erkldrung. Eine mogliche
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Erklarung ist, dass sich der Brechungsindex iiber die Konzentrationen verdndert hat, da alle
Konzentrationen mit der gleichen Feuchte granuliert wurden, sich aber abhingig von der
Konzentration unterschiedliche Mengen des Arznei- und Hilfsstoffes in der
Granulierfliissigkeit gelost haben konnten. Dadurch kénnten sich Oberflicheneigenschaften
verandert haben, welche wiederrum die Intensitit der Raman-Spektren beeinflussen. Die
Unterschédtzung des Gehalts im oberen Konzentrationsbereich war bereits wéihrend der
Evaluierung der Giite des Modells fiir das dunkle Modell erkennbar (Abbildung 40).
Moglicherweise hat dieser Trend auch mit einer Abnahme der Laserintensitit {iber die Zeit
zu tun. Die Konzentrationen wurden aufsteigend von der kleinsten zur hochsten
Konzentration vermessen, zwischen den einzelnen Messungen wurde der Granulierer
komplett gereinigt, der Laser der Raman-Sonde aber nicht ausgeschaltet. Die beschriebenen
Versuche sollten deshalb randomisiert wiederholt werden, um prozessbedingte Einfliisse

ausschlielen zu konnen.

Die Ergebnisse fiir das helle Modell waren trotzdem vielversprechend, da nur fiir die 5 %
Mischung die Wiederfindungen fiir die Datensédtze Ol und O3 auflerhalb der gewihlten

Grenzen lagen und somit fiir alle hdheren Konzentrationen die Richtigkeit gegeben war.

Weiter wurde zur Beurteilung der Richtigkeit noch der relative Fehler in Bezug zum
Referenzwert berechnet. Dieser lag fiir alle Datenpunkte unter 10 % und war damit

akzeptabel.

Wie bereits in der Auswertung der Linearitit erwédhnt, wird auch hier angenommen, dass die

Richtigkeit der Methode durch eine Erhdhung der Belichtungszeit verbessert werden kann.

Tabelle 10 zeigt nochmals alle berechneten Werte fiir die Richtigkeitsuntersuchung fiir das
dunkle Modell und Tabelle 11 fiir das helle Modell.

76



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 10: Ergebnisse der Richtigkeitsuntersuchung fiir das dunkle Modell.

Probe Tag Referenz- Mittlerer Rel. Fehler Wiederfindung  Mittlere Wieder- Stabw
wert vorhergesagter [Y] [Y] findung [%] [%]
[Y] Gehalt [%]
5,00 1 5,10 5,24 2,75 102,75 99,45 5,80
2 5,16 4,79 -7,25 92,75
3 5,10 5,24 2,86 102,86
7,50 1 7,60 7,63 0,39 100,39 97,91 3,90
2 7,65 7,15 -6,58 93,42
3 7,67 7,67 -0,07 99,93
12,50 1 12,56 13,21 5,18 105,18 103,27 1,68
2 12,54 12,87 2,62 102,62
3 12,48 12,73 2,01 102,01
17,50 1 17,83 18,12 1,63 101,63 101,48 0,61
2 17,51 17,86 2,00 102,00
3 17,58 17,72 0,80 100,80
22,50 1 22,54 22,47 -0,31 99,69 97,95 1,65
2 22,49 21,98 -2,24 97,76
3 22,65 21,83 -3,59 96,41
25,00 1 25,00 24,08 -3,68 96,32 95,31 1,03
2 24,78 23,62 -4,67 95,33
3 25,04 23,60 -5,73 94,27
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Tabelle 11: Ergebnisse der Richtigkeitsuntersuchung fiir das helle Modell.

Probe Tag Referenz- Mittlerer Rel. Fehler Wiederfindung  Mittlere Wieder- Stabw
wert vorhergesagter [Y] [%o] findung [%] [%]
[%] Gehalt [%)]

5 1 5,11 5,54 8,40 108,40 106,13 3,63
2 5,14 5,24 1,94 101,94
3 5,10 5,51 8,03 108,03

7,5 1 7,58 7,82 3,13 103,13 103,54 0,37
2 7,64 7,92 3,63 103,63
3 7,66 7,95 3,86 103,86

12,5 1 12,56 12,76 1,59 101,59 102,44 1,15
2 12,46 12,70 1,98 101,98
3 12,37 12,84 3,76 103,76

17,5 1 17,48 17,91 2,47 102,47 102,60 0,55
2 17,42 17,98 3,20 103,20
3 17,41 17,77 2,12 102,12

22,5 1 22,57 22,72 0,68 100,68 100,69 0,90
2 22,40 22,76 1,59 101,59
3 22,43 22,38 -0,21 99,79

25 1 24,95 24,71 -0,95 99,05 99,02 0,83
2 24,87 24,82 -0,17 99,83
3 25,00 24,54 -1,83 98,17

Die Leistungsfahigkeit der Kalibriermodelle wurde bereits in den Kapiteln 3.3.2.3 und
3.3.3.3 untersucht. Zur Bewertung der Giite des Modells kann der RMSEP herangezogen
werden. Fiir den Datensatz N1 wurde ein RMSEP von 0,57 %, fiir den Datensatz N2 von
0,69 % und fiir den Datensatz N3 von 0,66 % erhalten. Der Vorhersagefehler war somit
grofler als in der Evaluierung des Modells beobachtet. Dies ist damit erkldrbar, dass mehr
Konzentrationsstufen in den Datensatz miteingeschlossen wurden. Die berechneten Fehler
waren akzeptabel, unterschieden sich aber fiir die einzelnen Datensétze deutlich. Eine
genauere Betrachtung der an den einzelnen Tagen aufgenommenen Spektren hat gezeigt,
dass sich auch die Spektren fiir die gleiche Probenzusammensetzung unterschieden. Somit
war die Messung zum Teil nicht reproduzierbar und es resultierten unterschiedlich gute
Vorhersagen fiir die an verschiedenen Tagen aufgenommenen Datensitze. Dies ist fiir eine

Methode zur Qualititskontrolle inakzeptabel, weshalb dringend weitere Studien zur
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Reproduzierbarkeit der Messung durchgefiihrt werden sollten.

Die Vorhersagefehler fiir die Datensdtze Ol bis O3 waren deutlich kleiner. Fiir den
Datensatz O1 wurde ein RMSEP von 0,43 %, fiir den Datensatz O2 von 0,38 % und fiir den
Datensatz O3 von 0,44 % gefunden. Das helle Modell hatte somit eine bessere

Vorhersagegenauigkeit. AuBBerdem war die Variabilitdt zwischen den Tagen geringer.

Das zugrundeliegende Modell zur Auswertung der analytischen Daten hat somit einen
erheblichen Einfluss auf das Ergebnis und durch eine entsprechende Modellbildung, durch
die nur die relevanten chemischen Informationen extrahiert werden, konnen tagesabhéngige

Schwankungen herausgerechnet werden.

3.5.5 Prazision

Die Wiederholprizision wurde mithilfe der iiber das Modell erhaltenen Standardabweichung
untersucht. Die Standardabweichungen der vorhergesagten Konzentrationen lagen fiir das
dunkle Model zwischen 0,08 und 0,30 %. Damit waren die Schwankungen an einem
Prozesstag relativ klein. Fiir die hoheren Konzentrationen schwankte der {iber das Modell
vorhergesagte Gehalt dabei mehr als fiir die niedrigeren Konzentrationen. Erwartet wurde
hingegen eher, dass die Messwerte fiir die niedrigere Konzentration mehr schwanken, da
hier die Spezifitit nicht gegeben war. Die groBBeren Schwankungen wurden jedoch auch in
der Referenzmessung wiedergefunden und waren damit wahrscheinlich eher durch die
Mischung selbst bedingt als durch die analytische Methode. Die berechneten relativen
Standardabweichungen lagen zwischen 0,48 und 2,61 %. Fiir die Vergleichsprizision
wurden absolute Standardabweichungen zwischen 0,20 und 0,33 % berechnet, was in
relativen Standardabweichungen zwischen 1,14 und 5,11 % resultierte. Damit schwankt fiir
die meisten Datenpunkte die Messung zwischen den Tagen mehr als an einem Tag, was zu
erwarten war. Die gefundenen relativen Standardabweichungen lagen unter 10 % und waren

damit akzeptabel. Somit war eine angemessene Prizision der Methode gegeben.

Fiir das helle Modell lagen die absoluten Standardabweichungen fiir die Vergleichsprézision
zwischen 0,13 und 0,40 %, also etwas hoher als fiir das dunkle Modell. Hier waren die
berechneten Standardabweichungen fiir die niedrigen Konzentrationen hoher, wie erwartet.
Die Berechnung der relativen Standardabweichung resultierte in Werten zwischen 0,58 und
7,24 %. Die fiir die verschiedenen Tage berechnete absolute Standardabweichung lag
zwischen 0,07 und 0,21 % und die relative Standardabweichung zwischen 0,52 und 3,06 %.
Somit entsprachen die erhaltenen Standardabweichungen denen des dunklen Modells.

Folglich war die Prédzision auch hier gegeben.
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Bei der Untersuchung der Vergleichsprizision wurde auf die Durchfiihrung durch einen
zweiten Bediener verzichtet, da die Raman-Sonde in der optimierten Konstruktion fest
eingebaut werden konnte und so keine Unterschiede im Messaufbau durch unterschiedliche

Bediener méglich waren.

3.5.6 Robustheit

Wihrend der Evaluierung der Robustheit sollte der Einfluss von Prozessparametern auf die
Richtigkeit und Prizision der analytischen Methode und somit auf die
Vorhersagegenauigkeit des Kalibriermodells untersucht werden. Dabei sollten alle
relevanten Prozessparameter erfasst werden. Hier erfolgte die Evaluierung der Robustheit
deshalb iiber die Methode der statistischen Versuchsplanung. Dafiir wurde eine
physikalische Mischung mit 15 % Diclofenac-Natrium nach einem 27! teilfaktoriellen
Versuchsplan granuliert. Als relevante Faktoren wurden die Feuchte, die Schneckendrehzahl
und der Fiillgrad ausgewéhlt. Die Feuchte wurde untersucht, da in vorherigen Versuchen ein
Einfluss der Feuchte auf die Intensitdt der Raman-Banden und somit auf die Quantifizierung
beobachtet wurde. Die Schneckendrehzahl und der Fiillgrad haben einen Einfluss auf die
Geschwindigkeit, mit der das Granulat die Strecke unter der Raman-Sonde passiert und
somit auf die Bewegungskinetik, die wiederrum auch einen Einfluss auf das Raman-
Spektrum hat. Weiter verdndert sich damit auch das vermessene Probenvolumen. Die
Parameter wurden in einem Bereich variiert, der die im Prozess auftretenden Schwankungen
groflziigig abdeckte. Ein Einfluss der Temperatur wurde nicht untersucht, obwohl die
Raman-Messung auch eine Temperaturabhingigkeit zeigt, da die Temperatur im Prozess
konstant auf 30 °C gehalten wurde. Als ZielgroBBe wurde der mittlere vorhergesagte Gehalt
fiir die Bewertung der Richtigkeit und die absolute Standardabweichung fiir die Bewertung
der Prizision berechnet. Ein ideales Ergebnis fiir eine Robustheitsstudie wire ein Q? nahe
null, da in diesem Fall keine Beziehung zwischen den Faktoren und Zielgrofen besteht und
somit die Vorhersage des Gehaltes unabhidngig von den Prozessparametern wére. Die
Robustheitsstudie wurde zweimal durchgefiihrt, einmal fiir das dunkle und einmal fiir das

helle Modell (Datensatz P1 und P2).
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Tabelle 12: Eingestellte Faktoren und resultierende Zielgrofien der Robustheitsstudie fiir das dunkle Modell.
Versuch  Fiillgrad Schneckendrehzahl Feuchte Mittlerer Absolute

[g] [min] vorhergesagter  Stabw [%]
Gehalt [%)]

P1 0,234 120 0,125 16,05 0,32
P2 0,300 120 0,105 16,30 0,19
P3 0,234 180 0,105 16,29 0,18
P4 0,300 180 0,125 16,02 0,26
P5 0,267 150 0,115 15,99 0,17
P6 0,267 150 0,115 15,96 0,20
P7 0,267 150 0,115 16,26 0,17

Tabelle 12 zeigt die Ergebnisse der Robustheitsstudie fiir das dunkle Modell. Die
Auswertung des Versuchsplans resultierte fiir den mittleren Gehalt in einem Modell mit
einem Q? von 0,22 und einem R? von 0,49. Keiner der verinderten Parameter zeigte einen
signifikanten Einfluss auf die ZielgroBe (siehe Effekt-Plot im Anhang, Abbildung 54 a).
Somit war das erstellte Kalibriermodell robust gegeniiber den untersuchten
Prozessparametern in den gewihlten Grenzen und der Gehalt konnte unabhéngig von diesen
Parametern korrekt vorhergesagt werden. Es fiel jedoch auf, dass der vorhergesagte Gehalt
ungefdahr 1 % tber dem bekannten Gehalt lag und somit ein systematischer Fehler
vorgelegen haben muss. Auch die Auswertung der Standardabweichung resultierte lediglich
in einem mittelméBigen Modell mit einem Q? von 0,21 und einem R? von 0,67. Auch hier
zeigte keiner der variierten Faktoren einen signifikanten Einfluss auf die Zielgréfe und
damit auf die Prizision (siehe Effekt-Plot im Anhang, Abbildung 54 b). Dennoch zeigte die
Feuchte den groften Einfluss auf die ZielgroBen. Die absolute Standardabweichung stieg um
0,04 % mit steigender Feuchte und der mittlere vorhergesagte Gehalt wurde durch eine
hohere Feuchte kleiner. Auch vorherige Versuche hatten einen Einfluss der Feuchte auf die
Raman-Spektren bestétigt. Die Feuchte beeinflusst die Intensitdt der gemessenen Raman-
Peaks und eine hohere Feuchte scheint zu groferen Intensitidtsschwankungen zu fiihren, was
sich in groferen Schwankungen im vorhergesagten Gehalt wiederspiegelt. Die hier
eingestellten Feuchten schienen direkt an der Grenze von akzeptablen Schwankungen zu
liegen und konnen toleriert werden. Dennoch ist die Feuchte der kritischste

Prozessparameter und hat den gréfiten Einfluss auf den vorhergesagten Gehalt.
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Tabelle 13: Eingestellte Faktoren und resultierende Zielgrdfien der Robustheitsstudie fiir das helle Modell.

Versuch  Fiillgrad Schneckendrehzahl Feuchte Mittlerer Absolute
[g] [min™] vorhergesagter Stabw
Gehalt [%]
[l

P1 0,234 120 0,125 15,15 0,22
P2 0,300 120 0,105 15,14 0,19
P3 0,234 180 0,105 15,23 0,19
P4 0,300 180 0,125 15,17 0,32
P5 0,267 150 0,115 15,19 0,15
P6 0,267 150 0,115 15,10 0,17
P7 0,267 150 0,115 15,37 0,23

Fir das helle Modell ergaben sich sehr #hnliche Ergebnisse, die in Tabelle 13
zusammengefasst sind. Das Modell fiir den mittleren vorhergesagten Gehalt resultierte in
einem Q? von -0,05 und einem R? von 0,10. Auch hier konnten keine Parameter bestimmt
werden, die die ZielgroBe signifikant beeinflussten (siehe Effekt-Plot im Anhang, Abbildung
55 a). Somit ist auch dieses Modell bezogen auf die Richtigkeit robust gegeniiber den
untersuchten Schwankungen. Das Modell fiir die absolute Standardabweichung resultierte
in einem Q? von -0,02 und einem R? von 0,62. Auch in diesem Fall hatte keiner der
gewihlten Faktoren einen signifikanten Einfluss auf die berechnete Standardabweichung
und somit auf die Prizision (Effekt-Plot siche Anhang, Abbildung 55 b). Weiter lag der
mittlere vorhergesagte Gehalt hier ndher am Sollwert und es wurde keine systematische

Abweichung, wie fiir das dunkle Modell beschrieben, beobachtet.

3.5.7 Zusammenfassung

Fiir das helle Modell wurden die Untersuchungen zur Validierung mit Ausnahme fiir eine
Arzneistoffkonzentration von 5 % in allen Punkten erfolgreich durchgefiihrt. Fiir das dunkle
Modell entsprachen die Linearitdt und Richtigkeit nicht den gegebenen Anforderungen.
Dieses Ergebnis zeigt, dass vor allem die Vorbehandlung der Daten und die Modellerstellung
ausschlaggebend fiir die erhaltene Vorhersage sind, da fiir beide Modelle Spektren in der
gleichen Weise von Proben mit gleicher Zusammensetzung aufgenommen wurden. Die
analytische Methode ist demnach grundsétzlich geeignet und durch ein Anpassen der

Belichtungszeit und durch eine Optimierung des Vorhersagemodells sollte ein Bestehen der
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Validierung moglich sein. Durch eine Erhohung der Belichtungszeit wird das
Probenvolumen vergroBert, was zu einer stabileren Kalibrierung fiihrt. Die hier gewéhlte
Belichtungszeit war vergleichsweise gering und das vermessene Probenvolumen lag
deutlich unterhalb einer Einzeldosis, weshalb die Belichtungszeit noch erhoht werden
konnte. Weiter wurde gezeigt, dass vor allem die Feuchte die erhaltenen Daten beeinflusst
und damit der kritischste Parameter ist, obwohl Wasser selbst nur eine geringe bis keine
Raman-Aktivitit  besitzt. =~ Weiter  beeinflussen  vor  allem  unterschiedliche
Umgebungsbedingungen die Raman-Messung, was zu tagesabhéngigen Schwankungen in
den erhaltenen Intensitdten fiihrt. Diese Schwankungen sollten bei der Modellerstellung

berticksichtigt werden.

Auch wenn die Uberpriifung der Methode nicht in allen Punkten fiir beide Modelle
erfolgreich durchgefiihrt wurde, machen die Ergebnisse trotzdem deutlich, dass die Raman-
Spektroskopie erstmals erfolgreich in den Zweischneckengranulierprozess implementiert
werden konnte. Fiir jeden Arzneistoff muss nun abhéngig von seiner Raman-Aktivitit, der
daraus abgeleiteten notigen Belichtungszeit und der Einzeldosis gepriift werden, ob die

erstellte Methode anwendbar ist und zu angemessenen Ergebnissen fiihrt.
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3.6 Anwendung der erstellten Methoden zur Beurteilung der Mischeffizienz

des Zweischneckengranulierers

3.6.1 Einleitung

Die entwickelten Methoden wurden wéhrend verschiedener split feeding Versuche
angewendet, um die Mischeffizienz des Zweischneckengranulierers zu evaluieren. Dafiir
wurden der Arzneistoff und der Hilfsstoff oder eine Mischung der Hilfsstoffe getrennt
voneinander mithilfe von zwei unabhidngigen gravimetrischen Dosierern in den
Zweischneckengranulierer dosiert. Die Komponenten wurden im Granulierer somit sowohl
gemischt als auch granuliert. Fiir kontinuierliche Prozesse ist ein gutes Prozessverstdandnis
von besonders hoher Bedeutung und mithilfe dieser Versuche sollte der Prozess weiter
charakterisiert werden. Mithilfe der inl/ine aufgenommenen Raman-Spektren konnte {iber

den Arzneistoffgehalt die Giite der Mischung beurteilt werden.

Bisher wurden split feeding Applikationen kaum untersucht. Die meisten Versuche wurden
mit vorgemischten Pulvern durchgefiihrt, um den Einfluss von Prozessparametern auf die
Granulateigenschaften zu untersuchen [28]. Der erste Schritt in der Produktion fand folglich
immer chargenweise statt. Um einen vollstdndigen kontinuierlichen Prozess zu erhalten,
wire es wiinschenswert auf diese chargenweise Vormischung verzichten zu konnen. Des
Weiteren wird durch den Einsatz des split feedings die Fertigungslinie verkiirzt und eine
Entmischung der vorgemischten Pulver wéhrend der Lagerung oder des Prozesses
vermieden [28]. Trotz dieser Vorteile wurden split feeding Applikationen bis auf wenige
Ausnahmen nicht genauer untersucht. Eine Untersuchung von Van Melkebeke et al., die eine
kleine Menge Hydrochlorothiazid tiber einen zweiten Pulverdosierer in den Prozess gaben,
zeigte eine sehr gute Mischeffizienz. Daraus folgerten sie, dass selbst fiir eine kleine
Arzneistoffmenge auf eine Vormischung verzichtet werden kann [98]. Diese Ergebnisse sind
sehr vielversprechend, dennoch sind weitere Experimente notwendig, um das

Mischverhalten des Zweischneckengranulierers beurteilen zu konnen.

Um die Mischgiite zu beurteilen, wurden fiir chargenweise durchgefiihrte Prozesse meist
Methoden, die keine Kalibrierung benétigten, angewendet [46, 48]. De Beer et al. erklarten
dies damit, dass chargenweise Prozesse geschlossene Prozesse sind. Sofern also die richtige
Menge Arzneistoff hinzugegeben wurde, enthélt eine homogene Mischung die richtige
Arzneistoffmenge [48]. Dennoch kann es z. B. durch Adhésion an GefiBwénden zu einer
Verminderung des Arzneistoffgehaltes kommen, der in diesem Fall unbemerkt bleiben
konnte, weshalb quantitative Methoden zu bevorzugen sind. Fiir kontinuierliche Prozesse

sollten hingegen immer quantitative Methoden bevorzugt werden, da so eine prizisere
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Kontrolle der Dosierung moglich ist. Weiter kann mittels einer quantitativen Methode nicht
nur die Homogenitdit der Mischung beurteilt werden, sondern auch die
Arzneistoffkonzentration in der Mischung bestimmt werden, was weiter auch die
Untersuchung der Gleichformigkeit des Gehaltes des produzierten Granulates erlaubt. Diese
Vorteile der quantitativen Methoden fiir die Beurteilung der Mischgiite wurden ebenfalls

von Nagy et al. [74] und Martinez et al. [47] beschrieben.

Zunichst wurden jeweils zwei Versuche mit dem Arzneistoff Ibuprofen (Datensatz Q1 und
Q2) und mit dem Arzneistoff Diclofenac-Natrium (Datensatz R1 und R2) durchgefiihrt. Der
Arzneistoffgehalt wurde wihrend des Versuches verdndert. Fiir die Granulation wurde die
gesamte Linge des Granulierers genutzt und eine Standardschneckenkonfiguration

verwendet. Bis auf eine Ausnahme wurden alle Messungen im Dunkeln durchgefiihrt.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde die Mischgiite nach verschiedenen Abschnitten
des Granulierers bestimmt. Dazu wurde die Lénge des Schneckengehduses verkiirzt und die
Schneckenkonfiguration entsprechend angepasst. Es wurde die Mischgiite nach drei
verschiedenen Abschnitten in den Versuchen S1, S2 und S3 untersucht. Die Versuche
wurden in U1, U2 und U3 nochmals wiederholt, hier wurde anstatt einer bindren Mischung
die in Kapitel 3.4 beschriebene pharmazeutische Zubereitung verwendet. Dazu wurden

samtliche Hilfsstoffe vorgemischt und getrennt vom Arzneistoff in den Granulierer dosiert.

Es ist allgemein bekannt, dass vor allem die Knetelemente fiir eine gute Durchmischung des
Pulvers mit der Granulierfliissigkeit sorgen [99, 100]. In den Knetzonen wird die grof3te
Scherenergie eingetragen und somit findet hier die grof3te Durchmischung statt. Verstraeten
et al. zeigten, dass dabei ein Knetblock nicht fiir alle Formulierungen ausreichend war [101].
Da es jedoch noch keine Untersuchungen zum Einfluss der Knetzonen auf die Mischung
verschiedener Pulverkomponenten gibt, sollte in diesem Abschnitt der Arbeit die Mischgiite
nach verschiedenen Langen des Granulierers und somit nach einer unterschiedlichen Anzahl
an Knetzonen untersucht werden. So wurde fiir die Versuche S1 und U1 die gesamte Lange
des Granulierers ausgenutzt und eine Schneckenkonfiguration mit zwei Knetzonen
verwendet. Fiir die Versuche S2 und U2 wurde die Linge auf 20 D verkiirzt und die
Schneckenkonfiguration enthielt nur eine Knetzone, wéhrend fiir S3 und U3 nur
Forderelemente verwendet wurden.

Weiter wurde in mehreren Studien gezeigt, dass der Fiillgrad des Schneckengehéduses den
Granulierprozess und die Granulateigenschaften maBgeblich beeinflusst [37, 38, 102]. Der
Fiillgrad des Schneckengehéuses beeinflusst weiter auch den Fluss des Materials [39]. Somit

wurde vermutet, dass auch der Fiillgrad einen Einfluss auf die Mischfdhigkeit des
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Zweischneckengranulierers hat. Deshalb wurden in einem dritten Abschnitt mithilfe eines
statistischen Versuchsplans (Datensdtze T1-T3) der Einfluss des Fiillgrades und weiter der

Einfluss der Schneckendrehzahl auf die Mischgiite untersucht.

3.6.2 Evaluierung des Mischverhaltens des Zweischneckengranulierers”

Wie eingangs beschrieben wurde in diesem Teil der Arbeit die entwickelte Raman-Methode
genutzt, um die Arzneistoffkonzentration im Granulat wiahrend eines kontinuierlichen sp/it
feeding Prozesses zu messen. Der jeweilige Arzneistoff und Laktose-Monohydrat wurden
jeweils mit 0,2 % Aerosil versetzt und in zwei gravimetrische Dosierer iiberfiihrt und so
getrennt voneinander dosiert. Uber die separat einstellbaren Dosierraten wurden
verschiedene Arzneistoffkonzentrationen eingestellt, die gesamte dosierte Menge wurde
dabei nicht verdndert (Kapitel 6.2.1.3 Tabelle 25). Inline Raman-Spektren wurden mithilfe
des in Kapitel 3.1.3.2 beschriebenen Aufbaus aufgenommen und iiber die in Kapitel 3.2.2.2
und 3.2.3.2 beschriebenen Kalibriermodelle ausgewertet. Fiir jeden Arzneistoff wurden zwei
unabhingige Prozesse mit jeweils unterschiedlichen eingestellten
Arzneistoffkonzentrationen durchgefiihrt. Fiir die Datensédtze Q1 und Q2 wurde Ibuprofen

und fur die Datensétze R1 und R2 Diclofenac-Natrium verwendet.

Die iiber das Modell vorhergesagten Arzneistoffkonzentrationen wurden gegen die
Prozesszeit aufgetragen (Abbildung 46). Des Weiteren wurden die Daten der beiden
Dosierer mit Hilfe eines LabView Programms aufgezeichnet. Aus diesen Daten konnte
ebenfalls eine resultierende Arzneistoffkonzentration berechnet werden. Um die Menge der
Daten zu reduzieren wurde hier ein gleitender Mittelwert tiber 10 s gebildet. Die berechneten
Konzentrationen wurden mit durch eine UV-Messung erhobenen Referenzwerten

verglichen.

* Teile der in diesem Abschnitt aufgefiihrten Ergebnisse wurden in ,,Development of an in-line Raman
spectroscopic method for continuous API quantification during twin-screw wet granulation® publiziert.
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Abbildung 46: Kontinuierliche Quantifizierung des Arzneistoffes wihrend eines split feeding Prozesses. (a)
Ibuprofen-Konzentrationen der verschiedenen Methoden fiir Q1. (b) Ibuprofen-Konzentrationen der
verschiedenen Methoden fiir Q2. hellblaue Raute: Raman-Messung, dunkelblaue Quadrate: UV-Messung;
graue Linie: Dosierer-Daten.

Fiir die Diclofenac-Natrium Versuche wurden die Ergebnisse ebenfalls entsprechend

gewonnen und dargestellt (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Kontinuierliche Quantifizierung des Arzneistoffes wihrend eines split feeding Prozesses. (a)
Diclofenac-Konzentrationen der verschiedenen Methoden fiir R2. (b) Diclofenac-Konzentrationen der
verschiedenen Methoden fiir R1. hellblaue Raute: Raman-Messung; dunkelblaue Quadrate: UV-Messung;
graue Linie: Dosierer-Daten.

Die Referenzwerte stimmten gut mit den aus den aufgezeichneten Dosierraten berechneten
Konzentrationen iiberein und auch die Raman-Messungen passten in den meisten Fillen zu
diesen Werten. Dies sprach fiir eine gute Mischeffizienz des Zweischneckengranulieres fiir
die gewihlte Schneckenkonfiguration und die gewéhlten Prozesseinstellungen. Des
Weiteren belegten die deutlich erkennbaren Spriinge nach Anderung der
Arzneistoffkonzentration die gute Mischfdhigkeit. Aufgrund dieser Ergebnisse kann
geschlussfolgert werden, dass fiir eine einfache bindre Mischung im untersuchten

Konzentrationsbereich auf eine Vormischung verzichtet werden kann. Diese Ergebnisse
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stimmen mit den bereits erwdhnten Ergebnissen von Van Melkebeke et al. iiberein [98].
Dennoch sind weitere Untersuchungen notwendig, um die erhaltenen Ergebnisse zu
tiberpriiffen. Das Mischverhalten des Zweischneckengranulierers in Abhdngigkeit
verschiedener Prozessparameter sollte fiir ein besseres Prozessverstindnis weiter

systematisch untersucht werden.

Aus den durchgefiihrten Versuchen konnte weiter eine Reaktionszeit des Granulierers
berechnet werden. Dies ist die Zeit, die der Granulierer nach einer Umstellung der Dosierrate
braucht, um wieder Granulate mit einer homogenen Arzneistoffverteilung zu produzieren.
Dafiir wurde die Zeit bis zum Erreichen von 95 % des jeweiligen Plateaus berechnet. Die
berechneten Reaktionszeiten lagen zwischen 20 und 50 s, je nach Unterschied zwischen der
alten und neuen Konzentration. Das bedeutet, dass nach einer Umstellung der Dosierrate
wieder sehr schnell ein Gleichgewichtszustand erreicht werden konnte, was fiir einen
kontinuierlichen Prozess von grofler Bedeutung ist, um so wenig Produkt wie moglich zu

verlieren.

Die erhobenen Daten wurden des Weiteren genutzt, um die Vorhersagegenauigkeit der
erstellten Kalibriermodelle weiter zu evaluieren. Fiir das Ibuprofen-Modell war die
Abweichung der vorhergesagten Konzentrationen von den Referenzwerten unter 1 % und
somit akzeptabel. Im Versuch Q1 wurde die Ibuprofen-Konzentration fiir die kleinste
eingestellte Konzentration von 7,5 % unterschitzt, wéhrend sie fiir die hdchste
Konzentration von 17,5 % leicht tiberschétzt wurde und fiir die 12,5 % Konzentration gut
zur Referenzmessung passte. Die in den ersten Minuten dargestellten hohen vorhergesagten
Konzentrationen sind Fehlmessungen, da zu Beginn kein Granulat vor der Raman-Sonde
war und so nur der Hintergrund vermessen wurde. Weiter wurde in den ersten drei Minuten
nur Laktose-Monohydrat granuliert. Die Ausreifler, die in den Dosiererdaten sichtbar sind,
sind durch das Umstellen der Dosierrate bedingt. Durch das Umstellen werden am Dosierer
Vibrationen erzeugt, welche das ausgelesene Signal storen. Im Versuch Q2 wurden weitere
Konzentrationen untersucht. Hier war die Vorhersage gut fiir Konzentrationen von 10, 20
und 40 %, wihrend der Gehalt fiir die 30 % Mischung iiberschitzt und fiir die 50 %
Mischung unterschiitzt wurde. Der Grund dafiir kénnte eine Ubersittigung des Signals
gewesen sein. Ab Sekunde 6215 fillt die vorhergesagte Ibuprofen-Konzentration deutlich
ab. An diesem Zeitpunkt wurde das Licht im Labor eingeschaltet. Diese Ergebnisse zeigen
somit deutlich die Lichtempfindlichkeit der Raman-Messung. Die split feeding Versuche
bestdtigten die Anwendbarkeit der entwickelten Methode, zeigten jedoch auch, dass die

entwickelte Raman-Methode, wie bereits vorher erwéhnt, Limitationen bei Konzentrationen
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unter 10 % und bei hohen Konzentrationen aufwies. Dennoch werden die vorherigen
Ergebnisse bestitigt, die eine erfolgreiche Vorhersage des Ibuprofen-Gehaltes mittels des
erstellten Kalibriermodells zeigten. Fiir Diclofenac-Natrium war die Vorhersagegenauigkeit
akzeptabel fiir hohere Konzentrationen und zeigte deutliche Ungenauigkeiten fiir die
niedrigeren Konzentrationen. Das erstellte Modell unterschitzte die Diclofenac-
Konzentration fiir Konzentrationen von 7,5, 12,5, 17,5 und 27,5 % deutlich. Auch im
Versuch R2 wurde der Gehalt fiir die 10, 15 und 20 % Konzentrationen deutlich unterschétzt.
Fir Konzentrationen von 30, 35 und 45 % war die Vorhersage angemessen. Diese
Beobachtungen entsprachen den vorherigen Ergebnissen. Die ausgelesenen Daten der
Dosierer waren in Versuch R1 fiir die ersten 35 min nicht auswertbar. Das Signal der

Dateniibertragung wurde offensichtlich gestort, was zu den grolen Schwankungen fiihrte.

3.6.3 Evaluierung des Mischverhaltens nach verschiedenen Abschnitten”

Um das Prozessverstindnis zu verbessern und mehr Wissen iiber das Mischverhalten zu
generieren, wurde die Mischeffizienz des Zweischneckengranulierers nach verschiedenen
Abschnitten des Granulierers untersucht. Da in/ine Raman-Spektren nicht direkt in den
verschiedenen Zonen des Schneckengehduses aufgenommen werden konnten (siche
3.1.3.1), wurden die Dosierer an verschiedenen Stellen entlang des Schneckengehéuses
platziert und die Schneckenkonfiguration entsprechend angepasst, um die verschiedenen
Abschnitte zu simulieren und den Einfluss der Knetzonen auf die Mischgiite zu untersuchen.
Die Eigenschaften der Granulate wurden in dieser Studie hingegen nicht weiter untersucht.
Fir Versuch S1 wurde die gesamte Léinge des Granulieres ausgenutzt und eine
Standardschneckenkonfiguration mit zwei Knetblocken verwendet (Abbildung 48 a). In
Versuch S2 wurde die Liange auf 20 D verkiirzt und die Schneckenkonfiguration enthielt
entsprechend nur einen Knetblock (Abbildung 48 b), wihrend fiir S3 ausschlieBlich
Forderelemente verwendet wurden (Abbildung 48 c). Raman-Spektren wurden mit dem in
Kapitel 3.3.1 beschriebenen Messaufbau bei eingeschaltetem Raumlicht aufgenommen und
die zugehdrigen Arzneistoffkonzentrationen iiber das in Kapitel 3.3.3.2 beschriebene

Kalibriermodell bestimmt.

" Teile der in diesem und dem nachfolgenden Abschnitt aufgefiihrten Ergebnisse wurden in ,,Optimisation of
an in-line Raman spectroscopic method for continuous API quantification during twin-screw wet granulation
and its application for process characterisation “ publiziert.
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Abbildung 48: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der verschiedenen durchgefiihrten split
feeding Versuche. P: Pulverdosierung, F: Fliissigdosierung, K: Knetzone, R: Raman-Sonde

Zur Darstellung der Ergebnisse wurden die vorhergesagten Konzentrationen und die
Referenzwerte gegen die zugehorige Prozesszeit aufgetragen (Abbildung 49). Des Weiteren
wurden die Daten der beiden Dosierer mithilfe eines LabView Programms aufgezeichnet.

Aus diesen Daten konnte ebenfalls eine resultierende Arzneistoffkonzentration berechnet

werden. Um die Menge der Daten zu reduzieren, wurde hier ein gleitender Mittelwert iiber

10 s gebildet.
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Abbildung 49: Diclofenac-Konzentration berechnet iiber die verschiedenen Analysenmethoden fiir S1
(Position 3), S2 (Position 2) und S3 (Position 1). Hellblaue Raute: Raman-Messung,; dunkelblaues Quadrat:
UV-Messung, graue Linie:Dosierer-Daten
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Wie vorab vermutet, hatten die Knetelemente einen groflen Einfluss auf die
Gleichformigkeit des Gehaltes der produzierten Granulate. Mit abnehmender Lénge des
Granulierers und abnehmender Anzahl an Knetblocken wurden die Schwankungen der
gemessenen Konzentrationen grofer. Fiir das gesamte Schneckengehduse und eine
Schneckenkonfiguration mit zwei Knetblocken wurden lediglich kleine Schwankungen der
Konzentration und somit eine gute Mischféhigkeit beobachtet. Fiir eine verkiirzte Lénge von
20 D und einen Knetblock war die Mischfihigkeit noch weitgehend akzeptabel, wihrend die
gemessenen Konzentrationen deutlich streuten, wenn keine Knetzone verwendet wurde. Um
die Ergebnisse besser vergleichen zu konnen, wurde die absolute Standardabweichung des
Arzneistoffgehaltes als ein Parameter fiir die Qualitidt der Mischung berechnet (Tabelle 14).
Zur Berechnung wurden die im Gleichgewichtszustand erhobenen Daten herangezogen. Am
Anfang der Versuche S2 und S3 schwankten die vorhergesagten Konzentrationen deutlich
mehr, jedoch wurden diese Schwankungen durch eine ungenaue Dosierung der
Pulverdosierer verursacht und wurden deshalb nicht mit in die Berechnung einbezogen. Die
berechneten absoluten  Standardabweichungen bestitigten die Abnahme der
Konzentrationsschwankungen in Abhéngigkeit von der Anzahl an Knetzonen. Die absolute
Standardabweichung war mit 0,25 % fiir zwei Knetzonen am niedrigsten und nahm mit
0,40 % fiir eine Knetzone und 0,62 % fiir eine Konfiguration ohne Knetzonen stetig zu.
Diese Beobachtungen wurden ebenfalls durch die Referenzmessung bestitigt. Demnach sind
die Knetzonen nicht nur fiir eine angemessene Verteilung der Granulierfliissigkeit, sondern
auch fiir eine gute Durchmischung der verschiedenen festen Formulierungskomponenten
wéhrend eines split feeding Prozesses von Bedeutung. Diese Erkenntnis ist wichtig fiir
Prozesse, bei denen mehrere Arznei- oder Hilfsstoffe entlang des Granulierers dosiert
werden sollen, da eine Dosierung in die gleiche Zone mdglicherweise nicht praktikabel ist.

Tabelle 14: Mittelwerte und Standardabweichungen der vorhergesagten Konzentrationen und der
Referenzwerte fiir die drei untersuchten Abschnitte S1-S3. n = 162 (Raman); n = 10 (UV)

Position 3 Position 2 Position 1
Zwei Knetzonen Eine Knetzone Keine Knetzone
Raman uv Raman uv Raman uv
Mittelwert [%] 14,80 14,66 14,36 14,43 14,64 14,90
Absolute Stabw [%] 0,25 0,23 0,40 0,36 0,62 0,60

Die beschriebenen Versuche wurden ebenfalls mit der in Kapitel 3.4 verwendeten

pharmazeutischen Zubereitung durchgefiihrt (Datensétze U1-U3). Dafiir wurden die
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Hilfsstoffe vorab gemischt und nachfolgend die Hilfsstoffmischung und der Arzneistoff
getrennt voneinander dosiert. Das weitere Vorgehen entsprach den Versuchen S1-S3. Die
aufgenommenen Raman-Spektren wurden mithilfe des in Kapitel 3.4.4 erstellten
Kalibriermodells ausgewertet. Des Weiteren wurde hier die Verweilzeit flir die einzelnen
Positionen mit Hilfe des ExtruVis Systems bestimmt und die produzierten Granulate wurden
nach erfolgter Trocknung auf einer Excenterpresse zu Tabletten verpresst und die
Gleichformigkeit des Gehaltes der Tabletten untersucht. Damit sollte tiberpriift werden, ob
sich die in der Raman-Messung detektierten Schwankungen auch in den Tabletten
wiederfinden. Dadurch konnte die Bedeutung der Schwankungen besser eingeordnet

werden.

Die Versuche bestitigten die vorherigen Ergebnisse. Auch hier nahm die absolute
Standardabweichung zu, wenn die Linge des Granulierers verkiirzt und die Anzahl der
Knetzonen verringert wurde (Abbildung 50 und Tabelle 15). Das Signal des Dosierers zeigte
grole Schwankungen wéhrend des Prozesses, was die weit ausschlagenden Diclofenac-
Konzentrationen berechnet basierend auf den Dosiererdaten erklirt. Eine Uberpriifung des
Dosierers hat jedoch gezeigt, dass die richtige Menge Pulver dosiert wurde und auch die
Ergebnisse der Raman- und UV-Messung bestitigten, dass die Menge dem Sollwert
entsprach. Deshalb ist davon auszugehen, dass das Signal der Dateniibertragung gestort

wurde, weshalb die Daten nicht zuverldssig waren.
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Abbildung 50: Diclofenac-Konzentrationen der verschiedenen Analysenmethoden fiir die Versuche UI-U3.
Hellblaue Raute: Raman-Messung; dunkelblaues Quadrat: UV-Messung; graue Linie: Dosierer-Daten
Die groBeren Konzentrationsschwankungen konnten auch in den hergestellten Tabletten
wiedergefunden werden. Zwar entsprachen alle Tabletten aus den drei verschiedenen

92



Ergebnisse und Diskussion

Granulaten den Anforderungen des Arzneibuches an die Gleichformigkeit einzeldosierter
Arzneiformen [103], dennoch wurden fiir die Granulate, die mit nur einer oder keiner
Knetzone produziert wurden, groBere AV-Werte bestimmt. So lag der AV-Wert fiir Position
3 bei 2,26, fiir Position 2 bei 5,20 und fiir Position 1 bei 10,61 (Tabelle 15).

Eine weitere interessante Beobachtung war, dass der vorhergesagte Gehalt fiir Position 2 im
Mittel bei 9,74 %, also leicht unter dem eingestellten Wert von 10 %, lag und der mittlere
Gehalt der Tabletten nachfolgend mit 97,28 % bestimmt wurde, wihrend der mittlere
vorhergesagte Gehalt fiir Position 1 bei 11,17 % lag und der mittlere Gehalt der Tabletten
107,79 % betrug. Dies zeigt deutlich die Anwendbarkeit der Raman-Messung zur Kontrolle
des Granulierprozesses und zur Vorhersage des Gehaltes in den nachfolgend produzierten
Tabletten.

Tabelle 15: Mittelwerte und Standardabweichungen der vorhergesagten Konzentrationen und der

Referenzwerte fiir die drei untersuchten Abschnitte UI-U3. n = 109 (Raman); n = 10 (UV) AV-Werte fiir die
Tabletten aus den drei unterschiedlichen Granulaten. n = 10

Position 3 Position 2 Position 1

Zwei Knetzonen Eine Knetzone Keine Knetzone

Raman uv Raman uv Raman uv

ks Mittelwert [%] 10,17 10,11 9,74 9,54 11,17 11,14

=

§ Absolute Stabw [%] 0,48 0,31 0,60 0,61 1,33 1,00
AV-Wert 2,26 5,20 10,61

§ Mittlerer Gehalt [%] 100,56 97,28 107,79

= Absolute Stabw [%] 0,94 1,66 1,84

Die berechnete mittlere Verweilzeit unterschied sich fiir die drei untersuchten Positionen
deutlich. Fiir Position 3 wurde eine mittlere Verweilzeit von 42,4 s, fiir Position 2 von 23,1 s
und fiir Position 1 von 17,6 s bestimmt. Mit einer Reduzierung der Lénge des Granulierers
und der Abnahme an Knetzonen stand somit auch weniger Zeit fiir die Durchmischung und

Agglomeration der Formulierungskomponenten zur Verfiigung.

3.6.4 Evaluierung des Mischverhaltens in  Abhingigkeit verschiedener
Prozessparameter

Bisher wurden alle Versuche zur Mischeffizienz mit gleichbleibenden Prozessparametern

durchgefithrt. Um den Einfluss verschiedener Prozessparameter auf die Mischeffizienz
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systematisch zu untersuchen, wurde flir jeden im vorherigen Kapitel beschriebenen
Abschnitt ein vollfaktorieller 3% statistischer Versuchsplan mit drei Wiederholungen des
Zentralpunktes erstellt (Datensdtze T1 bis T3, Kapitel 6.2.4.4 Tabelle 28). Damit sollten die
Einfliisse des Fiillgrads und der Schneckengeschwindigkeit auf die Qualitidt der Mischung
untersucht werden. Um die Auswertung moglichst einfach zu halten, wurde der specific feed
load (SFL), der von Kolter et al. eingefiihrt wurde [104], als Surrogatparameter fiir den
Fiillgrad verwendet, da Meier et al. gezeigt haben, dass der SFL. mit dem volumetrischen
Fiillgrad korreliert [37]. Als ZielgroBe fiir die Qualitdt der Mischung wurde, wie bereits
vorher beschrieben, die absolute Standardabweichung berechnet. Fiir die Berechnung
wurden die im Gleichgewichtszustand erhobenen Daten verwendet. AuBBerdem wurde ein
relativer Fehler bezogen auf den Referenzwert berechnet, um zu zeigen, dass der
vorhergesagte Wert unabhingig von den Prozessparametern richtig war. Da der relative
Fehler fiir alle Granulationen unter 10 % war, konnen die vorhergesagten Werte als richtig
angenommen werden. Fiir jeden untersuchten Abschnitt wurden die vorhergesagten Werte
und die Referenzwerte gegen die Prozesszeit aufgetragen (Abbildung 51). Die Pfeile zeigen

dabei an, wann die Prozessbedingungen verdndert wurden.
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Abbildung 51: Diclofenac-Konzentrationen der verschiedenen Analysenmethoden fiir die Evaluierung der
Abhdngigkeit von verschiedenen Prozessparametern (a) Tl (b) T2 (c) T3. Hellblaue Raute: Raman-Messung;
dunkelblaues Quadrat: UV-Messung; graue Linie:Dosierer-Daten
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In Abbildung 51 ¢ sind in den ersten 3000 s groBBe Schwankungen erkennbar, welche
vermutlich durch ein ungenaues Dosieren des verwendeten gravimetrischen Dosierers
verursacht wurden, obwohl dieses nicht im Signal des Dosierers wiedergefunden werden
konnte. Deshalb sollten diese Messwerte mit Vorsicht betrachtet werden. Der Vergleich der
drei Abbildungen a bis ¢ in Abbildung 51 zeigt deutlich, was bereits zuvor diskutiert wurde:
Die Schwankungen der gemessenen Arzneistoffkonzentration nehmen mit abnehmender
Lénge des Granulierers und abnehmender Anzahl an Knetzonen zu. Dies zeigte sich auch in
den berechneten Standardabweichungen, welche von Position 1 zu Position 3 fiir alle
durchgefiihrten Experimente (auler N 10) abnahmen (Tabelle 16). Trotzdem resultierte die
Auswertung des statistischen Versuchsplans in einem schlechten Modell, da die Beziehung
zwischen den Faktoren und ZielgroBen schwach war. Die hochste Streuung konnte fiir den
geringsten Fiillgrad und die geringste Schneckendrehzahl und die geringste Streuung fiir
hohere Fiillgrade und Schneckendrehzahlen beobachtet werden. Trotzdem wurde die
Qualitdt der Mischung fiir Position 3 nur minimal durch den Fiillgrad beeinflusst. Fiir die
anderen beiden Positionen beeinflusste die Schneckendrehzahl die Qualitét der Mischung
leicht (Effekt-Plots siche Anhang, Abbildung 56). Diese Beobachtungen konnten jedoch
nicht durch die Referenzwerte bestitigt werden. Die absolute Standardabweichung der UV-
Werte wurde nicht signifikant durch den Fiillgrad oder die Schneckendrehzahl beeinflusst.
Dies ldsst vermuten, dass die Streuung nicht aufgrund einer besseren Durchmischung
abnahm, sondern dadurch, dass ein hoheres Probenvolumen vermessen wurde.
Weiterfiihrende Studien haben gezeigt, dass das vermessene Probenvolumen ebenfalls mit
einem hoheren Fillgrad und einer hdheren Schneckendrehzahl zunimmt, da die Granulate
den Granulierer mit einer hoheren Geschwindigkeit verlassen und somit mehr Granulat pro
Zeiteinheit die Raman-Sonde passiert. Demnach beeinflussen die Prozessparameter Fiillgrad
und Schneckendrehzahl die Qualitdt der Mischung in einem geringeren Ausmaf} als die
Lange des Granulierers und die Anzahl an Knetzonen. Weiter zeigten einige Granulate eine
grofle Streuung des Arzneistoffgehaltes (Stabw > 0,94 %), was sich in nachfolgend
produzierten Tabletten widerspiegeln konnte und so zu einer schlechten Gleichformigkeit
des Gehaltes in den einzeldosierten Arzneiformen fiihren wiirde. Eine durchgehend gute
Qualitit der Mischung konnte nur erreicht werden, wenn die ganze Lénge des Granulierers
genutzt wurde und zwei Knetzonen verwendet wurden. Fiir split feeding Applikation ist eine
Lénge des Granulierers von 12-20 D, wie sie héufig fiir die Granulation verwendet wird,

somit eventuell nicht ausreichend.
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Tabelle 16: Eingestellte Faktoren und resultierende Zielgrdfen fiir den Datensatz T1 — T3 (n = 60 (Raman); n = 6 (UV)).

Faktoren Raman uv
Versuch SFL [g] Schnecken- Absolute Standard- Absolute Standard- Absolute Standard- Absolute Standard- Absolute Standard- Absolute Standard-
drehzahl [1/min] abweichung [%] abweichung [%] abweichung [%] abweichung [%)] abweichung [%)] abweichung [%)]
Position 3 Position 2 Position 1 Position 3 Position 2 Position 1
N1 0,134 150 0,51 1,35 2,19 0,48 1,32 1,57
N 2 0,20 150 0,44 1,01 2,08 0,13 0,99 1,49
N3 0,267 150 0,19 0,80 1,47 0,55 1,28 0,83
N 4 0,134 300 0,44 0,67 1,94 0,22 1,65 2,55
N5 0,20 300 0,29 0,62 1,64 0,34 1,26 1,44
N 6 0,267 300 0,33 0,51 0,83 0,18 0,96 0,62
N7 0,134 450 0,33 0,64 0,84 0,34 0,97 0,70
N 8 0,20 450 0,41 0,61 1,24 0,27 0,53 0,81
N9 0,267 450 0,17 0,32 0,57 0,32 1,08 1,07
N 10 0,20 300 0,38 1,09 0,93 0,39 1,00 0,48
N 11 0,20 300 0,28 0,98 1,06 0,58 0,38 1,19
N 12 0,20 300 0,35 0,46 0,78 0,14 0,57 0,53
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3.6.5 Zusammenfassung

Die verschiedenen split feeding Untersuchungen haben allesamt gezeigt, dass der
Zweischneckengranulierer eine  gute  Mischeffizienz  besitzt und  mehrere
Formulierungskomponenten somit gleichzeitigt gemischt und granuliert werden konnen.
Lediglich das Dosieren von Arznei- oder Hilfsstoffen ganz am Ende des Dosierers konnte
aufgrund der fehlenden Strecke zu einer ungentigenden Durchmischung fithren. Au3erdem
sind Knetzonen fiir eine angemessene Qualitidt der Mischung zwingend notwendig. Weitere
Untersuchungen miissen zeigen, welche Rolle die Léange des Granulierers spielt und ob auch
eine kiirzere Schnecke mit zwei Knetzonen zu akzeptablen Ergebnissen fiihrt. Diese
Erkenntnisse sind wichtig fiir die Entwicklung vollstindig kontinuierlicher Prozesslinien,

bei denen auf eine chargenweise Vormischung verzichtet werden soll.
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4 Zusammenfassung

Derzeit findet ein Umdenken in der pharmazeutischen Industrie statt, das sich mit der
Umstellung der traditionellen ansatzweisen  Herstellung auf  kontinuierliche
Produktionswege fiir Arzneiformen befasst. Fiir diese innovativen Herstellungstechnologien
werden dringend neue in/ine Analysenmethoden bendtigt, die eine schnelle und nicht
zerstorende Qualitdtskontrolle der produzierten Giiter erlauben. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde deshalb die Raman-Spektroskopie als ein mogliches PAT-Werkzeug zur inline
Gehaltsbestimmung von Arzneistoffen wihrend der Zweischneckengranulation untersucht.
Damit wurde einerseits die Eignung Raman-spektroskopischer Methoden zur inline
Qualitdtskontrolle evaluiert und aulerdem der Zweischneckengranulierprozess mithilfe der

entwickelten Methoden in Bezug auf seine Mischeffizienz charakterisiert.

In der ersten Versuchsreihe wurde die Anwendbarkeit der Raman-Spektroskopie zur
Quantifizierung des ausgewihlten Arzneistoffes in einer Pulvermischung untersucht. Es
konnte ein externes Kalibriermodell erstellt werden, das jedoch noch erhebliche
Ungenauigkeiten zeigte. Dennoch konnte die Eignung der Raman-Spektroskopie zur
Quantifizierung von Arzneistoffen bestitigt werden. Die erhaltenen Ergebnisse sollten
weiter auf eine in/ine Messung libertragen werden. Dazu sollte die MR-Sonde des Raman-
Spektrometers mittels eines speziellen Ports in das Schneckengehduse des
Zweischneckengranulierers eingebaut werden. Die Implementierung der Raman-Sonde in
den Prozess bereitete jedoch erhebliche Schwierigkeiten und war aus verschiedenen
Griinden nicht méglich. Zunéchst wurde die Sonde durch das Granulat verschmutzt, weshalb
nachfolgend ein Druckluft-Anschluss zur Reinigung der Sonde implementiert wurde. Dies
fiihrte jedoch zu weiteren Problemen. Aus diesen Griinden wurde die Messung nachfolgend
am Ende des Granulierers durchgefiihrt, wozu die Raman-Sonde in einer selbst entwickelten
Konstruktion direkt hinter dem Auslass des Granulierers befestigt wurde. Anstatt der MR-
Sonde wurde nachfolgend die PhAT-Sonde verwendet, da diese einen grofleren Laserspot-
Durchmesser hat, was aufgrund des groferen vermessenen Probenvolumens zu einer
stabileren Kalibrierung fithren sollte. Mit dem neuen Messaufbau war es moglich,

auswertbare inline Raman-Spektren aufzunehmen.

In weiteren Versuchsreihen wurden mit der entwickelten Messmethode in/ine Raman-
Spektren fiir zwei verschiedene Arzneistoffe aufgenommen und fiir beide Arzneistoffe
konnten PLS Kalibriermodelle erstellt werden, die angemessene Vorhersagefehler zeigten.
Jedoch erwies sich die Modellerstellung fiir Diclofenac-Natrium schwieriger als fiir

Ibuprofen. Wahrend dieser Versuche zeigte sich, dass vor allem die wahrend der Granulation
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eingestellte Feuchte einen Einfluss auf die Intensitit der aufgenommenen Raman-Spektren
hatte. Auflerdem war die Raman-Messung lichtempfindlich. Die Modelle hatten zwar
angemessene Vorhersagefehler, jedoch wéren die Fehler fiir eine Bestimmung der
Gleichformigkeit des Gehalts der produzierten Granulate noch zu hoch. Weiter zeigte auch

die entwickelte Konstruktion zur Implementierung der Raman-Sonde einige Schwéchen.

So wurde im Folgenden versucht, die Konstruktion weiter zu optimieren, um so eine bessere
Vorhersagegenauigkeit zu erreichen. Dazu wurde zum einen die Stabilitdt der Konstruktion
erhoht, um einen reproduzierbaren Aufbau zu gewihrleisten und zum anderen der
Einbauwinkel der Raman-Sonde verdndert, um das Signal-Rausch Verhiltnis zu verbessern.
Weiter sollte in diesem Teil untersucht werden, ob mit dieser optimierten Konstruktion
zumindest eine Messung bei Raumlicht moglich ist. Dazu wurden verschiedene Datensitze
im Dunkeln und bei Raumlicht aufgenommen und aus den Daten PLS Modelle erstellt,
welche anschlieBend verglichen wurden. Ein Vergleich mit den ersten Modellen hat gezeigt,
dass die Vorhersagefehler erheblich verbessert werden konnten und aulerdem eine Messung
bei Raumlicht ohne Verluste in der Genauigkeit der Vorhersage mdglich war. Die Art des
Einbaus der Raman-Sonde in den Prozess beeinflusste folglich mafigeblich die erhaltenen
Ergebnisse und ist somit ein kritischer Schritt bei der Implementierung von PAT-

Werkzeugen.

Um zu zeigen, dass die Raman-Methode auch fiir pharmazeutische Zubereitung anwendbar
ist, wurden die vorherigen Versuche mit physikalischen Mischungen, die neben dem
Arzneistoff Diclofenac-Natrium und dem Fiillstoff Laktose-Monohydrat auch noch ein
Binde- und Zerfallshilfsmittel enthielten, wiederholt. Die weiteren Matrixbestandteile hatten

keinen Einfluss auf die Quantifizierung des Arzneistoffes.

Die vorherigen Versuche bestdtigten die erstmalige und erfolgreiche Implementierung der
Raman-Spektroskopie in den Zweischneckengranulierprozess. Um die Entwicklung der
Methode vollstindig abzuschlieBen, sollte weiter eine Validierung der Methode nach
giiltigen Rahmenvorschriften durchgefiihrt werden. Dabei miissen sowohl die analytische
Methode, als auch das Vorhersagemodell validiert werden. Es wurden nicht alle
Validierungsparameter erfiillt, jedoch waren die Ergebnisse vielversprechend und es wird
angenommen, dass durch kleine Verdnderungen der analytischen Methode, u.a. einer
Erhohung der Belichtungszeit, eine vollstindige Erfiillung aller Validierungsparameter
erreicht werden kann. Weiter konnte das Vorhersagemodell durch weitere Eingrenzungen
des spektralen Bereiches moglicherweise nochmals optimiert werden.

Die Anwendbarkeit der entwickelten Methoden und Modelle wurde wihrend mehrerer sp/it
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feeding Prozesse bestétigt. Weiter wurde auch die Mischeffizienz des Granulierers mithilfe
der Raman-Spektroskopie untersucht. Alle Versuche belegten die gute Mischeffizienz des
Zweischneckengranulierers. Zudem konnte gezeigt werden, dass vor allem die Knetzonen
einen erheblichen Einfluss auf die Qualitit der Mischung hatten, Prozessparameter wie der
Fiillgrad und die Schneckendrehzahl die Mischgiite hingegen nur minimal beeinflussten.
Diese Ergebnisse sind vielversprechend und belegen, dass fiir einfache Mischungen auf
Vormischungen verzichtet werden kann und so Fertigungslinien mdglicherweise verkiirzt

werden konnen.

Die Raman-Spektroskopie ist ein vielversprechendes PAT-Werkzeug fiir eine inline
Qualitdtskontrolle. Der Arzneistoffgehalt produzierter Granulate konnte mittels der Raman-
Spektroskopie inline bestimmt werden. Dennoch sind weitere Optimierungen der Methode
fiir einen Einsatz zur prozessanalytischen Qualitdtskontrolle nétig, um die Vorhersagefehler
zu minimieren und so Analysenergebnisse erhalten zu konnen, die mit offline gewonnenen

Ergebnissen der Qualititskontrolle vergleichbar sind.
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S5 Summary

Currently, a change in thinking is taking place in the pharmaceutical industry. The
traditionally batch-wise production of pharmaceuticals should be switched to a more
effective continuous production. So there is also a high demand on new non-destructive and
fast inline analysis methods for a continuous process control of the new manufacturing
technologies. Therefore, in this work Raman spectroscopy was evaluated as a PAT tool for
a continuous API quantification during twin-screw wet granulation. In a second part the
mixing efficiency of the twin-screw granulator was evaluated using the developed Raman

method.

First, the suitability of Raman spectroscopy for an API quantification in the selected powder
mixture was investigated. It was possible to built an external PLS calibration model, which
however showed considerable inaccuracies. But nevertheless it was possible to quantify the
API using Raman spectroscopy. This offline result should be further transmitted to an inline
measurement. Therefore, a MR probe was implemented in the twin-screw granulator by a
particular port. But an inline measurement was not possible because of several problems
with this installation. Hence, the Raman probe, now a PhAT probe, was attached in a own
created construction directly in front of the granulator outlet. The PhAT probe had a greater
laser spot size, which resulted in a higher sampling volume and thus, in a more robust
calibration. With this new measurement setup inline Raman spectra of the granules could be

collected and evaluated.

With this developed method inline Raman spectra of granules containing ibuprofen or
diclofenac-sodium were collected and for both APIs PLS calibration models were built. The
developed models showed appropriate predictive errors. However, the model building for
diclofenac was more complicated than for ibuprofen. During these experiments it was shown
that the liquid to solid ratio had a great impact on the resulting Raman spectra. Furthermore,
light disturbed the Raman measurement. Besides these problems the construction itself had
still some limitations. Because of this the predictive error was still too high for a content

uniformity testing.

Thus, the construction for the implementation of the Raman probe was optimised to increase
the predictive performance. The construction was optimised regarding its stability to ensure
a reproducible measurement setup. Further, the installation angle of the probe was changed
from 90 to 60 degrees to improve the signal to noise ratio. The construction was also
optimised regarding the light transmission to allow a measurement in interior light. Different

PLS models were built with spectra collected in the dark or in interior light and compared
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among each other and with the first developed calibration model. This comparison proved
that the predictive performance could be clearly increased and a measurement in interior
light was possible without a loss in the predictive performance. Consequently, the
implementation of the Raman probe in the process stream has a great impact on the following

results and is a critical step in the development of new PAT tools.

For all experiments up to now only binary mixtures were investigated. To prove that the
developed method is also feasible for pharmaceutical formulations, the previous experiments
were rerun. The results showed that an additional binder and disintegrant had no influence

on the model building and the predictive performance.

An inline Raman spectroscopic method for continuous API quantification during twin-screw
wet granulation was developed successfully. To complete the development of the
spectroscopic method a validation was performed regarding the ICH validation guideline in
cooperation with the European pharmacopoeia monograph 5.21. Not all validation
parameters were passed, nevertheless the results were promising and it was assumed that
with small changes of the analytical method better results could be achieved and the

validation would be passed.

Further, the applicability of the developed method and built models was proven during
different split feeding applications. The developed method was used to evaluate the mixing
ability of the twin-screw granulator and all performed experiments proved the high mixing
efficiency of the twin-screw granulator. Especially the kneading zones had a great impact on
the quality of the mixture, while the fill-level and the screw speed were only of minor
influence. Thus, it can be concluded that a pre-blending step is not necessary for simple

mixtures.

The results of the present work showed that Raman spectroscopy is a promising PAT tool
for a continuous inline API quantification during twin-screw wet granulation. Nevertheless,
the developed method and models have to be further optimised for an inline content

uniformity testing.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Materialien

6.1.1 Arzneistoffe

Arzneistoff | Handelsprodukt | Charge Hersteller Versuchsreihe
Ibuprofen Ibuprofen 50 IB1Y0082 BASF A-G

Ph. Eur. / USP / Q

JP
Diclofenac- Diclofenac PDFS190190 Unique H-K
Natrium Sodium Ph. Eur. Chemicals R-T
Diclofenac- | Diclofenca RDS/1807/0136A | Amoli L-P
Natrium Sodium Ph. Eur. Organics U

6.1.2 Hilfsstoffe

Hilfsstoff Handelsname Hersteller | Versuchsreihe
Laktose-Monohydrat Granulac® 200 Meggle A-U
Hochdisperses Siliziumdioxid | Aerosil® 200  VV | Evonik F-U

Pharma
Natriumhydroxid (NaOH) Sodium hydroxide | AppliChem | Methoden

Pellets p.A.
Demineralisiertes Wasser Ph. Eur. Methoden
Natriumstirkeglykolat Explotab® JRS L-P

U
Hydroxypropylmethylcellulose | Pharmacoat® 603 ShinEtsu L-P
(HPMC) U
Amaranth Amaranth 85 E 123 BASF Methoden
Magnesiumstearat - Welding Zur
GmbH Tablettierung
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6.2 Methoden
6.2.1 Herstellungsmethoden

6.2.1.1 Sieben und Mischen

Die verwendeten Arzneistoffe und das Aerosil® wurden vor der Verarbeitung durch ein
315 um Sieb gegeben. Die Herstellung der physikalischen Mischungen fiir die externe
Kalibrierung erfolgte durch 20-miniitiges Mischen in einem Turbula®-Mischer (T2C, W.A.
Bachofen, Schweiz). Die Ansatzgrof3e betrug 10 g. Fiir die Granulation wurden Ansétze
zwischen 1,5 und 2,5 kg eingewogen und die physikalischen Mischungen durch Mischen in
einem Freifallmischer (Labormischer LM 40, L.B. Bohle, Deutschland) hergestellt. Es
wurde jeweils 20 min bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 25-30 U/min gemischt.
Vor den split feeding Versuchen (Q-U) wurden Laktose-Monohydrat und die Arzneistoffe
ebenfalls mit 0,2 % Aerosil® versetzt und 20 min gemischt.

Die genauen Zusammensetzungen der in der vorliegenden Arbeit verwendeten

physikalischen Mischungen kénnen den folgenden Tabellen entnommen werden.

Tabelle 17: Zusammensetzung der Proben fiir die externe Kalibrierung der MR-Sonde.

Versuchsreihe Kalibrierprobe Ibuprofen Laktose-Monohydrat
[%: m/m] [%; m/m]
A 1 2,5 97,5
2 5 95
3 7,5 92,5
4 10 90
5 12,5 87,5
6 15 85
7 20 80
8 25 75
9 30 70
10 35 65
11 40 60
12 45 55
13 50 50
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Tabelle 18: Zusammensetzung der Proben fiir die externe Kalibrierung der PhAT-Sonde.

Versuchsreihe Kalibrierprobe Ibuprofen Laktose-Monohydrat
[%: m/m] [%; m/m]
E 1 2,5 97,5
2 5 95
3 7,5 92,5
4 10 90
5 12,5 87,5
6 15 85
7 20 80
8 25 75
9 30 70
10 35 65

Tabelle 19: Zusammensetzung der Proben fiir die Erstellung eines inline Kalibriermodells fiir Ibuprofen.

Versuchsreihe Probe Ibuprofen Laktose- Aerosil®
[%: m/m] Monohydrat [%, m/m]
[%; m/m]
F1 Kalibrierprobe
1 5 94,8 0,2
2 10 89,8 0,2
3 15 84,8 0,2
4 20 79,8 0,2
5 25 74,8 0,2
6 30 69,8 0,2
7 40 59,8 0,2
8 50 49,8 0,2
F2 Testprobe
1 7,5 92,3 0,2
2 12,5 87,3 0,2
3 17,5 82,3 0,2

107



Methoden

Tabelle 20: Zusammensetzung der Proben fiir die Erstellung eines inline Kalibriermodells fiir Diclofenac-
Natrium.

Versuchsreihe Probe Diclofenac- Laktose- Aerosil®
Natrium Monohydrat [%, m/m]
[%; m/m] [%; m/m]
Hl Kalibrierprobe
1 5 94,8 0,2
2 10 89,8 0,2
3 15 84,8 0,2
4 20 79,8 0,2
5 25 74,8 0,2
6 30 69.8 0,2
7 40 59,8 0,2
8 50 49,8 0,2
H2 Testprobe
1 7,5 92,3 0,2
2 12,5 87,3 0,2
3 17,5 82,3 0,2
4 35 64,8 0,2
5 45 54,8 0,2

Tabelle 21: Zusammensetzung der Proben fiir die Erstellung eines optimierten Kalibriermodells.

Versuchsreihe Probe Diclofenac- Laktose- Aerosil®
Natrium Monohydrat [%, m/m]
[%; m/m] [%; m/m]
11,J1,K Kalibrierprobe
1 5 94,8 0,2
2 10 89,8 0,2
3 15 84,8 0,2
4 20 79,8 0,2
5 25 74,8 0,2
12,])2 Testprobe
1 7,5 92,3 0,2
2 12,5 87,3 0,2
3 17,5 82,3 0,2
4 225 77,3 0,2
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Tabelle 22: Proben fiir die Modellerstellung fiir eine pharmazeutische Zubereitung.

Versuchsreihe Probe Diclofenac- Laktose- Natrium - HPMC Aerosil®
Natrium  Monohydrat  Stirkeglykolat — [%; [%,
[%; m/m] [%; m/m] [%; m/m] m/m] m/m]

L1, M1 Kalibrierprobe

1 5 86,8 5 3 0,2
2 10 81,8 5 3 0,2
3 15 76,8 5 3 0,2
4 20 71,8 5 3 0,2
5 25 66,8 5 3 0,2
L2, M2 Testprobe
1 7,5 84,3 5 3 0,2
2 12,5 79,3 5 3 0,2
3 17,5 74,3 5 3 0,2
4 22,5 69,3 5 3 0,2

Tabelle 23: Zusammensetzung der Proben fiir die Untersuchungen zur Validierung.

Versuchsreihe Probe Diclofenac- Laktose- Na- HPMC Aerosil®

Natrium  Monohydrat Stérkeglykolat [%: [%,
[%; m/m] [%; m/m] [%: m/m] m/n;] m/m]

NI -N3 1 5 86,8 5 3 0,2
01-03 2 7,5 84,3 5 3 0,2
3 12,5 79,3 5 3 0,2

4 17,5 74,3 5 3 0,2

5 22,5 69,3 5 3 0,2

6 25 66,8 5 3 0,2

6.2.1.2 Dosieren

Die physikalischen Mischungen wurden manuell in einen gravimetrischen Dosierer (K-CL-
24-KT 20, K-Tron, Schweiz) iiberfiihrt. Der Dosierer wurde vor jedem Versuch intern
kalibriert. Fiir die split feeding Versuche wurde ein zweiter Dosierer (K-CL-KT20, K-Tron,

Schweiz) verwendet.

6.2.1.3 Feuchtgranulieren

Alle Feuchtgranulationen wurden mit einem Pharma 16 Zweischneckengranulierer (Thermo
Fisher Scientific, Karlsruhe, Deutschland) durchgefiihrt. Der Zweischneckengranulierer hat
einen Schneckendurchmesser von 16 mm wund eine Linge von 40xD. Als

Granulierfliissigkeit wurde bei allen Versuchen demineralisiertes Wasser verwendet, das
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iiber eine Mikrozahnringpumpe (MZP 7205, HNP-Mikrosysteme, Schwerin, Deutschland)
mittels einer Kapillare mit einem inneren Durchmesser von 0,12 mm dosiert wurde. Die
jeweiligen Prozessparameter sind in nachfolgender Tabelle aufgefiihrt. Die Temperatur des
Schneckengehduses betrug fiir alle Versuche 30 °C. Weiter wurde immer eine Standard-
Schneckenkonfiguration verwendet, die sich fiir die verschiedenen Versuche leicht

unterschied.
Schneckenkonfigurationen:

Versuchsreihe B und C: 4 D Forderelemente (hohe Ganghdhe) — 12 D Forderelemente
(normale Ganghohe) — 6 (1,5 D) Knetelemente 60° - 22,5 D Forderelemente (normale
Ganghdhe).

Versuchsreihe F und H: 1 Knetelement - 4 D Forderelemente (hohe Ganghohe) — 6 D
Forderelemente (normale Ganghdhe) — 5 (1,25 D) Knetelemente 60° - 10 D Forderelemente
(normale Ganghohe) — 6 (1,5 D) Knetelemente 60° - 1 D distributives Mischelement — 16 D

Forderelemente (normale Ganghohe).

Versuchsreihe I und J: 1 Knetelement - 4 D Forderelemente (hohe Ganghdhe) — 4 D
Forderelemente (normale Ganghdhe) — 5 (1,25 D) Knetelemente 60° - 10 D Forderelemente
(normale Ganghohe) — 6 (1,5 D) Knetelemente 60° - 1 D distributives Mischelement — 18 D

Forderelemente (normale Ganghohe).

Versuchsreihen L, M, N und O: 1 Knetelement - 4 D Forderelemente (hohe Ganghdhe) — 6
D Forderelemente (normale Ganghohe) — 5 (1,25 D) Knetelemente 60° - 10 D
Forderelemente (normale Ganghdhe) — 6 (1,5 D) Knetelemente 60° - 17 D Forderelemente

(normale Ganghdhe).

Fiir die split feeding Versuche wurde der Granulierer mit einem zweiten gravimetrischen
Dosierer ausgestattet. Laktose-Monohydrat wurde immer zuerst in den Granulierer dosiert
und der jeweilige Arzneistoff zwei Zonen dahinter. Die Dosierraten der beiden Dosierer
wurden so justiert, dass jeweils die gewiinschte Arzneistoffkonzentration erreicht wurde. Die
Schneckenkonfiguration wurde fiir die split feeding Versuche folgendermallen angepasst: 1
Knetelement - 4 D Forderelemente (hohe Ganghohe) - 12 D Forderelemente (normale
Ganghohe) - 5 Knetelemente 60° (1,25 D) - 10 Forderelemente - 6 Knetelemente 60° (1,5
D) - 1 D distributibves Mischelement - 10 D Forderelemente. Fiir die Versuche S2 und U2
wurde die Lange des Granulieres verkiirzt und folgende Schneckenkonfiguration verwendet:
1 Knetelement - 4 D Forderelemente (hohe Ganghdhe) - 12 D Forderelemente (normale
Ganghohe) - 5 Knetelemente 60° (1,25 D) - 2 D Forderelemente. Fiir die Versuche S3 und
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U3 wurde die Liange des Granulierers um weitere 4 D verkiirzt und eine Schnecke mit
ausschlieBlich Forderelementen verwendet.

Die genauen Prozesseinstellungen der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche
konnen Tabelle 24 und Tabelle 25 entnommen werden. Alle Prozessdaten wurden mithilfe
des Programms Labview (Labview 2009 SP 1, National Instruments, Texas, USA)

aufgezeichnet.
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Tabelle 24: Prozessparameter der Granulation und der Raman-Messung fiir die Granulationen der physikalischen Mischungen.

Prozessparameter der Granulation Einstellungen der Raman-Messung
Ver- AS | Schnecken- | Temp. | Pulverdosierrate Flissigdosierrate | Feuchte | Belichtungs- | Intervall | Anzahl Spektren pro | Licht
suchs- drehzahl [°C] [g/min] [g/min] zeit [s] [s] Konzentrationslevel
reihe [1/min]
externe Kalibrierung MR-Sonde 5bis 10 - 10
B 150 30 40 3 0,075 15 60 20
100 30 40 3 0,075 15 60 20
C 125 30 40 3 0,075 15 60 20
§ 150 30 40 3 0,075 15 60 20
]
D é‘ statische Messung 15 60 10
O
E externe Kalibrierung PhAT-Sonde 5 - 10
Dunkel
F1
150 30 40 3 0,075 5 45 20
F2
G siehe Kapitel 6.2.4.4
HI 0,075 -
g 150 30 40 3-7.2 ’ 2 30 20
H2 5 0,18
8
n |z
S 150 30 40 4,6 0,115 2 20 25
12 g
(et
]
J1 S
A 150 30 40 4,6 0,115 2 20 25 Hell
I2
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L1

L2

M1

M2

N1

N2

N3

01

02

O3

Tages-
licht
150 30 40 4,6 0,115 20 25 Dunkel
150 30 40 4,6 0,115 20 25 Hell
Dunkel
150 30 40 4,6 0,115 20 25
Hell
Hell/
siehe Kapitel 6.2.3.5 10 60
Dunkel
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Tabelle 25: Prozessparameter der Granulation und Raman-Messungen fiir die split feeding Versuche.

Prozessparameter der Granulation Einstellungen der Raman-Messung
Ver- | AS | Schnecken- | Temp. | Pulverdosier- Pulverdosier- Fliissigdosier | Feuchte | Belichtungs- | Intervall | Anzahl Licht
suchs drehzahl [°C] rate HS [g/min] | rate AS [g/min] | -rate [g/min] zeit [s] [s] Spektren
-reihe [1/min]
37 3
Q1 35 5
: 33 7
L
% 150 30 32 8 3 0,075 5 10 120
=]
= 28 12
Q2
24 16
20 20
37 3
Dunkel
35 5
3 0,075 2 10
£ 33 7
R1 5
E 29 11
z
S 150 30 26 14 5,6 0,14 120
=
< 22 18 6,8 0,17
= 36 4 2 10
3 0,075
R2 32 8
28 12 52 0,13
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S1

S2

S3

Ul

U2

U3

34 3 0,075
150 30 34 4,6 0,115 10 162 Hell
siehe Kapitel 6.2.4.
150 30 36 4,6 0,115 10 109 Hell
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6.2.1.4 Trocknen
Alle Proben fiir die UV-Vis Messungen wurden 48 Stunden bei 40 °C in einem

Umlufttrockenschrank (Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland) getrocknet. Die
Granulate zum Verpressen wurden 24 Stunden bei 40 °C im Umlufttrockenschrank

getrocknet.

6.2.1.5 Tablettieren

Aus den produzierten Granulaten der Versuche Ul — U3 wurden Tabletten auf einer
Excenter-Tablettenpresse (Korsch EK 0, Korsch, Deutschland) hergestellt. Dazu wurde ein
biplaner Stempelsatz mit einem Durchmesser von 10 mm genutzt. Es wurden ein
Tablettengewicht von 252,5 mg und ein Pressdruck von 11 kN eingestellt. Vor der
Tablettierung wurden die Granulate mit 1 % Magnesiumstearat versetzt und 5 Minuten in

einem Rohnradmischer gemischt.

6.2.2 Analytische Methoden

6.2.2.1 Raman-Spektroskopie

Raman-Spektren wurden mithilfe eines RXN2™ Analyser und der dazugehorigen Software
iC Raman™ (Kaiser Optical Systems, Ann Arbor, USA) aufgenommen. Dieses Raman-
Spektrometer verfligt liber zwei verschiedene Sonden, die sich in ihrem Laserspot-
Durchmesser und ihrem Arbeitsabstand unterscheiden. Fiir die Versuche A-D wurde die
MR-Sonde verwendet und fiir alle weiteren Versuche die PhAT-Sonde. Die Versuche A und
E fanden offline statt. Fir Versuch A wurde die MR-Sonde verbunden mit einer
Eintauchoptik verwendet, die direkt in die Pulvermischungen eingetaucht wurde. Bei
Versuch E wurden Raman-Spektren mit Hilfe der PhAT-Sonde aufgenommen, die mit einem
Verldngerungsrohr ausgestattet war, sodass die Spektren mit einem Arbeitsabstand von

25 cm von der Pulveroberfliche aufgenommen werden konnten.

Fiir die Implementierung der Sonde in den kontinuierlichen Feuchtgranulierprozess wurde
die PhAT-Sonde mit einer Tauchsonde verbunden und in einer selbst gefertigten
Konstruktion befestigt, sodass Raman-Spektren mit einem Arbeitsabstand von 25 cm
aufgenommen werden konnten, ohne den Produktfluss zu beeinflussen. Die MR-Sonde
verbunden mit einer Eintauchoptik wurde direkt iiber einen speziell gefertigten Port in das
Schneckengehduse eingebaut. Da der Einbau der Sonde maligeblich fiir die erhaltenen

Ergebnisse verantwortlich war, wird der genaue Aufbau im Ergebnisteil besprochen.

Der Anregungslaser des Raman-Spektrometers hatte eine Wellenlédnge von 785 nm und die
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Laserleistung betrug 400 mW. Die Belichtungszeit betrug wihrend der inline Messungen fiir
Ibuprofen 5s und fiir Diclofenac-Natrium 2 s. Die Belichtungszeit bezeichnet dabei die
Zeitspanne, wihrend der die Probe mit Laserlicht bestrahlt und ein Spektrum aufgenommen

' mit einem Intervall von

wird. Die Spektren wurden zwischen 150 und 1890 cm’
1 cm™ 'aufgenommen. Bei jeder Messung fand eine Filterung der kosmischen Strahlung statt.

AuBerdem wurde ein Dunkelstromabgleich durchgefiihrt.

Es wurden zwischen 10 und 25 Spektren pro Versuch und Konzentration aufgenommen. Ein
Spektrum wurde alle 10 bis 60 s aufgenommen. Die Versuche wurden mit Ausnahme der
Versuche J, K, M, O und S, T und U im Dunkeln durchgefiihrt. Die jeweiligen
Belichtungszeiten, Intervalle und Anzahlen der aufgenommen Spektren pro Mischung
konnen Tabelle 24 und Tabelle 25 entnommen werden. Inline Raman-Spektren wurden fiir
die  Modellerstellung immer 1im  Gleichgewichtszustand aufgenommen. Ein
Gleichgewichtszustand war erreicht, wenn die Leistungsaufnahme des Granulierers auf
einem konstanten Niveau blieb. Die Zeit bis zur Einstellung des Gleichgewichtszustandes

betrug je nach Prozessparametern 5 bis 10 min.

6.2.2.2 UV-Vis-Spektroskopie

Die UV-Vis-Spektroskopie wurde als Referenzmethode genutzt, um die vorhergesagten
Konzentrationen zu verifizieren. Dafiir wurden wihrend der Granulationen Proben zu
festgesetzten Zeitpunkten gesammelt. Fiir die Messung wurden die getrockneten Ibuprofen-
Granulate in 0,1 M NaOH-Ldsung gelost und die Diclofenac-Granulate in demineralisiertem
Wasser. Die Einwaage lag zwischen 40 und 100 mg, orientiert an dem wéhrend der Raman-
Messung vermessenen Probenvolumen. Manche Proben mussten vor der Vermessung
verdiinnt werden und die Proben der Zubereitung wurden vorab durch einen
Polypropylenfilter mit einer Porengroe von 0,45 pm filtiriert, um nicht 16sliche
Bestandteile abzutrennen. Die Absorption wurde fiir Ibuprofen bei einer Wellenldnge von
265 nm und fiir Diclofenac-Natrium bei einer Wellenldnge von 250 nm gemessen. Fiir die
Berechnung der Konzentration wurde jeweils eine Kalibriergerade aufgenommen. Fiir
Ibuprofen wurde eine Stammldsung mit 100 mg Ibuprofen in 100 ml 0,1 M NaOH angesetzt
und daraus eine Verdiinnungsreihe von 0,05 — 0,35 mg/ml erstellt. Fiir Diclofenac-Natrium
wurde ebenfalls eine Stammlosung mit 100 mg Diclofenac in 100 ml demineralisiertem
Wasser erstellt. Es wurde eine Verdiinnungsreihe von 0,01 mg/ml — 0,07 mg/ml erstellt. Die

erhaltenen Kalibriergeraden sind in Abbildung 52 dargestellt.
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Ibuprofen Diclofenac-Natrium
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Abbildung 52: UV-Absorption gegen die Konzentration (a) fiir Ibuprofen bei 265 nm und (b) fiir Diclofenac-
Natrium bei 250 nm. n = 3

Weiter wurden die pH-Werte der unterschiedlich konzentrierten Losungen bestimmt, um
sicherzustellen, dass die UV-Messung nicht durch eine Verschiebung des pH-Wertes
aufgrund des sauren Charakters der Arzneistoffe beeinflusst wurde. Da die gemessenen pH-
Werte fiir die jeweiligen Losungen gleich waren, hatte der pH-Wert keinen Einfluss auf die

Gehaltsbestimmung per UV-Messung.

6.2.2.3 Feuchtemessungen

Die Restfeuchte der getrockneten Granulate wurde mittels einer IR-Waage (MA 100,
Sartorius, Gottingen, Deutschland) bestimmt. Fiir die Ibuprofen-Granulate wurde die
Restfeuchte bei 60 °C und fiir die Diclofenac-Granulate bei 105 °C bestimmt. Der Endpunkt
der Messung wurde vollautomatisch ermittelt. Die Feuchte der Granulate wurde nach

folgender Formel berechnet:

Myz0

Gleichung 5

Feuchte [%] = * 100

Mrrocken

Die Feuchte der Granulate wurde nach der Trocknung bestimmt und wenn nétig die
eingewogene Masse fiir die UV-Messung fiir die Berechnung der Konzentration nach

Gleichung 6 korrigiert:

MEreucht

Gleichung 6
(Feuchte/100 + 1)

Mrrocken =

6.2.2.4 Bestimmung des Probenvolumens

Die wihrend der Raman-Messung vermessene Probenmasse wurde geschitzt, indem die

geometrische Form eines Zylinders zugrunde gelegt wurde. Somit wurde zunichst das
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Probenvolumen nach Gleichung 7 berechnet. Als Eindringtiefe (4) des Lasers wurden
500 pm angenommen. Die Eindringtiefe des Lasers beruht auf der Art des Materials und der
Packungsdichte der Probe. Normalerweise kann die Eindringtiefe nicht als ein konkreter
Grenzwert ausgedriickt werden, da die Amplitude des einfallenden Lichtes in der Probe
exponentiell abnimmt [62, 105]. Hier wurde jedoch ein konkreter Wert gewihlt, um die
Berechnung so einfach wie mdglich zu halten. Der Radius () ergab sich aus dem
Durchmesser des Laser-Spots und betrug 3 mm. Die Masse wurde darauf nach Gleichung 8
berechnet. Dafiir wurde eine Dichte (p) von 0,5 g/cm® angenommen. Um die wihrend einer
gegeben Belichtungszeit (f) vermessene Probenmasse zu berechnen, wurde die
Geschwindigkeit (v) des Granulats unter der Sonde mithilfe einer Videokamera und eines
farbigen Markers bestimmt. Die Strecke die passiert werden musste (d), korrelierte mit dem

Durchmesser des Laser-Spots. Daraus konnte die Probenmasse nach Gleichung 9 berechnet

werden.
V=m*x71r2xh Gleichung 7
m= px*xV Gleichung 8
cm
m [mg] * v [T] *t [s] Gleichung 9

Probenmasse [mg]| = d[em]

6.2.2.5 Verweilzeitbestimmung

Die mittlere Verweilzeit wurde inline mithilfe des ExtruVis3-Systems (ExtruVis,
Deutschland) bestimmt. Das Messprinzip beruhte hierbei auf der dynamischen Bildanalyse.
Das System besteht aus einer hochauflosenden Kamera (USB-CAM-052H, Phytec,
Deutschland) und einem LED Ringlicht (Phytec, Deutschland). Die aufgenommenen Bilder
wurden mit der dazugehdrigen ExtruVis3 Software ausgewertet. Die Kamera und das LED
Ringlicht wurden so angebracht, dass der Auslass des Granulierers optimal fokussiert war.

Die Messungen wurden alle im Gleichgewichtszustand durchgefiihrt.

Der rote Farbstoff Amaranth wurde als Marker pulsartig in den Port fiir die Pulverdosierung
hinzugegeben (1% des Durchsatzes pro Sekunde). Dadurch entstand kurzzeitig ein rot
gefarbtes Granulat. Vom Kamerasystem wurde ein rotes, griines und blaues Differenzsignal

aufgenommen, wobei in diesem Fall das rote Differenzsignal ausgewertet wurde.
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Die erhaltene Zeitfunktion wurde durch die Software korrigiert und die Verweilzeit (E) nach

folgender Formel berechnet:

c(t
E(t) = % Gleichung 10
J  c@®adt
Weiter wurde die mittlere Verweilzeit (MRT) nach Gleichung 11 berechnet,
tout
MRT = M Gleichung 11
J; 10u cdt

wobei ¢/ der Zeitpunkt der ersten Detektion des Markers, fout der Zeitpunkt an dem der

Marker aus dem System austritt und ¢ (¢) die Markerkonzentration sind.

6.2.3 Methodenvalidierung

Fiir die Methodenvalidierung wurden Datensets an drei verschiedenen Tagen aufgenommen.
Es wurden Mischungen mit sechs unterschiedlichen Konzentrationsstufen verwendet
(Tabelle 23). Pro Konzentrationsstufe wurden 25 Spektren im Dunkeln (T1 - T3) und 25
Spektren bei Raumlicht (U1 — U3) aufgenommen. Fiir die Referenzmessung wurden jeweils
sechs Proben pro Konzentration gesammelt und die zugehorige Konzentration mithilfe der

UV-Spektroskopie bestimmt.

6.2.3.1 Spezifitit

Um die Spezifitit der Methode nachzuweisen, wurde im Programm SIMCA eine
AusreiBeranalyse mit dem Hotellings T2-Test durchgefiihrt. Damit wurde sichergestellt, dass
die Probe, die quantifiziert wird, keinen AusreiBer darstellt. Der Hotellings T>-Test ist eine
Verallgemeinerung der Studentschen-t-Verteilung [106]. Somit kann gepriift werden, ob
sich die erhaltenen Ergebnisse zufillig unterscheiden oder nicht. Der Test wurde auf zwei

Signifikanzniveaus o = 0,01 und 0,05 durchgefiihrt.

6.2.3.2 Linearitit

Fir die Untersuchung der Linearitit wurde zundchst die mittlere vorhergesagte
Konzentration aus den 25 Einzelspektren fiir jede Konzentrationsstufe berechnet und
anschlieBend gegen die mittleren Konzentrationen aus der Referenzmessung korreliert.
Bewertet wurde die Linearitit anhand des Korrelationskoeffizienten, der Steigung und des

Achsenabschnittes.
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6.2.3.3 Richtigkeit

Die Richtigkeit ist definiert als die Ubereinstimmung zwischen dem gefundenen,
vorhergesagten Wert und einem anerkannten Referenzwert. Der Referenzwert wurde iiber
die UV-Spektroskopie ermittelt. Die Richtigkeit der Methode wurde tiberpriift, indem die
Wiederfindungsrate in Bezug auf den Referenzwert und der relative Fehler berechnet
wurden. Dabei ist y; der iiber das Modell vorhergesagte Gehalt und y; der {iber die
Referenzmethode berechnete Gehalt.

A

Wiederfindung = i 100 % Gleichung 12

l

A

Relativer Fehler = M * 100 % Gleichung 13

6.2.3.4 Prazision

Die Prazision der Methode wurde tiber die durch das Modell erhaltene Standardabweichung
validiert. Dabei wurde die Wiederholprizision iiber die Aufnahme mehrerer Spektren der
gleichen Probe am gleichen Tag validiert. Fiir die Vergleichsprizision wurden Spektren der
Proben an mehreren Tagen aufgenommen. Allerdings wurde hier auf die Messung der
gleichen Probe durch eine andere Person verzichtet, da die Raman-Sonde fest in die selbst
gefertigte Konstruktion eingebaut werden konnte und so keine Verdnderungen im

Messaufbau moglich waren.

6.2.3.5 Robustheit

Die Evaluierung der Robustheit erfolgte iiber die Methode der statistischen
Versuchsplanung. Die Faktoren Feuchte, Schneckendrehzahl und Fiillgrad (Verhéltnis
Pulverdosierrate zu Schneckendrehzahl) wurden wéhrend des Versuches variiert, dabei
wurden die Faktorstufen so gewihlt, dass moglicherweise auftretende Schwankungen im
Prozess abgedeckt waren. Als Zielgrofe fiir die Bewertung der Richtigkeit wurde der
mittlere iiber das Modell vorhergesagte Gehalt gewihlt. Fiir die Evaluierung der Prizision
wurde die erhaltene Streuung ausgewertet. Es wurde ein 2> + 3 teilfaktorieller Versuchsplan
erstellt. Die durchgefiihrten Versuche konnen Tabelle 26 entnommen werden. Fiir jeden
Einzelversuch wurden iiber 10 min alle 10 s Raman-Spektren mit einer Belichtungszeit von
2 s aufgenommen, was in einer Anzahl von 60 Spektren pro Einzelversuch resultierte. Zur

Auswertung wurden die Daten im Gleichgewichtszustand herangezogen.
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Tabelle 26: Wiihrend der Robustheitsstudie variierte Faktoren.

Versuch  Fiillgrad  Schneckendrehzahl  Feuchte Resultierende Resultierende
[g] [min] Pulverdosierrate ~ Fliissigdosierrate
[g/min] [g/min]
P1 0,234 120 0,125 28 3,5
P2 0,300 120 0,105 36 3,78
P3 0,234 180 0,105 42 4,41
P4 0,300 180 0,125 54 6,75
P5 0,267 150 0,115 40 4,6
P6 0,267 150 0,115 40 4,6
P7 0,267 150 0,115 40 4,6

6.2.4 Datenanalyse

6.2.4.1 Datenvorbehandlungsmethoden
Die aufgenommenen Raman-Spektren wurden vor der Modellerstellung mittenzentriert und
standardisiert. Die Mittenzentrierung ermoglicht eine einfachere Interpretation und wurde

nach folgender Formel durchgefiihrt:

N
X . iert = X (orig); — l X (orig); Gleichung 14
I, mittenzentriert Lg)i N i1 1g)i
1=

Dabei wird von jeder Variablen der Originaldatenmatrix X ein Mittelwert X berechnet und

von jedem Ausgangswert in der jeweiligen Spalte abgezogen.

Es wurde weiter eine SNV-Transformation durchgefiihrt, um Streueffekte zu korrigieren,
die durch unterschiedliche Partikelgroen in den Proben hervorgerufen werden konnen. Bei
der SNV-Transformation werden der Mittelwert und die Standardabweichung eines

einzelnen Spektrums berechnet und die Intensitit bei jeder Wellenzahl i wird nach folgender

Gleichung korrigiert:
s X;—X)
i,SNV = = Gleichung 15
i \/Z?zl(Xi —X)z eichung
n—1

wobei X; die Intensitit bei der jeweiligen Wellenzahl, X die mittlere Intensitit iiber alle

gemessenen Wellenzahlen des Spektrums und n die Anzahl der Wellenzahlen sind [83].
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6.2.4.2 Modellerstellung

Zur Erstellung der Kalibriermodelle wurde die Regression der kleinsten Teilquadrate (PLSR,
Partial Least Squares Regression, allgemein PLS) im Programm SIMCA (Version 13.0.3,
Sartorius Stedim Biotech, Schweden) durchgefiihrt. Nach der Vorbehandlung wurden die
aufgenommenen Raman-Spektren gegen den bekannten Arzneistoffgehalt korreliert. Der
Arzneistoffgehalt wurde dafiir aus der Einwaage berechnet, da angenommen wurde, dass die
hergestellten Mischungen homogen waren und sich wihrend des Prozesses nicht entmischt
haben. Fiir die verschiedenen Modelle wurden unterschiedliche spektrale Bereiche
ausgewertet (siche Ergebnisteil). Die Anzahl der Faktoren wurde so gewihlt, dass der
Kalibrier- und Vorhersagefehler des Modells minimal waren. Somit wurde die optimale
Anzahl an Faktoren wihrend der Evaluierung der Leistungsfiahigkeit des Modells gewihlt.
Um die Leistungsfahigkeit der Modelle zu iiberpriifen, wurden jeweils an einem anderen

Tag Test-Sets mit verschiedenen Arzneistoffkonzentrationen aufgenommen.

6.2.4.3 Gitemalle

Um die Leistungsfahigkeit der Modelle zu bewerten, wurden verschiedene Giitemale
herangezogen [79, 81, 83]. Um die Qualitit der Kalibrierung zu beurteilen, wurden das
Bestimmtheitsma3 R? das VorhersagemaB Q2, der mittlere Vorhersagefehler der
Kalibrierung (RMSEC) und der Standardfehler der Kalibrierung (SEC) berechnet. Um die
Unsicherheit der zukiinftigen Vorhersage zu berechnen, wurde weiter der mittlere

Vorhersagefehler (RMSEP) fiir die Test-Sets berechnet.

Das R? beschreibt die Anpassungsgiite der Regression, anhand derer bewertet werden kann,
wie gut die Messwerte zu einem Modell passen. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Arzneistoffkonzentration y gegen die zugehdrigen Spektren (X-Daten) korreliert. Aus den
einzelnen Arzneistoftkonzentrationen kann ein arithmetischer Mittelwert y gebildet werden.
Die vom Modell vorhergesagte Arzneistoffkonzentration wird mit § bezeichnet. Aus diesen
Werten lassen sich der Anteil der Gesamtvarianz (engl.: total sum of squares, TSS), der
Anteil der erkliarten Varianz (engl.: model sum of squares, MSS) und der Anteil der
unerkldrten Varianz (engl.: residual sum of squares, RSS) berechnen, aus welchen sich

weiter das R? nach folgender Formel berechnen lésst:

n o) 2
R2=1-— RSS —1_ i=1 (i~ ¥) Gleichung 16

=1 —
Tss Y (vi = ¥)?

AuBerdem lésst sich die Fehlerquadratsumme (engl.: predictive residual sum of squares,

PRESS) nach Gleichung 17 berechnen.
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n
PRESS = Z (vi — 9:)? Gleichung 17
i=1

PRESS kann weiter iiberfiihrt werden in die dimensionslose Kennzahl Q? (Gleichung 18).

n &5 \2
Yi=1(i — y_l) —1_ PRESS Gleichung 18
=i — ¥)? Tss

Q*=1-

PRESS und Q? werden iiber die Kreuzvalidierung bestimmt. Dabei wird ein Teil des
Datensatzes aus der Kalibrierung ausgeschlossen und fiir diesen Teil eine Vorhersage

gemacht. Dieses Vorgehen wird im Programm SIMCA siebenmal wiederholt.

Zur Beurteilung des Kalibriermodells wurde weiter der SEC nach folgender Formel

berechnet:

SEC = 2?:1(% - 9i)2 Gleichung 19
n—p
wobei n die Anzahl der Proben, p die Anzahl der Parameter im zu berechnenden Modell, ¥;

den vorhergesagten Wert und y; den Sollwert darstellt.

Die mittleren Vorhersagefehler wurden nach Gleichung 20 mit §; als den vom Modell
vorhergesagten Wert und y; dem Sollwert berechnet. Der Sollwert wurde dafiir aus der
Finwaage bestimmt. Fiir den RMSEC wurde der vorhergesagte Wert mittels der
Kreuzvalidierung fiir das Kalibrierset berechnet, wéhrend der vorhergesagte Wert fiir den

RMSEP auf einem neuen Datenset beruhte.

RMSE = \/Z?—l(yi - }A’i)z Gleichung 20
n

Weiter wurden die Nachweis (NG) - und Bestimmungsgrenzen (BG) basierend auf der ICH
Q2 R1 Leitlinie [94] zur Validierung mithilfe der Standardabweichung und der Steigung

nach folgenden Formeln berechnet:

SEC Gleichung 21

NG = 3,3 *
BG =3 * NG Gleichung 22

6.2.4.4 Statistische Versuchsplanung

Zur Uberpriifung der Robustheit der erstellten Kalibriermodelle zur Vorhersage des

Arzneistoffgehaltes und zur Evaluierung der Mischeffizienz des Zweischneckengranulierers
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wurden statistische Versuchsplidne verwendet. Die statistischen Versuchspldne wurden mit
dem Programm Modde 12.0 (Sartorius Stedim Biotech, Schweden) erstellt und ausgewertet.
Alle Einzelversuche wurden randomisiert abgearbeitet und auf einem Signifikanzniveau von
a=0,05 ausgewertet. Die Modelle wurden, wenn angebracht, mittels der

Riickwiértsregression optimiert, um die beste Vorhersagequalitit zu erreichen.

Um die Robustheit des in Versuch F erstellten Modells zu iiberpriifen wurde ein 32
vollfaktorieller Versuchsplan mit drei Wiederholungen des Zentralpunktes erstellt. Die
Faktoren Fiillgrad und Schneckendrehzahl wurden variiert und der Effekt der Variation auf
die Vorhersagegenauigkeit des erstellten Kalibriermodells untersucht. Als Zielgrof3e wurde
die relative Abweichung des vorhergesagten Gehaltes vom Referenzwert berechnet. Die
durchgefiihrten Einzelversuche konnen Tabelle 27 entnommen werden. Vor der Erstellung
des Versuchsplans wurden Vorversuche durchgefiihrt, um die maximalen und minimalen
Einstellungen festzulegen. Das Schneckengehduse wurde fiir alle Versuche gleichmaBig auf
30 °C temperiert.

Tabelle 27: Statistischer Versuchsplan mit den FEinzelversuchen fiir die Robustheitsuntersuchung des
Ibuprofen-Modells.

Versuch Fiillgrad Schnecken- Feuchte Resultierende Resultierende Resultierende

[g] drehzahl Pulverdosier-  Pulverdosier- Fliissigdosier-
[min!] rate 1 [g/min] rate 2 [g/min]  rate [g/min]

Gl 0,134 150 0,075 17 3 1,5
G2 0,200 150 0,075 25,5 4,5 2,25
G3 0,267 150 0,075 34 6 3

G4 0,134 300 0,075 34 6 3

G5 0,200 300 0,075 51 9 4,5
G6 0,267 300 0,075 68 12 6

G7 0,134 450 0,075 51 9 4,5
G8 0,200 450 0,075 76,5 13,5 6,75
G9 0,267 450 0,075 102 18 9

G10 0,200 300 0,075 51 9 4,5
Gl11 0,200 300 0,075 51 9 4,5
G12 0,200 300 0,075 51 9 4,5

In den Versuchen T1 bis T3 wurden der Einfluss des Fiillgrades und der Schneckendrehzahl
auf die Mischeffizienz des Zweischneckengranulierers untersucht. Dafiir wurde ebenfalls
ein 3% vollfaktorieller Versuchsplan mit drei Wiederholungen des Zentralpunktes erstellt. Die

verwendeten Faktoren, Faktorstufen und ZielgroBBen waren dieselben wie zuvor beschrieben.
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Die Einzelversuche konnen Tabelle 28 entnommen werden.

Tabelle 28: Statistischer Versuchsplan mit den Einzelversuchen fiir die Versuche T1 bis T3.

Versuch Fiillgrad Schnecken- Feuchte Resultierende Resultierende Resultierende

[g] drehzahl Pulverdosier-  Pulverdosier- Fliissigdosier-
[min™] rate 1 [g/min] rate 2 [g/min] rate [g/min]

1 0,134 150 0,115 17 3 1,5
2 0,200 150 0,115 25,5 4,5 2,25
3 0,267 150 0,115 34 6 3

4 0,134 300 0,115 34 6 3

5 0,200 300 0,115 51 9 4,5
6 0,267 300 0,115 68 12 6

7 0,134 450 0,115 51 9 4,5
8 0,200 450 0,115 76,5 13,5 6,75
9 0,267 450 0,115 102 18 9

10 0,200 300 0,115 51 9 4,5
11 0,200 300 0,115 51 9 4,5
12 0,200 300 0,115 51 9 4,5

AuBerdem wurde ein statistischer Versuchsplan fiir die Validierung der Robustheit erstellt,

dieser wird in Kapitel 6.2.3.5 beschrieben.
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7 Anhang

Die nachfolgenden Darstellungen zeigen die Effekt-Plots der durchgefiihrten statistischen

Versuchspline.
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Abbildung 53: Effekt-Plot (a) fiir die relative Abweichung und (b) fiir die absolute Standardabweichung des
Datensatzes G. Fiil: Fiillgrad, Dreh: Schneckendrehzahl
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