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1 Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitungund Zielsetzung

Die Nahinfrarot Spektroskopie (NIRS) wurde bereits 1800 von William Herschel entdeckt,
doch erst die Entwicklung leistungsfahiger Computer und der damit erméglichte Einsatz
multivariater chemometrischer Techniken ermdglichte in den 1980er Jahren die Auswertung
dieser elektromagnetischen Strahlung zwischen 800 und 2500 nm. Seitdem ist die NIRS zu
einer der am schnellsten wachsenden analytischen Techniken der Welt geworden (Mc Clure
1994).

Die wesentlichen Vorteile der NIRS sind die direkte Aufnalhme der Spektren ohne
Probenvorbereitung und die zerstérungsfreie Messung der Proben in kirzester Zeit. Da es sich
jedoch um eine sekunddre Methode handelt, ist eine Kalibrierung des Spektrometers mit einer
validierten priméren Referenzanal ytik unumganglich

Der verstérkte Einsatz dieser Methode fand in den 80er Jahren zunéchst in der Landwirtschaft
und in der Lebensmittelchemie statt (Williams, Norris 1984), erst danach erkannte man den
grofen Nutzen, den diese Methode auch fir die pharmazeutische Industrie bietet (Ciurczak
1987). Mit der Aufnahme der NIRS in das Européische Arzneibuch (1997) und in den

2. Nachtrag der USP (2002) wurde dieser Entwicklung Rechnung getragen.

Eine Vielzahl von Ubersichtsartikeln in der letzten Zeit zeigten, dass es auf diesem Gebiet
enormen Fortschritt beim Einsatz von NIRS-Methoden zur qualitativen und quantitativen
Analytik von Arzneimitteln gegeben hat (Mac Donald 1995; Blanco et a. 1998, Grummisch
1998; Lonardi 1998; Radtke 1999).

Der Inhalt dieser Arbeit soll weitere Beispiele fur den Einsatz der Nahinfrarot Spektroskopie
in der pharmazeutischen Industrie zeigen, die einen Beitrag zur Qualitétssicherung bei der

Herstellung von Arzneimitteln leisten kdnnen.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit zwel unterschiedlichen Anwendungen der
quantitativen NIRS:

Im ersten Teil wurden Lactose, Magnesiumstearat, Stérke und Mikrokristalliner Cellulose, die
von der Internationalen Harmonisierungskommission (ICH, Sevilla 1997) mit zu den
wichtigsten pharmazeutischen Hilfsstoffe zur H erstellung fester Arzneistoffe gezahlt werden,
mittels Nahinfrarot - Spektroskopie untersucht.

Die Identifizierung von verschiedenen pharmazeutischen Hilfsstoffen mittels NIRS wurde
bereits von Gemperline et al. 1989; Corti et al. 1992; Plugge et a. 1992; Candolfi et a. 1999
und Ulmenschneider et al. 2000 beschrieben.
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Die hier ausgewahlten Hilfsstoffe haben je nach Produkt und Hersteller unterschiedliche
physikalische Eigenschaften von denen ihre Funktionalitét und somit ihre technologische
Einsatzmdglichkeit abhangt. Es fehlt jedoch, trotz internationaler
Harmonisierungsbemiihungen der Monographien, eine einheitliche Richtlinie zur weltweiten
Normierung dieser physikalischen Parameter, sodass aufgrund einheitlicher Spezifikationen
nicht unbedingt auf gleiche Funktionalitét geschlossen werden kann (Steffens 2001).

In den NIR-Spektren der untersuchten Produkte konnten innerhalb der einzelnen
Hilfsstoffgruppen deutliche spektrale Unterschiede durch veranderte physikalische Parameter
erkannt werden.

Der Wassergelelt dieser Hilfsstoffe ist fir deren Einsatz in der Technologie besonders
bedeutend, sodass seine Bestimmung in den internationalen Pharmakopden der ICH, wie
Europdisches Arzneibuch (Ph.Eur.), United States Pharmacopeia (USP) und Japanese
Pharmacopeia (JP) vorgeschrieben ist. Die dort genannten Methoden wie Karl-Fischer
Titration oder Bestimmung des Trocknungsverlustes sind jedoch zeitaufwendig,
umweltschadlich und zerstérend.

Die Nahinfrarot Spektroskopie stellt eine zerstérungsfreie schnelle und umweltfreundliche
Alternative zur Bestimmung des Wassergehaltes von pharmazeutischen Hilfsstoffen dar
(Hammond et a. 1998).

In dieser Arbeit wurden Methoden entwickelt, um den Wassergehalt verschiedenster

Handel sprodukte von Lactose, Magnesiumstearat, Stérke und Mikrokristalliner Cellulose trotz
unterschiedlicher Funktionalitét der einzelnen Produkte zusammen mittels NIRS zu

bestimmen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Entwicklung der Gehaltsbestimmung eines
Fertigarzneimittels mittels NIRS dargestellt. Es handdlte sich hierbel um die Kerne von
Tromcardin und Tromcardin forte Tabletten der Firma Trommsdorff aus Alsdorf, die
unterschiedliche Dosierungen von Kalium- und Magnesiumaspartat as Wirkstoff enthalten.
Beide Wirkstoffe konnten simultan und zerstérungsfrei mittels NIRS bestimmt werden.

In der Literatur wurden bereits Methoden beschrieben, Tabletten in diffuser Reflexion oder
Transmission mittels NIRS zu vermessen (Kirsch et a. 1995; Gottfries et al. 1996; Guo et al.
1999).

In dieser Arbeit wurde ein Vergleich beider Messmethoden in bezug auf die Gehalts-

bestimmung der oben genannten Tabletten gezeigt.
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In diesem Zusammenhang wurde auch ein Vergleich des Spektrometers VVector 22/N der
Bruker Optik GmbH und dem Spektrometer NIRVIS der Biichi AG gezeigt.

Ein weiter wichtiger Parameter zur Charakterisierung von Tabletten ist die Bruchfestigkeit,
die ebenfalls alternativ mittels NIRS bestimmt werden kann (Morisseau et a. 1997). In dieser
Arbeit wurden die Presskrafteinfliisse auf die NIR-Spektren im Rahmen der
Kdibriermusterherstellung quantitativ ausgewertet und bewertet.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Nahinfrarot Spektroskopie

Der nahinfrarote Bereich befindet sich im elektromagnetischen Spektrum begrenzt vom
sichtbaren und mittleren Infraroten Licht zwischen den Wellenl&rgen 2500 und 800 nm und
wurde auch friihrer nach seinem Entdecker als ,Herschel Region® bezeichnet (McClure
1994). In anderen Arbeiten wird das NIR a's den fur Quarz durchléssigen Teil des Infraroten
Spektralgebietes definiert (Molt 1992). Der Spektralbereich wird oft in der Einheit
Wellenzahlen angegeben, welches der reziproke Wert der Wellenlange ist und gleichzeitig
den Quotient aus Frequenz und Lichtgeschwindigkeit darstellt. Demnach liegt der NIR
Bereich zwischen 12500 und 4000 cm'™.

Wellenzah 400 cm

WeBenlinge 800nm 2500 nm

25 um 500 pm

I [ s ———————

[ mr | MIR —T FIR I

e

-\-\.\_\_\_\_\_\_\-\-\-\- _,-'-""'_FF'-
Rontgen uv Infrarot Mikrowellen Radia
Wallenlange 3nm 400 nm 780 nm 500 pam 0 em

K-Elektronen Valenzelektronen Molekillschwingungen Molekiirotation

Abbildung 2.1.1 el ektromagnetisches Spektrum (Quelle Horn, Winzen)

Durch Absorption elektromagnetischer Strahlung werden in Molekiilen mechanische
Schwingungen der Atome angeregt. Im infraroten Bereich werden Grundschwingungen
organischer Verbindungen al's V alenzschwingungen (Streckschwingungen) und
Deformationsschwingungen (Biegeschwingungen) gemessen. Im nahinfraroten Bereich
befinden sich die Kombinations- und Oberschwingungen dieser Mol ekil schwingungen
(Abbildung 2.11), die aus Vielfachen oder Summen der im IR gemessenen
Grundschwingungen bestehen.

Zur Beschreibung der Mol ekilschwingungen wird das Model des harmonischen und des
anharmonischen Oszillators verwendet, das in Abbildung 2.1 2 dargestellt ist.
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| a) [
'-l I b)
; 1 I|3 —_— 3 Oterion
I r & Oaaiton
:I |I 1. Dbarion
| I Grengschwngurg
- _ . 10
Brdwgeibvioms a) E=h*n b) E=h*ngv+ =%
g 20

E: Energie N : Frequenz h: Proportionalitdtsfaktor v: Schwingungsquantenzahl

Abbildung 2.1.2 Plank’ sche Potentialkurve eines @) harmonischen b) anharmonischen
Ogzillators

Nach der Gesetzmalligkeiten des harmonischen Oszillators (@) verursachen starke chemische
Bindungen und Atome kleiner Massen Absorptionsbanden bei grofen Wellenzahlen (hohe
Energie). Grol3e Massen verursachen Absorptionsbanden bei kleinen Wellenzahlen (niedrige
Energie). Allerdings weicht eine schwingende Atomgruppe in einem organischen Molekil in
mehreren Punkten von den Vorstellungen des mechanischen harmonischen Oszillators ab,
sodass das Model des anharmonischen Oszillators (b) besser geeignet ist diese Vorgéange zu
beschreiben. Ein molekularer Oszillator kann neben der Grundschwingung nur bestimmte
Vielfache des Energiebetrags aufnehmen, was zur Quantelung der Schwingungsbewegung,
und somit zu Oberschwingungen fuhrt. Zur Beschreibung dieser Verhdtnisse mussin die
Energiegleichung a) die Schwingungsgquantenzahl v = 0,1,2,3... eingefthrt werden. Firv =1
ergibt sich die Grundschwingung, fir v = 2 die 1. Oberschwingung bzw. der 1. Oberton usw..

== = nahes ot

‘Welsrddrge B0 v 1180 A PO e 2000 Aam 25040 mm

Abbildung 2.1.3 Mol ekilschwingungen im NIR-Bereich (Quelle Horn, Winzen)
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Die Absorptionsbanden von OH-, NH- und CH- Gruppen weisen auch aus diesem Grund im
NIR ene 10-100fach geringere Intensitét auf, als die Absorptionen der entsprechenden
Grundschwingungen im mittleren infraroten Bereich, wodurch sich der wichtigste Vorteil der
Nahinfrarot Spektroskopie begriinden |&sst.

Schichtdicken zwischen 1 mm und 1 cm kénnen ohne vorherige Verdinnung vermessen
werden, womit auf eine Vorbereitung der Probe vor der Messung verzichtet werden kann.
Daraus resultiert allerdings auch, dass sich die NIRS nicht fur die Spurenanalytik eignet.
Nachteilig bel der Interpretation der NIR Spektren erweisen sich die relativ grof3en
Halbwertsbreiten der Banden von 30-60 cm™, die zu einer starken Uberlagerung der
Einzelbanden fuhren und somit eine direkte Zuordnung der spektralen Information zur
chemischen Grundstruktur kaum zul&sst. Daher kann die NIRS nicht zur Strukturaufkl&rung
verwendet werden. Hiermit |8sst sich auch die Notwendigkeit einer computergestiitzten
chemometrischen Auswertung der Spektren erkléren (Molt 1992), auf die in Kapitel 2.4noch

genauer eingegangen wird.

2.2 Messprinzip

Die grundlegende Gesetzméaldigkeit aller spektroskopischen Verfahren, die zur quantitativen
Auswertung von Stoffeigenschaften verwendet werden ist das Lambert-Beer’ sche Gesetz
(Gleichung 2 1). Fir monochromatische Strahlung ist die Absorption (A) direkt proportional
zur Schichtdicke (b: cm) und zur Konzentration (c: mol* ™) der vermessenen Substanz mit
spezifischem molarem Absorptionskoeffizient (e: I* mor*cmt). Der molare

Absorptionskoeffizient entspricht hierbei der Absorgion einer ein molaren Lésung bei einer
Schichtdicke von 1 cm (b=1) bei der Wellenlange | : e(I ): A,lgn‘" . Diefur die

Absorptionsmaxima(| max) ermittelten e Werte stellen charakteristische Stoffkonstanten
dar.

_ et lo
A=e*c*b | = loxe &P IogI—:A:e*c*b
Gleichung 2.1 Lambert-Beer’ sches Gesetz

Mit Hilfe geeigneter Spektrometer wird eine Probe durch monochromatisches Licht einer
bestimmten Wellenlange angeregt und anschief3end das Intensitétsverhdtnis des Lichtes vor

(Io) und nach dem Probendurchgang (1) vom Detektor gemessen. Es wird der Antell der

6
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elektromagnetischen Strahlung ermittelt, die nach Durchstrahlung der Probe in Abhéngigkeit
von deren Absorptionskoeffizient (€), Konzentration (c) und Schichtdicke (b) absorbiert wird.
Das Absorptionsspektrum stellt graphisch die Intensitét der Absorption bel bestimmten
Wellenlangen dar.

Bel der Messung mit eéinem NIR -Spektrometer bietet sich die Mdglichkeit, je nach
Beschaffenheit der Probe eine dementsprechend optimale Probenvorbereitung zu wahlen.
Man kann im Allgemeinen vier Techniken unterscheiden (Abbildung 2.2 1), die auf den

Prinzipien des Lambert-Beer’ schen Gesetz basieren.

TR

) b.) e} dy
Transmisskon diffuse Reflexion Transflexion diffuse Reflexion
nach Transflexion

-

Abbildung 2.2.1 Messtechniken in der NIRS (Kommentar zur Ph. Eur. 1997)

Bel der diffusen Reflexion (R) wird der Ausgangsstrahl (lp) um den Betrag abgeschwécht, der
von der Probe absorbiert wird. Der von der Probe reflektierte Messstrahl (1) kann z. B. mit
Lichtleitersonden Uber Entfernungen bis zu 200 m zuriick zum Detektor geleitet werden.
Nach dem Prinzip der Totareflexion des Strahls in kunststoffummantelten Quarzglasfasern,
leiten ca. 10 % dieser Fasern den Lichtstrahl zur Probe hin und ca. 90 % den reflektierten
Strahl zum Detektor zuriick. Die Kern/ Mantel-Struktur muss hierbei sehr geringe
Brechungsindexunterschiede ( D n) aufweisen (n Kern > n Mantel). Es wird Quarz verwendet,
da dieses Materia die geringste optische Abschwéchung im nahen Infrarot besitzt
(Rosenberger 1982).

| -e*c*b 1 lo 1 e*c
R=—=z=¢%°¢ log==log—=e*c*b log= ~

lo J R J | g R
R = Reflexion b = Schichtdicke e = Absorptionskoef fizient
lo = Intensitét des Referenzstrahls | = Intensitét des Messstrahls
¢ = Konzentration s = Streukoeffizient
Gleichung 2.2 Diffuse Reflexion
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Bei der Transmissionsmessung durchstrahlt der Lichtstrahl die Probe und der Reststrahl wird
vom Detektor aufgefangen. Hierbel wird die durchgelassene Intensitét (1) im Verhdtnis zur
Anfangsintensitét (o) betrachtet (Skoog, Holler, Niemann 1998).

I - e*c* lo
T=—=g®cP A=log— A=e*c*b

lo I
T = Transmission A = Absorption e = Absorptionskoeffizient
lo = Intensitét des Referenzstrahls ¢ = Konzentration
| = Intensitét des Messstrahls b = Schichtdicke
Gleichung 2.3 Transmission

2.3 Spektrometeraufbau

Ein Spektrometer muss aus folgenden Grundel ementen aufgebaut sein (Glnzler 1975):

" Lichtquelle zur Erzeugung der kontinuierlichen elektromagnetischen Strahlung.
Im NIR-Bereich werden meistens Wolfram-Lampen eingesetzt.

. Monochromator zur Zerlegung des polychromatischen Strahls in einzelne definierte
Wellenlangenbereiche, siehe auch Abbildung 2.3.1.

" Detektor zur Umwandlung der Strahlungsenergie in elektrische Energie.
Je nach Messbereich kénnen u.a Silizium-, Germanium-, oder Indium-Gallium-
Arsenid-Dioden verwendet werden.

Mittlerweile werden Spektrometer - Typen verschiedenster Bauwei se angeboten (Ulrich 2001),
die man je nach Aufnahmeprinzipien in drei Hauptgruppen einteilen kann:

Aufnahmeprinzip
I
[
\ |
Monochromatoren Diodenarray Fourier-Transformation

LED/Filter Gitter AOTF Michelson-Interferometer | [Polarisationsinterferometer

Abbildung 2.3.1 NIR-Spektrometer-Typen
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Die am haufigsten verwendeten Spektrometer-Typen, auf die auch hier néher eingegangen
werden soll, basieren auf der Fourier-Transformations (FT) Technik.

Bel diesem Messprinzip werden die durch Strahlenteiler erzeugten Interferogramme durch die
mathematische Transformation nach Fourier von der Zeitdoméne in die Frequenzdoméne
Uberfuhrt, damit die Strahlungsintensitét in Abhangigkeit von der Wellenlénge, als Spektrum

aufzeichnen werden kann (Otto 1997).

Man kann in der FT-NIR Spektroskopie zwel Spektrometer-Typen an ihren Strahlenteilern
unterscheiden:

2.3.1 MichesonInterferometer

a) ] )

,e-ilj}_"“' } . '};E
O H— -tk
AT

b) _ P -

Abbildung 2.3.2 Michelson-interferometer (Bruker Analytik GmbH 1998)

a) Eine Lichtquelle (s) emittiert breitbandige NIR-Strahlung, die auf einen Strahlenteiler (BS)
falt, der die Halfte des Strahls reflektiert und die andere Hélfte durchlasst. Der reflektierte
Strahl trifft nach einer Strecke (L) auf den fest montierten Spiegel (M 1), wird dort reflektiert
und fallt nach Zuriicklegen einer Gesamtstrecke von 2L zum zweiten Ma auf den
Strahlenteiler. Mit dem durchgelassenen Strahl geschieht dasselbe. Der bewegliche Spiegel
(M2) ist auf der optischen Achse um die Strecke x verschiebbar, somit betrégt die gesamte
Wegstrecke 2(L+x). Da die beiden réumlich kohérenten Strahlen eine Wegdifferenz von 2x
aufweisen, interferieren sie beim Rekombinieren miteinander.

b) Der durch das Interferometer modulierte Strahl passiert die Probe (Sa) und wird danach auf
den Detektor (D) fokussiert. Das detektierte Interferogramm ergibt sich aus der
Strahlungsintensitét 1(x) in Abhéngigkeit von der Auslenkung x des beweglichen Spiegels M2
aus der Position L.
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c¢) Die mathematische Fourier-Transformation wandelt das Interferometer in ein

Einkanal spektrum um, welches dann im Verhdtnis zur Referenzmessung als digitales

Spektrum angezeigt wird (Bruker Analytik GmbH 1998).

Diese Methode weist einige wesentliche V atteile gegentiber anderen Aufnahmeprinzipien auf

(Griffiths 1975):

" Es treffen ale von der Quelle ausgesandten Frequenzen gleichzeitig auf den Detektor,
was das Signal zu Rausch Verhdtnisim Vergleich zu Monochromatoren verbessert und
somit die Sensitivité erhoht (Fellgett-Vorteil).

" Kreisférmige Blenden bei FT Geréten ermdglichen einen hoheren Strahlungsdurchsatz
als bei Dispersivgerédten (Jacquinot-Vorteil)

. Durch schnelle Bewegung der optischen Strahlenteiler konnen kurze Messzeiten mit
hoher optischer Aufldsung erreicht werden.

" Bel MichelsonInterferometern wird eine besonders hohe Wellenzahlengenauigkeit

durch Einsatz eines Hilfsinterferometers erreicht (Connes-Vorteil).

2.3.2 Polarisations nterferometer

Doppelbrechende Keile

Strahlungs-
quelle Linse Polarisalor Kompensator Polarisator  Linse Probe
A T S prem— R | Detekior

o iNCANN Rs

Abbildung 2.3.3  Biichi NIRVIS (Biichi AG)

Im Unterschied zum Michelson-Interferometer wird das Interferogramm beim Polarisations-
Interferometer durch Doppelbrechung der Strahlung (P1, P2) mit beweglichen, keilférmigen
Quarzkristallen erzeugt. Die emittierte Strahlung wird durch einen Polarisator linear
polarisiert und durch die Quarzkristalle in zwei Teilstrahlen mit unterschiedlicher
Ausbreitungsgeschwindigkeit aufgespaltet. Bei Verschiebung der beiden Kristallkeile
gegeneinander andert sich die optische Weglange der Teilstrahlen und somit die

10
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Phasendifferenz. In einem nachfolgenden zweiten Polarisator wird die Strahlungsintensitét in
Abhéngigkeit von der Weglangendifferenz detektiert, wobei ein Interferogramm resultiert.
Das resultierende digitale Spektrum wird auch hier durch Fourier-Transformation und
Vergleich zur Referenzmessung erhalten (ehem. Bihler AG 1993).

24 Chemometrische Verfahren

Im nahinfraroten Bereich des elektromagnetischen Spektrums besteht eine starke
Uberlagerung der Einzelbanden von O-H, C-H und N-H Gruppen, sodass eine genaue
Zuordnung zu bestimmten chemischen Strukturen kaum maoglich ist. Zusétzlich spiegeln sich
auch physikalische Eigenschaften der Probe in den Spektren wieder und fihren zu
Basidlinienverschiebungen im gesamten Spektrum oder einzelnen spektralen Bereichen. Erst
multivariate Analyseverfahren, die auch als Chemometrie bezei chnet werden, ermdglichen
eine qualitative oder quantitative Auswertung der NIR-Spektren. Bei multivariaten Verfahren
konnen alle, bel unterschiedlichen Wellenldngen gemessene Absorptionswerte in die
Auswertung mit einbezogen werden. Je nach spektraler und digitaler Aufldsung des
Spektrometers kann ein Spektrum aus 500-2000 Datenpunkten bestehen.

Mit Hilfe der Chemometrie wird ein mathematischer Zusammenhang zvischen den spektralen
Daten und den chemischen und physikalischen Eigenschaften der gemessenen Substanzen
dargestellt und computergestiitzt ausgewertet (Otto 1997). Bei dieser Vorgehensweise wird
deutlich, dass die zu bestimmenden Eigenschaften der Probe bekannt sein miissen, bevor
diese Informationen in die Berechnungen mit einbezogen werden kdnnen. Eine primére
Referenzanalytik der Probe, oder die Messung von Referenzproben mit bekannten
Eigenschaften ist also fur die vorausgehende Kalibrierung des Spektraneters mit
chemometrischen Methoden unumganglich.

Durch die algemeine Verflgbarkeit von leistungsstarken Computern und entsprechender
Auswertungs-Software, die von Spektrometer-Herstellern direkt mit angeboten wird, ist der
Einsatz der Chemometrie in der NIRS Standardmethode zur qualitativen und quantitativen
Analytik geworden. Die am meisten verwendeten multivariaten Algorithmen sind
Hauptkomponentenanalyse und Regression (Principal Component Analysis/ Regression:
PCA/ PCR) und Partial Least Square (PLSyRegression, die beide dazu dienen, die
Information der gesamten Datenmatrix der Kalibrierspektren zu Komprimieren und durch
maoglichst wenige Faktoren zu beschreiben.

11
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2.4.1 Principa Component Analysis/ Regression (PCA / PCR)

Die Hauptkomponentenregression besteht aus einer Hauptkomponentenanalyse (PCA) gefolgt
von einer multiplen linearen Regression. In der PCA nédhert man sich der urspriinglichen
bilinearen Datenmatrix (X) durch zwei kleinere lineare Matrizen an (Gleichung 24). Man
berechnet zum einen die Hauptkomponenten-Matrix (Faktoren/ Rang/ scores) (T), welche die
Gewichtung der Information in den Pseudospektren beschreibt, und zum anderen die
Gewichtsvektor-Matrix (Ladungen/ loadings) (P), welche die Pseudospektren der
systematischen Unterschiede zwischen den einzelnen Spektren darstellt. Beide Matrizen sind
orthogonal zueinander angeordnet, wobei die Gewichtsvektoren (P) die Richtung der neuen
Achse vorgeben und die Hauptkomponenten (T) die Position der Objekte auf der neuen Achse
beschreiben.

nXp:nT d*dep+nEp

X: Datenmatrix aus n Zeilen (Objekte) und p Spalten (Merkmale)

T: Matrix der Faktorenwerte mit n orthogonaen Zeilen und d Spalten
P':  transponierte Matrix der Ladungen mit d Zeilen und pSpalten

E: Residuenmatrix der X-Matrix mit n Zeilen und p Spalten

Gleichung 2.4 Zerlegung der SpektrenrMatrix mittels PCA (Otto 1997)

Die Hauptkomponenten werden nach dem Kriterium maximaler Varianz bestimmt, damit die
maximale Information der urspriinglichen Datenmatrix beschrieben werden kann. Daraus
ergibt sich, dass bei der PCA die erste Hauptkomponente den groften Varianzanteil der
spektralen Daten beschreibt, die zweite den zweitgréliten usw., bis rur noch eine
Residualmatrix (E) resultiert, die idealerweise nur aus unsystematischen Messfehlern
(Rauschen) besteht. Da sich bel der PCA die Gewichtsvektoren (P) auf ale spektralen
Unterschiede der Proben beziehen und nicht nur auf digenigen, die in Zusammenhang mit der
Referenzdaten-Matrix (Y) stehen, kann sich an die PCA eine multiple lineare Regression
anschlief3en (Gleichung 2.5), in der die ermittelten Hauptkomponenten (T) mit diesen
tatséchlich wichtigen Informationen Uber de Matrix (Q) korreliert werden. Die Residuen-
Matrix F beschreibt den unsystematischen Fehler der Referenzdaten.

12
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nYm:an*dQTm+nFm

Y: Datenmatrix aus n Zeilen (Objekte) und m Spalten (Merkmale)

T: Matrix der Faktorenwerte mit n orthogonaen Zeilen und d Spalten
Q" transponierte Matrix der Ladungen mit d Zeilen und m Spalten

F Residuenmatrix der Y-Matrix mit n Zeilen und m Spalten

Gleichung 2.5 Zerlegung der ReferenzMatrix bel einer PCR (Otto 1997)

2.4.2 Partia Least Square-Regression (PLS)

Die PLS Regression ist ebenfalls ein multivariater Algorithmus zur Beschreibung der
Beziehung zwischen bilinearen Matrizen und wurde bereits in den frihen achtziger Jahren
von H. Wold entwickelt. Im Prinzip &hnelt das Verfahren der PCR, hat jedoch den
entscheidenden Vortell, dass die Spektren-Datenmatrix X und die Referenz-Datenmatrix Y
gleichermal3en verwendet werden, um die Beziehung zwischen beiden optimal zu
beschreiben. Die ersten Hauptkomponenten enthaken im Gegensatz zur PCR nicht die
groften generellen Unterschiede zwischen den Spektren, sondern die relevantesten
Unterschiede in bezug auf die Referenzdaten. Hierdurch wird die Beurteilung des
Kalibrierungsmodels vereinfacht und das Signal zu Rausch Verhéltnis der Informationen
verbessert. In der Literatur kann die PLS Regression mittlerweile as die am haufigsten in der
quantitativen NIR Spektroskopie verwendete Methode angesehen werden.

Fur die Beschreibung einer einzelnen Y -Variablen verwendet man einen orthogonalen PLS 1
Algorithmus. Wenn mehrere Y Variablen simultan beschrieben werden sollen, gibt es die
Moglichkeit einen orthogonalen PLS 2 Algorithmus zu verwenden (Martens, Naes 1989).

13
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2.4.3 Vdidierung

Validierung bedeutet im Allgemeinen die Uberprifung, ob eine Methode unter den

festgel egten Bedingungen zuverl&ssig zum richtigen Ergebnis fuhrt. Beim Einsatz von
multivariaten Verfahren in der NIR-Spektroskopie versteht man unter Validierung die
Bestimmung der Anzahl von signifikanten Hauptkomponenten, die fir die optimale
Beschreibung einer Faktorenanal yse gerade notwendig sind. Es miissen die Faktoren
abgetrennt werden, die unsystematisches Rauschen beschreiben und somit eine
Uberanpassung des Models bewirken.

Man unterscheidet in der Chemometrie zwischen externer und interner Validierung. Ein
Beispiel fir eine externe Validierung stellt die Test-Set-Validierung dar. Hierbel ist eine
mindestens gleichgrof3e Anzahl unabhangiger Testproben erforderlich um eine Abschétzung
Uber die Aussagekraft des Kalibrierungsmodels und die Faktorenauswahl zu machen. Eine
solche Vdidierung ist sehr aufwendig und kostenintensiv, da hierbel ale Testproben
zusédtzlich mit einer validierten Referenzmethode analysiert werden miissen, und gerade das
soll mit dem Einsatz der multivariaten Kalibrierung vermieden werden.

Im Zusammenhang mit der in Kapitel 2.4.2beschriebenen PLS-Regression soll hier ndher auf

die interne Vaidierung eingegangen werden.

Besonders fur kleinere Datensétze bietet sich mit der Kreuzvalidierung (crossvalidation, CV)
eine weit verbreitete interne Validierungsmethode an. Sie eignet sich besonders fir die

M ethodenentwicklung oder fir die Durchfiihrung von Machbarkeitsstudien, wenn eine grof3e
Probenanzahl noch nicht verfligbar ist, denn alle verfligbaren Proben werden sowohl zur
Kalibrierung as auch zur Validierung des Models verwendet. Fiir jede hinzukommende
Hauptkomponente wird jedes Spektrum einmal aus dem Datensatz entfernt und mit den
restlichen Spektren ein Hauptkomponentenmodel berechnet. Dieses Model wird anschlief3end
zur Vorhersage der ausgel assenen Daten verwendet, wobei der Fehler zwischen den
urspringlichen und den vorhergesagten Werten als mittlerer Vorhersagefehler der
Kreuzvalidierung (RMSECV) ermittelt und als Bewertungskriterium fir das
Kalibrierungsmodell angegeben wird (Martens, Naes 1989).

14
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Es gibt noch weitere Leistungsparameter die zur Beurteilung einer Kreuzvalidierung

herangezogen werden kénnen (Bruker Analytik GmbH 1998):

. M SE: (Mean square Error) ist der mittlere Vahersagefehler und wird durch die
Quadratsumme der Differenz zwischen den gemessenen (Y ™) und den
vorhergesagten Werten (Y % angegeben und kann auch als Quadratsumme der
Residuen bezeichnet werden.

M
MSE = (%" - 7™
i=1

Gleichung 26 Mittlerer Vorhersagefehler (M SE)

. RM SECV: (root mean square error of cross validation) ist der mittlere
Vorhersagefehler der Kreuzvalidierung und wird als Bewertungskriterium fir die
Qualitét der Kreuzvalidierung her angezogen. Man berechnet fir alle Proben der
Kreuzvaidierung (M) die Wurzel aus dem mittleren Abweichungsquadrat der
gemessenen (Y;™®) und der vorhergesagten Werten (Y.

1, X
RMSECV = /:*a (Yimees .y predy2
Gleichung 27 Mittlerer Vorhersagefehler der Kreuzvalidierung (RMSECV)

. R% Das Bestimmtheitsmal? beschreibt das VVerhaltnis aus der Quadratsumme , die durch
die Faktoren beschrieben wird und der um den Mittelwert (y,) korrigierten
Quadratsumme. Es gibt die Varianz der Referenzwerte (Y;™®) in Prozent an, die durch
die vorhergesagten Werte (Y ) erfasst wird. Bei der PLS-Regression stimmt das
Bestimmtheitsmal3 mit dem multiplen Korrelationskoeffizienten tberein und wird im
Folgenden al sk orrel ationskoeffizient bezeichnet

@& A (yMmeas_ \spredy2 g
Rzzg- Al - Y7 7)" 2100
a(i-ym" g

Gleichung 28 Bestimmtheitsmai (R?)
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. Rang: Gibt die Anzahl an PLS Vektoren (Faktoren/ Hauptkomponenten) an, die nétig
sind um das Model optimal zu beschreiben.

=  Spectral Residual : Das Residual ist der nicht zu beriicksichtigende Anteil an
Restvarianz, der aus unsystematischem Fehler (Rauschen) besteht und bei der
Faktoranayse von den relevanten Hauptkomponenten abgetrennt wird.
Das Spectral Residua berechnet sich aus der Summe aller Datenpunkte des

Differenzspektrums aus Original spektrum (%) und aus dem, aus PLS Vektoren
rekonstruiertem Spektrum (s;). Der Wert wird zur Erkennung von Ausreif3ern
verwendet, je grof3er das spectral residual, desto wahrscheinlicher ist die Probeein
Ausreif3er.

Ja(x-s)

Gleichung 29 Spectral Residual

" M ahanalobis Distanz Ist ein Abstandsmal? zur Bewertung der spektralen Ahnlichkeit
von Objekten. Je geringer der Abstand bzw. die Mahanalobis Distanz von Objekten ist,
desto &hnlicher sind sie sich. Wahrend einer PL S-Regression wird von jedem
Kalibrierungsspektrum die Mahanalobis Distanz ermittelt, anschlief3end wird aus diesen
Werten ein Schwellenwert bestimmt, der es ermdglicht, unbekannte Spektren anhand

ihrer Mahanal obis Distanz einzuordnen und Ausreif3er zu entfernen.
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2.4.4 Spektrenvorbehandlung

Unter Spektrenvorbehandlung verstent man mathematische Verfahren, um NIR-Spektren so
zu verédndern, dass sich erwinschte Merkmale deutlicher darstellen lassen, storenden
Einflisse hingegen minimiert werden. Das Ziel dieser Vorgehensweise ist es, die Komplexitét
der Spektren zu verringern und somit die Interpretation der Daten mittels Faktoranalysen zu
vereinfachen.

Einfllsse auf das Spektrum kénren unterschiedliche Ursachen haben und miissen individuell

betrachtet werden, je nachdem welche Parameter fur die jeweilige Bestimmung relevant sind.

Es gibt geréteabhangige Einflisse auf das Spektrum die sich z. B. durch ein zu hohes Signal/
RauschVerhaltnis auswirken. Hierunter versteht man unsystematische Abweichungen im
Spektrum, dessen Ursache eine unzureichende optische Aufldsung oder eine zu hohe
Grundvibration des Detektors sein kann. Die Pharmakopten stellen genaue Anforderungen an
die Funktionsf ahigkeit von NIR-Spektrometern und legen in den entsprechenden
Monographien Grenzwerte fir Wellenléngenunsicherheit, Photometrische Linearitét und
Signal-Rausch-Verhaltnis fest (2 Supplement, USP-NF 2002).

Dabei der PLS-Regression das gesamte Spektrum zur chemometrischen Auswertung
verwendet werden kann, hat man durch Auswahl bestimmter Frequenzen die Méglichkeit,

Bereiche, die storende Banden oder keine Informationen erhalten, abzutrennen.

Es gibt additive Effekte, die eine gesamte oder wellenl@ngenalhdngige V erschiebung der
Basidinie des Spektrums verursachen. Eine solche Veranderung im Spektrum kann z. B.
durch Anderung der Probenpositionierung oder durch KorngréRenunterschiede innerhalb der
Probe bel Messungen in diffuser Reflexion auftreten.

Weiterhin sind multiplikative Effekte bekannt, diein erster Linie auf eine Anderung der
Probenschichtdicke zurlickzufihren sind, sich aber auch durch Streueffekte begrinden lassen.
Meistens beinhalten NIR-Spektren eine Kombination aus allen Einflissen, daher ig es
erforderlich mehrere Vorbehandlungen zu testen und zu vergleichen, mit welcher die
genaueste Kalibrierung zu erzielen ist.

In dieser Arbeit wurden Vektornormierung, multiplikative Streukorrektur und die erste und
zweite Ableitung nach Savitzky-Golay Algorithmus verwendet um Spektren mathematisch

umzuformen.
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2.4.4.1 Vektornormierung

Die Vektornormierung ist eine Streukorrektur, die hauptsachlich multiplikative Effekte
innerhalb der Spektren durch eine Basislinienkorrektur (Offset-Korrektur) minimiert. Hierbel
wird zuné&chst der mittleren y-Wert des Spektrums berechnet und vom gesamten Spektrum
abgezogen, wodurch die Mitte des Spektrums auf y=0 heruntergezogen wird. Danach wird
das Spektrum durch die Quadratwurzel aller yWerte dividiert. Die Vektor -Norm des
Ergenisspektrumsist 1 (Bruker Analytik GmbH).

NPT )
a(x) =1
i=1

Gleichung 2.10 Vektornormierung

2.4.4.2 Ableitung nach Savitzky-Golay

Eine Ableitung eines Spektrums wird gebildet, um eine héhere Auflésung beisich
Uberlagernden Banden und eine Verminderung der Basislinienverschiebung durch
Streueffekte zu erhaten. Die Ableitung folgt demselben Prinzip wie bei der
Kurvendiskussion. In Abbildung 2.4 1 sind die Transformationen der Kurvenparameter bei

der Bildung von Ableitungen dargestellt.
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Abbildung 2.4.1 Transformation durch Bildung von Ableitungen (Quelle Horn, Winzen)
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Bei dem Ableitungsverfahren nach Savitzky-Golay ist zusétzlich eine Polynomgléttung
integriert (Abbildung 2.4.2), wodurch das schlechtere SignatRauschVerhdtnis verbessert
wird, welches bei der Bildung von Ableitungen auf Grund der htheren spektralen Auflésung
entsteht.

Bel der Gléttung der Daten durch den Savitzky-Golay-Filter ist auf die Wahl der
Segmentbreite zu achten, da zu grof3e Filterbreiten zu einer Verringerung der Hohe bel
gleichzeitiger Verbreiterung der Banden fiihren (Otto 1997). Hierdurch kénnen wichtige

Informationen verloren gehen.
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Abbildung 2.4.2 Polynomglé&ttung nach Savitzky-Golay (Quelle Horn, Winzen)

2.4.4.3 Multiplicative Scatter Correction (MSC)

Die MSC ist eine kombinierte Streukorrektur, die sowohl additive als auch multiplikative
Streueffekte in den Spektren vermindert. Mathematisch gesehen handelt es sich um eine
univariate lineare Regression, bei der die Koeffizienten aund b ermittelt werden, um ale
Spektren an ein gemeinsames Mittelwertspektrum anzupassen, wobei die Summen der
Fehlerquadrate gegentiber dem Zielspektrum minimiert werden (Gleichung 2.11). Gleiche
Informationen werden auf diese Weise vermindert, Bereiche mit systematischen
Abweichungen differenzierter dargestellt.

Diese Spektrenvorbehandlung eignet sich besonders zur Streukorrektur bei der quantitativen
Auswertung von Reflexionsspektren fester Arzneiformen.
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MSC X-b
a

Gleichung 2.11 Multiplikative Streukorrektur

2.4.4.4 JCAMP-Format
Die Transformation ins JCAMP Format ist in dem Sinne keine Spektrenvorbehandlung, sie

dient vielmehr dazu, Spektren zum Transfer zwischen verschiedenen Datentrégern in ein
geeignetes Austauschformat zu bringen.

In dieser Arbeit wurde das JCAMP Famat verwendet um Spektren unterschiedlicher,
spektrometerspezifischer Dateiformate zu vereinheitlichen, um sie dann mit Hilfe einer
unabhangigen Software vergleichen zu kdnnen.

Das JCAMP/DX-Format hat sich al's das wichtigste Austauschformat in der Spektroskopie
erwiesen und wurde vom Joint Commitee on Atomic and M olecular Data erarbeitet.

Der wichtigste Vorteil einer JCAMP-Datel ist die allgemeine Verwendbarkeit des
Dateiformates fir verschiedenste Spektren. Der Text der Datei enthadlt nur ASCII-Zeichen und
ist daher universell lesbar, das Format ist flexibel, erweiterungsfahig und kann kompakte
Informationen zur Probe enthalten (Otto 1997).
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3 Material und Methoden

3.1 VewendeteMaterialien—Teil 1

3.1.1 Lactose

Lactose wird in der pharmazeutischen Technologie hauptsachlich als inerter Fullstoff bei der
Herstellung von festen Arzneiformen eingesetzt und ist einer der am haufigsten verwendeten
pharmazeutischen Hilfsstoffe (ICH Sevilla1997). Das Patent zur Herstellung von a-Lactose-
Monohydrat aus Molke besteht seit 1937 und mittlerweile gibt es viele Produkte mit
unterschiedlicher Funktionalitét, deren physikalische Eigenschaften und
Verwendungsmaoglichkeiten sich je nach Herstellungsprozess voneinander unterscheiden.

In dieser Arbeit wurden verschiedene a-L actose Monohydrate der Firmen Meggle, D -
Wasserburg und DMV, NL-Vegeel zur Untersuchung mittels Nahinfrarotspektroskopie
verwendet, da sie den harmonisierten Anforderungen der Pharmakopoen (Ph.Eur., USP/NF,
JP) entsprechen und somit weltweit Verwendung finden (Tabelle 3.1).

Kristalline a-L actose-Monohydrate werden aus Molke unter 93 °C auskristallisiert und
gesiebt. Sie besitzen auf ihrer Oberfléche eine charakteristische monomolekulare
Adsorptionsschicht, die mdgliche Verunreinigungen aus dem Herstellungsprozess enthélt. Die
verschiedenen Siebfraktionen werden je nach KorngrofRenverteilung als unterschiedliche
Produkte vertrieben.

Durch Mahlen werden die Oberflécheneigenschaften der kristallinen Lactosen veréndert, denn
die Partikel erhalten durch diesen Prozess Bruchoberfléchen und andere physikalische
Eigenschaften.

Weiterhin gibt es agglomerierte Lactosen, die durch Dampfagglomeration mit Wasserdampf
hergestellt werden. Diese Krustengranulate weist durch ihre pordse Struktur nahezu plastische
Verformungseigenschaften auf und sind auch wegen der guten Flief3eigenschaften der
sphérischen Partikelform optimal zur Direkttablettierung geeignet.

Andere Lactose Produkte werden durch Sprihtrocknung aus geséttigter Mutterlauge
hergestellt. Hierbei bilden sich kugelige Partikel dahnlich eines Klebstoffgranulats, deren
kristalliner Anteil durch amorphe Feststoffbriicken verklebt ist. Das Produkt erhdt hierdurch
plastische Verformungsel genschaften und gute Flief3eigenschaften und ist daher ebenfalls fir
die Direkttablettierung geeignet.
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Handelbezeichnung Herstellung V\lgsrfggé?:rlti:%/ih Mittlere Korngréf3e in pm
GranulLac 70 gesiebt 4,88 212
GranuLac 140 gesiebt 4,78 106
GranuLac 200 gesiebt 477 75
GranuLac 230 gesiebt 4,84 63
SorboLac 400 gesiebt 4,83 38
PrismalLac 40 gemahlen 4,81 425
Capsulac 60 gemahlen 4,94 250
SachelLac 80 gemahlen 4,79 180
SpheroLac 100 gemahlen 4,81 150
Tablettose 70 agglomeriert 4,89 212
Tablettose 80 agglomeriert 4,86 180
FlowLac 100 spruhgetrocknet 4,96 150
Pharmatose 50M gesiebt 5,23 290
Pharmatose 80M gesiebt 5,02 180
Pharmatose 90M gesiebt 4,75 135
Pharmatose 100M gesiebt 5,01 130
Pharmatose 110M gesiebt 4,81 105
Pharmatose 125M gesiebt 4,66 55
Pharmatose 150M gemahlen 5,22 50
Pharmatose 200M gemahlen 5,27 40
Pharmatose 325M gemahlen 4,85 50
Pharmatose 350M gemahlen 511 30
Pharmatose 450M gemahlen 4,84 20
Pharmatose DLC 11 spriihgetrocknet 4,78 110
Pharmatose DCL 15 granuliert 4,84 140

Tabelle3.1 a-Lactose-Monohydrate

3.1.2 Magnesiumstearat

Magnesiumstearat ist ein zweiwertiges Metallsalz eines Fettsduregemisches, welches zu 40
65 % aus Stearinsdure und zu 27-51 % aus Palmitinsdure besteht. Durch den
Herstellungsprozess kénnen al's Verunreinigungen auch Olsiure oder anderen Fettsiuren
enthalten sein.

Der Hilfsstoff wird in der pharmazeutischen Technologie hauptséchlich als Schmiermittel bei
der Herstellung von festen Arzneiformen eingesetzt, wobei das tribol ogische und
pharmazeutischrtechnol ogische Verhalten dieser Substanz schon ausf thrlich von Steffens
1978 und Koglin 1992 charakterisiert wurde.

Die Fettsduren zur Herstellung von Magnesiumstearat konnen pflanzlicher oder tierischer
Herkunft sein, in der heutigen Zeit wird jedoch aufgrund der BSE-Problematik eher auf den
Einsatz tierischer Fettsduren verzichtet (Friedrich 2002).

22




3Material und Methoden

Magnesiumstearate konnen aufgrund Ihres Herstellungsprozesses und des dafir verwendeten
Ausgangsmaterials in verschiedenen pseudopolymorphen Modifikationen vorliegen (Maller
1977). Es gibt Nadeln mit 23 mol Kristallwasser, Pléttchen mit 22 mol Kristallwasser und
amorphe, kristallwasserfreie Strukturen, allerdings sind auch Mischungen und
Ubergangszustande realisierbar (Steffens 1978).

Alle diese Magnesiumstearate besitzen aufgrund unterschiedlicher Kristallwassergehalte und
Kristallformen eine verénderte Funktionalitét, was sich erheblich auf die Qualitét der daraus
hergestellten Arzneiformen auswirkt (Koglin 1992).

Die Schmiereigenschaften sind im hohen Male von den physikochemischen Eigenschaften
der Substanz abhangig (Barra et al. 1996). Aus diesem Grund ist es problematisch,
unterschiedliche Produkte dieses Hilfsstoffes ohne vorhergehende Funktionalitétstests
untereinander auszutauschen, obwohl sie den Anforderungen der Pharmakopden entsprechen
(Steffens 2001).

In dieser Arbeit wurden handel siibliche Magnesiumstearate sowohl pflanzlicher as auch
tierischer Herkunft verwendet, die nach rontgendiffraktometrischer Untersuchung
verschiedene Kristallhabiti aufwiesen (Tabelle 3.2).

] ] Wassergehalt als
Handelsbezeichnung Herkunft Rggltsg;tgugﬁ‘fbrgifoﬁgt?ie Trocknungsverlust in % '
Infrarotwaage | Thermogravimetrie
BP kosher; J.M.Brown pflanzlich Plattchen/ Nadeln 2,32 2,11
Desitin 434 pflanzlich Nadeln 5,64 5,39
Desitin 769 pflanzlich Nadeln 4,64 3,90
Desitin 846 pflanzlich Nadeln 6,50 5,86
Desitin 866 pflanzlich amorph 341 2,49
Desitin 931 tierisch amorph 3,10 4,42
HA; Hebron pflanzlich Plattchen/ Nadeln 5,14 451
Kemilub; Union Derivan pflanzlich amorph 3,25 2,60
Liga Euro; P. Greven pflanzlich Plattchen/ Nadeln 5,33 4,92
Liga Techn.; P.Greven tierisch Plattchen/ Nadeln 4,47 4,47
Liga USP; P. Greven pflanzlich Plattchen/ Nadeln 5,66 4,79
MF-2-V; Acros pflanzlich Plattchen/ Nadeln 4,41 3,30
NF Food Grade; Mallinckodt | tierisch Plattchen/ Nadeln 3,91 2,94
NF Non bovine; Mallinckrodt | pflanzlich Plattchen/ Nadeln 3,88 4,14
Hlanzlich; Lohmann pflanzlich Plattchen/ Nadeln 4,93 3,82
Pharm veg.; Magnesia pflanzlich amorph 3,95 3,67
Pharma koscher; Barlocher pflanzlich Nadeln 5,62 5,01
Pharma vegetal; Fagi pflanzlich amorph 3,47 3,19
Pharma; Barlocher tierisch amorph 3,43 2,80
Pharma; Fagi tierisch amorph 3,66 2,97
PM; Barlocher tierisch Nadeln 5,04 4,54
SW-F; Barlocher tierisch Nadeln 4,36 3,27
Synpro; Ferro tierisch Plattchen/ Nadeln 3,76 2,46

Tabelle3.2 Magnesiumstearate
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3.1.3 Mikrokristalline Cellulose

Mikrokristalline Cellulose wird durch saure Partialhydrolyse aus a-Cellulose hergestellt, die
aus Nadelholz oder Baumwolle gewonnen wird. In diesem Prozess werden amorphe
Cellulosefibrillen mit niedrigem Ordnungsgrad hydrolysiert, wobei der Kristallinitétsgrad zu,
der Polymerisationsgrad hingegen abnimmt. Nach Reinigung und Sprihtrocknung der
konzentrierten Losung entsteht ein polykristallines Produkt mit plastischen Verformungs- und
guten Flief3eigenschaften.

Durch Siebfraktionierung werden Produkte unterschiedlicher PartikelgréfZenverteilung
erhalten. Weiterhin sind agglomerierte Produkte mit einer mittleren Korngrof3e von ca.

180 um erkéltlich, die sich durch besonders gutes FlieRverhalten auszeichnen. Die
technologischen Eigenschaften der Mikrokristallinen Cellulose sind auf3erdem noch vom
Polymerisierungsgrad, von der Kristallinitdt und der spezifischen Oberfl&che abhéngig
(Shlieout et a. 2002).

Mikrokristalline Cellulose wird als Fullmittel zur Direkttablettierung eingesetzt und eignet
sich as Bindemittel zur Trockengranulierung. Da es sich bel beim Ausgangsprodukt Zell stoff
um natUrliches Material handelt, kann es je nach Hersteller, Rohstoff und Anbau bzw.
Erntezeitpunkt unterschiedliche Funktionalitat aufweisen, wobei diese Anderung der
technologischen Parameter unabhéngig von der chemischen Reinheit und Monographie-
konformitét auftritt.

Je nach Verwendung, sind Produkte auf dem Markt erhdtlich, die sich hinsichtlich Korngrofie
und Wassergehalt unterscheiden. Mikrokristalline Cellulose gehort auch zu den zehn am
meisten verwendeten Hilfsstoffen nach ICH (Sevilla 1997). Die hier untersuchten Produkte
sind in Tabelle 3.3 aufgelistet.

Handelsbezeichnung Mittlere Korngréf3e in um Wassergehalt nach. IR-

Trocknungsverlust in %
Avicel PH101; FMC 50 4,73
Avicel PH102; FMC 100 4,82
Avicel PH112; FMC 100 2,86
Avicel PH200; FMC 180 4,13
Avicel PH103; FMC 50 3,78
Emcocel 50M; Penwest 50 4,84
Emcocel 90M; Penwest 20 497
Emcocel LP200; Penwest 185 4,56
Mcc Sanaq 101; Pharmatrans Sanaq 50 5,04
Mcc Sanaq 102; Pharmatrans Sanaq 100 5,27
Pharmacel 101; DMV 50 4,24
Pharmacel 102; DMV 100 4,44
Vivapur 101; Rettenmeier 50 5,44
Vivapur 102; Rettenmeier 100 5,39
Vivapur 12; Rettenmeier 180 5,20

Tabelle3.3  Mikrokristalline Cellulosen
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3.14 Starke

Stérke ist ein nattrlich vorkommendes pflanzliches Polysaccharid aus 10-30 % Amylose und
70-90 % Amylopektin, welches in der pharmazeutischen Technologie bei der Herstellung von
festen Arzneiformen als Fullstoff, Zerfallhilfsmittel und Bindemittel eingesetzt werden kann.
Pharmazeutisch genutzte Stérke kann laut ICH aus Mais, Kartoffeln, Reis und Weizen
gewonnen werden und unterscheidet sich je nach Ursprung in Korngrof3e, Teilchenform,
Wassergehalt und Kristallinitét. Diese physikalischen Parameter sind fir den Hilfsstoff bel
der Herstellung von Arzneimitteln qualitétsbestimmend.

Die USP grenzt die Verwendung von Stérken durch die Beschrénkung des
Trocknungsverlustes auf maximal 14 % ein, somit ist hiernach ein Einsatz von Kartoffelstérke
mit einem Wassergehalt von bis zu 20 % nicht erlaubt.

Es gibt auf3er den nativen Produkten modifizierte Stérken, die physikalisch-thermisch z. B.
durch Walzenkompaktierung oder chemisch vorverkleistert sind. Durch diese partielle
Hydrolyse lassen sich ihre Tablettiereigenschaften erheblich verbessern, sodass sich diese
Produkte zur Direkttabl ettierung eignen.

In dieser Arbeit wurden native Starken aus Mais, Kartoffel und Weizen und modifizierte
Stérken aus Mais untersucht (Tabelle 34).

Handelsbezeichnung Herkunft Mittlerg KorngroRRe Wassergehalt als !R-
in pm Trocknungsverlust in %
C Pharm 03302; Cerestar WeilRmaisstarke 15 10,10
03402: Cerestar Maisstarke 15 10,80
C Pharm 03406; Cerestar Maisstarke 15 10,93
03413; Cerestar Maisstarke 15 10,18
C Pharm 03415; Cerestar getrocknete Maisstarke 15 2,08
C Pharm 12012; Cerestar vorverkleisterte Maisstarke 175 6,20
C Pharm 93000; Cerestar vorverkleisterte Maisstarke 80 9,66
Amidon de mais B; Roquette Maisstarke 15 11,74
Extra Weiss; Roquette WeiRmaisstarke 15 10,09
Supra NP Bacterio; Roquette Kartoffelstarke 35 17,20
Kartoffelstarke; Cerestar Kartoffelstarke 35 15,05
Kartoffelstarke; Emslandstarke Kartoffelstarke 35 17,58
Solani Amylum; AVEBE Kartoffelstarke 35 21,08
Tritici Amylum; AVEBE Weizenstarke 25 10,83

Tabelle3.4  Starken
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3.2 VewendeteMaterialien-Teil 2

3.2.1 Kaliumaspartat; Magnesiumaspartat

Das Kaiumsalz Hemihydrat der Asparaginsaure C4HsKNO4* 0,5 H20 ist ein weil3es, leicht
wasserl6diches Pulver mit optischer Aktivitét. Es hat ein Molekulargewicht von 180,2 und
kann laut Ph.Eur. 3,0-7,0 % Gesamtwasser enthalten.

Das Magnesiumsalz Tetrahydrat der Asparaginsaure CgH2MgN20s * 4 H20 ist ebenfalls ein
weil3es, leicht wasserl6sliches Pulver mit optischer Aktivitét. Das Molekulargewicht betréagt
360,6 und die Substanz kann laut Ph.Eur. 18,0-22,0 % Gesamtwasser enthalten.

Die Mischung beider Razemate wird in Tomcardin/ -forte Tabletten der Firma Trommsdorff
bei Kalium und Magnesiumdefizit und zur Substitution als Begleittherapie bei
Herzinsuffizienz, Rhythmusstérungen und zur Herzinfarktprophylaxe eingesetzt.

Die Wirkstoffdosierung der Tromcardin Tabletten betrégt jeweils 175 mg, der Tromcardin
forte Tabletten jeweils 360,5 mg beider Wirkstoffe pro Tablette (Rote Liste 2002).

3.2.2 Polyvinylpyrrolidon

Das organische kettenférmige Polymer aus 1-Ethenyl-2-PyrrolidinonGruppen ([CeHoNO]n)
wird in den Pharmakopten auch Povidone (USP, JP, BP) oder Polyvidonum (Ph.Eur.)
genannt.

Der Polymerisationsgrad und damit verbunden das mittlere Molekulargewicht der Substanz
wird durch den K -Wert angegeben, welcher sich nach USP 25 aus der relativen Viskositét
einer wassrigen Losung errechnen |asst.

In dieser Arbeit wurde Plasdone K-25 von | SP verwendet, welches ein mittleres
Molekulargewicht von 30000 aufweist.

Esist ein feines, cremig weil3es, sehr hygroskopisches, leicht wasserl6sliches Pulver, deren
sphérische Partikel mit einer mittleren Partikelgréfie von 100 pm durch Spr Ghtrocknung
hergestellt werden.

In der pharmazeutischen Technologie wird Polyvinylprrolidon (PVP) 25in 0,55 % wassriger
L 6sung hauptséchlich as Bindemittel bel der Feuchtgranulierung zur Herstellung von
Klebstoffgranulaten eingesetzt (Kibbe 2000).

26



3Material und Methoden

3.2.3 Sorbitol

Sorbitol ist ein Zuckeralkohol mit einem Molekulargewicht von 182,17 und wird chemisch
auch D-Glucitol oder 1,2,3,4,5,6-Hexanhexol bezeichnet (C ¢H 140¢).

Sorbitol wird natirlich aus Friichten gewonnen und industriell durch Hydrierung von Glucose
hergestellt. Esist ein geruchloses, weil3es, sii3 schmeckendes, kristallines Pulver, welchesin
unterschiedlichen Kristallmodifikationen vorkommen kann.

Sorbitol ist sehr hygroskopisch, gut wasserlédlich und wird technologisch as
Feuchthaltemittel und als Fullstoff zur Direkttablettierung von festen Arzneiformen, meistens
fur Lutschtabletten eingesetzt (Kibbe 2000).

In dieser Arbeit wurde das sprilhgetrocknete Sorbitol Karion instant der Firma Merck mit
mittlerer Partikelgrofie von ca. 300 um als Feuchthaltemittel und Bindemittel bel der

Feuchtgranulierung verwendet.

3.2.4 Hydroxypropylcellulose

Die Herstellung des nichtionischen Celluloseethers erfolgt aus gereinigter a-Cellulose, die
unter Temperatur und Druck mit Propylenoxid verethert wird. Durch diesen Prozess entsteht
ein kettenformiges teilsubstituiertes Polymer unterschiedlicher Lange, dessen mittleres
Molekulargewicht zwischen 50000-1250000 liegen kann. In der Handel sbezeichnung wird
der Polymerisierungsgrad oft durch die Bestimmung der dynamischen Viskositét einer
wassrigen Losung definierter Konzentration angegeben, die bel dem hier verwendeten
Produkt Methocel E5 von Colorcon 5 mPa* sec betragt. Das well3e bis leicht gelbliche,
geschmacks- und geruchsose Pulver wird bei der Herstellung von festen Arzneiformen, je
nach Substitutionsgrad und Konzentration, als Bindemittel, Filmbildner, Retardierungsmatrix
oder Sprengmittel verwendet. Hydroxypropylcellulose ist in Wasser unter 38 °C kolloidal
l6dich, zwischen 40-45 °C bildet sich ein unlésliches Gelgertst (Kibbe 2000).

In der Formulierung in dieser Arbeit wurde Methocel E5 mit einer maximalen Partikelgrosse
von 150 um als Bindemittelmittel in der auf3eren Phase eingesetzt.
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3.2.5 Magnesiumstearat

Die Substanz und deren Einsatzgebiet wurde bereits in Kapitel 3.1.2 beschrieben.
In diesem Teil der Arbeit wurde ein pflanzliches Magnesiumstearat der Firma Magnesia mit
einem Trocknungsverlust von 2,3 % und amorpher Struktur als Schmiermittel verwendet.
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3.3 Methoden zur Hilfsstoffcharakterisierung-Teil 1

3.3.1 NIR-Spektroskopie

Fur die NIRS-Untersuchungen wurde das FT-NIR-Michel son-Interferometer Vector 22/N der
Firma Bruker Optik GmbH verwendet, das mit einer Quarzlichtleitersonde zur Messung von
pulverformigen Proben ausgestattet ist. Als Detektor wurde eine Indium-Gallium-Arsenid-
Diode mit einem Absorptionsmaximum von ca. 5000 crit eingesetzt. Alle Proben wurden in
diffuser Reflexion im gesamten NIR-Spektralbereich zwischen 4000- 12500 Wellenzahlen
gegen einen Referenzstandard aus Seltenenerdenoxiden (Spectralon) gemessen. Die optische
Auflésung des Spektrometers lag bei 4 Wellenzahlen, die Signalerfassung erfolgte in
Absorption. Von jeder Probe wurden 3 Spektren aufgenommen, wobei jedes Spektrum aus 32
scans gemittelt wurde, was einer Messzeit von etwa 30,5 sec. entspricht. Ein scan entspricht
hierbel einer Spiegelbewegung (Kapitel 2.3.1). Da die Probenprasentation einen
entscheidenden Einfluss auf die Spektren hat, ist es nétig, diese Effekte zundchst zu beurteilen
und die Messanordnung zu standardisieren (Y oon et al. 1998). Zur Sicherung einer
reproduzierbaren Probenvorbereitung wurden ca. 50 ml der zu untersuchenden Probe in ein
100 ml Becherglas gefullt und durch mehrmaliges Aufstampfen komprimiert. Zur Messung
wurde die auf einer Hebevorrichtung platzierte Probe so unter der fixierten Fasersonde
positioniert, dass diese ca. 3 mm in die Probe eintaucht. In Abbildung 3.31 ist die
Messanordnung dargestellt, die in dieser Arbeit fir Pulver und Granulate verwendet wurde.
Zur chemometrischen Auswertung der Spektren wurden die Software OPUS NT 3.1 von
Bruker Optik GmbH, Ettlingen und die Software Unscambler 7.6 von Camo ASA, Oslo
Norwegen verwendet.

Abbildung 3.3.1 Reflexionsmessung von Pulvern mittels Lichtleitersonde
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3.3.2 Wassergehaltsbestimmung nach Karl-Fischer

Die wichtigste mal3analytische Methode zur Wassergehaltsbestimmung ist die Titration nach
Karl-Fischer. Mit dieser Methode wird sowohl der Kristallwassergehak, as auch der
oberflachlich absorbierte Wasseranteil einer Substanz bestimmt. Die allgemeine chemische
Grundlage dieser Methode stellte die Bunsen Reaktion (Gleichung 3.1) dar, in der die
Oxidation von Schwefeldioxid durch Jod in Gegenwart von Wasser beschrieben wird:
L+S0,+2H0 > 4H +21"+S04

Gleichung 3.1 Bunsen Reaktion

Prinzipiell gibt es zwel Verfahren, die zur Wassergehal tsbestimmung nach Karl-Fischer
geeignet sind, die volumetrische und die coulometrische Titration. Bei der Karl-Fischer-
Coulometrie wird das zur Reaktion erforderliche lod nicht als Mal3lGsung zugegeben, sondern
im Titriergefal selbst durch elektrochemische Oxidation erzeugt. Diese Methode eignet sich
besonders zur Spurenanalytik (Wieland 1985).

In dieser Arbeit wurde mit eéinem volumetrischen Titrator DL 35 der Firma Mettler Toledo
gearbeitet, der den Anforderungen der Methode 2.5.12 der Européi schen Pharmakopde
entspricht und zur Bestimmung gréf3erer Wassermengen verwendet wird. Es wurden jewells
0,5 g Substanz in 10,0 ml Formamid als L ésungsmittel 15 min bei 60 °C im Ultraschallbad
gdos.

Generell kann die Endpunktbestimmung durch Messung des lod-Uberschusses visuell,
photometrisch oder elektrometrisch erfolgen.

In dieser Arbeit wurden Platinelektroden zur biamperometrischen Endpunktbestimmung
eingesetzt.
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In Abbildung 3.3.2ist das Messprinzip der Biamperometrie dargestellt, welches in dieser
Arbeit zur elektrochemischen Endpunktbestimmung bei der Karl-Fischer-Titration genutzt
wurde (Abbildung 3.3.3).

Als Ldsungsmittel in der Vorlage wurde Karl-Fischer-Reagenz S; Merck verwendet, das aus
einer Mischung von Methanol, Schwefeldioxid und Imidazol besteht und somit das Anion des
Imidazol-M ethylsulfid-K omplexes al s reaktive Komponente bildet:

CH3zOH + SO+ RN «—— [R-NH]'CH3SO3

Gleichung 3.2 Karl-Fischer-Reagenz S; Merck

Als Titriermittel wurde Karl-Fischer -Reagenz 5; Merck, eine iodhaltige Methanolldsung,
eingesetzt.

Im Gegensatz zu den klassischen KarlFischer Reagenzien, die Pyridin, SO, und lod im
Molverhdtnis 1:1:4 in Methanol enthielten, erfolgt mit den modernen Reagenzien die
Endpunktseinstellung sicherer, der Methodenfehler ist verbessert und die Titrierbesténdigkeit
erhoht (Wieland 1985).

Dasin Gleichung 3.2 gebildete Imidazol-Methylsulfid-Anion wird in Anwesenheit von
Wasser zu Imidazol-Methylsulfat oxidiert, das lod wird zu lodid reduziert, folglich wird
Wasser proportional zur Reaktion verbraucht. Bei der Titration reagieren SO, l,und H O im
Molverhdtnis 1:1:1 nach der Gesamtgleichung:

[R-NH]* CH3SO3 + 1, + H,0+2RN [R-NH]* CH3S04 + 2 [R-NH]*I

Gleichung 3.3 Karl-Fischer-Reaktion

Diese Reaktion lauft nur bis zum vollsténdigen Verbrauch des Wassers in der Probe ab, denn
anschlief3end wird weiter hinzugegebenes lod an der Kathode reduziert.

Gleichzeitig in der Losung vorliegendes Jodid wird an der Anode zu lod oxidiert, wodurch ein
Stromfluss entsteht, der den Aquivalenzpunkt und somit das Ende der Titration induziert.
Beim Titrator Mettler DL 35 wird die Titration bei eéinem Stromfluss von 10 pA automatisch
beendet.

Diese Reaktion wird auch als Dead-Stop-Titration (Abbildung 3.3.3) bezeichnet, da die
Stromstarke (1 in pA) am Aquivalenzpunkt (Ve) fast Null betragt und erst danach ansteigt.
Die Titrationskurve stellt die amperometrische Indikation der Karl-Fischer Titration bel
kontinuierlicher Reagerzzugabe (Vr in ml) dar (Ph.Eur.97).
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3.3.3 Thermoanalytische Methoden

Zur Bestimmung des Wassergehaltes von Substanzen kénnen auch physikalische Verfahren
eingesetzt werden. Die Européi sche Pharmakopte 1997 beschreibt die gravimetrische
Bestimmung des Trocknungswerlusts im Trockenschrank (Methode 2.2.32) und die
Thermogravimetrie (TG) (Methode 2.2.34). Ein anderes gravimetrisches Verfahren stellt die
Infrarot-Trocknungswaage (IR-Waage) dar.

Weiterhin gehort die dynamische Differenzialkalorimetrie (Differential Scanning Calorimetrie
(DSC)) zu den thermoanalytischen Verfahren, die jedoch eher zur Charakterisierung der
Bindung des Wassers in der Probe geeignet ist.

Das gemeinsame Prinzip dieser Verfahren beruht auf der Messung von physikalischen
Eigenschaften einer Substanz a's Funktion der Temperatur. Je nach Methode und
Bindungstyp des Wassers erfolgt die vollsténdige Erfassung stufenweise mit steigender
Temperatur, da zundchst der oberfléchlich adsorbierte, danach erst der als Kristallwasser
stéchiometrisch gebundere Wasseranteil bestimmt wird.

3.3.3.1 Trockenschrank

Die Bestimmung des Trocknungsverlustes im Trockenschrank durch Kontakt und Konvektion
wird in der Européischen Pharmakopte u.a in den Monographien Magnesiumstearat,
Mikrokristalline Cellulose und Stérke vorgeschrieben.

In dieser Arbeit wurde Kartoffelstdrke 90 min bei 130 °C, Mais und Weizenstérke bei 100
105 °C getrocknet.

Zur Bestimmung des adsorbtiv gebundenen Wassers schreibt die USP in der Monographie
Lactose vor, die Substanz 2h bel 80 °C im Trockenschrank zu trocknen. Der
Trocknungsverlust errechnet sich aus der Gewichtsdifferenz vor und nach der Trocknung in

% bezogen auf die Einwaage

3.3.3.2 Infrarot-Trocknungswaage

Eine schnellere Methode fur den Laborgebrauch stellt die Infrarot (IR)Trocknungswaage dar,
kei der die Trocknung durch Strahlung erfolgt. Sie ist zur Bestimmung des
Trocknungsverlustes bzw. zur Restfeuchtebestimmung von pulverférmigen Substanzen und

Zwischenprodukten bei der Herstellung von festen Arzneiformen z.B. Granulaten geeignet.
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In dieser Arbeit wurde die IR-Trocknungswaage MA 40 Moisture Analyzer von Sartorius
alternativ zum Trockenschrank zur Bestimmung von Magnesiumstearat und Mikrokristalliner
Cdlulose, sowie zur Restfeuchtebestimmung von Granulaten eingesetzt. Etwa 3 g jeder Probe
wur de hierbel auf einer Aluminiumschale mit einem Durchmesser vom 90 mm ca. 4 Minuten

bis auf 105 °C erhitzt und der Massenverlust prozentual as Trocknungsverlust bestimmit.

3.3.3.3 Thermogravimetrie (TG)

Bel der Thermogravimetrie wird die Probe in einer kontrollier ten Stickstoff-Atmosphére
einem Temperaturprogramm unterzogen, wobel der Massenverlust pro Zeit bis zur
Massenkonstanz al's Thermogramm oder thermische Zersetzungskurve aufgezei chnet wird.
Die empfindliche Analysenwaage registriert alle physikalischen und chemischen
Zersetzungsvorgange in der Probe, die mit Massendnderungen einhergehen.

In dieser Arbeit wurden Magnesiumstearate und Lactosen mit der TGA 7 Pyris von Perkin
Elmer bel verschiedenen Geréte-Parametern untersucht, wobei jewells ca. 3 mg der Substanz
in einem offenen Platin-Tiegel abgewogen wurden.

Die Lactosen wurden von 40-250 °C mit einer Heizrate von 7 K/ min geheizt, die
Magnesiumstearate von 40-160 °C bel 5 K/ min.

3.3.34 Differential Scanning Calorimetrie (DSC)

Die DSC (dynamische Differenzialkal orimetrie) eignet sich ebenfalls zur Bestimmung von
temperaturbedingten Anderungen der Probensubstanz. Bei diesem kal oriemetrischen
Verfahren werden Warmestromunterschiede zwischen Probenkammer und Referenzkammer
gemessen, die Aufschluss auf ale Phasenumwandlungen innerhalb einer Substanz geben. Die
Probe wird einem Temperaturprogramm in kontrollierter Stickstoff -Atmosphére unterworfen,
wobei ein Thermogramm Aufschluss tiber die Enthalpie-Anderung pro Zeit- oder
Temperatureinheit gibt. Neben Schmelzpunkt, Gefrierpunkt und Zersetzungspunkt, kénnen
Glasiibergang und Umkristallisierungsvorgange wie z. B. Modifikationsanderungen oder
Hydratwasserverlust bestimmt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die unterschiedliche
Bindung von Wassermolekilen in Lactosen und M agnesiumstearaten mittels DSC 204
Phoenix von Netzsch untersucht. Hierbei wurden jeweils ca. 3 mg Substanz in einen
Aluminium-Tiegel mit perforiertem Deckel geflllt. Lactosen wurden von 35-270 °C bel 5 K/
min geheizt, Magnesiumstearate von 30-130 °C bei 5 K/ min.
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3.3.4 RoOntgendiffraktometrie

Die Beugung von monochromatischen Rontgenstrahlen kann mit Hilfe der Bragg' schen
Reflexionsgleichung (Gleichung 3.4) zur Bestimmung des morphol ogischen Zustandes und

der Kristallstruktur von Substanzen genutzt werden.

nl =2dsnq

(n) Beugungsordnung

(I ) wellenlange des monochromatischer Rontgenstrahls
(d) Abstand der benachbarten Netzebenen im Kristallgitter
() Winkel zwischen Primérstrahl und gebeugtem Strahl

Gleichung 3.4 Bragg' sche Reflexionsgleichung

Hierbei wird das bereits 1912 von Laue entdeckte Phénomen der Beugung von
Rontgenstrahlen definierter Wellenlange (| ) an kristallinen Festkorpern genutzt, um deren
Aufbau zu charakterisieren. Die Winkel (q ), der bel bekannter Wellenlange auftretenden
Interferenzen, sind vom Kristallgitteraufbau des Festkorpers abhangig.

Zur Strukturanalyse von Substanzen wird heute meistens das Z&hlrohrverfahren nach Bragg-
Brentano eingesetzt, welches es erméglicht sowohl qualitative, als auch quantitative Aussagen
Uber die Struktur von Verbindung zu machen. Hiermit lassen sich auch physikalische
Eigenschaften von pulverformigen pharmazeutischen Hilfsstoffen aufkléren, die deren
technol ogische Funktionalitdt bestimmen.

In dieser Arbeit wurde die Morphologie von Magnesiumstearaten mit dem Goniometer PW
1830/40 der Firma Philips untersucht.

In Rontgendiffraktogrammen wird der Winkel 2 theta (2] ) gegen die Intensitét der Strahlung
aufgetragen. Bei deren Auswertung werden spitze Peaks mit hoher Intensitét kristallinen
Bereichen zugeordnet, wohingegen amorphe Strukturen durch breite Peaks geringer Intensitét
charakterisiert werden. Als Kristallinitéts- Index kann das Verhdtnis von Kristall-Peaks zur
Gesamtfl&che angegeben werden.
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3.3.5 Konditionierung von Lactosen

Um den Einfluss von adsorbiertem Oberflachenwasser und gebundenem Kristallwasser auf
die Nahinfrarot-Spektren von Lactose zu untersuchen, wurden verschiedene L actose-Produkte
(Tabelle 3.1) unter definierten Bedingungen konditioniert.

Zur Erhéhung des natlrlichen Kristallwassergehaltes von a -LactoseMonohydrat, der bei 4,5
5 % liegt, wurden jewells ca. 5 g Substanz in einer offenen Petrischale mit einem
Durchmesser von 8 cm im Exsikkator Uber geséttigten Elektrolytldsungen bei einer
kontrollierten Umgebungstemperatur von 20 °C eingelagert (Tabelle 3.5). Zur Schaffung
unterschiedlicher konstanter relativer Feuchten wurde die Dampfdruckerniedrigung Uber
geséttigten Elektrolytldsungen geméld dem 2. Raoult’ schen Gesetz ausgenutzt. Da die
Temperaturabhangigkeit dieser Feuchten gering ist, eignet sich der Gebrauch solcher
Lésungen in Exsikkatoren als ,, Hygrostatenfl Ussigkeiten” (P. H. Stahl).

Zur Erniedrigung des oberflachlich adsorbierten Wassers und des Kristallwassers wurden
Lactosen 6 Stunden im Trockenschrank bei 105 °C getrocknet.

Der Gesamtwassergehalt der konditionierten Lactosen wurde anschlief3end mittels
volumetrischer Karl-Fischer-Titration bestimmt (Kapitel 3.3.2)

Elektrolytldsung relativer Dampfdruck] relative Feuchte (RH) Lagerzeit
KoCO3zLOsung 0,44 44 % 166 Stunden
NaCl-Lésung 0,75 75 % 166 Stunden
KCI-Lésung 0,85 85 % 120 Stunden
K>S04-LOsung 0,975 97,5 % 336 Stunden
H20 1,0 100 % 336 Stunden
Tabelle3.5 Lagerungsbedingungen von Lactosen (Quelle Stahl)
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An der Sorptionsisotherme von a-Lactose-Monohydrat (Abbildung 3.34) ist die geringe
Hygroskopizitét von Lactose-Monohydrat zu erkennen, weshalb eine vermehrte
Wasseraufnahme erst bel Lagerung in relativen Feuchten Gber 80 % zu erwarten war.

Meisture Serpfion [g,/100g] ‘

3 T T T T T T T T 1
T g S R s S S e '

B e e e e !
=8~ hnhydrous Locoss : ]

== |

0 10 M 30 40 50 6 70 80 90 100
Relafive Humidity [%]

Abbildung 3.3.4 Sorptionsisotherme von a-Lactose-Monohydrat (Quelle Meggle)
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34 Methoden zur Herstellung der Kalibriermuster — Tell 2

3.4.1 Rezepturentwicklung

Der erste Schritt bel der Entwicklung einer Gehaltsbestimmung mittels Nahinfrarot-
Spektroskopie ist die Festlegung eines ausreichend breiten Kalibrierbereiches fir das
Spektrometer und die Auswahl geeigneter Kalibriermuster, die diesen Bereich abdecken.

Da die Gehaltsabweichungen der Tabletten innerhalb der Produktionschargen zu gering fur
eine robuste Kalibrierung waren, mussten synthetische Muster unterschiedlichen Gehaltes
hergestellt werden, die mit den Produktionsmustern in ihren sonstigen chemischen und
physikalischen Eigenschaften moglichst weitgehend Ubereinstimmten (Blanco et a. 1997).
Um dieses zu gewahrleisten, wurden 30 Laborchargen mit einer Abweichung der
Wirkstoffzusammensetzung von plus/ minus 30 % vom Sollgehalt in enger Anlehnung an die
Herstellungsvorschrift fir Tromcardin/ -forte Tabletten im Mal3stab von 1 kg hergestellt.

Die Ermittlung der Wirkstoffzusammensetzung nach dem Zufallsprinzip erfolgte mittels
Design-Programm Exd3.cmd.

Die fur die Herstellung der Tablettenkerne erforderlichen Hilfsstoffe (Kapitel 3.2 wurdenim
gleichen Verhdtnis untereinander bis zum Endgewicht von 383 mg bzw. 785 mg pro Kern
erganzt.

Ausgehend von einer prozentualen Wirkstoffkonzentration von jeweils 42,5 % in der
Originarezeptur (Tabelle 3.6), wobei die Menge der Granulierflissigkeit bei dieser
Berechnung mitberiicksichtigt wurde, wurden die Mischungen in folgender Spannweite

hergestellt:

. Kaliumaspartat/ Magnesiumaspartat: 29,75 % - 55,25 %
. Hilfsstoffmischung (in gleichbleibendem Verhdtnis untereinander): 10 % - 18 %

Rezeptur Mengeing Menge in %
Kaliumaspartat 4240 425
Magnesiumaspartat 4240 425
Gereinigtes Wasser 53,0 5,0
Isopropanol 24,0 24
Plasdone K-25 29,0 29
Methocel E5 24,0 2,2
Karion instant 18,0 2,0
Magnes iumstearat 5,0 0,5
Gesamtmenge Granulat 1000,0 100,0

Tabelle3.6  Zusammensetzung Tromcardin Originalgranul at
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Die Grenzen der Variationsmoglichkeiten innerhalb der Rezeptur wurden experimentell
ermittelt. Sie ergaben sich einerseits durch die festgel egten Tablettenmassen und andererseits

durch die Herstellungstechnologie, die nur bedingte Abweichungen im Hilfsstoffantell zulief3.
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Abbildung 3.4.1 Zusammensetzung der Kalibrierchargen

In Abbildung 3.4.1 zeigt die zufdllige Zusammensetzung der 30 Kalibrierchargen in Bezug
auf die Wirkstoffe Kaliumaspartat % und Magnesiumaspartat %.

Die Rezepturen der Kalibrierchargen befinden sichim Anhang Kapitel 7.3.
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Das Histogramm der Wirkstoffverteilung von Kaium- (KA) und Magnesiumaspartat (MA)
bezogen auf die Anzahl der Chargen in Abbildung 3.4.2, zeigt, dass der ausgewdahite
Kdlibrierbereich gleichmaidig abgedeckt wurde.

10 7

B KA %
0 MA %

Anzahl der Prober
(6]

31-35 36-40 41-45 46-50 51-55
Wirkstoffgehalt %

Abbildung 3.4.2 Wirkstoffverteilung der Kalibrierchargen

3.4.2 Granulierung

Gemal3 Herstellungsvorschrift der Firma Trommsdorff wird in der Produktion zunéchst eine
Feuchtgranulierung der Wirkstoffe im Intensivmischer mit anschlief3ender Trocknung des
Granulates in der Wirbelschicht durchgefiihrt. Dieser Prozess ist notwendig, da die
FlieReigenschaften der Wirkstoffe, die einen Anteil von 85 % der Mischung ausmachen,
aufgrund von Kernfluss so schlecht sind, sodass eine Verpressung ohne vorhergehende
Granulierung nicht moglich ist.

In Kapitel 3.4.1wurde bereits erwahnt das ein Scale down des Produktionsansatzes von
272 kg auf einen Laboransatz auf 1 kg durchgeftihrt wurde, da diese Ansatzgrél3e zur
Herstellung einer ausreichenden Anzahl Kalibriermuster ausreichte.

Um zwischen Produktionschargen und Laborchargen moglichst wenige Abweichungen im
physikalischen Aufbau der Granulatpartikel zu erhalten, wurde dieselbe Granuliertechnik
verwendet (Steffens 1999).
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Mit der Hordentrocknung im Trockenschrank wurde eine andere Trocknungstechnik
verwendet a's in der Produktion. Diese kann zu einem Chromatographie -Effekt fuhren.

Bel der Gehaltsbestimmung stellte sich jedoch heraus, dass dieser Effekt bei einem
Wirkstoffgehalt von insgesamt 85 % keine grof3e Auswirkung auf die Gleichférmigkeit des
Granulataufbaus hatte.

Beide Wirkstoffe wurden in einem Collette MP 20 Mischer 5 Minuten vorgemischt.

Fur die Granulierflissigkeit wurde Polyvinylpyrrolidon und Sorbitol in heif3em gereinigtem
Wasser geldst, anschliefzend mit Isopropanol erganzt.

Die Granulation erfolgte bei 40 Umdrehungen pro Minute bel einer Pumprate von 0,25 ml pro
Sekunde und einer Nachgranulierzeit von 5 Minuten.

Das feuchte Granulat wurde in einem Erweka Siebgranulator mit einer Maschenweite von
1,6 mm nachgranuliert und anschlief3end in einem Hordentrockenschrank 12 h bei 60 °C
getrocknet.

Nachdem die fertige innere Phase des Granulates durch ein 1,25 mm Sieb nachgebrochen
wurde, wurde die Restfeuchte mittels IR-Trocknungswaage (Kapitel 3.3.3.2 bestimmt.

Bel einer Restfeuchte von ca. 3 % wurden Hydroxypropylcellulose und Magnesiumstearat

2 Minuten im Turkula-Mischer in einem 2 Liter Mischgeféf3 zugemischt.
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3.4.3 Charakteriserung der Granulate

Das Ziel des Scale downs bei der Herstellung der Kalibriermuster stellte die Herstellung eines
vom Aufbau her identischen Granulates mit veranderter Wirkstoffzusammensetzung dar, aus
dem sich Tablettenkerne mit den selben physikalischen Eigenschaften hergestellt lassen wie
in der Produktion.

Daes hierbel jedoch erforderlich war auch die Hilfsstoffmenge zwischen 10 und 18 % zu
variieren (Kapitel 3.4.1) und welil durch die verringerte Ansatzgrof3e andere Geréte gewdahit
werden mussten, konnte eine dadurch bedingte Veranderung der physikalischen
Eigenschaften der Granulate nicht ausgeschl ossen werden.

Um die EinflUsse des Scale downs auf die Granulate genauer zu untersuchen, wurden die 30
Laborchargen anhand der folgenden Parameter mit dem Originalgranulat aus der Produktion

verglichen.

3.4.3.1 NIR-Spektren
Die NIR-Spektren der Granulate wurden mit der selben Applikation wie in Kapitel 3.3.1

aufgenommen.

3.4.3.2 Restfeuchte

Die Bestimmung der Restfeuchte von Granulaten erfolgte mittels IR-Trocknungswaage
Sartorius MA 40 (Kapitel 3.3.3.9.

3.4.3.3 Partikelgrofenverteilung

Die Partikelgrofenverteilung der Granulate wurde mit dem Laserbeugungsspektrometer Helos
12 KA/LA (Sympatec) mit Hilfe der Schwerkraftdispergierung (System Gradis) untersucht.
Das Messprinzip beruht auf einer unterschiedlich starken Beugung eines Laserstrahls durch
Partikel, die in den Strahlengang gebracht werden.

Je kleiner die Partikel sind, umso stérker wird der Strahl abgelenkt. Das resultierende
charakteristische Beugungsmuster wird von einer Sammellinse mit variabeler Brennweite

aufgefangen und zum ringférmig um die Strahlachse angeordneten Detektor geleitet.
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Je nach Messbereich kann die Brennweite zwischen 100 und 2000 mm liegen, mit denen sich
Partikelgrofien zwischen 1 und 3500 pm messen lassen.

Fur die hier untersuchten Granulate, die eine mittlere Partikelgréfie von ca. 200 pm
aufwiesen, wurde eine Sammellinse mit 1000 mm Brennweite und eine
Schwerkraftdispergierung tber einen Freifallschacht (Gradis) verwendet. Es wurden jeweils 3
Messungen je Probe durchgefuhrt.

Diese schonende Probenapplikation wird bei empfindlichen Agglomeraten, z. B. bei
Granulaten verwendet, um grofere Sekundarpartikel nicht vor der Messung zu zerstéren.

Die Auswertung der detektierten Beugungsmuster erfolgte mittels Fraunhofer-Beugung, da es
sich um eine gerichtete Streuung handelte, bei welcher der Winkel der Streuung umgekehrt
proportional zur Teilchengréfl3e ist.

Die Ergebnisse werden al's volumenbezogene Dichteverteilung (g3lg) logarithmisch
dargestellt. Die Perzentilen x10, x50 und x90 geben das Volumen (10 %, 50 %, 90 %) der
vermessenen Probe an, welches unterhalb der argegebenen Partikelgrofze in um liegen.

Unter Annahme kugeliger Partikel kann ebenfalls die volumenbezogene spezifische
Oberflache der Partikel bestimmen werden.

3.4.3.4 Rasterelektronenmikroskop

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurde in dieser Arbeit verwendet, um die
Morphologie und den Aufbau der Granulatpartikel und Agglomerate zu untersuchen. Es sollte
ermittelt werden, ob das in einer Ansatzgréf3e von 1 kg hergestellte Granulat visuell mit dem
Granulat aus der Produktion vergleichbar war.

Die hohe Aufldsung von bis zu 3 nm und die hohe Schérfentiefe stellten die Hauptvorteile bel
der Auswahl dieses Verfahrens dar.

Zuné&chst mussten die Granulatproben im Kathodenzerstduber (Sputter Coater; Edwards) mit
einer Goldschicht versehen werden, um eine leitféhige Oberflache zu erhalten.

Im Rasterel ektronenmikroskop (Hitachi) wurden die entsprechend vorbehandelten Proben mit
einem Elektronenstrahl abgerastert, wobei durch eine Wechselwirkung zwischen Strahl und
leitfahiger Probenoberflache Sekundérel ektronen emittiert wurden.

Im Detektor wurden diese Sekundérelektronen in Spannungséquival ente umgewandelt,
verstérkt und an eine Kathodenstrahlréhre weitergeleitet, an der siein ein digitales Bild
umgesetzt wurden.

Die REM-Aufnahmen ausgewahlter Granulatproben sind im Anhang Kapitel 7.8 dargestellt.
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3.4.3.5 Bulkdichten

Schiitt und Stampfdichte werden zusammenfassend als Bulkdichten bezeichnet und
beschreiben die Dichte eines Haufwerks einschliefdich aller vorhandenen Luftréume. Sie
haben eine grol3e Bedeutung bel der Charakterisierung technologischer genutzter Pulver und
Granulate, sodass deren Bestimmung auch in der Européi schen Pharmakopde (M ethode
2.9.15) beschrieben ist. Gemal3 dieser Methode wurden auch die Eigenschaften aller
Granulatchargen untersucht und mit dem Originalgranulat verglichen.

Einen weiteren Parameter zur Beurteilung von Pulvereigenschaften stellt der Hausner-Faktor
dar (Bauer, Fromming, Fihrer). Der Quotient aus Stampf - und Schittdichte gibt Aufschluss
auf die Verdichtung eines Haufwerks bei mechanischer Beanspruchung, z. B. bei der
Beflllung der Matrizen bei der Tablettierung. In diesem Zusammenhang ist es wichtig,
Erkenntnisse uber die Korrelation von Masse und Volumen bei Pulvern und Granulaten zu
gewinnen. Der Hausner-Faktor sollte zwischen 1,0 und 1,2 liegen, da bei zu hohen Werten
eine Gleichformigkeit der Masse und des Gehaltes von einzeldosierten festen Arzneiformen

bei einer volumetrischen Dosierung nicht gewahrleistet werden kann.

3.4.4 Tablettierung

Bei der Tablettierung der Granulate wurde ebenfalls ein Scale down der
Produktionsbedingungen durchgefihrt, wobei die wichtigste Voraussetzung hierfir die
spektrale Ubereinstimmung der Kernmatrix synthetischer hergestellter Labormuster mit
derjenigen der Produktionsmuster war.

In der Produktion wurden die Kerne auf einer Rundlauferpresse mit 10-35 kN Presskraft bel
einer Pressgeschwindigkeit von 150.000-180.000 Tabletten pro Stunde hergestellt.

Bel der Granulatansatzgrof3e von 1 kg wurde mit einer EK 0 Exzenterpresse von Korsch mit
bikonkaven Stempeln bei einer Presskraft von ca. 10-15 kN gearbeitet.

Die Presse war am Oberstempel halter mit Dehnungsmessstreifen instrumentiert, die es
ermdglichten, die Presskraft Uber eine Wheatstone' sche Messbriicke (PR 9307, Philips) und
ein Oszilloskop (HM 421, Hameg) abzulesen. Es stand jeweils ein Stempel paar fur jede der
beiden Dosierungen zu Verfigung. Die Tromcardin Kerne wurden mit 10,5 mm bei ca. 10
kN, die Tromcardin-forte Kerne mit 12 mm Stempeln bel ca. 15 kN gepresst, sodass zur

Herstellung aler Kalibriermuster mit demselben Granulat gearbeitet werden konnte.
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3.4.5 Charakterisierung der Tabletten

Um die synthetischen Tablettenkerne trotz unterschiedlicher Herstellungsbedingungen mit

den Produktionschargen vergleichen zu kdnnen, wurden die Parameter des

Herstellungsprotokolls der Firma Trommsdorff zu Grunde gelegt, diein Tabelle 3.7

dargestellt sind.

Das Aussehen aller Tablettenkerne war weil3, rund, bikonvex und ohne Bruchkerbe.

Tromcardin Tabletten

Tromcardin forte Tabletten

Gewicht 382,8 mg 785,0 mg
Durchmesser 10,5 mm 12,0 mm
Hohe 4,5-5,0 mm 6,7-7,3 mm
Bruchfestigkeit >10N >40 N
Abrieb <0,25% <0,25%
Zerfall <30 min < 30 min
Tabelle3.7  Herstellungsparameter der Tablettenkerne

3.4.5.1 Glechférmigkeit der Masse

Diese Prufung wurde nach Anforderungen der Ph.Eur. (Methode 2.9.5) durchgefihrt, wobei

20 Prufmuster stichprobenartig auf der Analysenwaage (Sartorius basic) in mg genau

gewogen wurden.

3.4.5.2 Abmessungen der Kerne

Die Hohe und der Durchmesser der gewdlbten Tabl ettenkerne wurde mit einer digitalen
Schieblehre (PAV Electronic) in mm bestimmt, wobei die selben 20 Prifmuster wiein

Kapitel 3.45.1 verwendet wurden.

3.4.5.3 Bruchfestigkeit

Die Bruchfestigkeit der Tablettenkerne wurde stichprobenartig mit dem Schleuniger
Bruchfestigkeitstester in Anlehnung an die Ph.Eur. Methode 2.9.8 in Newton bestimmit.
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3.45.4 Friabilitat
Die Prufung auf Friabilitét (Ph.Eur. Methode 2.9.7) dient dazu, die Beanspruchung von

nichtiiberzogenen Tabletten zu prifen und wurde in einer Erweka Friabilitéts-Apparatur
durchgefhrt. In Anlehnung an diese Priifung wurde eine Stichprobe von 20 der entstaubten
Kerne genau gewogen, 4 min bei 25 Umdrehungen pro min in der Apparatur belassen und
nech abschief’enden Entstauben erneut gewogen. Die Angabe der Gewichtsdifferenz erfolgte
in %.

3455 Zefal

Die Zerfdlszeit der Kerne wurde gemdld der Methode 2.9.1 der Ph.Eur. mit dem Erweka ZT 6
Zerfalstester in demineraisiertem Wasser bel 37 °C durchgefihrt, wobel der Mittelwert von

6 Einzelmessungen in min angegeben wurde.
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3.4.6 Aufnahme der NIR-Spektren

3.4.6.1 Diffuse Reflexion

Die Reflexionsspektren der Kalibriermuster wurden mit dem Vector 22/N FT-NIR
Michelson-Interferometer (Bruker GmbH) und mit dem Biichi NIRVIS Polarisations-
Interferometer mittels Lichtleitersonde aufgenommen.

Fur eine reproduzierbare Messanordnung wurde die Lichtleitersonde in ein Stativ gespannt
und mit einer Irisblende zur Tablettenmessung versehen (Abbildung 3.4.3).

Fur eine optimale photometrische Linearitét der Messung wurde der Abstand zwischen
Tablettenkern und Sonde konstant bei 3 mm gehalten (Bruker GmbH). Als Detektor wurde
eine Indium-Gallium-Arsenid-Diode (InGaAs-Diode) mit einem Absorptionsmaximum von
ca. 5000cm™* verwendet.

Von alen 30 Chargen der 10,5 und 12 mm Kerne wurden 5 Stichproben gegen Spectralon as
Referenzstandard vermessen, wobei von jeder einzelnen Stichprobe zwei Spektren von Ober-
und Unterseite des Kerns aufgenommen wurden.

Die Messzeit mit dem Bruker Spektrometer betrug bei allen Proben ca. 9,5 sec. (16 scans) bel
einer optischen Aufldsung von 8 Wellenzahlen. Der Messbereich lag bel allen Spektren
zwischen 4000 und 12000 Wellenzahlen, die Signalerfassung erfolgte in Absorption.

Beim Buchi Spektrometer wurde eine Bleisulfid-Diode (PbS-Diode) als Detektor verwendet.
Die Messzeit betrug ca. 30 Sekunden (5 scans), bei einer optischen Auflésung von 24
Wellenzahlen. Das Spektrum wurde Uber den Bereich von 4000- 10000 Wellenzahlen in

Reflexion aufgenommen und anschlief3end in ein Absorptionsspektrum transformiert.

Abbildung 3.4.3 Reflexionsmessung von Tabletten mittels Lichtleitersonde und
Irisblende
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3.4.6.2 Transmission

Die Transmissionsspektren wurden mit dem Vector 22/N-T FT-NIR Michelson-
Interferometer (Bruker GmbH) aufgenommen.

Von jeder Charge wurden 5 Stichproben auf einem Probenteller mit Irisblenden vermessen,
Uber dem der Detektor (InGaAs-Diode) mit konstantem Abstand zum Tablettenkern plaziert
war (Abbildung 3.4.4).

Zur Reproduzierbarkeit der Messung wurden je Stichprobe zwei Spektren von Ober- und
Unterseite des Kerns in Absorption aufgenommen. Die Messzeit betrug bei den 10,5 mm
Tabletten 9,5 Sekunden (16 scans) bei einer optischen Auflésung von 8 Wellenzahlen. Als

Strahlungsguelle wurde ein WolframHaogen Laser mit einer Stérke von 20 W verwendet.

Dadie 12 mm Tromcardin-forte Kerne eine H6he von bis zu 7,30 mm aufwiesen, musste fir
diese Muster ein Laser von 35 W verwendet werden, um die Matrix durchdringen zu kénnen.
Zur weiteren Optimierung des Signal/Rausch-Verhdtnisses wurde bel den Chargen 1, 3, 4, 6,
7,9, 10, 11, 20, 21, 24, 26, 30 eine Messzeit von ca. 9,5 Sekunden (16 scans), bei den
Chargen 2, 5, 8, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 22, 23, 25, 27, 28, 29 eine Messzeit von 1 min
(101 scans) bei einer optischen Auflésung von 8 Wellenzahlen gewéhit. Der Messhereich lag
bei alen Spektren zwischen 4000 und 12000 Wellenzahlen.

Abbildung 3.4.4 Transmissionsmessung von Tabletten mit Vector 22/N-T
(Bruker Optik GmbH)

Zur chemometrischen Auswertung aller Spektren wurden die Software OPUS NT 3.1 von

Bruker Optik GmbH, Ettlingen und die Software Unscrambler 7.6 von Camo ASA, Odlo

Norwegen verwendet.
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3.4.7 Gehaltsbestimmung der Kalibriermuster

3.4.7.1 Bestimmung der Kationen mittels Atomabsorptionsspektroskopie (AAS)

Die Gehaltsbestimmung von Kalium und Magnesium wurde mittels FlammenAAS
durchgefihrt. Die Methode wird in der Ph.Eur. (2.2.23) beschrieben, das Funktionsprinzip ist
in Abbildung 3.4.5 schematisch dargestellt.
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Abbildung 3.4.5 Atomadsorptionsspektroskopie (Riicker, Neugebauer, Willems)

Die in der Probenl6sung enthaltenden Kalium- und Magnesium-lonen werden in der
Acetylenflamme des Brenners atomisiert. Die Elektronen der Metall-Atome werden durch
Einstrahlung von Licht aus der Hohlkathodenlampe angeregt und von einem energiedrmeren

Niveau (E1) auf ein hdheres energiereicheres Niveau (E2) angehoben.

h*c
DE:Ez'E]_:h*n: |
E = Energieniveau h = Proportionalitatsfaktor N = Frequenz
¢ = Konzentration | = Wwellenlange: K 766,5 nm; Mg 285,2 nm
Gleichung 3.5 Thermische Anregung von Elektronen

Die dabel absorbierte Strahlung kann nach den Gesetzmél3igkeiten des Lambert-Beer’ schen
Gesetzes, das schon in Kapitel 2.2 beschrieben wurde, quantitativ ausgewertet werden. Die
Hauptvorteile dieser Methode bestehen darin, dass sie hochspezifisch ist, und aufgrund der
Nachweisgrenze von unter 1 ppm auch zur Spurenanalytik geeignet ist.

Zur Gehaltsbestimmung der Kalibriermuster wurde eine Dreifachbestimmung von jeder der 5
Stichproben aller 30 Laborchargen beider Dosierungen durchgefuhrt.
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3.4.7.2 Bestimmung der Aspartate mittels HPLC

Die HPLC (high performance liquid chromatography) ist ein chromatographisches
Trennverfahren, bei dem die Probe in einer fllissigen mobilen Phase gel6st und mit einem
konstanten Druck von > 40 bar durch eine nicht mischbare feste stationére Phase gepumpt
wird. Die beiden Phasen werden so gewéahlt, dass sich die Probenkomponenten in
Abhangigkeit von der Polaritét ihrer chemischen Struktur in unterschiedlichem Mal3e
zwischen den Phasen verteilen. Die Komponenten, die eine hohe Affinitét zur stationéren
Phase haben, bewegen sich nur langsam in der mobilen Phase, die Komponenten, die nur
geringe Affinitét zur stationdren Phase habe, bewegen sich schnell in der mobilen Phase.
Aufgrund dieser Mobilitétsunterschiede trennen sich einzelne Bestandteile innerhalb der
Probe auf, was durch einen nachgeschalteten Detektor analysiert und als Banden in einem
Chromatogramm gegen die Zeit aufgetragen wird. Zur qualitativen Auswertung werden die
Positionen der Banden (Peaks) auf der Zeitachse herangezogen. Die Flachen unterhalb der
Peaks konnen durch Integration zur Gehaltsbestimmung verwendet werden.

In dieser Arbeit wurde eine Gradientelution mit Natriumtetraborat Ldsung und Acetonitril
(90:10) an einer Xterra RP8 Saule von Waters durchgefihrt. Die Detektion der Aspartate
erfolgte nach vorhergehender Derivatisierung mit Fluorescamin mittels eines
Fluoreszenzdetektors. Die Chromatogramme wurde n Uber externe Standards ausgewertet,
wobei die Peakfléche bei einer Retentionszeit von 1,3 min als Aspartat Gehalt in mg pro Kern
angegeben wurde. Bel der hier verwendeten Umkehrphasenchromatographie (r eversed phase)
mit einer RP 8 Saule wurden die polaren Silanolgruppen durch Alkylierung mit Octyl
Gruppen hydrophobisiert.
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Wasser bietet a's eine der wenigen Ausnahmen anorganischer Verbindungen gute
Voraussetzungen fir die Anregung von Molekilschwingungen im nahinfrarotenBereich. Die
Absorption der elektromagnetischen Strahlung erfolgt hier durch die Anregung der stark
polarisierten OH-Bindung des Molekils. In Abbildung 4.1 ist das NIR-Absorptionsspektrum
von Wasser dargestellt, in dem vier Absorptionsmaxima zu erkennen Snd. Bel 1940 nm
(5155 cm) befinden sich K ombinationsschwingungen aus OH-Valenz- und
Deformationsschwingungen, bei 1440 nm (6944 cm™) die erste Oberschwingung der OH-
Valenzschwingungen bei einer Schichtdicke von 0,1 mm. Bei einer Wellenlénge von 1200 nm
(8333 cmi?) ist aulerdem eine weitere schwache K ombinationsschwingung und bei 960 nm
(10417 cmY) die zweite Oberschwingung der OH-Valenzschwingung zu sehen, allerdings ist
bei der geringen Absorption dieser Schwingungen eine Schichtdicke von 10 mm nétig um

diese zu detektieren.

Absorption

B0 100 MO WO 1600 0D B0OO  ZN0 2400
Wellenlange {nm)

Abbildung 4.1 NIR-Absorptionsspektrum des Wassers (Quelle Sadler)

Die genaue Position der einzelnen OH-Banden im Spektrum ist stark von der chemischen und
physikalischen Struktur der Verbindung, sowie von der Temperatur abhdngig und kann sich je
nach Einfluss zu grof3eren oder kleineren Wellenldngen verschieben. Die

K ombinationsschwingung bei 1940 nm kann gut detektiert werden und wird hauptséchlich

Zur quantitativen Bestimmung der Restfeuchte von Substanzen herangezogen (Kamat et al.
1989; Zhou et al. 1998).
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Des Weiteren eignen sich die OH-Schwingungen im NIR-Spektrum zur qualitativen und
quantitativen Bestimmung polymorpher Kristallformen (Norris et a. 1997; Gimet et a. 1987;
Blanco et a. 2000; Bauer et a. 2000).

Der erse Oberton bei 1440 nm wird stark durch Wasserstoffbrtickenbindungen beeinflusst
(Derksen et al. 1998), die beiden Adsorptionsmaxima bei 960 nm und 1200 nm sind zu
schwach um sie in der NIRS zur quantiativen Auswertung zu verwenden.

Im Allgemeinen gilt, je stirker das Wasser gebunden ist, desto grofer ist die Wellenlénge
seines Absorptionsmaximums (Morriseau et a. 1995). Im Gegensatz zum stéchiometrisch
gebundenen Kristallwasser vibriert freies adsorbiertes Oberfl&chenwasser leichter, wodurch
sich eine Verschiebung der Banden zu kleinern Wellenlangen erkl&ren lassen kann (Derksen
et a. 1998).

Die Grundvoraussetzung zur quantitativen Wassergehaltsbestimmung von Substanzen mittels
NIR Spektroskopie ist eine prézise priméare Referenzanalytik, die den wahren Wassergehalt
mit moglichst geringem Methodenfehler bestimmen kann.

In dieser Arbeit wurden a's Referenzanlytik die Karl-Fischer Titration, die IR-Waage und die
Thermogravimetrie eingesetzt. Bei dieser Auswahl ist zu beachten, dass diese
Referenzmethoden hohe Methodenfehler besitzen, welche in die chemometrische Vorhersage
des Wassergehaltes der NIR-Methode miteingehen und somit das Ergebnis negativ
beeinflussen. Dieser Zusammenhang macht deutlich, dass die NIR-Vorhersage nicht préziser

als die Referenzmethode sein kann.

4.1 Wassergehaltsbestimmung von Lactose mittelsNIRS

4.1.1 Darstellung der OH-Schwingungen von Lactosen mittels NIRS

In Arbeiten von Buckton et al. (1998) wurde bereits der Einsatz der NIR -Spektroskopie zur
Untersuchung von amorphen und kristallinen Lactosen beschrieben. Amorphe Lactosen
wurden unter definierten Bedingungen Uber geséttigten Sal zlosungen eingelagert und die
NIRS wurde dazu eingesetzt, die Verénderungen der Morphologie durch Verdnderungen im
NIR-Spektrum der Lactosen aufzukléren. Der Ubergang vom amorphen zum kristallinen
Zustand, und der Ubergang von R-Lactose zu a-Lactose-Monohydrat konnte in den NIR-
Spektren anhand von Verdnderungen der Ober - und K ombinationsschwingungen der OH-
Gruppe beobachtet werden. Als Referenzanalytik wurden hier Thermogravimetrie und DSC
eingesetzt.
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Mit der NIR-Spektroskopie konnten nicht nur die unterschiedlichen Bindungen der
Wassermolekiile in Lactose beobachtet werden, sie war vielmehr auch dazu geeignet, den
Gehalt von Wassermolekilen im Lactose-Molekll zu quantifizieren (Hammond et al. 1998).
Diese Erkenntnisse wurden in dieser Arbeit bei den Untersuchungen der verschiedenen
Lactosen herangezogen.

Die Aufnahme der NIR-Reflexionsspektren aller Lactosen erfolgte nach der in Kapitel 3.3.1
beschrieben Methode. Auf der x-Achse der Spektren wurde die Wellenzahlen in e, auf der
y-Achse die Absorption aufgetragen.

In Abbildung 4.1.1 sind Spektren verschiedenener Lactose-Modifikationen dargestellt. Es
wurden a -Lactose-Monohydrat, 3-Lactose und instabile amorphe Lactose, die durch
Gefriertrocknung geséttigter Lactose-Ldsung hergestellt wurde, vermessen.

Bei 5155 cm™ und 6944 cm™ sind deutlich die unterschiedlichen OH-Banden zu erkennen, die
auf die verschiedenen Bindungen des Wassers in den Lactose-Molekilen hindeuteten.

Vor alem in der 2. Ableitung der OH-Kombinationsschwingung bei 5155 cm™ (Abbildung
4.12), die hauptsachlich die Schwingung des festgebundenen Kristallwassers darstellt, ist ein
deutlicher Unterschied zwischen den Modifikationen zu erkennen. Im Anhang Kapitel 7.4

sind die dazugehtrenden DSC- und TG Thermogramme als Referenzmethoden dargestellt.
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Abbildung 4.1.1 Origina Reflexionsspektren verschiedener Lactose M odifikationen
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4.1.2 OH-Schwingungen von a-Lactose-Monohydraten

In dieser Arbeit wurden 25 verschiedene Typen von a-Lactose-Monohydrat (Tabelle 3.1) mit
NIRS untersucht, fir die im Folgenden die Entwicklung einer Methode zur
Gesamtwassergehal tsbestimmung mittels NIRS beschrieben wird.

Der Gesamtwassergehalt von a-Lactose-Monohydrat liegt bei ca. 5 % und setzt sich aus
stéchiometrisch gebundenem Kristallwasser und ca. 0,1-0,2 % adsorptiv gebundenem
Oberflachenwasser zusammen (Hunnius).

Die Reflexionsspektren aler 25 Lactosen in Abbildung 4.1.3 zeigten eine deutliche Bande der
OH-K ombinationsschwingungen bei ca. 5155 cm™ (A) und eine tiberlagerte Bande der OH-
Oberschwingungen bei ca. 6944 cm (B).

Die Kombinationsschwingungen (A) waren deutlich al's spitzer Peak ausgepréagt, das
Absorptionsmaximum der ersten Oberschwingung (B) wurde stark durch chemische und
physikalische Parameter der Substanz beeinflusst, daher konnte man diesen Peak nur
undeutlich am Rande eines breiten stark Uberlagerten Bereichs erkennen.

Die Verschiebung der Basislinie resultierte aufgrund additiver und multiplikativer
Streueffekte durch unterschiedliche Partikelgrofien und Herstellungsverfahren der
verwendeten Produkte (Tabelle 3. 1), sowie durch mogliche Schichtdickenunterschiede bei der

Messung.
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Abbildung 4.1.3 Origina Reflexionsspektren aller Lactosen
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Durch mathematische Vorbehandlung der Spektren (Kapitel 2.4.4) konnten diese Streueffekte
deutlich minimiert werden (Candolfi et al. 1999).
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Abbildung 4.1.4 Erste Ableitung der Lactosespektren (12000-4000 ci™)

Die Abbildung 4.1 4 und Abbildung 4.15 stellen die erste Ableitung nach Savitzky- Golay
von alen Lactose-Spektren dar. Analog zur Kurvendiskussion wurden aus
Absorptionsmaxima der Originalspektren in der ersten Ableitung fallende Nullstellen. Stark
Uberlagerte Bereiche lief3n sich auf diese Weise a's getrennte Peaks darstellen. An der
Skalierung der Absorption auf der yAchse ist zu erkennen, dass sich durch die Bildung der
Ableitung auch die spektrale AuflGsung erhohte.
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Abbildung 4.1.5 Erste Ableitung der Lactosespektren (7000-5000 cni?)

Die Bildung der zweiten Ableitung (Abbildung 4.16) bewirkte die Transformation einer
fallenden Nullstelle zu einem Minimum, wodurch eine weitere Erhéhung der spektralen
Auflésung und eine verbesserte Zuordnung der Banden erfolgen konnten. Gleichzeitig

erfolgte eine weitere Minimierung der begleitenden Streueffekte.
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Abbildung 4.1.6 Zweite Ableitung der Lactosespektren (7000-5000 cm™)
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Bei der Bildung von Ableitungen der NIR-Spektren entsteht zwar zunéchst ein schlechteres
Signal/ Rausch-Verhdltnis, welchem jedoch durch die gleichzeitige Polynomgl&ttung nach
Savitzky-Golay entgegengewirkt wird. Die Wahl der Polynomglé&ttungspunkte muss
allerdings sorgféltig vorgenommen werden, da sonst eine Verfd schung der Ergebnisse durch
zu starke Glattung der Banden auftreten kann (Kapitel 2.4.4.2). Dieses ist besonders bei der
Auswertung schwacher spektraler Effekte von Bedeutung. Bei Schwingungen mit starker
Absorption oder bei Komponenten hoher Konzentration macht sich dieser Fehler nicht so
schnell bemerkbar.

Zur Darstellung der Lactosespektren wurden bel der ersten Ableitung 17, bei der zweiten
Ableitung 21 Glattungspunkte gewahit, die bei der hohen optischen Auflésung von 4 cnit
angemessen sind.

Die deutlich zu erkennenden Wasserbanden in den Lactose-Spektren eigneten sich dazu, den
Wassergehalt der Substanzen mittels NIRS auch quantitativ zu ermitteln. Aufgrund der
starken Uberlagerungen und der Beeinflussung der Banden durch physikalische
Eigenschaften der Probenmatrix ist eine direkte Auswertung der Spektren im NIR-Bereich
nicht mdglich. Eine vorherige Kalibrierung des Spektrometers mit einer chemometrisch

entwickelten Methode ist V oraussetzung und wird im Folgenden beschrieben.

57



4 Ergebnisse und Diskussion —Teil 1

4.1.3 Methodenentwicklung zur Kalibrierung des Spektrometers

Zur quantitativen Analytik mittels NIRS wird die bereits in Kapitel 2.4 beschriebene
Chemometrie verwendet. Die Voraussetzung hierfir ist immer eine geeignete primére
Referenzanalytik, die in diesem Fall zur Ermittlung des wahren Wassergehaltes der
Kalibiermuster dient.

Als Referenzmethode zur Wassergehaltsbestimmung der Lactosen wurde die Karl-Fischer
Titration (Kapitel 3.3.2) eingesetzt, da sie auch in der Monographie Lactose (Ph.Eur. 1997)
als Verfahren zur Gesamtwassergehal tsbestimmung vorgeschrieben wird.

Mit den NIR-Spektren aller Lactosen als x-Variablen und den Referenzwerten als y-Variablen
wurde mittels PL S-Regression ein mathematisches Modell entwickelt, mit dem das

Spektrometer zur Wassergehal tsbestimmung von Lactosen kalibriert werden konnte.

4131 Testkalibrierung

Der mittels Karl-Fischer -Titration ermittelte Gesamtwassergehalt aller 25 untersuchten
unbehandelten Lactosen lag zwischen 4,66 % und 5,27 % bei einer mittleren relativen
Standardabweichung von 1,95 % bei 5 Einzelbestimmungen (Anhang Kapitel 7.5).

Um Abschétzen zu kénnen, ob die Referenzwerte Uberhaupt mit den spektralen Informationen
korrelieren, wurde zunéchst eine Testkalibrierung mit den unbehandelten Lactosen

durchgefihrt.

rhersage %
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Abbildung 4.1.7 Testkalibrierung mit unbehandelten Lactosen
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In Abbildung 4.1.7 ist eine PLS-Regression von 75 Lactose-Spektren (3 Spektren je Probe)
und Karl-Fischer Referenzwerten in % dargestellt. Von den Spektren wurde im Bereich von
7500-4500 crri* eine Vektornormierung und 1. Ableitung gebildet und anschlieend eine
Kreuzvalidierung durchgefihrt. Mit 7 Faktoren wurde nur ein Korrelationskoeffizient von
47,22 bel einem mittleren Vorhersagefehler (RMSECV) von 1,113 % erreicht.

Dieses Modell zegte deutlich, dass sich die Spannweite von 0,61 % Wassergehalt als zu eng
erwies um ein Kalibrierungsmodel zur Wassergehal tsbestimmung von Lactosen mittels NIRS
zu erstellen. Trotz Spektrenvorbehandlung war die spektrale Varianz der verschiedenen
Lactose-Produkte durch Einflisse der Partikelgrof3e und Partikelmorphologie zu hoch, um

eine prézise Vorhersage des Wassergehaltes mittels NIRS zu machen.
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Abbildung 4.1.8 Hauptkomponentenanalyse Faktor 1 (PC 1)/ Faktor 2 (PC 2)

Eine Hauptkomponentenanalyse der Lactose-Spektren konnte diese Annahme bestétigen
(Abbildung 4.18). Beim Auftragen der ersten gegen die zweite Hauptkomponente wurde eine
Auftrennung der Proben auf Grund ihrer partikuldren Eigenschaften deutlich.

Die xAchse (1. Hauptkomponente) verlauft linear zur Partikelgrofie der gesiebten Lactosen
von Meggle, deren mittlere PartikelgrofRen Tabelle 4.1 entnommen werden kdnnen. Auf der
y-Achse (2. Hauptkomponente) kann man einen Zusammenhang mit dem
Herstellungsverfahren der Lactosen erkennen (Kapitel 3.1.1), welches sich in der
Morphologie der Partikel oberfl&che wiederspiegelt. Von unten nach oben sind agglomerierte,

gesiebte und gemahlene Produkte entlang der Achse angeordnet.
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Die Ergebnisse der Hauptkomponentenanal yse driickten eine hohe spektrale Relevanz der
Partikel grofie und des Herstellungsverfahrens aus, da sich diese Einfllisse in den beiden ersten
wichtigsten Faktoren wiederspiegelten. Die gesiebte Lactose mit der groften Partikelgr 62e
von 290 um (Pharmatose 50) lief3 sich durch die beiden ersten beiden Hauptkomponenten

nicht ausreichend charakterisieren, wodurch sie sich von den tbrigen Clustern separierte.

4.1.3.2 Konditionierung der Kalibriermuster

Um eine Wassergehaltsbestimmung aller Lactose-Produkte trotz ihrer physikochemischen
Differenzen mittels NIRS durchfiihren zu kdnnen, wurde der Wassergehalt der Proben auf
einen Kalibrierungsbereich von 7,89 % erweitert.

54 Proben, der in dieser Arbeit verwendeten Lactosen, wurden unter definierten Bedingungen
eingelagert (Kapitel 3.3.5.

Nach anschlief3ender Karl-Fischer Titration der konditionierten Lactosen wurde ein
Gesamtwassergehalt von 0.91 % bis 8,81 % ermittelt (Tabelle 4.1). Bel der Tit ration wurden
jeweils 5 Einzelbestimmungen mit einer mittleren relativen Standardabweichung von 2,00 %
durchgefiihrt (Anhang Kapitel 7.6).

Probe Paftikjl]grﬁﬁe 105 °C 44 % RH 75%RH | 85%RH | 975%RH 100 % RH
Granulac 70 212 338 2.60 - 5.09 6.02 7.69
Granulac 140 106 2.69 4.68 N 4.97 5.90 7.09
Granulac 200 75 2.23 4.58 - 4.86 5.49 7.25
Granulac 230 63 162 4.60 N 4.86 5.39 8.67
Sorbolac 400 38 0.93 458 N 4.92 5.84 8.81
Prismalac 40 425 401 455 455 ; 5.40 755
Capsuac 60 250 3.95 N 463 ; 5.60 8.28
Sachelac 80 180 3.99 457 4.66 - 5.33 7.74
Spherolac 100 150 3.98 - 4.50 - 5.37 8.28
Tablettose 70 212 2.75 - - - 5.44 8.11
Tablettose 80 180 2.57 - 4.56 - 5.47 7.74
Flowlac 100 150 261 - 5.33 - 5.46 8.12

Tabelle4.1 Wasseraufnahme der konditionierten Lactosen

Nach Aufnahme der NIR-Spektren konnten in den Bereichen der Absorptionsmaxima von
OH-Kombinations und erster OH-Oberschwingung sehr gut die Effekte der Wasseraufnahme
und Wasserabgabe der Proben gezeigt werden.

Das Ausmal? des Kristallwasserverlustes bzw. der Feuchtigkeitsaufnahme der Lactosen ist bel
gleichen Lagerbedingungen von der mittleren Partikelgrofie (Tabelle 4.1) abhéngig und im
Spektrum erkennbar.
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In Abbildung 4.1.9 und Abbildung 4.110 ist die 2. Ableitung der OH-Banden der
eingel agerten Lactosen dargestellt. Die Peakgrof3e der OH-Schwingungen nimmt in der
2. Ableitung der Spektren proportional zum Wassergehalt der Lactosen zu.
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Die Relevanz der OH-Schwingungen in den Lactose-Spektren hat durch die Konditionierung
gegentber den Ubrigen physikochemischen Eigenschaften der Kalibriermuster zugenommen.
Besonders in der 2. Ableitung der Spektren konnten diese Effekte besonders deutlich

dargestellt werden, daher wurde diese Vorbehandlung auch fir die PLS Regression gewahlt.

4.1.3.3 Kalibrierungsmodell

Fur die Berechnung eines Kalibrierungsmodells zur Gesamtwassergehaltsbestimmung aller
Lactose-Produkte wurde eine PL S-Regression von 162 Spektren der 54 eingelagerten
Lactosen in 2. Ableitung im spektralen Bereich von 7500-4500 cni® durchgefiihrt. Als
Referenzanalytik wurde die Karl-Fischer-Titration eingesetzt.

NIR Vorhersage %

¢ TN . . ot

T T T T
¥ 36 &5 55 65 75 85 95 105 125 145 165 165

Karl-Fischer %

Abbildung 4.1.11 Kalibrierungsmodel mit eingelagerten Lactosen

In Abbildung 4.1.11 ist die PL S-Regression nach Kreuzvalidierung dargestellt. Es wurden
trotz der unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften aler verwendeter Lactosen nur 5
PL S-Faktoren benétigt, um das Model mit einem Korrel ationskoeffizient von 97,52 und
einem RMSECV von 0,284 % zu beschreiben.

4.1.3.4 Uberprifung des Models
Die Préazision des im vorhergehenden Kapitel entwickelten Kalibrierungsmodels zur
zerstorungsfreien Gesamtwassergehaltsbestimmung von a-Lactose-Monohydrat wurde

anhand verschiedener unabhangiger Lactose-Produkte von zwei Herstellern Gberprft.
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HierfUr wurden jeweils 3 Spektren der unbehandelten Lactosen (Tabelle 3.1) mit den gleichen
M essparametern aufgenommen.

Der Gesamtwassergehalt der Proben wurde mit dem in Abbildung 4.111 gezeigten Model
vorhergesagt und zum Vergleich mittels Karl-Fischer-Titration (Kapitel 3.3.2) bestimmt
(mittlere relativen Standardabweichung 1,95 %, n=5).

Die Ergebnisse beider Methoden sind in der Tabelle 4.2 und Abbildung 4.112 dargestellt.

Nr.| Probe NIRS % SD rSD % Karl-Fischer % SD rSD %
1 Cap60 4,77 0.0197 0.41 4,94 0.0643 1.30
2 FI100 4.80 0.0285 0.59 4.96 0.0941 1.90
3 Gr140 4.86 0.0264 0.54 4.78 0.0395 0.83
4 Gr200 4.85 0.0116 0.24 4.77 0.1063 2.23
5 Gr230 4.81 0.0537 111 4.84 0.0454 0.94
6 Gra70 4.70 0.0512 1.09 4.88 0.0727 1.49
7 Pri40 4.83 0.0347 0.72 4.81 0.0350 0.73
8 | Sach80 4.62 0.0611 1.32 4.79 0.1056 2.20
9 So0400 4.62 0.0628 1.36 4.83 0.0553 114
10| Sp100 4.62 0.0800 1.73 4.81 0.1390 2.89
11| Tab70 4.88 0.0526 1.08 4.89 0.1187 243
12| Tab80 4.82 0.0426 0.88 4.86 0.0650 134
13| Ph DLC11 491 0.0485 0.99 4,78 0.0687 144
14| Ph DLC15 3.70 0.0157 0.42 4.84 0.1823 3.77
15| Ph 100 4.68 0.0584 1.25 5.01 0.0650 1.30
16| Ph 110 491 0.1093 2.22 4.81 0.0611 127
17| Ph125 4,77 0.0471 0.99 4.66 0.0929 1.99
18| Ph 150 4,78 0.0390 0.82 5.22 0.1382 2.65
19 Ph 200 4.77 0.0537 1.12 5.27 0.2128 4.04
20 Ph 325 4.93 0.0426 0.86 4.85 0.0201 0.41
21 Ph 350 4.90 0.0577 1.18 511 0.1410 2.76
22 Ph 450 4,94 0.0904 1.83 4.84 0.1048 2.17
23 Ph 50 431 0.0693 1.61 5.23 0.0746 143
24 Ph 80 4.75 0.0219 0.46 5.02 0.2167 4.32
25 Ph 90 4.75 0.0512 1.08 4.75 0.1035 2.18

Tabelle4.2  Vergleich von NIR und KarkFischer Titration
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Abbildung 4.1.12 Methodenvergleich von NIRS und Karl-Fischer-Titration

Zur Dargtellung der Ergebnisse wurde als obere (Max %) und untere Grenze (Min %) die
vorgeschriebene Spannweite des Wassergehaltes der Monographie L actose-Monohydrat
(Ph.Eur. 97) gewahlt.

In Abbildung 4.1.12 fédllt deutlich auf, dass die Ergebnisse der DMV -Produkte mit Probenr.
13-25 stérker voneinander abweichen as die der Meggle -Produkte mit Probennr. 1-12. Diese
Streuung l&sst sich dadurch erkléren, dass die Methode nur mit konditionieren Lactosen der
Firma Meggle (Probenr. 112) erstellt wurde. Die Produkte der Firma DMV (Probennr.13-25)
lassen sich aufgrund groferer spektraler Differenzen nur schlecht mit diesem
Kalibrierungsmodel mittels NIRS vorhersagen, was auch durch einen T-Test bestétigt wurde.
Die Auswertung mittels T-Test (Tabelle 4.3) zeigte, dass sich die beiden Methoden sehr

signifikant voneinander unterschieden.
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P-Wert fur zweiseitigen T-Test: 0,0071 < 0,05 = Nullhypothese wird verworfen

Zv eistichproben t-Test unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen

Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t- Test

Signifikanzniveau 0,05 NIRS KF
Variable 1 Variable 2

Mittelwert 4.73 4.90
\Varianz 0.06 0.03
Beobachtungen 25 25
Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0
Freiheitsgrade (df) 40
t-Statistik -2.8390
P-Wert (T<=t) einseitig 0.0035
Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test 1.6839
P-Wert (T<=t) zweiseitig 0.0071

2.0211

Tabelle4.3  T-Test zum Methodenvergleich von NIR und Karl-Fischer-Titration

Es konnte gezeigt werden, das eine Wassergehal tsbestimmung verschiedener Lactose-

Produkte mit unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften mit einem

Kalibrierungsmodell mittels Nahinfrarot Spektroskopie zwar moglich ist, sich jedoch

Herstellerunterschiede trotz dhnlicher Partikel grossenverteilungen und Herstellungstechniken

der Produkte deutlich auf die Lactose-Spekiren auswirken.

Diese spektralen Differenzen missen bei der Entwicklung eines Models zur Bestimmung des

Wassergehaltes unbedingt berlicksichtigt werden, da es sonst zu fehlerhaften Werten bel der

NIR-Vorhersage kommt, wie Abbildung 4.1.12 zeigt.

Anhand dieser Modellentwicklung konnte der starke Einfluss der unterschiedlichen
physikalischen Eigenschaften desselben Hilfsstoffes auf die NIR -Spektren und deren

chemometrische Auswertung gezeigt werden.
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4.1.4 Differenzierung von adsorbiertem Oberflachenwasser

In der USP wird in der Monographie Lactose-Monohydrat zwischen Kristallwassergehalt
(water) und oberfl&chlich adsorbierten Wasser (loss on drying) unterschieden. Im
vorhergehenden Kapitel wurde eine Gesamtwassergehal tbestimmung von Lactose-
Monohydrat mittels NIR beschriebenen, in diesem Kapitel sollte eine Differenzierung von
fest gebundenem Kristallwasser und adsorptiv gebundenem Oberflachenwasser
vorgenommen werden.

Durch Bildung der ersten Ableitung der Spektren konnte anhand der OH-K ombinations-/ und
Oberschwingungen ein weiterer spektraler Effekt bel der Wasseraufnahme der Proben erkannt
werden (Abbildung 4.113 Abbildung 4.1.14).

Gemal3ihrer Sorptionsisotherme (Abbildung 3.34) nahmen Lactosen erst bei der Lagerung
oberhalb von 80 % relativer Feuchte verstarkt Wasser an der Partikel oberflache auf, welches
zuné&chst nur adsorptiv gebunden wurde.

Wie einleitend schon erwahnt, vibriert freies adsorbiertes Oberflachenwasser leichter als
stéchiometrisch gebundenes Kristallwasser, wodurch sich die im Kreis markierte
Bandenverschiebung in den Spektren der bei 97 und 100 % relativer Feuchte eingel agerten
Lactosen erkléren lief3. Die OH-Schwingung nahm proportional zur Feuchte der Lactosen in
Pfeilrichtung zu, die Gesamtwassergehélter der Proben sind in Tabelle 4.1 dargestellt.

0.004

-n.004

0006

Abbildung 4.1.13 Wasserzunahme in 1. Ableitung der OH-K ombinationsschwingung
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Abbildung 4.1.14 Wasserzunahme in 1. Ableitung der ersten OH-Oberschwingung

Die Unterscheidung von physikochemisch gebundenem Wasser und fest gebundenem
Kristallwasser ist zwar spektral darstellbar, konnte jedoch quantitativ nicht getrennt
voneinander mittels NIRS bestimmt werden.

Die Menge des adsorbierten Wassers war zu gering um sie bei der schwachen Absorption im
NIR-Spektrum zu detektieren. Auch war die Uberlagerung der OH-Schwingungen von
Kristallwasser und Oberflachenwasser zu grof3, um sie auch bel entsprechender
Spektrenvorbehandlung trennen zu kénnen.

Der wichtigste Grund war jedoch das Fehlen einer geeigneten Referenzanalytik, die immer
die Voraussetzung einer quantitativen Bestimmung mittels NIRS darstellt.

Die Karl-Fischer Titration ist nur zur Erfassung des Gesamtwassers geeignet, hierbei liefd sich
nicht zwischen Kristall- und Oberflachenwasser differenzieren.

Die Methode, die von der USP (Kapitel 3.3.3.1) zur Bestimmung des absorbierten Wassers
vorgeschrieben wird, war nicht als Referenzmethode fur die PLS-Regression zur
chemometrischen Vorhersage des Oberfl&chenwassers geeignet, da sie nicht prézise und nicht
selektiv war.
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4.2 Untersuchungen von Magnesiu mstear aten mittels NIRS

Die Schmiereigenschaften von Magnesiumstearaten hangen im hohen Mal3e vom
Wassergehalt und damit von der pseudopolymorphen Modifikation ab, welche durch das
Herstellungsverfahren beeinflusst wird. Je nach Prozess erhdlt man amorphe
kristallwasserfreie Formen, Pléttchen mit 22 mol Kristallwasser, Nadeln mit 23 mol
Kristallwasser, reine Di- oder Trihydrate, sowie Ubergangszustande aller Formen (Miller
1977; Steffens 1978). Den kristallwasserreichen Magnesiumstearaten werden die besseren
Schmiereigenschaften zugeschrieben (Koglin 1992) und ein Austausch von
monographiekonformen Magnesiumstearaten untereinander kann zu Prozesskomplikationen
fuhren. Demnach ist es unbedingt erforderlich, die physikochemischen Parameter der
Substanzen vor ihrer technologischen Verwendung zu priifen.

In Ph.Eur. und USP wird ein maximaler Trocknungsverlust von 6,0 % vorgeschrieben, wobei
diese Prifung nur unzureichend auf die Funktionalitét der Substanz schlief3en [&sst und zudem
noch zeit- und arbeitsaufwendig ist.

In dieser Arbeit wurde eine zerstérungsfreie Methode entwickelt, die es ermdglicht, in
kirzester Zeit gleichzeitig den Wassergehalt und die Kristallinitét unterschiedlichen
Magnesiumstearaten mittels Nahinfrarotspektroskopie zu bestimmen. Bei dieser Methode
wurden die OH-Kombinations und Oberschwingungen im nahinfraroten Bereich des

el ektromagnetischen Spektrums der Proben ausgewertet. Als Referenzmethoden zur
Wassergehal tsbestimmung wurden die Thermogravimetrie (TG) und die IR-
Trocknungswaage eingesetzt, bei den Kristallinitatsuntersuchungen wurden DSC und TG,

sowie Rontgendiffraktometrie zur Priméranalytik verwendet.

4.2.1 OH-Schwingungen von Magnesiumstearaten

Die Spektren aller 23 Magnesiumstearat-Proben (Tabelle 3.2) wurden nach der Methode in
Kapitel 3.3.1aufgenommen und in Abbildung 4.2 1 dargestellt.

Die NIR-Spektren der Magnesiumstearate wurden erheblich durch

Partikel grofienunterschiede und vor alem durch ungleichméfige Verdichtungen der Schicht
wahrend der Messung beeinflusst, wodurch eine starke Verschiebung der Basislinie entstand.
Eine stérkere Verdichtung der vermessenen Schicht, sowie eine kleine Partikelgrofe der

Substanz fuhrten zu einer strkeren Absorption der Strahlung.
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Warsnurmen el

Abbildung 4.2.1 NIR-Reflexionsspektren aller Magnesiumstearate

In dem mit A gekennzeichneten Bereich sind die OH-K ombinationsschwingungen dargestellt,
die sich bei ca. 5000 Wellenzahlen in einem breiten Uberlagerten Peak befinden.

Der scharfer ausgepréagte Bereich der ersten OH-Oberschwingung B ist bel ca. 7000
Wellenzahlen zu erkennen. Eine Reduktion der Basidlinienverschiebung konnte durch
mathematische V orbehandlung der Spektren mittels Vektornormierung der Bereiche A
(Abbildung 4.22) und B (Abbildung 4.2 3) erreicht werden.

Multiplikative Streueffekte wurden hierdurch deutlich minimiert (Kapitel 2.4.4).
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Abbildung 4.2.2 V ektornormierte OH-K ombinationsschwingung bei ca. 5000 cni*
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Abbildung 4.2.3 V ektornormierte erste OH-Oberschwingung bei ca. 7000 cm™

Auch durch Bildung der ersten Ableitung (Abbildung 4.2.4) konnten Streueffekte minimiert
werden, so dass spektrale Einfliisse, die durch den Wassergehalt der Substanz entstanden,

deutlicher dargestellt werden konnten.
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Abbildung 4.2.4 Erste Ableitung aler Magnesiumstearat- Spektren

In der vergrof3erten Darstellung der zweiten Ableitung der ersten OH-Oberschwingung bei ca.
7000 cni* (Abbildung 4.25) sind die Unterschiede im Wassergehalt zwischen den einzelnen

Proben am deutlichsten erkennbar.
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Abbildung 4.2.5 Zweite Ableitung der ersten OH-Oberschwingung aller
Magnesiumstearate
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4.2.2 Darstellung pseudopolymorpher Modifikationen mittels NIRS

Arbeiten von Gimet et al. (1987) zeigten bereits, dass eine Zuordnung und Quantifizierung
polymorpher Formen in festen Arzneiformen mittels NIRS mdglich ist. Auch Blanco et al.
(2000) haben sich mit der Analyse polymorpher Formen mittels NIRS beschéftigt. Otsuka et
al. (2001) verwendeten die Nahinfrarot Spektroskopie zur quantitativen Kristallinitétsanalyse
von Indomethazin, Bauer et al. (2000) untersuchten die Polymorphie von Mannitol und
Sorbitol mittels NIRS. In alen Arbeiten wurde die Rontgendiffraktometrie als primére
Referenzanalytik herangezogen.

Alle untersuchten Magnesiumstearate wurden zunédchst nach ihren DSC- und TG
Thermogrammen (Kapitel 3.3.3) in fiinf Gruppen eingeteilt (Koglin 1992). Eine Zuordnung
der Kristallhabiti der Proben konnte danach auch anhand der OH-Schwingungen der NIR-
Spektren in den im Kapitel 4.2.1 bereits dargestellten Bereichen durchgeftihrt werden.

Bel den 23 Magnesiumstearaten von 12 Herstellern (Tabelle 3.2) handelte es sich um
Produkte pflanzlichen und tierischen Ursprungs, die je nach Herstellungsprozess verschiedene
pseudopolymorphe Modifikationen aufwiesen, wobei auch Ubergangszustinde und
Mischungen mehrere Kristal[formen identifiziert wurden.

Als Beispiel wurden fur jede Gruppe ein DSC-Thermogramm und ein TG Thermogramm
dargestellt. Im DSC-Thermogramm wird durch die durchgehende Linie die
Warmestromdifferenz in mW/ mg reprasentiert (rechte y-Achse), durch die getrichelte Linie
die 1. Ableitung davon (linke yAchse). Im TG-Thermogramm zeigt die durchgehende Linie
den Massenverlust der Probe in % (rechte yAchse), die getrichelte Linie die 1. Ableitung
davon (linke y-Achse).

Die Gruppe 1 beschrieb amorphe Magnesiumstearate, die nahezu kristallwasserfrel waren und
lediglich oberflachlich adsorbiertes Wasser enthielten.

Hier konnten die 7 folgenden Produkte eingeordnet werden, deren charakteristische
Thermogramme in Abbildung 4.2 6 und Abbildung 4.27 dargestellt sind: Pharma, Fagi;
Pharma vegetal, Fagi; Pharma Béarlocher; Kemilub, Union Derivan; Pharmaveg.; Magnesia;
Desitin 866; Desitin 931
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Abbildung 4.2.6 DSC-Thermogramm Magnesiumstearat Pharma, Fagi
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Abbildung 4.2.7 TG-Thermogramm Magnesiumstearat Pharma, Fagi (2,97 % H,0)

Die Gruppe 2 bestand im Wesentlichen aus Magnesiumstearat Dihydraten. Diese Produkte
enthielten Kristallwasser, was besonders an den endothermen Peaks im DSC Thermogramm
(Abbildung 4.2.8) und dem stufigen Massenverlust im TG-Thermogramm (Abbildung 4.2.9)
deutlich gesehen werden konnte. Zu deser Gruppe gehtrten die Produkte Liga E / U, Peter
Greven; MF-2-V, Acros, HA Hebron; Mgs Pflanzlich und P. Lohmann.
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Gruppe 3 stellte Gemische verschiedener Hydrate dar, die Gberwiegend aus Trihydraten
bestanden. Zu der Modifikation mit dem héchsten Kristallwassergehalt konnten die folgenden

6 Produkte zugeordnet werden: Pharma koscher, Bérlocher; Desitin 434; Desitin 769; Desitin
846; PM, Bérlocher; SW-F, Bérlocher.
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Abbildung 4.2.10 DSC-Thermogramm Pharma koscher, Barlocher
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Abbildung 4.2.11 TG-Thermogramm Pharma koscher, Barlocher (5,32 % H ,O)
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Gruppe 4 bestand aus einer Mischung aus Mono-, Di- und Trihydraten. Zwei der untersuchten
Produkte enthielten Ubergangszustande aller Kristallformen (BP koscher, Brown und Liga T,
Peter Greven), wobei auch oberfléchlich adsorbiertes Wasser vorhanden war.
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Abbildung 4.2.12 DSC-Thermogramm Liga T, Peter Greven
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Abbildung 4.2.13 TG-Thermogramm Liga T, Peter Greven (4,26 % H,0)
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Die 5. Gruppe stellte tberwiegend Monohydrate dar, die moglicherweise mit anderen

Hydratformen gemischt waren. Es konnte einen deutlicher Peak im DSC-Thermogramm

(Abbildung 4.214) und ein einstufiger Massenverlust im TG-Thermogramm (Abbildung

4.215) detektiert werden.
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Die 23 in dieser Arbeit untersuchten Magnesiumstearate spiegelten in etwa die breiten
Variation der sich auf dem Markt befindlichen Produkte wieder.

Die Detektion des auf verschiedene Weise gebundenen Wassers war mittels NIRS nicht in der
gleichen Weise wie anhand der Thermogramme méglich. Die Gesamtheit aller OH-
Schwingungen, d.h. vom festgebundenen Kristallwasser der verschiedenen Hydratformen und
vom oberfl&chlich adsorbierten Wasser, stellte sich im NIR-Spektrum in einem breiten sich
Uberlagernden Bereich dar, dessen Differenzierung schwer méglich war und nur eine grobere
Zuordnung der Substanzen zulief3.

Die Rontgendiffraktometrie erwies sich hier as geeignete Referenzmethode (Kapitel 3.3.4),
die eine Einteilung in 3 grof3e Gruppen erméglichte. Stellvertretend fir jede Gruppe sind
nachfolgend typische Diffraktogramme dargestellt, die auch fur die sekundére Analyse der
Magnesiumstearate anhand ihrer NIR Spektren herangezogen werden konnten.

Unter den 23 Produkten konnten 7 amorphe Formen identifiziert werden, die kristall-
wasserfrel waren, jedoch oberflachlich adsorbiertes Wasser enthielten. Diese Zuordnung

entsprach der nach DSC und TG erstellten Gruppe 1.

5 10 15 20 25 30 EL 2-thata

Abbildung 4.2.16 amorphes Magnesiumstearat (Quelle Friedrich)

Im Diffraktogramm in Abbildung 4.2.16 kann man deutlich einen breiten Peak mit geringer
Intensitét erkennen, der typisch fir amorphe Zustéande ist. Die Abbildung 4.2.17 hingegen
zeigt ein Diffraktogramm eines plattchenformigen Magnesiumstearats, welches ca. 1-2 mol
Kristallwasser enthélt. Hier ist eine doppelt so hohe Intensitét eines scharfer gezackten Peaks

zu erkennen.

|
5 10 18 20 26 30 35 2-4heta |

Abbildung 4.2.17 pl&ttchenfdrmiges Magnesiumstearat (Quelle Friedrich)
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Insgesamt wurden 10 Produkte dieser Gruppe zugeordnet, wobei hier die Produkte der
Gruppen 2, 4 und 5 als Plattchen-Gemische zusammengefasst wurden. Eine Differenzierung
zwischen reinen Pléttchen und Plattcherr Gemischen war anhand der NIR-Spektren nur
unzureichend madglich.

Als dritte Gruppe konnten nadelformige Produkte identifiziert werden (Abbildung 4.2 18),

welche die wasserreichsten Magnesiumstearate mit 23 mol Kristallwassergehalt darstellten.

el ol

u.mg

5 10 15 20 25 30 35 2-hela

Abbildung 4.2.18 nadelformiges Magnesiumstearat (Quelle Friedrich)

Das Diffraktogramm deutet durch den scharfen intensiven Peak bel 22 2-theta auf hohe
Kristallinitdt und somit auf einen hohen Kristallwassergehalt hin.

In diese Gruppe wurden 6 der untersuchten Produkte eingeteilt, was der Gruppe 3 (Trihydrat-
Gemische) entsprach.

Gemal dieser Einteilung war es moglich, die Magnesiumstearate allein anhand der NIR-

Spektren, besonders im Bereich der ersten Oberschwingung visuell zu charakterisieren, was
aus Abbildung 4.2 19 und Abbildung 4.2 20 hervorgeht.

g
|

Pl attchenGemische

T TDGTUN heiitin] Ll

Abbildung 4.2.19 Erste Ableitung der ersten OH-Oberschwingung aller
Magnesiumstearate
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Abbildung 4.2.20 Zweite Ableitung der ersten OH-Oberschwingung aller
Magnesiumstearate

4.2.2.1 ldentifizierung der Herkunft mittels NIRS

Diein dieser Arbeit untersuchten Magnesiumstearate waren sowohl tierischer alsauch
pflanzlicher Herkunft. In der heutigen Zeit wird in der pharmazeutischen Industrie versucht
auf Produkte tierischer Herkunft auf Grund moglicher Infektionen mit BSE zu verzichten.
Friedrichs (2000) stellte bereits Vergleiche zuFunktionalitatsunterschieden von
Magnesiumstearaten unterschiedlicher Herkunft dar. Das flhrte zu der Frage ob eine
Differenzierung der Herkunft der Fettsduren auch mittels NIRS méglich ist.

Nach Aufnahme der NIR-Spektren und Durchfihrung mehrere mathemati scher
Spektrenvorbehandlungen stellt sich jedoch heraus, dass eine Differenzierung der
Magnesiumstearate pflanzlichen (15 Produkte) und tierischen Ursprungs (8 Produkte) anhand
der NIR-Spektren nicht erfolgen konnte.

Die NIR-Spektren der Substanzen wurden nur durch die physikalischen oder chemischen
Eigenschaften der Proben bestimmt. Da sich die Zusammensetzung der nattrlichen
Fettsduregemische, die zur grofdtechnischen Herstellung von Magnesiumstearat verwendet
werden, jedoch nicht physikalisch oder chemisch aufgrund ihrer pflanzlichen oder tierischen

Herkunft unterschieden, war auch eine Unterscheidung im NIR-Spektrum nicht méglich.
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4.2.3 Wassergehaltsbestimmung von Magnesiumstearat mittels NIRS

Die OH-Schwingungen in den Magnesiumstearat-Spektren konnten auch a's sekundére
Methode zur Wassergehal tsbestimmung herangezogen werden.

Wie vorangehend bereits beschrieben, ist der Wassergehalt ein wichtiger Parameter, der die
Funktionalitdt von Magnesiumstearat als Schmiermittel im Wesentlichen beeinflusst. Aus
diesem Grund ist dessen Bestimmung von erheblicher Bedeutung.

In den Pharmakopoen wird die Bestimmung des Trocknungsverlustes von Magnesiumstearat
vorgeschrieben. Um diese Prifung zu vereinfachen und zu beschleunigen, wurde eine
zerstorungsfreie Methode mittels NIRS entwickelt, mit der eine Wassergehal tshestimmung
verschiedenster Magnesiumstearat Handel sprodukte innerhalb von Sekunden méglich ist.

4.2.3.1 Auswahl der Referenzmethode

Die Voraussetzung fur eine PLS-Regression zur Entwicklung einer quantitativen NIR-
Methode stellt eine prazise Referenzanalytik dar.

Zwei Thermoanalytische Methoden (Kapitel 3.3.3) wurden as Referenzmethoden zur
Nahinfrarotspektroskopie miteinander verglichen.

Zum einen wurde die Thermogravimetrie (TG) zur Wassergehaltsbestimmung eingesetzt,
denn die Integration der Thermogramme nach Anlegen von Tangenten ermdglicht die Angabe
des Massenverlustes der Probe in % als Trocknungsverlust (Abbildung 4.2.7/ Abbildung
4.29/ Abbildung 4.211/ Abbildung 4.2.15).

Desweiteren wurde die |R-Trocknungswaage zur Bestimmung des Trocknungsverlustes
verwendet, da sie eine aternative Methode zu der von den Pharmakopden vorgeschrieben
Methode des Trocknens im Trockenschrank darstellt.

Diein Tabelle 4.4 dargestellten Magnesiumstearat Handel sprodukte wurden al's
Kalibriermuster zur Modellerstellung verwendet und mittels TG und IR-Waage analysiert.
Die physikochemischen Parameter, sowie die Herkunft der Proben deckte einen breiten
Bereich der sich auf dem Markt befindlichen Produkte ab.

Der herstellungsbedingte Wassergehalt der Magnesiumstearate erstreckte sich tber einen
Kalibrierbereich von ca. 26 % und entsprach somit auch dem Bereich, der Ublicherweise in

der pharmazeutischen Technologie eingesetzt wird.
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Name Hersteller Herkunft Kristallform TG % IRWaage %
LIGA Euro Peter Greven pflanzl. Plattchen/ Nadeln 4.92 5.33
LIGA Euro (Heumann) Peter Greven pflanzl. Plattchen/ Nadeln 4.33 4.94
LIGA techn. Peter Greven tier. Plattchen/ Nadeln 4.26 4.47
LIGA USP Peter Greven pflanzl. Plattchen/ Nadeln 5.04 5.66
LIGA USP (Merkle 1) Peter Greven pflanzl. Plattchen/ Nadeln 4.71 5.13
LIGA USP (Merkle 2) Peter Greven pflanzl. Plattchen/ Nadeln 4.78 5.35
LIGA USP (Merkle 3) Peter Greven pflanzl. Plattchen/ Nadeln 4.58 5.15
LIGA USP (Merkle 4) Peter Greven pflanzl. Plattchen/ Nadeln 5.01 5.52
MF2-V IAkcros pflanzl. Plattchen / Nadeln 3.37 441
MF2-V (Klosterfrau) IAkcros pflanzl. Plattchen/ Nadeln 3.71 4.33
NF. IMP. Food Grade Mallinckrodt tier. Plattchen/ Nadeln 2.94 3.91
NF. Non bovine Mallinckrodt pflanzl. Plattchen/ Nadeln 3.45 3.88
Flanzlich Lohmann pflanzl. Plattchen/ Nadeln 3.82 4.93
Pharma Fagi SPA tier. amorph 2.97 3.66
Pharma Bérlocher tier amorph 2.80 3.43
Pharma- kosher Béarlocher pflanzl. Nadeln 5.32 5.62
PM Barlocher tier. Nadeln 4.54 5.04
SW-F Béarlocher tier. Nadeln 3.27 4.36

Tabelle4.4  Magnesiumstearat-Kalibriermuster

Der signifikante Unterschied beider Methoden wurde durch eine Regression in Abbildung
4.2 21 und eine Varianzanalyse dargestellt (PrifgroRe F: 127,81 > F kritisch: 4,60 E™= =
Nullhypothese wird verworfen) und durch einen T-Test (Tabelle 4.5) bestétigt.
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P-Wert fur zweiseitigen T-Test: 0,0140 < 0,05 = Nullhypothese wird verworfen

A eistichproben t-Test unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen

Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t- Test

Signifikanzniveau 0,05 TG IR
Variable 1 Variable 2

Mittelwert 3.86 4.46
\Varianz 1.14 0.92
Beobachtungen 36 36
Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0
Freiheitsgrade (df) 69
t-Statistik -2.5205
P-Wert (T<=t) einseitig 0.0070
Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test 1.6672
P-Wert (T<=t) zweiseitig 0.0140

1.9949

Tabelle4.5 T-Test zum Vergleich der Referenzmethoden

4.2.3.2 Kalibrierungsmodel

Zur Entwicklung des Kalibrierungsmodels zur Wassergehal tsbestimmung von

Magnesiumstearaten mittels NIRS wurden PL S-Regressionen mit den Werten beider

Referenzmethoden durchgefihrt.

In Abbildung 4.2.22 ist die PL S-Regression mit den Referenzwerten der Thermogravimetrie

alsy-Variablen dargestellt.
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Abbildung 4.2.22

PLS-Regression von NIRS und Thermogravimetrie

Es wurde eine Kreuzvalidierung von 54 vektornormierten Spektren im Bereich von 5450-
4600 cm* durchgefiihrt. Hierbei wurden 7 Faktoren benétigt um das Model mit einem
Korrel ationskoeffizienten von 94,58 und einem RMSECV von 0,185 % zu beschreiben.
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Bei Verwendung der IR-Trocknungswaage als Referenzmethode fur die PL S-Regression und
Kreuzvalidierung der 54 vektornormierten Spektren, wurden nur 5 Faktoren bendtigt, um das
Model mit einem weitaus besseren Korrelationskoeffizienten von 99,58 und einem RMSECV
von nur 0,0448 % zu beschreiben (Abbildung 4.2.23).
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Abbildung 4.2.23 PL S-Regression von NIRS und IR -Trocknungswaage

Die Thermogravimetrie eignete sich in diesem Fall nicht als Referenzmethode bei der

M ethodenentwicklung zur Wassergehal tsbestimmung von Magnesiumstearaten.

Die IR-Waage lieferte prézisere Werte, die besser mit den spektralen Informationen der OH-
Schwingungen korrelierten.

Daher wurde das Model in Abbildung 4.2.23 zur Gehaltsbestimmung unbekannter Proben
eingesetzt, was im Folgenden Uberpriift wurde.

Anhand der Gegenliberstellung dieser Ergebnisse am Beispiel der Wassergehal tsbestimmung
von Magnesiumstearat konnte die direkte Abhangigkeit der quantitativen Nahinfrarot-
Spektroskopie von der priméren Referenzanalytik dargestellt werden.
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4.2.3.3 Uberprifung des Models

Die im vorangehenden Kapitel entwickelten Kalibrierungsmodelle wurde mit den in Tabelle
4.6 aufgef Uhrten unabhangigen Magnesiumstearat-Proben getestet.

Die Testproben deckten den gesamten Kalibrierungsbereich sowohl in Bezug auf den
Wassergehalt, als auch auf Kristallinitét und Herkunft ab.

Die Ergebnisse dler drei Bestimmungsmethoden (Tabelle 4.6) wurdenin Abbildung 4.224
auch graphisch miteinander verglichen.

Nr. Muster Modifikation TGA % IR-Waage% NIRS %
1 |Acros, pflanzlich Plattchen/ Nadeln 242 4.27 450
2 Barlocher, pflanzlich Nadeln 5.51 6.06 5.76
3 Barlocher, tierisch amorph 1.60 3.04 343
4 Desitin 434, pflanzlich Nadeln 5.39 5.64 557
5  |Desitin 769, pflanzlich Nadeln 3.90 4.64 4.56
6 |Desitin 846, pflanzlich Nadeln 5.86 6.5 5.74
7 |Desitin 866, pflanzlich amorph 2.49 341 3.70
8  |Desitin 931, pflanzlich amorph 4.42 3.1 354
9 |Faci, pflanzlich lamorph 3.19 3.47 3.55
10 [Ferro, tierisch Plattchen/ Nadeln 2.47 3.76 3.88
11 |Hebron, pflanzlich Plattchen/ Nadeln 451 5.14 5.04
12 |J.M.Brow n lamorph 211 2.32 321
13 |Magnesia, pflanzlich amorph 3.67 3.95 3.77
14  [Mallinckrodt, pflanzlich Plattchen/ Nadeln 3.06 3.76 3.75
15 [P.Greven, pflanzlich Plattchen/ Nadeln 4.22 456 4,61
16 |P.Greven, tierisch Plattchen/ Nadeln 3.27 3.76 4.13
17 [P.Lohmann, pflanzlich Plattchen/ Nadeln 4.40 4381 4.69
18 [Union Derivan, planzlich amorph 2.59 3.25 3.63

Tabelle4.6  Magnesiumstearat-Testproben
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Abbildung 4.2.24 Methodenvergleich zur Wassergehal tsbestimmung von
Magnesiumstearaten

Die Abbildung 4.2 24 zeigte deutliche Abweichungen der TG-Werte von den Werten der IR-
Waage und der NIR Vorhersage.

Die Werte der IR-Waage und der NIR Vorhersage unterscheiden sich nicht signifikant
voneinander, was auch durch einen T -Test (Tabelle 4.7) bestétigt werden konnte.

P-Wert fur zweiseitigen T-Test: 0,7825 > 0,05 = Nullhypothese wird angenommen.

2w eistichproben t-Test unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen

Signifikanzniveau 0,05 IR-Waage NIRS
Variable 1 Variable 2

Mittelwert 4.19 4.28

\Varianz 1.25 0.67

Beobachtungen 18 18

Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0

Freiheitsgrade (df) 31

t-Statistik -0.2784

P-Wert (T<=t) einseitig 0.3912

Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test 1.6955

P-Wert (T<=t) zweiseitig 0.7825

Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t- Test 2.0395

Tabelle4.7 T-Test zum Vergleich von IR-Waage und NIRS
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Eine Wassergehaltsbestimmung aller Magnesiumstearate konnte mittels Nahinfrarot-
Spektroskopie trotz erheblicher Abweichungen ihrer physikochemischen Parameter

untereinander mittels eines einzigen Kalibrierungsmodel s durchgefihrt werden.

Bel diesen Untersuchungen stellte sich die IR-Trocknungswaage als geeignete

Referenzmethode zur Ermittlung des Trocknungsverlustes dar.
Nach vorangehender Kalibrierung des Spektrometers mit dieser Methode war eine

zerstorungsfreie Wassergehal tsbestimmung mit gleichzeitiger Abschétzung der

pseudopolymorphen Modifikation von Magnesiumstearaten innerhalb kiirzester Zeit moglich.
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4.3 Wassergehaltsbestimmung von Mikrokristalliner Cellulose

In Kapitel 3.1.3wurde bereits beschrieben, dass das Ausgangsmateria zur Herstellung von
Mikrokristalliner Cellulose (MCC) einen entscheidenden Einfluss auf die technologische
Funktionalitét der Produkte und deren Einsatz als pharmazeutischer Hilfsstoff hat.

Der Polymerisationsgrad ist ein wichtiger Parameter, der die Pulvereigenschaften, sowie
Kompaktierungs- und Komprimierungseigenschaften von MCC wesentlich beeinflusst.

In der Monographie des Ph.Eur. wird dieser Parameter zur |dentitétspriifung vorgeschrieben,
denn er gibt Aufschluss Uber die pharmazeutische Qualitét des Materials. In die Berechnung
des Polymerisationsgrades geht u. a. der Trocknungsverlustes der Probe mit ein, welcher
durch dreistiindiges Trocknen im Trockenschrank bei 100105 °C ermittelt wird und nicht
mehr a's 6,0 % betragen darf. In der USP ist ein Trocknungsverlust von 7,0 % erlaubt.

Die Wasseraufnahme von MCC ist proportional zum Polymerisierungsgrad, da ein héheres
Molekulargewicht eine hthere Wasseraufnahmefahigkeit bedingt (Shlieout et al. 2002).
Hierdurch wird die u.a. die Bedeutung der Wassergehaltshestimmung von Mcc deutlich.
Die Identifizierung von Cellulosen mit Hilfe verschiedener spektroskopischer Methoden
wurde schon von Langkilde et a. (1995) dargestellt. Auch Ebube et al. (1999) haben
verschiedene Avicel Produkte mittels NIRS charakterisiert. In Arbeiten von Buckton et al.
(1999) konnte der Einfluss der Wasseraufnahme auf M CC-Spektren gezeigt werden.

In dieser Arbeit sollte ein Modd zur Wassergehaltsbestimmung 15 verschiedener MCC-
Handelsprodukte von 5 Herstellern (Tabelle 3.3) in Unabhangigkeit ihrer physikochemischen
Eigenschaften erstellt werden, um die Bestimmung des Trocknungsverlustes wesentlich zu

vereinfachen.

4.3.1 Darstellung der OH-Schwingungen von Mikrokrigalliner Cellulose

OH-Gruppen treten bei Mikrokristalliner Cellulose kovalent gebunden und als oberfléchlich
adsorbiertes Wasser auf.

In Anlehnung an die vorhergehenden Kapitel konnten die OH-Schwingungen daher ebenfalls
gut im NIR-Spektrum detektiert werden.

Die Original spektren aler Proben sind in Abbildung 4.3 1 dargestellt, die Bereiche der OH-
Schwingungen sind mit (A) und (B) gekennzeichnet.
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Warsnurmen el

Abbildung 4.3.1 Reflexionsspektren aller Mikrokristallinen Cellulosen

Die OH-K ombinationsschwingung (A) war deutlich bei ca. 5000 cmi* zu erkennen, die erste
OH-Oberschwingung (B) wurde innerhalb eines stark tiberlagerten Bereichs um 7000 cnit
detektiert. Die Streueffekte, die sich in den unbehandelten M CC-Spektren hauptsachlich
durch eine gleichméldige Basidinienverschiebung bemerkbar machten, traten aufgrund der
Partikel groRenunterschiede (50 bis 185 um) der vermessenen Produkte auf (O’ Nelil et al.
1999). Um jedoch OH-Schwingungsunterschiede trotz unterschiedlicher Partikelgrofien der
Substanzen besser darstellen zu kénnen, wurde eine Spektrenvorbehandlung durch

V ektornormierung des Bereichs von 4900-5300 cm™ durchgefiihrt. Hierdurch lieBen sich
multiplikative Streueffekte durch Partikelgréfiendifferenzen minimieren (Abbildung 4.32).
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Abbildung 4.3.2 Vektornormierte Reflexionsspektren im Bereich der OH-
K ombinati onsschwingung

Die Intensitdt der Absorption verlauft bei vektornormierten Spektren direkt proportional zum
Wassergehalt der Probe, was durch hell (trockene) und dunkel (feuchte) gezeichnete Spektren
erkennbar ist.

In Abbildung 4.3.2 sind die Spektren der beiden trockensten und feuchtesten aller
untersuchten Produkte markiert.

Auch die erste und zweite Ableitung der OH-Schwingungen sind geeignet, um die
Differenzen im Wassergehalt deutlicher darzustellen.

Die Pfeilein Abbildung 4.33 und Abbildung 4.3.4 verdeutlichen die Wasserzunahme der
Proben von den helleren zu den dunkleren Spektren. Dieser Effekt ist sowohl in der OH-

Kombinations- as auch in der OH-Oberschwingung gut zu erkennen.
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Abbildung 4.3.3 Effekt der Wasserzunahme (in Pfeilrichtung) in der 1. Ableitung der
OH-Kombinationsschwingung von MCC
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Abbildung 4.3.4 Effekt der Wasserzunahme (in Pfellrichtung) in der 2. Ableitung der
ersten OH-Oberschwingung von MCC
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Die MCC-Proben wiesen aufgrund ihrer Herstellung einen unterschiedlichen Trocknungs-
verlust auf, der sich Uber einen Bereich von 2,86 % bel Avicd 112 (FMC) bis zu 5,44 % bel
Vivapur (Rettenmeier) Uber eine Spannweite von 2,58 % erstreckte.

Die innere Festigkeit von Tabletten wird hauptséchlich durch van der VaasKréfte und durch
die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen bedingt. Daher ist bei MCC als Hilfsstoff
zur Direkttablettierung eine bestimmte Restfeuchte erforderlich, damit sich diese Bindungen
bilden kénnen.

Auf dem Markt sind jedoch auch Produkte mit geringer Feuchte erhdtlich, die vor alem zur
Verarbeitung hydrolyseempfindlicher Wirkstoffe eingesetzt werden. Zu diesen Produkten
gehdren u. a. die Produkte Avicel PH 103/ 112 (FMC), die laut Spezifikation nur 1,5 %
Wasser enthalten sollten, aber bel Lagerung unter normalen Umgebungsfeuchten aufgrund
ihrer Polaritét schnell oberflachlich Wasser adsorbieren. Dies war auch der Grund, weshalb
diein dieser Arbeit untersuchten Produkte nicht mehr der Spezifikation entsprachen.

Die Sorptionsisothermein Abbildung 4.35zeigt den Verlauf der Wasseraufnahme und
Wasserabgabe von Avicel PH 102 (A102) und Vivacel PH 102 (V102) bei Lagerung unter

verschiedenen relativen Feuchten (Klein 1998).
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Abbildung 4.3.5 Sorptionsisotherme von Mirokristalliner Cellulose (Quelle Klein)

92



4 Ergebnisse und Diskussion —Teil 1

4.3.2 Kalibrierungsmodell zur Wassergehaltsbestimmung

Die Referenzwerte zur Wassergehaltsbestimmung der Mikrokristallinen Cellulosen wurden
mittels IR-Trocknungswaage ermittelt (Kapitel 3.3.3.2), die NIR-Spektren wurden gemal}
Kapitel 3.3.1aufgenommen. Fur die Untersuchungen wurden alle in Tabelle 3 3aufgefuhrten
Proben verwendet.

Durch eine Hauptkomponentenanal yse mit unbehandelten M CC-Spektren konnte im
Zweifaktoren-Plott in Abbildung 4.3.6 dargestellt werden, dass der spektrale Einfluss von
PartikelgrofRe (PC1, x-Achse) und Wassergehalt (PC2, y-Achse) durch die wichtigsten ersten

beiden Hauptkomponenten beschrieben wurde.

1 Vivipur 12 5,20 % H,0

|Emcocel LP200180 um ool et i | |

B . 5 o =] % . . B

o /\—\\—) : i . " - Pharmace 1015me

A | |
: Vicel 103 3,78 % H,0 :

. Avicel PH 112 2.86 % H-0 _

I e L L L L |

A By -1 0 1 2 3

Abbildung 4.3.6 Zweifaktoren-Plott der Hauptkomponentenanalyse von MCC

Die xAchse stellte die erste Hauptkomponerte dar und beschrieb im Wesentlichen die
Partikelgrof3e. Die mittlere Korngrélie der vermessenen Produkte nimmt von rechts (50 pm)
nach links (185 pm) zu.

Die yAchse bildete die zweite Hauptkomponente, welche den Wassergehalt der Produkte
représentierte. Eine Zunahme der Produktfeuchte ist von unten nach oben zu erkennen.

Der Einfuld der ersten Komponente (Partikelgrofie) konnte, wie bereitsin Abbildung 4.3 2-
Abbildung 4.3.4 beschrieben, durch mathematische Vorbehandlung der Spektren minimiert

werden.
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Anhand dieser Voruntersuchungen, konnte von einer guten Korrelation von spektraler
Information und Trocknungsverlust der Mikrokristallinen Cellulosen ausgegangen werden,

was sich durch die folgende PLS-Regression (Abbildung 4.37) betétigte.
Als Spektrenvorbehandlung wurde die zweite Ableitung des spektralen Bereiches von 4500-

5500 cni* gewahlt und daraufhin eine PLS-Regression mit anschlieBender Kreuzvalidierung
durchgefihrt.

MNIR Vorhersage %

Trocknungsverlust %

Abbildung 4.3.7 PL S-Regression mit 42 MCC-Spektren

Es wurden nur 4 Faktoren benétigt um dieses Modell zu beschreiben und bei einem
Korrelationskoeffizienten von 99,26 und einem RMSECV von 0.059 % lag eine gute

Korrelation von spektraler Information und Referenzanalytik vor.

4.3.3 Uberpriifung des Models

Das im vorhergegangen Kapitel entwickelte Model zur Wassergehal tsbestimmung von
Mikrokristallinen Cellulosen wurde mit 30 unabhéngigen Testproben Uberpriift. Hierzu
wurden weitere Chargen der in Tabelle 3.3 beschriebenen Produkte verwendet, die ebenfalls
mittels IR-Trocknungswaage analysiert wurden (Anhang Kapitel 7.7).

Im Diagramm in Abbildung 4.3.8 ist eine Gegenlberstellung der mitels IR-Waage und
mittels NIR vorhergesagten Werte dargestellt.

Eswar kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Methoden zu erkennen, was auch

durch einen T-Test in Tabelle 4.8 bestétigt wurde.
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Bis auf wenige Ausnahmen lagendie durch die Spektren vorhergesagten Werte im Bereich

der mittels IR-Waage ermittelten Werte.

6.00 1

550 14

5.00 B p—

450 =
)

Wassergehalt %

4.00

OIR-Waage %
ANIRS %

3.50

3.00 T T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Testchargen

Abbildung 4.3.8

P-Wert flr zweiseitigen T-Test: 0,42 > 0.05 = Nullhypothese wird angenommen

28 30

Methodenvergleich zur Wassergehal tsbestimmung von MCC

Zv eistichproben t-Test unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen

Signifikanzniveau 0,05 NIRS IR-Waage
Variable 1 Variable 2

Mittelwert 4.70 4.77

\Varianz 0.15 0.07

Beobachtungen 30 30

Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0

Freiheitsgrade (df) 51

t-Statistik 0.8113

P-Wert (T<=t) einseitig 0.2105

Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test 1.6753

P-Wert (T<=t) zweiseitig 0.4210

Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t- Test 2.0076

Tabelle4.8 T-Test zum Methodenvergleich
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4.4 Wasser gehaltsbestimmung von Starke mittels Nahinfrarot Spektr oskopie

Der Wassergehalt ist mit einer der wichtigsten technologischen Parameter, die beim Einsatz
von Stérke a's technologischem Hilfsstoff gepriift wird.

Wiein Kapitel 3.1.4 schon erwéhnt, stellen die Pharmakopden unterschiedliche
Anforderungen an pharmazeutisch genutzte Stérke, denn die USP unterschiedet als einziges
Arzneibuch nicht zwischen der Herkunft der Stérke und lasst nur geringeren Wassergehalt zu.
Beim Aufbau eines Stérkekorns wechseln sich amorphe mit kristallinen Regionen ab und
bilden ein dreidimensionales Netzwerk von schwammartiger Struktur, in dessen Bereichen
Wasser auf unterschiedliche Art und Weise eingelagert sein kann.

Die priméren und die beiden sekundéren Hydroxylgruppen des Glucose-Monomers sind fir
die konstitutionelle Bindung des Wassers im Stérkemolekil von Bedeutung. Adsorption von
Wassermolekiilen tritt nur in den amorphen Bereichen des Stérkekorns auf, die etwa 70 %
ausmachen, denn in den kristallinen Bereichen Ubersteigt die Bindungsstérke der
Wasserstoffbriicken von Glucose-Molekilketten untereinander, die der Wassermolekiile.
Daneben igt in Stérke auch Kapillarwasser zufinden. Die Kristallinitdt des Stérkekorns nimmt
mit steigender Menge adsorbierten Wassers zu (Stahl).

Der Gesamtwassergehalt der Stérke ist von der Herkunft abhéngig und kann bei

handel stiblichen Produkten zwischen 10 und 20 % liegen. Hiervon sind ca. 8-11 % fest
gebunden, der Rest liegt als adsorbiertes Wasser und a's Kapillarwasser vor.

Kartoffelstarken weisen mit 17-20 % den hdchsten Wassergehalt auf.

4.4.1 Dargtellung der OH-Schwingungen von Stérke

Die NIR-Spektroskopie bietet auch bei Stéarken die Mdglichkeit, die Schwingungen des auf
unterschiedlichste Weise gebundenen Wassers zu detektieren. Die Stérke-Spektren kdnnen
somit wiederum zur quantitativen Wassergehaltsbestimmung genutzt werden.

In Abbildung 4.4.1 sind die unbehandelten Reflexionsspektren aller untersuchten Stérken aus
Tabelle 3.4 dargestellt.

Die NIR-Spektren wurden gemal3 Kapitel 3.3.1aufgenommen, die Referenzanalytik erfolgte

durch Bestimmung des Trocknungsverlustes im Trockenschrank (Kap. 3.3.3.1).
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Abbildung 4.4.1 Reflexionsspektren aller Starken

In den Stérke-Spektren war eine deutliche Gruppierung durch starke Basislinienverschiebung
zu erkennen. Dieser multiplikative Streueffekt trat durch unterschiedliche Korngréfien der
nativen Stérken und modifizierten Produkte auf.

Maisstérke wies mit ca. 15 um die kleinste mittlere Korngr 63 auf, was die htchste
Absorption der Strahlung bewirkte, es folgten Weizenstérke mit 25 um, Kartoffel starke mit
35 um und die modifizierten Produkte mit 80 und 175 um, die durch die Modifizierung eine
Quellung und somit eine Partikel vergrofRerung erfahren haben (C* Pharm 93000 80 um,
C*Pharm 12012 175 pm).

Die OH-K ombinationsschwingung wurde in Abbildung 4.4.1 bei ca. 5000 cm™, die erste OH-
Oberschwingung bei 7000 cm™ durch die eingekreisten Bereiche A und B markiert.

Wie bereits in vorhergehende n Kapiteln beschriebenen, konnte der Streueffekt der

Partikel groRendifferenzen auch hier durch Vektornormierung der Spektren minimiert werden,
wodurch vor allem im Bereich von 5300-4900 cm™ die spektralen Effekte der unter-
schiedlichen Wassergehélter deutlicher herausgestellt werden konnten (Abbildung 4.4 2).
Die Kartoffelstérken zeigten mit 1521 % Trocknungsverlust den intensivsten Peak, gefolgt
von den Maisstérken, die ca. 10 % Trocknungsverlust aufwiesen. Die geringste Absorption,
da auch den geringsten Wassergehalt (ca. 26 %), hatten die prégelatinierten und die

getrockneten Maisstérken, die ebenfalls in die Untersuchung miteinbezogen wurden.
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— ‘/Kartoffelstérken 15-21 % H0
aisstarken ca. 10 % H,0

005
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Abbildung 4.4.2 OH-Kombinationsschwingung der vektornormierten Stérke-Spektren

Auch in der ersten Ableitung der OH-K ombinationsschwingung waren die spektralen Effekte
unterschiedlichen Wassergehalts gut darstellbar (Abbildung 4.4 3). Durch den Pfeil markiert,
trat bei ca. 5100 cm® eine Abnahme der Absorption mit abnehmender Probenfeuchte auf.
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Abbildung 4.4.3 Erste Ableitung der OH-K ombinationsschwingung
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Abbildung 4.4.4 Erste Ableitung der ersten OH-Oberschwingung

Es konnte ein zusétzliche Bandenverschiebung erkannt werden, die durch Trocknung der
Stérkekorner beim Produkt C* Pharm 03415 entstand.

Dieser Effekt konnte besonders in Abbildung 4.4.4 durch die erste OH-Oberschwingung
gezeigt werden, denn hier ist bei der getrockneten Maisstérke C* Pharm 03415 eine deutliche
Bandenverschiebung des scharfer ausgepragten OH-Peaks zu kleineren Wellenzahlen
erkennbar.

Dieses deuet daraufhin, dass durch den Trocknungsprozess hauptséchlich das oberflachlich
gebundene Wasser aus den amorphen Bereichen des Starkekorns entfernt wurde und die OH-
Schwingung durch das restliche fest gebundene Kristallwasser verursacht wird.

Im Gegensatz dazu weisen die prégelatinierten Stérken (C* Pharm 12012/ 93000) diesen
Effekt nicht auf, obwohl sie auch einen geringeren Wassergehalt as die nativen Produkte
aufwiesen.

Durch eine Hauptkomponentenanalyse konnte gezeigt werden, dass ale untersuchten

Pradukte aufgrund ihrer Herkunft eindeutig voneinander unterscheidbar waren.
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In Abbildung 4.4.5 ist ein Zweifaktoren-Plott der ersten und zweiten Hauptkomponente
dargestellt.

Die Spektren wiesen deutliche Unterschiede auf, die durch Kornstruktur und Partikelgrofie,
sowie den artbedingten unterschiedlichen Wassergehalt der Stérken entstanden. Aus diesem
Grund war eine gute Zuordnung der Proben mit physikochemischen Differenzen anhand ihrer
NIR-Spektren moglich.

2 [~ Senras
Kartoffel starke
Maisstarken

’ Weizenstérken
-

ko getrocknete

modifizierte )
Maisstarke

Abbildung 4.4.5 PCA aller untersuchten Stérken im Bereich von 5000-7000 cm™

4.4.2 Kalibrierungsmodell

Die OH-Schwingungen der Stérke-Spektren hatten eine ausreichende Intensitét und spektrale

Varianz, um ein quantitatives Modell mittels chemometrischer PL S-Regression zur
Wassergehaltsbestimmung aller Stérke-Produkte zu entwickeln.

Hierbei wurde eine Kreuzvalidierung des vektornormierten Spektral bereichs von 5450-4600
o und der mittels Trocknungsverlust ermittelten Referenzdaten durchgefiinrt.

In Abbildung 4.4.6 ist die erhaltene Regressionsgerade mit einem Korrel ationskoeffizienten
von 99,71 und einem RMSECV von 0,193 % dargestelIt.
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NIR Vorhersage %

Trocknungsveriust %

Abbildung 4.4.6 PL S-Regression von Stérke-Spektren und Trocknungsverlust

Anhand dieses Modells, welches durch 6 Faktoren beschrieben werden konnte, wurde gezeigt,
dass eine gemeinsame Wassergehaltsbestimmung aler Stérke -Produkte, trotz starker
physikochemischer Unterschiede, mittels NIR mdglich war.

4.4.3 Uberprifung des Models

Das Modell wurde an 8 unabhangigen Chargen der bereits fir das Kalibrierungsmodel
verwendeten Stérke-Produkte Uberprift, deren Trocknungsverlust im Trockenschrank

bestimmt wurde.

Nr. Testproben NIRS % Trocknungsverlust %

1 [C*Pharm 03302 Cerestar(CS1) 10.07 9.82

2 |C*Pharm 03302 Cerestar (LO2) 10.50 11.09
3 |C*Pharm 03413 Cerestar (AP1) 10.11 10.26
4 |C*Pharm 03413 Cerestar (AP3) 10.23 10.18
5 |Supra NP Bacterio Roquette (RO1) 16.18 17.20
6 |Extra Weiss Roquette (MR2) 9.66 9.68

7 |Solani Amylum AVEBE (AV1) 16.86 17.53
8 [Solani Amylum AVEBE (ST1) 16.69 17.65

Tabelle4.9 Stérke-Testchargen
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Abbildung 4.4.7 Methodenvergleich zur Wassergehaltsbestimmung von Stérke

Die untersuchten Chargen lief3en sich sehr gut mittels NIRS bestimmen, denn es traten nur
geringe Abweichungen zu den Referenzwerten auf (Tabelle 4.9/ Abbildung 4.4.7).
Eine gemeinsame Wassergehaltsbestimmung von verschiedenen Starkeprodukten ist mit

einem Kalibrierungsmodell mit NIRS mdglich.
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5 Ergebnisseund Diskussion — Tell 2

Im zweiten Tell der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode zur Gehaltsbestimmung von
Tablettenkernen mit zwel Wirkstoffen mittels Nahinfrarot Spektroskopie entwickelt.

Die Nahinfrarot Spektroskopie bietet in der pharmazeutischen Industrie durch ihre
zerstorungsfreie, schnelle Technologie die Moglichkeit, die Produktqualitét zu jedem
Zeitpunkt sicher stellen zu kénnen und eine 100 % IrProzess-Kontrolle zu ermdglichen
(Afnan 1998). Die Durchfuihrung einer Methodenentwicklung zur Gehaltsbestimmung mittels
NIRS it jedoch aufwandig und setzt drei wesentliche Punkte voraus, die zunéchst geprift
werden mussen. Hierunter fallen die Uberpriifung der theoretischen Durchfiihrbarkeit, der
praktischen Durchfihrbarkeit und der chemometrischen Durchfihrbarkeit. Anschlief3end
muss die Methode nach anerkannten Richtlinien validiert werden (Blanco et a. 1999; PASG
2001) um erfolgreich eingesetzt werden zu kénnen.

51 Untersuchung der Wirkstoffe mittelsNIRS

Die wichtigste Voraussetzung bei der Entwicklung einer quantitativen NIRS-Methode ist die
Uberprifung der NIR-Aktivitét der zu bestimmenden Wirkstoffe. Wiein Kapitel 3.2 bereits
beschrieben, stellten Kalium- und Magnesiumaspartat die Wirkstoffe der Arzneiform dar.

-

Z . q]‘

Magnesiumaspartat Tetrahydrat i
2 A ' N
Kaliumaspartat Hemihydrat 4 | |
= B 3
- 12000 |||:~._:-_'- I';JI{' 'I':II EJZI:I' T'.'-:I' f-'."I':r'.l r?:-:III -{-':1.'!
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Abbildung 5.1.1 Reflexionsspektren von Kalium und Magnesiumaspartat
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Im unbehandelten Original spektrum der Wirkstoffe (Abbildung 5.1.1) konnten im Bereich der
ersten Oberschwingung charakteristische scharfe Peaks detektiert werden (A), die sich
reproduzierbar zur Differenzierung und Quantifizierung beider Wirkstoffe eigneten. Der
zweite Oberton dieser Schwingung lief3 sich ebenfalls im Spektrum darstellen (B), hatte aber
eine weitaus schwache Intensitdt und war dadurch stérker von Streueffekten tberlagert.
Da der auswertbare Bereich gut anhand der Wirkstoffspektren ermittelt werden konnte, wurde
durch Testmessungen von Pulvermischungen, Granulaten und Tablettenkernen der
Originarezeptur (Kapitel 3.4.1) tberprift, ob sich die Wirkstoff-Peaks auch in
unterschiedlichen Hilfsstoff-Matrizes reproduzierbar darstellen lief3en.

Mit steigender Absorption: ‘H»
t M agnesiumaspartat Y
= K aliumaspartat ;
Granulat Al | ] Ly

Pulvermischung ; e
Tablettenkerne o M|

T T
12000 oo 10600 qoa B Fjui] B0 L000 4000
Yeawenumber cm-|

Abbildung 5.1.2 Spektren von Wirkstoff, Pulvermischung, Granulat, Tabletten

Abbildung 5.1.2 zeigte, dass sich im Bereich um 6000 cm™ ein ausgepragter Uberlagerter
Peak beider Wirkstoffe in alen drei Arzneiformen detektieren lief3. Die
Basislinienverschiebung entstand durch die unterschiedliche Partikelgrofe / -form und die
unterschiedliche Verdichtung der vermessenen Proben, wodurch die Spektren stark
beeinflusst wurden.

Es konnte gezeigt werden, dass beide Wirkstoffe detektierbare Schwingungen im
nahinfraroten Bereich besalien, die auch in der Hilfsstoffmatrix der Tablettenkerne selektiv

identifiziert werden konnten.
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Die Voraussetzung fur eine Quantifizierung der Wirkstoffe mittels NIRS stellte eine validierte
Referenzanalytik dar, die bei der PLS-Regression zur chemometrischen Vorhersage des
Gehaltes as y-Variable bendtigt wird.

In Kapitel 3.4.7wurde bereits beschrieben, dass zur Gehaltsbestimmung von
Magnesiumaspartat und Kaliumaspartat zum einen die AAS (Kapitel 3.4.7.1) zur Bestimmung
der Kationen und zum anderen die HPLC (Kapitel 3.4.7.2) zur Bestimmung der Aspartate
verwendet wurde.

Hier zeigte sich eine Diskrepanz zur NIR-Spektroskopie, denn durch die elektromagnetische
Anregung der Molekiile konnten beide Wirkstoffe im Spektrum, im Unt erschied zur den
Referenzmethoden, eindeutig getrennt voneinander detektiert werden.

Dieser Effekt lag an der stéchiometrischen Zusammensetzung der Verbindungen und der
Menge des gebundenen Kristallwassers, welches erheblich zur Schwingung der
Gesamtverbindung beitrug (Kapitel 4.1).

Das zweiwertige Magnesium-Kation bindet zwei Aspartat-Anionen und 4 mol Kristallwasser,
das einwertige Kalium-Kation bindet ein Aspartat-Anion und 0,5 mol Kristallwasser,
wodurch eine veranderte Kristallmorphologie der Salze entstand. Dieser physikalische
Parameter wirkte sich stark auf die NIR-Spektren aus (Kapitel 4.2.2, Abbildung 5.1 1), wurde
jedoch in der nasschemischen Referenzanalytik nicht berticksichtigt, denn dort wird der
Kristallwassergehalt nicht miterfasst. Hinzukommt, dass anorganische Verbindungen keine
Schwingungen im NIR-Bereich aufweisen, weshalb Magnesiumaspartat und Kaliumaspartat
schon aus diesem Grund bei der NIR-Methode nur a's Gesamtverbindung selektiv bestimmt
werden konnen.

Um die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Referenzmethoden trotzdem als y-Variablen fir
eine PLS-Regression verwenden zu kdnnen, musste zunéchst eine stochiometrische
Umrechung von Kalium/ Magnesium-Gehalt und wasserfreiem Gesamtaspartat-Gehalt in
Kaliumaspartat* 0,5 H20-Gehalt und Magnesiumaspartat* 4 H20-Gehalt durchgeftihrt werden.
Hieraus ergab sich der Nachteil, dass sich beide Methodenfehler additiv auf die Ergebnisse

auswirkten, was bei der Gehaltsbestimmung mittels NIRS zu berticksichtigen war.
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5.1.1 Testkalibrierungen von Pulvermischungen

Die Entwicklung einer NIR-Methode zur Gehaltsbestimmung von Tabletten, und hierbel
besonders die Herstellung geeigneter unabhangiger Kalibriermuster ist sehr aufwandig, darer
sollten bereits frihzeitig Machbarkeitsstudien durchgefiihrt werden, um abschétzen zu
konnen, ob eine Quantifizierung beider Wirkstoffe innerhalb der Hilfsstoffmatrix Gberhaupt
maoglich ist.

In dieser Arbeit wurde bereits zu Beginn der Methodenentwicklung Testkalibrierungen mit 26
unterschiedlichen Pulvermischungen aus Wirkstoffen und Hilfsstoffen der Formulierung
durchgefihrt, wobei der Wirkstoffgehalt im Bereich von 90-110 % zuféllig variiert wurde. Es
wurden jewells 5 Spektren der unabhangigen Mischunge n aufgenommen und mit der
Einwaage der Wirkstoffe in % korreliert, ohne eine Referenzanalytik durchzufihren (Moffat
1998). In Arbeiten von Molt et a. 1996 und Wargo et al. 1996 wurde bereits tber NIR-
Quantifizierungen von Pulvermischungen berichtet. Charakterisierungen von
Pulvermischungen mittels NIRS wurden auch von Burger et al. 1998 durchgefuhrt.

In Abbildung 5.1.3sind PL S-Regressionen von jeweils 130 Pulvermischungsspektren
dargestellt, die es ermdglichten, a) Kaliumaspartat % und b) Magnesiumaspartat % mittels
NIRS zu quantifizieren.

Anhand dieser Ergebnisse konnte man von einer guten NIR-Vorhersage der Wirkstoffgehalte

ausgehen, bei der sich eine insgesamt erfolgreiche M ethodenentwicklung andeutete.

NIR Vorbersags %

MNIR Vorhersag

= R R T T A R Cmmeaswarm® W 3 i

Eimvaage % Ervaaage %
a Kaliumaspartat % b) Magnesiumaspartat %
Rang: 9; R%: 91,62; RMSECV: 1.,59 % Rang: 6; R?: 93,6; RMSECV: 1,59 %

Abbildung 5.1.3 Testkalibrierungen von Pulvermischungen
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5.2 Einflussdes Scale downs auf die Kalibrier muster

In Kapitel 3.4.1wurde bereits beschrieben, dass zur quantitativen M ethodenentwicklung eine
ausreichende Anzahl unabhangiger Kalibriermuster bendtigt werden, die einen breiten
Kalibrierungsbereich abdecken und deren physikalische Eigenscteften mit denen der
Produktionschargen Ubereinstimmen missen. In dieser Arbeit wurden nach Abschluss der
erfolgreichen Testkalibrierungen 30 synthetische Kalibrierchargen durch Scale down des
Produktionsansatzes und zuféllige Variation der Wirkstoffkonzentration im Bereich von 70 %
und 130 % hergestellt.

Da diese synthetischen Muster in einem Mal3stab von 1 kg hergestellt wurden, mussten
zunéchst die physikalischen Eigenschaften der Granulate und Tabl ettenkerne untersucht und
mit denen der Produktionschargen verglichen werden.

Ziel dieser Untersuchungen war, einen Uberblick ber die wichtigsten Einfliisse bei der
Kalibriermusterherstellung zu bekommen, die sich spéter in den NIR-Spektren wiederspiegeln
und letztendlich die Ergebnisse der Gehaltsbestimmung beenflussen wiirden.

5.2.1 Untersuchungen der Granulatchargen

In Kapitel 3.4.3wurde dargestellt, das sich der Scale down von 270 kg auf 1kg Ansatzgréfze
und die Variation des Hilfsstoffanteils zwischen 10 % und 18 % auf die physikalischen
Eigenschaften der Granulate und somit auf die NIR-Spektren auswirken kann (Rantanen et al.
2000), da die Prozessparameter gegeniiber der Herstellung des Originalgranulates erheblich
verandert wurden. In der Arbeit von Schiitte (2001) wurde u. a. dem Einflu? der Ansatzgrofe
und der Granulierfliissigkeitsmenge eine wesentliche Bedeutung zugeschrieben, daher wurden
diese Parameter im folgenden genauer anhand représentativer Chargen untersucht und mit
dem Originalgranulat aus der Produktion verglichen.

Diese Chargen wurden aus den 30 verdnderten Rezepturen (Anhang Kapitel 7.3) so
ausgewadhlt, dass die gesamte Variation aller Kalibriermuster abgedeckt wurde.

Die Untersuchung der Einfliisse der Konzentrationsunterschiede beider Wirkstoffe wurden bei
diesen Betrachtungen vernachlassigt, da ihre physikalischen Eigenschaften gleich waren und
die Spannwelite der Gesamtwirkstoffkonzentration zwischen 83 % und 91 % durch die
ausgewahiten Chargen reprasentiert wurden.
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Die 5 ausgewahlten Chargen wurden sowohl mit dem Originalgranulat aus der Produktion
(Org T), ds auch mit zwel Laboransdtzen (Org 1/ 2) mit unverénderter Rezeptur verglichen.

In Abbildung 5.2.1ist die Zusammensetzung der untersuchten Granulate dargestellt.
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Zusammensetzung %

Abbildung 5.2.1 Zusammensetzung der Testchargen

52.1.1 Morphologie der GranulatkOrner

Der morphol ogische Aufbau der Granulatkdrner wurde mittels Rasterel ektronenmikroskopie
(REM, Kapitel 3.4.3.4) untersucht. Im Anhang Kapitel 7.8sind weitere Abbildungen der
Laborchargen in 100facher Vergrof3erung dargestellt.

Durch die reduzierte Ansatzgrofie wirkten bel der Feuchtgranulierung im Intensivmischer
geringere Scherkréfte auf die Partikel ein, wodurch sich die Oberflachenstruktur der

Agglomerate gegentiber dem Originalgranulat verdnderte. Dieser Einflussist in Abbildung
5.22a-d zu erkennen.
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¢) Originalgranulat Feinanteil d) Laboransatz 1kg

Abbildung 5.22ad Vergleich von Originalgranulat und Laboransatz

Der Laboransatz im 1 kg Mal3stab wies eine rauere, portsere Oberflache auf, as das
Originalgranulat aus der Produktion. Diese Unterschiede waren sowohl im groben Korn
(Abbildung 5.22 & b), als auch im Feinanteil (Abbildung 5.22 ¢/ d) zu erkennen Die hohe
Porositét fuhrte zu einer geringeren Harte der Agglomerate, was der Grund fur einen htheren
Feinanteil des Laboransatzes sein konnte.
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5.2.1.2 PartikelgrolBenverteilung

Die Erkenntnisse aus den REM-Bildern konnten durch die Messung der Partikel
groRRenverteilung bestétigt werden.

Die Dichteverteilungen, die mit Hilfe des Helos-Gradis-Systems gemessen wurden (Kapitel
3.4.3.9), zeigten einen bimodalen Verlauf bei alen untersuchten Chargen, was auf
Bruchvorgange bereits gebildeter Agglomerate schlief3en liefs.

Beim Vergleich der Dichteverteilung von Originalgranulat (Org T) und Laboransatz (Org 1/
Org 2), konnte beim Laboransatz eine leichte Verschiebung zu kleineren Partikel gréf3en
beobachtet werden (Abbildung 5.2.3). Dieses liefd sich durch die geringeren Scherkréfte der
kleineren Ansétze im Intensivmischer und den dadurch verbundenen héheren Abrieb der
insgesamt weicheren Partikel begrtinden.

Die Perzentilen x-10, x-50 und x-90 wurden bei gleicher Rezeptur (Org 1/ Org 2) jedoch nicht
wesentlich durch den Scale down beeinflusst (Abbildung 5.24).

D ichtessartel luvw alla

Abbildung 5.2.3 Dichteverteilung im Vergleich

Wie vorangehend schon erwahnt, wurde die Partikelgrofzenverteilung entscheidend durch die
unterschiedliche Granulierfliissigkeitsmenge beeinflusst.

Die Chargen M2, M5 und M8, die mit einer geringere Granulierfliissigkeitsmenge hergestellt
wurden, weisen geringere x-10, x-50 und x90-Werte in um auf als die Chargen M 10 und
M11, die mit mehr Granulierfllssigkeit alsin der Originarezeptur hergestellt wurden, wiein
Abbildung 5.2.4 zu erkennen ist (siehe auch Anhang Kapitel 7.9).
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Abbildung 5.2.4 Partikelgroenverteilung in um (Perzentilen x 10, x-50, x-90)
ausgewahlter Granulatchargen
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Abbildung 5.2.5 Korrelation von PartikelgroRenverteilung in um und
Hilfsstoffkonzentration in %
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Diese lineare Abhangigkeit konnte in Abbildung 5.25 dargestellt werden, in der eine
Korrelation der Perzentilen x-10, x50 und x-90 mit der Granulierfllissigkeitsmenge zu

erkennen ist.

5.2.1.3 Bulkdichten

Die Granulatmischungen stellten Zwischenprodukte zur Herstellung der Kalibriermuster dar.
I hre technol ogischen Eigenschaften sind fir eine gute Verpressbarkeit wichtig.

Um die Verdichtung enes Haufwerks zu beschreiben, kann man die Bulkdichten nach
Methode 2.9.15 Ph.Eur. bestimmen und daraus den Hausner-Faktor berechnen (Kapitel
3.4.3.5). Dieser Wert wurde zum Vergleich der Granulatchargen M 1- 30 untereinander und
mit dem Originalgranulat Org 1 (Chargennr. 31)/ Org 2 (Chargennr. 32) und Org T
(Chargennr. 33) herangezogen.

In der Abbildung 5.2 6 ist zu erkennen, dass sich die Granulatchargen im Bezug auf Ihre
Verdichtung kaum voneinander und den Granulaten der Originalrezeptur (Org 1/ 2)
unterscheiden.

Das Originalgranulat aus der Produktion (Chargennr. 33) wies das geringste Schiittvolumen
von allen Proben auf, welches auf eine insgesamt bessere Masse/ V olumenkorrelation bei der
Tablettierung hindeutet, jedoch keinen Einfluss auf die Verdichtung insgesamt hatte.
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Abbildung 5.2.6
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In Abbildung 5.2.7 konnte eine gewisse Abhéngigkeit von Hausner -Faktor und
Hilfsstoffkonzentration dargestellt werden.

Die Chargen mit hoherer Hilfsstoffkonzentration wiesen durchschnittlich gréf3ere Hausner-
Faktoren auf, d.h. der Einfluss der mechanischen Beanspruchung aif die Verdichtung des
Granulates stieg an. Die insgesamt groberen Partikel lief3en sich erst durch
Stampfbewegungen auf ein geringeres Volumen verdichten.

Alle Werte lagen jedoch innerhalb der Spanne von 1,0 und 1,2, die alsideal fir eine gute
Verpressbarkeit der Mischung angesehen wird.
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Abbildung 5.2.7 Korrelation von Hausner-Faktor und Hilfsstoffkonzentration
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5.2.1.4 Restfeuchte

Die Restfeuchte von Granulaten ist ein wesentlicher Faktor, der sich auf ihre Verpressharkeit
und somit auf die Eigenschaften der daraus hergestellten Tabletten auswirkt.

Die Bindungskréfte in einer Tablette bestehen hauptséchlich aus van der Waals Kréften,
wobel die Wasserstoffbriickenbindungen eine grofe Rolle spielen. Aus diesem Grund ist eine
Restfeuchte von 25 % bei Granulaten, als Zwischenprodukten bei der Herstellung von
Tabletten tblich. Eine zu hohe Restfeuchte hat negative Auswirkungen auf die
Verpressbarkeit von Granulaten, da sich hierdurch die Flief3eigenschaften verschlechtern
kdnnen, was zu unregelmaldiger Matrizenfullung und somit zu Massenschwankungen bei den
Tabletten fuhren kann.

Bei der Herstellung der Laboransdtze wurden die Granulate im Hordentrockenschrank
getrocknet, in der Produktion hingegen wurde eine Trocknung in der Wirbel schicht
durchgefihrt. Diese Prozessunterschiede kénnen u. a. Auswirkungen auf die Restfeuchte der
Granulate, und somit auf die daraus hergestellten Tabletten haben.

Abgesehen von den Auswirkungen auf die Verpressharkeit, hat die Restfeuchte auch einen
sehr starken Einfluss auf die NIR-Spektren der Granulatchargen, wie bereits von List und
Steffens (1996) und Goebel und Steffens (1998) gezeigt werden konnte. Mit der NIR
Uberwachten Steuerung von Granulationsprozessen in der Wirbelschicht haben sich auch
Frake et a. (1997) beschéftigt.

Um gleichmél3ige Produktionsbedingungen im Labormal3stab zu schaffen und die Herstellung
vergleichbarer Granulate al's Zwischenprodukte fur die Kalibriermuster zu gewahrleisten,
wurde die Restfeuchte der 30 Granulate gemal’ Kapitel 3.3.3.2 mit der IR-Waage kontrolliert,
wobei die durchschnittliche Restfeuchte aller fertigen Granulate vor dem Verpressen 2,59 %
bei einer Standardabweichung von 0,53 % betrug.

Zur Darstellung der Einflisse der Restfeuchte auf die NIR-Spektren, wurde vom feuchten
Granulat direkt nach der Granulierung, und vom getrockneten Granulat ohne weitere
Hilfsstoffe jewells ein Spektrum aufgenommen, um ein PLS-Regression gegen den mittels

IR-Waage gemessenen Trocknungsverlust (Anhang Kapitel 7.10) durchzufihren.
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An den mittels 1. Ableitung und Vektornormierung vorbehandelten Spektren ist der Einfluss
der Granulierflissigkeit direkt nach der Herstellung sehr gut zu erkennen(Abbildung 5.2 8).
Wie bereits bei den Untersuchungen von Lactose in Kapitel 4.1beschrieben wurde, enthielt
das feuchte Granulat gréfiere Mengen oberflachlich absorbierten Wassers und Kapillarwasser,
we ches durch die nahinfrarote Strahlung leichter zu Schwingungen angeregt wurde.
Hierdurch wurde die Wasserbande zu grofReren Wellenzahlen hin verschoben.

Weiterhin konnten trotz Spektrenvorbehandlung die starken Streueffekte dargestellt werden,
die durch die ungleichméllige Agglomeratstruktur vor allem der feuchten Granulatkdrner

hervorgerufen wurden.
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Abbildung 5.2.8 Erste Ableitung der OH-K ombinationsschwingung aller
Granul atspektren

Bel der Verwendung desin Abbildung 5.2.8 dargestellten Spektralbereichs und gleicher
Spektrenvorbehandlung fir eine PLS-Regession, war im Faktor-Plott der wichtigsten beiden
Faktorenin Abbildung 5.2 9 eine Gruppierung von feuchten und trockenen Proben zu
erkennen.

Diese Einflusse auf die Granulatspektren kamen durch die unterschiedlichen Restfeuchten der
vermessenen Proben zustande, die bel den feuchten Granulaten proportional zu den

unterschiedlichen Mengen verwendeter Granulierflissigkeit lag.
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Abbildung 5.2.9 PL S-Faktor-Plott der ersten und zweiten Hauptkomponente

Eine Hauptkomponentenanalyse der unbehandelten Spektren aller fertig gemischten
Granulatchargen mit Zusatz aler Hilfsstoffe Uber den gesamten NIR-Spektralbereich zeigte,
dass zwischen den Laboransétzen (M 1-30; Org 1/ 2) und dem Originalgranulat aus der
Produktion (Org T), abgesehen von der Wirkstoffkonzentration, kein wesentlicher spektraler
Unterschied bestand.
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Abbildung 5.2.10 Zweifaktorenplott der Hauptkomponentnanayse aler Granulate
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Mit demin Abbildung 5.2 10 dargestellten Zweifaktoren-Plott der beiden wichtigsten PLS-
Hauptkomponenten konnte gezeigt werden, dass sich durch den Scale down des
Produktionsansatzes und die Variation der Granulierfliissigkeitsmenge keine wesentlichen
Veranderungen der Granulatspektren gegentiber denen des Originalgranulates (Org T, Orgl/
2: grau hinterlegt) ergeben hatte, welche die Verwendung der Granulate zur Herstellung der
Kalibriermuster nachteilig beeinflussen konnte.

Es war jedoch zu erkennen, das einige mit geringen Granulierfllissigkeitsmengen hergestellten
Chargen (M 2, M 5, M 18, M 23: mit Kreis markiert) auf Grund des héheren Feinanteils und
der dadurch veranderten Partikelgrof3enverteilung grofiere spektrale Distanzen zu den Gbrigen

Chargen aufwiesen, und daher am Rand des Faktor -Plotts lagen.

5.2.2 Untersuchungen der Tablettenkerne

Bei den Granulatuntersuchungen wurde bereits beschrieben, dass Einflisse durch die
Tablettierung Auswirkungen auf die physikalischen Eigenschaften der Tablettenkerne, und
somit auch auf die NIR-Spektren haben kdnnen.

Aus diesem Grund wurden nach der Hergellung der Kalibriermuster geméal? Kapitel 3.4.4
Tablettenpriufungen in Anlehnung an die Herstellungsvorschriften der Produktionschargen
durchgefuhrt (Kapitel 3.4.5), um die physikalischen Eigenschaftender synthetischen Chargen
mit denen der Originalchargen zu vergleichen.

Es wurden zwei Dosierungen der Kalibriermuster hergestellt, denn es sollte sowohl fir
Tromcardin Tabletten (10,5 mm Durchmesser), als auch fur Tromcardin forte Tabletten (12
mm Durchmesser) eine Gehaltsbestimmung entwickelt werden.

Da die Zusammensetzung der Tabletten gleich war und die Dosierung tber das Volumen der
Matrize bestimmt wurde, konnte mit denselben 30 Granulatchargen gearbeitet werden, die

jeweils mit 10,5 mm und 12 mm bikonkaven Stempeln verpresst wurden.

5.2.2.1 Glechformigkeit der Masse und Abmessungen der Kerne

Von alen 60 Tablettenchargen wurden 20 Stichproben ausgewahlt, die gewogen und mittels
Schieblehre vermessen wurden, um die Gleichférmigkeit der Kalibriermuster sicher zu stellen

und eine Vergleichbarkeit mit den Originalkernen zu gewahrleisten.
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Der Mittelwert der Masse aler 600 Stichproben der 10,5 mm Kerne lag bei 383,93 mg bei
einer relativen Standardabweichung von 0,56 %, der Sollwert betrug 382,80 mg.

Die Hohe dr Kerne dieser Stichproben variierte mit einer relativen Standardabweichung von
0,83 % um den Mittelwert von 4,66 mm. Laut Herstellungsvorschrift war eine Spannweite
von 4,50-5,00 mm spezifiziert.

Bei den 12 mm Kalibriermustern lag der Mittelwert der 600 Stichproben bel 784,66 mg mit
einer relativen Standardabweichung von 0,37 % und einem Sollwert von 785,00 mg.

Die Kernhohe streute hier etwas stérker, trotzdem lagen alle Werte bei einem Mittelwert von
6,93 mm mit 1,29 % relativer Standardabweichung innerkalb der geforderten 6,70-7,30 mm.
Es konnte festgestellt werden, dass alle Kalibriermuster den Anforderungen der
Herstellungsvorschrift entsprachen.

Im Anhang Kapitel 7.11 sind die 60 Mittelwerte aler 20 Stichproben graphisch dargestellt.

5.2.2.2 Zerfal und Friabilitét

Zum Vergleich mit den Originalkernen aus der Produktion wurden von jeder Dosierung die
selben funf Chargen wie bei der Granulatpriifung in Kapitel 5.2.1 ausgewahlt, welche die
gesamte Breite der Kalibriermusterzusammensetzung abdeckten.

Der Zerfdl und die Friabilitét wurden von Charge M2, M5, M8, M10 und M11 gemessen, um
darzustellen ob die Kalibriermuster den Anforderungen der Herstellungsvorschrift
entsprachen und sich ein Einfluss der Hilfsstoffkonzentration auf diese beiden Parameter
auswirkte.

Der Zerfall der Kernelag bel alen 10,5 mm Testproben zwischen 4,30 min und 5,47 min, die
Originakerne zerfidlen unterhalb von 4,40 min.

Bel den 12 mm Kernen lag der Zerfal zwischen 7,44 min und 11,04 min, wobel die
Originalkerne am langsten bendtigten.

Alle Werte lagen deutlich unter dem maximal spezifizierten Wert von 30 min und eine
Abhéngigkeit von Zerfallszeit und Hilfsstoffkonzentration konnte nicht festgestellt werden.

Die Friabilitét lag bei alen untersuchten Chargen mit ca. 0,04 % deutlich unter dem

zugelassenen Grenzwert von 0,25 %, was auf eine ausreichende Festigkeit der Kerne gemal3
den Anforderungen schlief3en lief3.
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5.2.3 Untersuchung der Bruchfestigkeit

Der Untersuchung der Bruchfestigkeit kam bei den Kalibrierchargen eine besondere
Bedeutung zu, denn die physikalischen Eigenschaften von Tablettenkernen éandern sich mit
der Bruchfestigkeit derart, dass dieser Parameter direkten Einfluss auf die NIR Spektren hat.
In der Arbeit von Morisseau et a. (1997) wurde bereits Uber die Moglichkeit berichtet,
Bruchfestigkeit von Tabletten mittels NIRS bestimmen zu kénnen, denn durch eine glattere
Oberflache haben hértere Tabletten eine hohere Absorption im NIR-Bereich. Auf Grund
dieses Effektes konnte durch chemometrische Methoden eine Beziehung zwischen
Ergebnissen des herkdmmlichen Bruchfestigkeitstesters und NIR-Spektren von Tabletten
dargestellt werden. Allerdings war es nicht mdglich eine allgemeingultige mathematische
Vorbehandlung zur zerstérungsfreien Bruchfestigkeitsuntersuchung festzulegen. Auch Kirsch
und Drennen (1995) haben die Festigkeit von tiberzogenen Tabletten untersucht und mit NIR-
Spektren korreliert. Reich (2000) stellte sogar fest, dass in NIR-Transmissionspektren
Verénderungen partik uldrer Umlagerungen durch dichtere Kompaktierung, sowie
Unterschiede in interpartikuléren Bindungen aufgrund plastischer Verformung und
Schmiermittelumverteilung detektiert werden kénnen.

Unter Beachtung dieser Aspekte wurde der Einfluss der Presskraft auf die NIR-Spektren der
Kalibriermuster genauer untersucht.

Bei den verwendeten Proben handelte es sich um bikonvexe weil3e runde Tabl ettenkerne ohne

Bruchkerbe, bei denen Ober- und Unterseite visudll nicht zu unterscheiden waren.

5.2.3.1 EinflUsse durch die Herstellungsbedingungen

In der Herstellungsvorschrift wurde lediglich festgelegt, dass die 10,5 mm Kerne eine
Bruchfestigkeit von > 10 N und die 12 mm Kerne eine Bruchfestigkeit von > 40 N aufweisen
missen. Stichprobenartige Messungen von jeweils 10 Originalkernen ergaben fur die 10,5
mm Kerne eine mittlere Bruchfestigkeit von 94,5 N bei einer relativen Standardabweichung
von 10,5 %. Bel den 12 mm Kernen wurde eine mittlere Bruchfestigkeit von 142 N bei einer
relativen Standardabweichung von 8,6 % ermittelt. Diese Werte wurden an Kernen nach ca.
1/2 jahriger Lagerung gemessen und wurden als Richtwerte bel der Einstellung der Presskraft
zur Herstellung der Kalibriermuster im Labormal3stab verwendet.
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Da NIR-Spektren durch Oberflacheneigenschaften der Kerne stark beeinflusst werden, galt es
Unterschiede zwischen synthetischen Kalibriermustern und Produktionsmustern zu
vermeiden, was schon aufgrund der Verwendung unterschiedlicher Tabl ettiermaschinen
schwierig wurde.

In der Produktion wurde mit einer Rundléuferpresse ge arbeitet, bei der es durch héhere
Produktionsgeschwindigkeiten und den feststehenden Fillschuh, selten zu Entmischungs-
tendenzen des Granulates in der Matrize kommt. Da auch die Komprimierung bilateral durch
Ober- und Unterstempel gleichermal3en erfolgt, ertstehen Kerne, deren Ober- und Unterseiten
nahezu identische Oberfl&cheneigenschaften aufweisen. Bel der Exzenterpresse ist der
Fullschuh beweglich, weshalb es durch sténdige Ruttel bewegungen zu Entmischungs-
vorgangen des zu verpressenden Gutes kommen kann, da der Feinanteil zuerst in die Matrize
gefillt wird. Die anschlief3ende unilaterale Komprimierung aleine durch den Oberstempel
kann zu Kernen fuhren, deren Unterseiten hérter gepresst sind als die Oberseiten.

Bel Bruchfestigkeitsmessungen fielen solche Unterschiede nicht auf, doch bei Messungen der
NIR-Spektren waren deutliche Unterschiede zwischen Ober- und Unterseite auf Grund
veradnderter Absorption der Oberfléchen darstellbar.

In Abbildung 5.2.12 und Abbildung 5.2.12 sind 20 Spektren von einem mittels a)
Exzenterpresse und von einem mittels b) Rundlaufer hergestellten Tablettenkern dargestellt,

wobei jeweils 10 ma Ober- und Unterseite vermessen wurden.
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Abbildung 5.2.11 Reflexionsspektren von Ober-/ Unterseite eines Kerns beim Exzenter
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Abbildung 5.2.12 Reflexionsspektren von Ober-/ unterseite eines Kerns beim Rundl&ufer

In Abbildung 5.2.11 ist eine deutliche Gruppierung der Spektren in Ober- und Unterseite zu
erkennen, denn laut Literatur weist die hartere Unterseite eine stérkere Absorption auf als die
weichere Oberseite desKerns. In Abbildung 5.2 12 tritt keine spektrale Differenzierung
beider Seiten auf.

Dieser Effekt musste bei der Messung der Kalibriermuster unbedingt berticksichtigt werden,
schon allein daher, weil Ober- und Unterseite visuell nicht voneinander unterscheidbar waren.
Eswurde daraufhin festgelegt jewells zwei Spektren von beiden Kernseiten in die
Kalibrierung mit einzubeziehen, um sie gegentiber diesem Einfluss unempfindlicher zu

machen.

5.2.3.2 Einflusse durch die Nachhértung

Weiterhin musste das Phdnomen der Nachhértung der Tabletterkerne berlicksichtigt werden,
da sie hierdurch auch physikalische Verdnderungen erfahren, die sich in den NIR-Spektren
wiederspiegeln.

Um reproduzierbare Spektren der Tablettenkerne aufnehmen zu kénnen, musste eine prazise

Aussage Uber den Messzeitpunkt getroffen werden.
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Fir diese Untersuchung wurden Tablettenkerne beider Dosierungen mit Originalgranulat aus
der Produktion bei 10 N bzw. 15 N gepresst und die Nachhartung wurde tiber einen Zeitraum
von zwei Monaten dokumentiert.
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Abbildung 5.2.13 Nachhartung der Kerne nach einer Woche
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Abbildung 5.2.14 Nachhartung der Kerne nach zwei Monaten
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Abbildung 5.2.13 und Abbildung 5.2.14 zeigen, dass die 10,5 mm Kerne innerhalb einer
Woche nach dem Verpressen um 100 % nachhérteten, die 12 mm Kerne um 75 %. Die
Rohdaten zu diesen Diagrammen sind im Anhang Kapitel 7.12 dargestellt.

Nach ca. 1 Woche war die Nachhértung bei beiden Dosierungen abgeschlossen und die
Bruchfestigkeitswerte entsprachen in etwa denen der Produktionsmuster (Kapitel 5.2.3.7)
Aus diesen Untersuchungen konnte abgeleitet werden, dass ein einheitlicher M esszeitpunkt
bei alen Messungen gewahlt werden muss, was jedoch zur Folge hat, dass die Kalibrierung
empfindlicher gegentiber dem Einfluss der Nachhértung wird.

Sinnvoller ist es alerdings, Stichproben aller Kalibrierchargen zu verschiedenen Zeitpunkten
zu vermessen und die Kalibrierung somit dahingehend unempfindlicher zu gestalten.

In dieser Arbeit wurde von jeder der 60 Kalibrierchargen 5 Stichproben vermessen, wobei alle
zwei Tage nach dem Verpressen eine Stichprobe im Reflexionsmodus 4fach vermessen
wurde, sodass von jeder Charge ein Zeitraum von 10 Tagen abgedeckt wurde, wodurch der
Prozess der Nachhartung mit ,,einkalibriert* wurde.

Im Transmissionsmodus wurden alle Proben nach Abschluss der Nachhértung vermessen.

5.2.3.3 EinflUsse durch die Presskraft
Um den Einfluss unterschiedlicher Presskréfte auf die NIR-Spektren der Kalibriermuster zu

untersuchen, wurden beide Kerngréf3en aus dem Originalgranulat bei 7 unterschiedlichen
Presskréften an der Exzenterpresse hergestellt.

Um Verféschungen der Ergebnisse durch Nachhértung der Muster oder durch Unterschiede
von Ober- und Unterseite der Kerne zu vermeiden, wurden von 10 Stichproben aller
Presskréfte jewells 2 Reflexionsspektren von Ober- und Unterseite der Kerne direkt nach dem
Verpressen und nach zwei Wochen aufgenommen und sofort danach mittels
Bruchfestigkeitstester analysiert (Anhang Kapitel 7.13).

Die Transmissionsspektren wurden nach 2 Wochen Lagerung vermessen, wobei hier ebenfalls
4 Spektren von 10 Stichproben je Presskraft aufgenommen wurden.

In Abbildung 5.2.15 sind 4 unbehandelte Reflexionsspektren je Presskraft von 12mm Kernen
dargestellt.

Abbildung 5.2.16 zeigt 4 unbehandelte Transmissionsspektren je Presskraft von beiden
Kerngrofen.
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Abbildung 5.2.15 unbehandelte Reflexionsspekiren der 12 mm Kerne bel 7 Presskréften

In Abbildung 5.2.15 sind trotz Streuungen 7 Spektrer Gruppen aufgrund der
unterschiedlichen Oberflécheneigenschaften zu sehen. Die Intensitét der Absorption stieg
proportional zur Festigkeit des Kerns bzw. Glétte der Kernoberflache Uber den gesamten NIR-

Spektralbereich an, was an der durchgehend linearen Basislinienverschiebung zu erkennen ist.
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Abbildung 5.2.16 unbehandelte Transmissionsspektren der 10,5/ 12 mm Kerne bel 7
Presskréften
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Der beschrieben Effekt war auch in den Transmissionsspektren der 10,5 mm Kerne in
Abbildung 5.2.16 zu sehen, wobei hier eine Abnahme der Absorption mit zunehmender
Presskraft detektiert werden konnte.

Bei den 12 mm Kernen trat bereits ab 8650 cni™t Totalabsorption ein, da die NIR-Strahlung
den Kern auf Grund seiner Hohe von Gber 7 mm nicht mehr durchdringen konnte. In diesem
Bereich wurden die spektralen Effekte der Oberflachenbeschaffenheit durch das Grund-
rauschen des Detektors Uiberdeckt.

Ab 12000 Wellenzahlen cm™ ist eine starke Streuung der Basislinie zu erkennen, welche
durch das Detektionslimit des InGaAs-Detektors hervorgerufen wird.

Dieser Detektor hat ein Absorptionsmaximum bei ca. 5000 cm™ und kann etwa einen
Spektralbereich zwischen 11000 und 4000 cni? detektieren.

Um die Beziehung zwischen Spektren und Bruchfestigkeitswerten darzustellen wurde nach
zwel Wochen Lagerzeit von jeder Kerngrof3e eine PLS-Regression von 280 vektornormierten
Reflexionsspektren und Bruchfestigkeitswerten in N durchgefiihrt, wobei die in Abbildung
5.217 gezeigten Presskraft-Bruchfestigkeitsprofile die Referenzwerte hierfur représentierten.
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Abbildung 5.2.17 Presskraft-Bruchfestigkeitsprofile nach 2Wochen Lagerzeit
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Abbildung 5.2.18 PL S-Regression zur Vorhersage der Bruchfestigkeit mittels
Reflexionsspektren

Fur die PLS-Regressionenin Abbildung 5.2 18 wurde jeweils der gesamte nahinfrarote
Spektralbereich der Reflexionsspektren verwendet, der eine gute Korrelation mit den
Referenzwerten aufwies.

Die mittlere relative Standardabweichung der Referenzwerte betrug bei den 10,5 mm Kernen
9,75 %, bei den 12 mm Kernen 5,08 %.

Diese Untersuchungen zeigten, dass die NIR-Spektroskopie eine zerstbrungsfreie Alternative
zur Bruchfestigkeitsmessung darstellte, die vergleichbare Prézision zum herkémmlichen

Bruchfestigkeitstester aufwies.

In dieser Arbeit wurde am Beispiel der Tromcardin Tablettenkerne gezeigt, dass die
Presskraft und somit die Bruchfestigkeit von Tabletten einen starken Einfluss auf die NIR-
Spektren hat. Diese Faktoren missen bei der Entwicklung von NIRS Gehaltsbestimmungen
von festen Arzneiformen berlicksichtigt werden, weshab zu grof3e Bruchfestigkeits:

differenzen zwischen Kalibriermustern und Produktionschargen vermieden werden miissen.

In denNIR-Spektren der Tablettenkerne spiegelten sich hauptséchlich deren
Oberflacheneigenschaften, vor allem die Farbe und die Rauhigkeit wieder. Korrelierten diese

Eigenschaften mit der Festigkeit des Kerns, korrelierten auch die spektralen Informationen

mit den Bruchfestigkeitswerten.
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Bel deckelnden Tabletten reichen die bei der Kompaktierung ausgebildeten Bindungskréfte
nicht aus, um eine ausreichende Festigkeit der Tablette zu gewéhrleisten. Aufgrund der
verminderten inneren Haftkréfte neigen diese Tabletten bel geringer Beanspruchung zum
Laminieren und weisen daher niedrigere Bruchfestigkeitswerte auf. Da sich dieser Effekt
meistens nicht an der Oberflache abzeichnet, ist er im NIR-Spektrum alleine nicht
detektierbar.

Korreliert man jedoch die Bruchfestigkeitsreferenzwerte deckelnder Tabletten (yVariablen)
mit deren Spektren (x-Variablen) in einer PLS Regression, werden deckelnde Tabletten als
Ausreil¥er erkannt, da die niedrigeren Referenzwerte nicht mit der spektralen Information

korrelieren.

Um Bruchfedigkeitsbestimmungen mittels NIR durchfihren zu kénnen, missten besonders
im Transmissionsmodus noch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden, um zeigen zu
konnen, wie weit sich physikalische Eigenschaften des Tabl ettiergutes und deren
Veranderung durch die Komprimierung und Kompaktierung sich auf die NIR-Spektren
auswirken und auswertbar sind.

Desweiteren sollte flr Bruchfestigkeitsuntersuchungen mittels NIRS eine Referenzanal ytik
verwendet werden, die prézisere und differenziertere Aussagen zu der Festigkeit von
Tabletten macht, as der herkémmliche Bruchfestigkeitstester.
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53 Gehaltsbestimmung mittelsNIRS

Das Ziel im zweiten Tell der Arbeit war die Entwicklung einer zerstérungsfreie Gehalts-
bestimmung von Kalium- und Magnesiumaspartat in zwei Dosierungen der Tromcardin
Tablettenkerne mittels NIRS. Innerhalb dieser Fragestellung sollten Reflexions- und
Transmissionsspektroskopie, sowie zwei verschiedene Spektrometertypen im Reflexions
modus miteinander verglichen werden.

Die Voruntersuchungen der vorangegangenen Kapitel sollten die technologische Qualitét der
synthetischen Kalibriermuster, sowie deren spektroskopische Vergleichbarkeit mit den
Produktionschargen sicherstellen, um somit die theoretische, praktische und chemometrische
Durchfihrbarkeit der Gehaltsbestimmung mit NIRS zu gewahrleisten.

In Arbeiten von Corti et al. (1999) wurde bereits die Quantifizierung von Diphenhydramin in
Tabletten mittels NIR-Transmissionsspektroskopie gezeigt. Eustaquio et al. (1998)
beschrieben die Gehaltsbestimmung von Paracetamol Tabletten im Transmissionsmodus und
Trafford et al. (1999) im Reflexionsmodus. Dempster et al. (1993) entwickelten eine NIR-
Methode zur Klinikmusteridentifizierung mit NIR -Reflexionsspektroskopie. Drennen et al.
(1990) beschrieben die Wirkstoffzersetzung bel der Lagerung von Acetylsalicylsdure
Tabletten, Scheiwe et al. (1999) die Quantifizierung von Diclofenac in Uberzogenen Tabletten
in Transmission. Ein Vergleich beider Methoden wurde von Merckle und Kovar (1998) am
Beispiel von Acetylsalicylsaure Brausetabl etten gezeigt. Jedvert et al. beschrieben 1998 einen
Vergleich von NIRS und Raman Spektroskopie zur Quantifizierung von Isosorbit-Mononitrat
in Tabletten.

In alen Arbeiten wurde die PL S-Regession zur chemometrischen Auswertung der Daten
verwenckt, die Vorbehandlung der Spektren und die Auswahl der Spektralbereiche richtete
sich jedoch individuell nach den zu bestimmenden Parametern.

Bel der Gehaltsbestimmung in der vorliegenden Arbeit wurden von 5 Stichproben aus 30
Kalibrierchargen beider Kerngrof3en jeweils 4 Spektren (2mal Ober- und Unterseite) in
Reflexion (Kapitel 3.4.6.1) und in Transmission (Kapitel 3.4.6.2, Bruker Spektrometer)
aufgenommen.

Dieselben Muster wurden ebenfalls mit dem Polarisationsinterferometer in Reflexion
vermessen (Kapitel 3.4.6.1, Buichi Spektrometer).

Anschlieffend wurde mit den aus AAS und HPL C berechneten Referenzwerten (Kapitel 5.1)
PL S-Regressionen zur chemometrischen Vorhersage der Wirkstoffgehalte von Kalium- und
Magnesiumaspartat durchgefihrt.
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Um zuné&chst die Homogenitét der Kalibriermuster darzustellen, wurde von allen 600 Bruker

Reflexionsspektren jeder Dosierung eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) durchgefihrt. Fir

die Kreuzvalidierung wurde der mittels 1. Ableitung und Vektornormierung vorbehandelte
Spektralbereich von 5500-6100 cm™ verwendet.
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Abbildung 5.3.1
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Abbildung 5.3.2

PCA der 12 mm Kalibriermuster
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Trégt man die beiden ersten Hauptkomponenten in einem Koordinatenkreuz gegeneinander
auf, ist sowohl in Abbildung 5.3.1, alsauch in Abbildung 5.32eine gleichméliige Verteilung
zu erkennen. Es bestanden keine grofen spektralen Abweichungen zwischen den Kalibrier-
mustern, daher wurden ale Stichproben fir die PLS-Regressionen verwendet.

Esist allerdings zu erkennen, dass einige Spektren am Rand des Clusters eine grolere
spektrale Distanz zu den tbrigen aufweisen. Bel der Auswertung der Ergebnisse mit der Opus
Software wurden aus diesem Grund nicht alle 600 Spektren fir die Kalibrierung verwendet.
Die Spektren, deren Mahanalobis Distanz aul3erhalb des von der Software berechneten
Schwellenwertes lagen wurden aus der Berechnung ausgeschlossen (Kapitel 2.4.3).

Eine Gehaltsbestimmung von Tabletten ist mittels NIRS nur dann méglich, wenn die Matrix
der zu bestimmenden Proben, spektral mit der Matrix der Kaibriermuster Ubereinstimmt, da
es sonst zu Verfalschungen der vorhergesagten Ergebnisse kommt.

In Abbildung 5.3.3 konnte mit Hilfe einer Hauptkomponentenanalyse die spektrae

Auswirkung eines Filmiberzugs auf die sonst gleichen Tablettenkerne gezeigt werden.
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Abbildung 5.3.3 PCA von 10,5 mm Kernen und Filmtabletten

Diese Graphik zeigt, dass eine Gehaltsbestimmung von Filmtabletten mit einer Methode fir
nicht tberzogene Kerne nicht moglich wére. Grof3e spektrale Differenzen wirden die
Ergebnisse stark verfa schen.

Nachvalidierungen oder sogar Neuentwicklungen von NIR-Methoden sind notwendig, sobald
Veranderungen in der Rezeptur oder den Herstellungsparametern vorgenommen werden, die
Auswirkungen auf die NIR-Spektren haben konnten.
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5.3.1 Reflexionsmessungen mittels Michel sontInterferometer

5.3.1.1 Darstellung des Spektralbereichs

In Voruntersuchungen (Kapitel 5.1) wurde bereits der charakteristische Spektralbereich
ausgewdhlt, in dem die Uberlagerten Wirkstoffbanden auftraten. Es zeigte sich, dass bel den
Reflexionsspektren der Tablettenkerne vor alem die erste Oberschwingung der Aspartate zur
guantitativen Auswertung verwendet werden konnte. Die unbehandelten Reflexionsspektren
der 10,5 mm Kerne sind in Abbildung 5.3.4 dargestellt, die 12 mm Kerne unterschieden sich

visuell nicht davon.
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Abbildung 5.3.4 unbehandelte Reflexionsspektren der 10,5 mm Kalibriermuster

Die Streueffekte, die eine Basidinienverschiebung der Reflexionsspektren bewirkten, wurden
durch physikalische Einflusse der Probenmatrix hervorgerufen. Hierflr wurde besonders der
Einfluss der Granulatzusammensetzung (Kapitel 5.2.1) und die daraus resultierende
Tablettenfestigkeit, sowie der Unterschied zwischen beiden Kernoberfléchen in Betracht

gezogen (Kapitel 5.2.3.
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Die Einfltsse der 30 unterschiedlichen Wirkstoffkonzentrationen lief3en sich bei beiden
Dosierungen besonders in vektornormierter erster Ableitung des Spektralbereichs von 5500-

6000 cmi” detektieren (Abbildung 5.35).
Durch dese Spektrenvorbehandlung konnten die Streueffekte deutlich minimiert werden,

sodass die unterschiedlichen Absorptionsintensitdten in Abhangigkeit der Wirkstoffgehalter

verdeutlicht werden konnten.

BOOD 600 600 B0 =] B&00

Abbildung 5.3.5 vektornormierte 1. Ableitung der Reflexionsspektren

Dieser Spektralbereich wurde im Folgenden bei beiden Dosierungen auch fir die PLS
Regression von Reflexionsspektren und Referenzwerten verwendet.
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5.3.1.2 Darstellung der PLS-Regressionen im Reflexionsmodus

Bel der PLS-Regression zur Gehaltsbestimmung von Kalium- und Magnesiumaspartat der
10,5 mm Kernen wurde mit 568 Reflexionsspektren im Spektralbereich von 6000-5500 cm™
eine Kreuzvalidierung durchgefiihrt. Als Spektrenvorbehandlung wurde die 1. Ableitung und

eine Vektornormierung gewahlt.
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Abbildung 5.3.6 PL S-Regression der 10,5 mm Kalibriermuster mittels
Reflexionsmessung

Fir die 12 mm Kerne wurden 563 Reflexionsspektren im Spektralbereich 6500-5500 crt mit
1. Ableitung und V ektornormierung vorbehandelt und anschlief3end eine Kreuzvalidierung
durchgefihrt.
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Abbildung 5.3.7 PL S-Regression der 12 mm Kalibriermuster mittels Reflexionsmessung
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5.3.2 Transmissionsmessungen mittels Michel son-Interferometer

5.3.2.1 Darstellung des Spektralbereichs

Im Gegensatz zur Reflexionsmessung konnte bei der Transmissionsmessung nur der
Spektralbereich von 12000-8000 cm™ detektiert werden, wodurch fiir die Gehaltsbestimmung
der Aspartate nur der kaum visuell erkennbare zweite Oberton bei ca. 8500 cmt zur
guantitativen Auswertung genutzt werden konnte.

In Abbildung 5.3.8 sind die unbehandelten Transmissionsspektren der 10,5 mm
Kalibriermuster dargestellt.
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Abbildung 5.3.8 unbehandelte Transmissionsspektren der 10,5 mm Kerne

Auch hier bewirkten die bereits genannten Streueffekte durch die Oberfl&cheneigenschaften
der Kerne lineare Basislinienverschiebungen, konnten aber wiederum durch die
Vorbehandlung von Vektornormierung und erster Ableitung vermindert werden. In diesen
Spektren ist deutlich das Limit des InGaAs Detektors im sichtbaren Bereich oberhalb von
12000 cm™® zu sehen.

Abbildung 5.3.9 zeigt, dass der zweite Oberton der Aspartate in den Transmissionsspektren
im Spektralbereich von 8550-8900 cm™ gut detektiert und quantitativ ausgewertet werden
konnte.
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Abbildung 5.3.9 vektornormierte 1. Ableitung von Transmissionsspektren der 10,5 mm
Kerne

Im Gegensatz zu den Reflexionsmessungen gab es bei den Transmissionsspekiren deutliche
Unterschiede zwischen den 10,5 mm und den 12 mm Kernen.

In Kapitel 5.2.2.1wurden die Abmessungen der Kerne dargestellt, wobel fir die 12 mm
Kerne eine Hohe von 6,70-7,30 mm zuléssig war.

Tabletten dieser Abmessungen stellen den Grenzbereich der Transmissionsspektroskopie dar,
daeshierbei bereits zur Totalabsorption der el ektromagnetischen Strahlung durch die Probe
kommen kann.

In der Arbeit von Ramirez et a. (2001) wurde beschrieben, dass Tabletten mit einer Hohe von
7,6 mm durch weitere Komprimierung auf 3,6 mm reduziert wurden, um sie trotzdem mittels
Transmission messen zu kénnen. Diese Behandlung geht allerdings mit einer erheblichen
Verénderung der Kernmatrix einher.

In den Untersuchungen zur Auswirkung der Bruchfestigkeit von Tabletten (Kapitel 5.2.3
konnte bereits gezeigt werden, dass vor alem physikalische Oberflacheneigenschaften durch
unterschiedliche Presskréfte Einfluss auf die NIR-Spektren haben, wodurch eine
Vergleichbarkeit mit Produktionschargen vermindert wird.

Um diese Fehlerquellen auszuschlief3en, wurde in dieser Arbeit ein Spektrometer mit einer
Strahlungsguelle von 35 W eingesetzt, um Transmissionsmessungen an den 12 mm Kernen

durchfiihren zu kénnen (Kapitel 3.4.6.2).
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Abbildung 5.3.10 unbehandelte Transmissionsspektren der 12 mm Kerne

Anhand der Transmissionsspektren in Abbildung 5.3 10wird jedoch deutlich, dass trotz eines
stérkeren Lasers kein ausreichendes Signal detektiert werden konnte.

Im auswertbaren Bereich des zweiten Obertons der Wirkstoffschwingungen bel 8550-8900
o herrschte bereits Totalabsorption.

Tablettenkerne mit einer Hohe von Uber 7 mm erwiesen sich zur Bestimmung von Kalium-
und Magnesiumaspartat as zu hoch, um sie in Transmission mit nahinfraroter
elektromagnetischer Strahlung und InGaAsDetektor quantifizieren zu kénnen. Die zusétzlich
entstandenen starken Streueffekte durch ein schlechteres Singal-Rausch-Verhdltnis, lief3en
sich auch durch Bildung der vektornormierten ersten Ableitung nicht vollstéandig eliminieren,
wiein Abbildung 5.3 11 zu erkennen ist.
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Abbildung 5.3.11 vektornormierte 1. Ableitung von Transmissionsspektren der 12 mm
Kerne

5.3.2.2 Darsgtellung der PLS-Regression

Bel der PLS-Regression zur Gehaltsbestimmung von Kalium- und Magnesiumaspartat in den
10,5 mm Kernen wurde mit 576 Reflexionsspektren im Spektralbereich von 8630-8900 cm™
eine Kreuzvalidierung durchgefiihrt. Als Spektrenvorbehandlung wurde die 1. Ableitung und

eine Vektornormierung gewahlt.
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a) Kaliumaspartat mg b) Magnesiumaspartat mg
Rang: 3; R% 97,55; RMSECV: 4,41 mg Rang: 3; R*: 98,75; RMSECV: 2,96 mg

Abbildung 5.3.12 PL S-Regression der 10,5 mm Kalibriermuster mittels
Transmissionsmessung
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Firr die 12 mm Kerne wurden 545 Reflexionsspektren im Spektralbereich 8630-8900cmi™* mit
1. Ableitung und V ektornormierung vorbehandelt und anschlief3end eine Kreuzvalidierung

durchgefihrt.
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a) Kaliumaspartat mg
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Abbildung 5.3.13
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b) Magnesiumaspartat mg
Rang: 5; R%: 97,77, RMSECV: 7,52 mg

PL S-Regression der 12 mm Kalibriermuster mittels
Transmissionsmessung
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5.3.3 Bewertung und Vergleich der Ergebnisse

Zur Bewertung der Ergebnisse der Kreuzvalidierungen in Kapitel 5.3.1.2und 5.3.2.2. wurden
die Validierungsdaten der priméren Referenzanalytik herangezogen. Diese Ergebnisse sind in
Tabelle 5.1 zusammenfassend dargestelIt.

In Kapitel 5.1wurde bereits beschrieben, dass bel der NIR-Vorhersage von Kalium und
Magnesiumaspartat beide Methodenfehler der Referenzanalytik berticksichtigt werden
mussten.

Zur Ermittlung der Methodenprézision der Referenzanalytik wurde jeweils eine 6fach
Bestimmung einer Mischprobe aus 10 Tabletten durchgefihrt.

Die HPL C-Bestimmung der Aspartate wies eine Methodenprazision von 97,20 % bei einem
V ariationskoeffizientenvon 1,15 % auf.

Die AASBestimmung der Kationen wies bel Kalium eine Methodenprazision von 96,55 %
mit einem Variationskoeffizienten von 1,19 % auf. Bel Magnesium lag die
Methodenprézision bel 98,11 % mit 1,31 % Variationskoeffizient.

Die Wiederfindungsrate bei den Konzentrationen von 70 %, 100 %, 130 % (n=3) wurde bel
allen Methoden mit 100 % angegeben.

Alle Angaben erfolgten mit einem Konfidenzintervall von 95 %.

Zum besseren Vergleich der Streuungsparameter der verschiedenen Methoden wurde der
relative RMSECV in Bezug auf den Sollwirkstoffgehalt von 175 mg bzw. 360,5 mg pro
Tablette berechnet (Jedvert et. a. 1998).

Da die Gehatsbestimmung mittels NIRS eine sekundére Methode darstellt, die nicht ohne
eine Kalibrierung des Spektrometers durch eine primére validierte Referenzanal ytik mdglich
ist, kann das Ergebnis einer Vorhersage nie besser sein, als die Werte, die bel der PLS
Regression als y-Variablen zugrunde gelegt wurden.

Unter diesem Aspekt, und der Tatsache, dass sich der Methodenfehler durch die Verwendung
von zwei Referenzmethoden verschlechterte, waren die Kalibrierungsmodelle zur simultanen
Vorhersage beider Wirkstoffe in Tablettenkernen sehr gut und konnten mit wenigen Faktoren
beschrieben werden. Der Wirkstoffgehalt wurde bereits durch die wichtigsten Faktoren der
PL S-Regression représentiert, was auf eine robuste Kalibrierung hindeutete.

Eine Gehaltsbestimmung von Kalium- und Magnesiumaspartat war bei beiden Dosierungen
der Tablettenkerne mittels NIR-Reflexionsspektroskopie sehr gut moglich.
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Dabei der Reflexionsmessung und der Transmissionsmessung jeweils ein anderer

Spektralbereich ausgewertet wurde, konnte kein direkter Vergleich dieser Ergebnisse

erfolgen.

Die PLS Regression der 10,5 mm Kerne ergab bei der Transmissionsmessung die besten

Ergebnisse, wohingegen die 12 mm Kerne aufgrund ihrer Hohe im Transmissionsmodus nicht

befriedigend vorhergesagt werden konnten.

Reflexion

Transmission

Referenzmethode

10,5 mm Kaliumaspartat

R% 97,92
Rel. RMSECV: 2,30 %
Rang: 3

10,5 mm Magnesium aspartat
R* 98,47;

Rel. RMSECV: 1,87 %
Rang: 4

10, 5 mm Kaliumaspartat

R 97,55
Rel. RMSECV: 2,52 %
Rang: 3

10,5 mm Magnesiumaspartat
R% 98,75;

Rel. RMSECV: 1,69 %
Rang: 3

AAS Kalium

Methodenprazision: 96,55 %
Variationskoeffizienten: 1,19 %

AAS Magnesium

Methodenprazision: 98,11 %
Variationskoeffizient: 1,31 %

12 mm Kaliumaspartat
R* 97,48

Rel. RMSECV: 2,46 %
Rang: 4

12 mm Magnesiumaspartat

12 mm Kaliumaspartat
R% 93,77

Rel. RMSECV: 3,75 %
Rang: 4

12 mm Magnesiumaspartat

HPLC Aspartat

Methodenprazision: 97,20 %
Variationskoeffizienten: 1,15 %

R* 98,89 R% 97,77

Rel. RMSECV: 1,48 % Rel. RMSECV: 2,09 %
Rang: 4 Rang: 5

Tabelle5.1  Vergleich der Ergebnisse im Uberblick

5.3.3.1 Uberpriifung der Reflexionsergebnisse

Um zu zeigen ob sich die Testchargen spektral von den Kalibrierchargen unterschieden,

wurde zunéchst eine Hauptkomponentenanalyse durchgefuhrt. Es wurde derselbe
Spektralbereich der vorbehandelten Spektren gewahlt wie fur die PLS-Regression. Das
Ergebniswurde in Abbildung 5.3 14und Abbildung 5.315als dreidimensionaler
Dreifaktoren-Plott der ersten drei PLS-Hauptkomponenten dargestellt.

140




5 Ergebnisse und Diskussion —Teil 2

Scores

Testchargen
0003 . X

0.002-

Wil e

.

: vy Bow G o

CR B NN N A Th _

R ' L@o i

. . , a o et

L. : e .2 "= 7 7 Kalibrierchargen
W Ee e 23 g S galled o & & : :

T el — : : ; :

/ A

-0.002 f 5 %
0.015 0.010 0005 0 -0.008 0010 a5 U
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Abbildung 5.3.15 Dreifaktor-Plott der 12 mm Kalibrierchargen und Testchargen

In beiden dreidimensionalen Grafiken ist zu erkennen, dass sich die Testchargen spektral von
den Kalibrierchargen unterschieden.

Trotz eingehender Voruntersuchungen und Angleichung der Produktionsbedingungen durch
den Scale down des Laboransatzes ist mittels NIR -Spektroskopie und anschieffender
chemometrischer Datenauswertung ein Unterschied der Chargen zu sehen.
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Die Trennung der Chargen in einer Hauptkomponentenanal yse deutete daraufhin, dass die
NIR-Spektren der Kerne besonders stark durch die Probenmatrix beeinflusst wurden, da bel
diesem multivariaten Verfahren der Wert der Referenzanalytik nicht als yVariable mit in
Betracht gezogen wird. Bei der PCA wird nur nach Grof3e und nicht nach Relevanz der
Varianzen modelliert. Das veranderte Herstellungsverfahren stellte in dieser Arbeit
maoglicherweise den Hauptgrund fir die spektrale Varianz zwischen Kalibrier- und
Produktionsmustern dar.

Vor einem routinemal3igen Einsatz dieser quantitativen Methode ist es daher unbedingt
erforderlich, Spektren von Produktionsmustern und deren unabhangig ermittelter
Referenzgehalt in dieses synthetische Kalibriermodell mit einzubeziehen. Vorhersagefehler
durch spektrale Unterschiede der Kernmatrix kénnen auf diese Weise minimiert werden.
Trotz dieser spektralen Differenzen wurde eine Gehaltsbestimmung der Testchargen mittels
NIRS durchgefihrt und mit der Referenzanalytik verglichen.

Zur Uberprifung der Reflexionsmethode wurden Tablettenkerne aus der Produktion in
diffuser Reflexion mit derselben Versuchsanordnung vermessen, wie die Kalibriermuster und
anchlief3end mittels HPLC und AAS analysiert.

Es standen 3 Chargen der 10,5 mm Tomcardin (TC) Kerne mit einem Sollgehalt von 37,9 mg
Kalium, 11,8 mg Magnesium und 256,52 mg wasserfreiem Aspartat zur Verfligung und 10
Chargen der 12 mm Tromcardin forte (TCF) Kerne mit einem Sollgehalt von 78,2 mg

Kaium, 24,3 mg Magnesium und 528,43 mg wasserfreiem Aspartat je Kern.

Bel der NIRS wurden 10 Stichproben je Charge jeweils zweima von beiden Seiten vermessen
und ein Mittelwert der V orhersage aus 40 Spektren angegeben.

Bel der Referenzanalytik wurde eine Mischprobe aus denselben 10 Stichproben 3fach
vermessen und als Mittelwert angegeben.

Die NIR-Vorhersage erfolgte als Kaliumaspartat* 0,5 H ;O und Magnesiumaspartat*4 H O in
mg pro Kern und wurde nachtréglich zum Vergleich mit den Referenzergebnissen

stochiometrisch in Kalium, Magnesium und wasserfreies Aspartat in mg pro Kern
umgerechnet. Die Ergebnisse sind im Anhang in Kapitel 7.14 graphisch dargestellt.
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Kalium Minimum mg| Maximum mg|Sollwert mg [AAS mg | rSD% | NIRSmg| SD mg| rSD %

1 36.07 39.87 37.90 38,97 119 40.22 0.53 132

2 36.07 39.87 37.90 37,96 119 40.00 0.67 167

3 36.07 39.87 37.90 38,15 1.19 39.74 0.72 1.80
Magnesium [ Minimum mg| Maximum mg|Sollwert mg|AAS mg | rSD% [ NNRS mg [ SD mg | rSD %

1 11.21 12.39 11.80 11,83 131 11.85 0.10 0.83

2 11.21 12.39 11.80 11,57 131 11.80 0.13 1.06

2 11.21 12.39 11.80 11,41 131 11.86 0.16 1.36
Aspartat Minimum mg| Maximum mg|Sollwert mg |[HPLC mg| rSD % | NIRSmg| SD mg| rSD %

1 24387 269.54 256.52 256,40 115 264.96 214 0.81

2 243.87 269.54 256.52 251,12 115 263.61 2.96 112

3 243.87 269.54 256.52 253,59 115 263.37 2.66 101

Tabelle5.2  Gehaltsbestimmung der 10,5 mm Tromcardin (TC) Testchargen

Die Daten der Tabelle 5.2und Tabelle 5.3 zeigten, dass die NIR-Reflexionsmethode, trotz

geringer spektraler Abweichungen der Probenmatrix in der Lage ist, eine smultane

zerstorungsfreie Vorhersage des Gehaltes von Kalium, Magnesium und Aspartat in Tabletten

kernen mit vergleichbarer Prézision zur Referenzanalytik zu treffen.
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Kalium Minimum mg [Maximum mg|Sollwert mg{ AAS mg| rSD % | NIRSmg| SDmg| rSD %
1 74.29 82.11 78.20 76.91 1.19 83.37 1.60 1.92
2 74.29 82.11 78.20 76.98 1.19 81.96 177 2.16
3 74.29 82.11 78.20 77.14 1.19 80.85 1.58 1.96
4 74.29 82.11 78.20 75.75 1.19 80.83 157 1.95
5 74.29 82.11 78.20 76.96 1.19 81.76 2.77 3.39
6 74.29 82.11 78.20 76.78 1.19 80.87 2.04 2.53
7 74.29 82.11 78.20 76.99 1.19 79.53 1.85 2.32
8 74.29 82.11 78.20 77.31 1.19 80.58 214 2.65
9 74.29 82.11 78.20 75.94 1.19 81.57 2.70 331
10 74.29 82.11 78.20 77.09 1.19 81.50 2.00 2.46

Magnesium  [Minimum mg|Maximum mg|Sollwert mg| AASmg| rSD % [ NIRS mg [ SDmg| rSD %
1 23.09 25.53 24.30 24.05 131 22.48 0.35 1.55
2 23.09 25.53 24.30 24.18 131 23.07 0.38 1.63
3 23.09 25.53 24.30 24.26 131 23.66 0.34 1.45
4 23.09 25.53 24.30 24.10 131 23.73 0.38 1.58
5 23.09 25.53 24.30 24.33 131 23.61 0.64 2.72
6 23.09 25.53 24.30 24.07 1.31 23.75 041 1.72
7 23.09 25.53 24.30 24.07 1.31 23.54 0.37 1.58
8 23.09 25.53 24.30 24.41 131 23.23 0.38 1.62
9 23.09 25.53 24.30 24.06 131 23.04 0.58 2.52
10 23.09 25.53 24.30 24.05 131 22.80 0.42 1.86

Aspartat Minimum mg [Maximum mg|Sollwert mg{HPLC mg| rSD % | NIRS mg| SDmg| rSD %
1 501.98 554.82 528.43 536.03 1.15 525.94 2.75 0.52
2 501.98 554.82 528.43 529.82 1.15 527.68 3.32 0.63
3 501.98 554.82 528.43 525.69 1.15 530.29 3.45 0.65
4 501.98 554.82 528.43 510.26 1.15 531.03 3.14 0.59
5 501.98 554.82 528.43 524.53 1.15 532.89 3.56 0.67
6 501.98 554.82 528.43 567.63 1.15 531.33 4.06 0.76
7 501.98 554.82 528.43 550.84 | 1.15 524.55 3.38 0.64
8 501.98 554.82 528.43 554.76 1.15 524.70 3.92 0.75
9 501.98 554.82 528.43 542.39 | 1.15 526.00 3.74 0.71
10 501.98 554.82 528.43 546.82 1.15 523.20 391 0.75

Tabelle5.3  Gehaltsbestimmung der 12 mm Tomcardin forte (TCF) Testchargen

In diesem Beispiel der quantitativenNIRS mussten Fehlerfaktoren beachten werden, die

durch die unginstige Wahl der Referenzmethoden entstanden.

Mit NIRS war nur die Detektion von kristallwasserhaltigem Kalium- und Magnesiumaspartat

madglich, wahrend bei der Referenzanalytik eine Bestimmung der wasserfreien lonen erfolgte.

Weiter Fehlerquellen lieferten die physikalischen Unterschiede des Granulatansatzes durch

einen Scale down von 270 auf 1 kg.
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5.3.4 Reflexionsmessung mittels Polarisations I nterferometer

Die identischen 150 Kalibriermuster beider Tablettenkerngréf3en wurden zum Vergleich von
zwel Spektrometersystemen zusétzlich mit einem Polarisations-Interferometer der Firma
Biichi vermessen. Im theoretischen Teil in Kapitel 2.3.1und 2.3.2wurden bereits die
Unterschiede der beiden Fourier-Transformations-Techniken beschrieben.

Beim Michelson-Interferometer wird das I nterferogramm mit Hilfe von beweglichen Spiegeln
erzeugt, beim Polarisations-Interferometer durch bewegliche Quarzkeile.

In Kapitel 3.4.6.1wurden die Messparameter beider Spektrometer dargestellt, die zur
Tablettenmessung verwendet wurden. Die Hauptunterschiede bestanden hierbei in Detektor;

Messzeit, sowie in der optischen Aufldsung:

Ll MichelsonInterferometer:
9,5 Sekunden (16 scans), optische Auflésung 8 cm, digitale Auflésung 4 cmt (2100

Datenpunkte je Spektrum); InGaAs Detektor

= Polarisations I nterferometer:
30 Sekunden (5 scans), maximale optischen Auflésung 24 cm™, maximale digitale
Auflésung 12 cm™ (500 Datenpunkte je Spektrum); PbS Detektor

Aus diesen Parametern ergab sich fir das Polarisations-Interferometer ein schlechteres
Signal/Rausch-Verhdltnis und eine schlechtere Auflésung, was in dieser Arbeit besonders
durch die Darstellung der Uberlagerten Wirkstoffbande der Aspartate im Spektralbereich
zwischen 5500 und 6100 cm™ in Abbildung 5.316 as Vergleich von zwei Spektren des
selben Musters verdeutlicht werden konnte. In Arbeiten von Horn et a. wurde bereits tiber
den Vergleich verschiedener Spektrometer (1998) und die Problematik des
Kalibrationstransfer zwischen verschiedenen Spektrometern (1999) berichtet.

In dieser Arbeit wurden ale Originalspektren zur vergleichenden Darstellung beider
Methoden ins JCAMP Formet transferiert (Kapitel 2.4.4.4 und mittels Unscrambler Software

ausgewertet.
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Abbildung 5.3.16 Vergleich des charakteristischen Spektralbereichs von Kalium-/
Magnesiumaspartat

Im Originalspektrum desselben Tablettenkerns sind eine geringere Intensitét der Absorption
und eine deutlich schlechtere optische Aufldsung der Uberlagerten Banden von Kalium- und
Magnesiumaspartat zu erkennen. Der in Abbildung 5.3 16 dargestellte Spektralbereich im
Bruker -Spektrum wird durch 157 Datenpunkte reprasentiert, der im BUchi-Spektrum durch 51
Datenpunkte.

Zum Vergleich der quantitativen Methoden beider Spektrometer musste die unterschiedli che
spektrale Aufldsung der Spektrometer beachtet werden (Bruker 8 cmi?, Biichi 24 cni?). Bei
einer Spektrenvorbehandlung durch Ableitung mit gleichzeitiger Polynomgléttung ist es bei
den Biichi-Spektren erforderlich eine kleinere Segmentbreite zu wahlen, um die Ergebnisse
miteinander vergleichen zu konnen (Kapitel 2.4.4.9.

In dieser Arbeit wurde fir den direkten Vergleich beider Spektrometer die multiplikative
Streukorrektur (MSC) a's Spektrenvorbehandlung verwendet, da sie additive und
multiplikative Streueffekte unabhdngig von der spektralen Auflésung der Spektren vermindert
(Kapite 2.4.4.3.

Es wurde von jeweils allen 600 Reflexionsspektren im Spekiralbereich von 4656-6456 cm™
eine MSC und anschlief3end eine PL S-Regression mittels Kreuzvalidierung durchgefihrt. In
Tabelle 5.4 sind diese vergleichenden Ergebnisse im Uberblick dargestellt.
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Michelson-Interferometer

600 Reflexionsspektrein
MSC, 4656-6456 cm’

Kaliumaspartat mg

Magnesiumaspartat mg

R": 97,83 R 98,47

10,5 mm Kerne RMSECV: 5,87 mg RMSECV: 4,62 mg
Faktoren: 3 Faktoren: 4
R% 97,13 R“ 98,75

12 mm Kerne RMSECYV: 13,16 mg RMSECV: 8,03 mg
Faktoren: 3 Faktoren: 3

Polarisations-Interferometer

600 Reflexionsspektren
MSC, 4656-6456 cm ™

Kaliumaspartat mg

Magnesiumaspartat mg

R% 97,92 R“ 98,39

10,5 mm Kerne RMSECV: 5,75 mg RMSECV: 4,74 mg
Faktoren: 3 Faktoren: 3
R” 96,36 R* 98,12

12 mm Kerne RMSECYV: 14,78 mg RMSECV: 9,85 mg
Faktoren: 3 Faktoren: 3

Tabelle5.4  Ergebnisse der PLS-Regression beider Spektrometer-Typen im Vergleich

Aus den Korrelationskoeffizienten und Vorhersagefehlern ist zu erkennen, dass beide
Spektrometer hinsichtlich der hier bearbeiteten Fragestellung gleichwertig sind. Die

folgenden Diagramme (Abbildung 5.317 bis Abbildung 5.3.20) zeigen die linearen

Regressionen der Referenzwerte und mittels NIR vorhergesagten Werte beider Spektrometer

im Vegleich, Ausreil3er wurden hierbel nicht entfernt.

Kaliumaspartat mg

260

N}
N
o

N
N
o

¢ Bruker 10,5 mm
o B{ichi 10,5 mm

8]
o
o

R®=0.9571

NIR-Vorhersage mg
=
[oe]
o

=

[o2]

o
'

R%=0.9588

140

120 T T
120 140 160

Abbildung 5.3.17

180 200 220

Referenzwerte mg

147

240 260

Vergleich der Kaliumaspartat Bestimmungen von 10,5 mm Kernen

Bruker: y = 0.9563x + 8.159

Biichi: y = 0.9527x + 8.8211
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Magnesiumaspartat mg
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Abbildung 5.3.18

140 160 180 200 220 240

Referenzwert mg

¢ Bruker 10,5 mm
o Biichi 10,5 mm

Bruker: y = 0.9688x + 5.6912
R®=0.9697

Biichi: y = 0.9618x + 7.0416
R*=0.9681

Vergleich der Magnesiumaspartat Bestimmungen von 10,5 mm Kernen

Kaliumaspartat mg

500
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460
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% 400

2]
5 380
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Abbildung 5.3.19

Refernzwerte mg

¢ Bruker 12 mm
= Bichi 12 mm

Bruker: y = 0.943x + 20.826
R® =0.9434

Biichi: y = 0.9262x + 26.894
R?=0.9286

Vergleich der Kaliumaspartat Bestimmungen von 12 mm Kernen
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Magnesiumaspartat mg
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Abbildung 5.3.20 Vergleich der Magnesiumaspartat Bestimmungen von 12 mm Kernen

Mit Hilfe eines zwei Stichproben T -Test unter der Annahme unterschiedlicher Varianzen
konnte bei einem Signifikanzniveau von 0,05 gezeigt werden, dass sich die Spektrometer in
der Vorhersage vom Kalium- und Magnesiumaspartat Gehalt der Kalibriermuster nicht

signifikant voneinander unterscheiden.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wur den die Einsatzméglichkeiten der Nahinfrarot Spektroskopie zur

Untersuchung von pharmazeutischen Hilfsstoffen und festen Arzneiformen untersucht.

Der erste Teil der Arbeit beinhaltet die Charakterisierung von Lactosen, Magnesium-
stearaten, Mikrokristallinen Cellulosen und Starken anhand von NIR-Spektren.

Der Schwerpunkt dieser Untersuchungen bestand in der Quantifizierung der Feuchtigkeits-
gehalte dieser Hilfsstoffe, indem Kalibrierungsmodelle zur Wassergehaltsbestimmung mittels
NIRS entwickelt wurden.

Eskonnte gezeigt werden, dass eine gemeinsame zerstorungsfreie Wassergehal tbestimmung
von Produkten mit unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften moglich war.

Bel den Lactosen mussten in diesem Zusammenhang herstellerbedingte spektrale Differenzen
der Produkte berticksichtigt werden.

Durch die Interpretation der OH-Schwingungen in den Lactose Spektren konnte zwischen
oberfl&chlich adsorbiertem Wassers und Kristallwasser differenziert werden.

Mittels NIRS und primérer Referenzanalytik war es moglich, Magnesiumstearate anhand der
OH-Schwingungen im Spektrum zu verschiedenen pseudopolymorphen Modifikationen
zuzuordnen.

Mikrokristalline Cellulosen konnten trotz PartikelgrofRen- und Herstellerunterschiede sehr gut
mit einem Kalibrierungsmodel analysiert werden.

Die Herkunft verschiedener Stérkenarten aus Mais, Kartoffeln und Weizen wurde ebenfalls
anhand der OH-Schwingungen mittels Nahinfrarot Spektroskopie identifiziert.

Die NIR-Spektroskopie ermdglichte eine differenzierte Charakterisierung der Hilfsstoffe, da
sich die physikalischen Eigenschaften, die erheblich zur technologischen Funktionalitét der
Substanzen beitragen, in den Spektren wiederspiegeln.

Die NIR-Spektroskopie kann somit insbesondere zur technol ogischen Bewertung von

pharmazeutischen Hilfsstoffen beitragen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde eine zerstorungsfreie Gehaltsbestimmung eines
Fertigarzneimittels mit Kalium- und Magnesiumaspartat als Wirkstoff entwickelt.

Die Arbeit beschreibt die einzelnen Schritte der Methodenentwicklung und zeigt deutlich die
Problematik bei der Kalibrierung des Spektrometers auf.
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Die Herstellung von 30 Chargen synthetischer Kalibriermuster mit unterschiedlicher
Wirkstoff zusammensetzung erforderte einen Scale down des Produktionsansatzes. Dieses
ging mit einer Veradnder ung der physikalischen Eigenschaften von Granulaten und
Tablettenkernen im Vergleich zu Produktionschargen einher.

Um den Einfluss dieser Parameter auf die NIR-Spektren der Kalibriermuster zu
charakterisieren, wurden Untersuchungen der Granulatmorphologie und deren Partikel grofzen
verteilung vorgenommen, sowie Verdichtungsverhalten und Restfeuchte der Granulatchargen
bestimmt.

Nach der Tablettierung wurde insbesondere der Einfluss der Presskraft und der Nachhartung
auf die Tablettenkerne untersucht, da diese Parameter ebenfalls Einfluss auf die NIR-Spektren
haben. Hier konnte eine gute Korrelation von Bruchfestigkeitswerten und deren Vorhersage

mittels NIRS gezeigt werden.

Am Beispiel der Gehaltsbestimmung von Tromcardin/ -forte Tabletten wurde ein Vergleich
von Reflexions- und Transmissionsspektroskopie gezeigt, wobei der Grenzbereich der
Transmissionsmessung erreicht und bewertet wurde.

Bei einer Tablettenhdhe von mehr als 7 mm konnte der relevante Spektralbereich zur
quantitativen Auswertung mittels Transmissionsspektroskopie nicht ausreichend detektiert
werden.

Die Reflexionsspektren ermdglichten eine sehr gute Vorhersage des Wirkstoffgehaltes, was
anhand von unabhangigen Produktionschargen Uberprift wurde.

Der Vergleich von einem Michelsont und einem Polarisations- I nterferometer wurde anhand
von charakteristischen Spektralbereichen dargestellt, wobei die Gleichwertigkeit der Geréte
innerhalb dieser Fragestellung gezeigt werden konnte.

Daes sich bel der NIR-Spektroskopie um eine zerstorungsfreie, schnelle und

umweltfreundliche Methode handelt, bietet sie bel vorausgehender Kalibrierung des
Spektrometers ein grofes Potential zur Charakterisierung von Hilfsstoffen und Arzneiformen.
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7 Anhang

71 Geréate

FT-NIR-Michelson -Interferometer Vector 22/N

Bruker Optik GmbH, D-Ettlingen

FT-NIR-Michelson -Interferometer Vector 22/N -T

Bruker Optik GmbH, D-Ettlingen

Mettler DL 35 Karl-Fischer Titrator

Mettler-Toledo, D-GielRen

Feuchtebestimmer MA 40

Sartorius, D-Géttingen

Pyris 1 TGA Thermogravimetric Analyzer

Perkin Elmer, D-Uberlingen

DSC 204 Phoenix

Netzsch, D -Selb

Trockenschrank

Memmert, D-Schwabach

Trockenschrank

Weiss, D-Reiskirchen -Lindenstruth

PW 1830/40 Rontgendiffraktometer

Philips, D-Kassel

Helos 12 KA/LA Laserbeugungsspekrometer

Sympathec, D-Clausthal

Rasterelektronenmikroskop S-2460N

Hitachi, Kyoto, Japan

Sputter Coater S150B

Edwards, Crawley, England

Collette MP 20

Collette, B-Wommelgem

Siebgranulator (1,6 mm)

Erweka, D -Heusenstamm

Sieb (1.25 mm)

Wepa, D-Arnsberg

Turbula-Mischer

Bachofen AG, CH-Basel

Stampfvolumeter

J. Engelmann AG, D-Ludwigshafen

Tablettenpresse EKO

Korsch, D-Berlin

Messbriicke

Philips, D-Kassel

Oszilloskop HM 421

Hameg, D-Frankfurt a. M.

Zerfallstester ZA6

Erweka, D -Heusenstamm

Friabilator Erweka, D -Heusenstamm
Bruchfestigkeitstester 2E Schleuniger, Le Locle
Wagge Sartorius, D-Goéttingen
Schieblehre PAV Electronic
Atomabsorptionsspektrometer Perkin Elmer, D -Uberlingen
HPLC Waters, Milford USA

Xterra RP8 Chromatographiesaule

Waters, Milford USA

7.2 Software

OPUS NT 3.1

Bruker Optik GmbH, D-Ettlingen

Unscrambler 7.6

CAMO ASA, Oslo, Norwegen

Microsoft Office 2000

Microsoft Corporation USA

Corel Draw / Photo Paint 8.0

Corel Corporation USA
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7.3 Rezepturen der Kalibrierchargen

Granulatmischung Nr. 1 2 3 4 5 6
Kaliumaspartat g 446 548 366 333 491 426
Magnesiumaspartatg 381 358 463 479 414 408
gereinigtes Wasser g |57 31 57 63 32 56
Isopropanol g 28 15 28 30 15 27
Plasdone K-25 g 33 18 33 36 19 32
Methocel E5 g 25 14 25 28 14 24
Karion instant g 23 13 23 25 13 22
Magnesiumstearat g 6 3 6 6 3 6
Granulat g 999 1000 1001 1000 1001 1001
Granulatmischung Nr. 7 8 9 10 1 12
Kaliumaspartat g 506 412 474 384 350 406
Magnesiumaspartatg [327 462 353 445 494 494
gereinigtes Wasser g |56 42 53 57 52 33
Isopropanol g 27 20 28 28 25 16
Plasdone K-25 g 32 24 34 33 30 19
Methocel E5 g 24 18 26 25 23 15
Karion instant g 22 17 23 23 21 13
Magnesiumstearat g 6 4 6 6 5 3
Granulat g 1000 999 1001 1001 1000 1000
Granulatmischung Nr. 13 14 15 16 17 18
Kaliumaspartat g 363 514 423 355 540 530
Magnesiumaspartatg [532 355 450 537 332 373
gereinigtes Wasser g |35 44 42 36 43 32
Isopropanol g 17 21 20 17 20 16
Plasdone K-25 g 20 25 25 21 25 19
Methocel E5 g 15 19 19 16 19 14
Karion instant g 14 17 17 14 17 13
Magnesiumstearat g 4 4 4 4 4 3
Granulat g 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Granulatmischung Nr. 19 20 21 2 23 24
Kaliumaspartat g 336 328 490 377 432 407
Magnesiumaspartatg  [546 528 347 497 470 441
gereinigtes Wasser g |39 48 54 42 33 50
Isopropanol g 19 23 26 20 16 24
Plasdone K-25 g 23 28 32 24 19 29
Methocel E5 g 17 21 24 18 15 22
Karion instant g 16 19 22 17 13 20
Magnesiumstearat g 4 5 5 4 3 5
Granulat g 1000 1000 1000 1000 1001 999
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Granulatmischung Nr. 25 26 27 28 0
Kaliumaspartat g 451 308 443 391 466 474
Magnesiumaspartatg 450 534 428 511 405 374
ger. Wasser g 33 53 43 33 43 51
Isopropanol g 16 25 21 16 21 24
Plasdone K-25 g 19 31 25 19 25 29
Methocel E5 g 15 23 19 14 19 22
Karion instant g 13 21 17 13 17 20
Magnesiumstearat g 3 5 ul 3 4 5
Granulat g 1000 1001 1000 1000 1000 1000
7.4 Thermogrammevon Lactosen (DSC/TG)
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Abbildung 7.4.1

DSC Thermogramm von amorpher Lactose
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Abbildung 7.4.2 TG-Thermogramm von amorpher Lactose (2,41 % H,0)
DEC /mW/img DDEC /mW img/min
{0 (12364
| B-Lactcss Smp
,‘_
L 5
_|IJ
3 I| |
|
| JR—— — e e i e — — — | . § et ——-«jll_ R L P Tor 0
1 iI
I
f -
g {
J
] Falik
o | —_\
s 100 150 ' 0 2% 00
Tempormtur *C
Abbildung 7.4.3 DSC-Thermogramm wasserfreier 3-Lactose

155



i - BB
! aa
|
- l [T
Dt ¥ = 47
|'|m- o — I —— e ~ !DJ
| \| :
E “ —‘J_H. P Yt M e T - ‘_\-.m'_i- !. S e A -,-,""-'u.--.:.'..,'.f.,.,r_.hﬁ. L ;
1 o R “
L a2 g
[ |
VL
2
LA
d
'] e
] ] e ]
W; £ L] o - LF ] T-_u':?q a0 kL] o = Fo Fo)
Abbildung 7.4.4 TG-Thermogramm wasserfreier (3-Lactose (0,41 % H»0)
DDSC oW gl
m:,'“' a-Lactose Smp
' (1] 2178 C
I
] |
* ; Monohydratverlust | *
| [1] 145.9°C
I 1.
2
a -Lactose
|~ Zersetzung |
[ mBesE "

4.5

/

Abbildung 7.4.5

Tessperstar ~C
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Abbildung 7.4.6

TG-Thermogramm a-L actose Monohydrat (5,36 % H20)
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75 Gesamtwasser bestimmung unbehandelter Lactosen (Karl-Fischer)

Lactose Einwaage g Messwert % |Wassergehalt %| Mittelwert % SDg rSD %
Capsulac 60 0.51 0.209 4.84 4.94 00643 13
0.51 0.214 4.96
0.51 0.212 4.91
0.51 0.215 4.98
0.51 0.216 5.00
Granulac 140 0.49 0.189 4.75 478 0.0395 08
0.49 0.188 4.72
0.49 0.191 4.80
0.49 0.191 4.80
0.49 0.192 4.82
Prismalac 40 05 0.193 4.76 4.81 0.0350 07
05 0.196 4.83
05 0.195 4.81
05 0.197 4.86
05 0.195 4.81
Granulac 230 05 0.195 4.83 4.84 0.0454 09
05 0.198 4.90
05 0.193 4.79
05 0.194 4.81
05 0.196 4.86
Granulac 200 0.49 0.184 4.62 477 0.1063 22
0.49 0.187 4.70
0.49 0.194 4.87
0.49 0.191 4.80
0.49 0.194 4.87
Tablettose 80 0.49 0.192 4.82 4.86 0.0650 13
0.49 0.192 4.82
0.49 0.197 4.95
0.49 0.191 4.80
0.49 0.196 4.92
Granulac 70 05 0.193 4.76 4.88 00727 15
05 0.201 4.96
05 0.198 4.88
05 0.198 4.88
05 0.2 4.93
Sachelac 80 0.51 0.195 4.72 4.79 0.1056 22
0.51 0.195 4.72
0.51 0.193 4.67
0.51 0.203 4.92
0.51 0.202 4.89
Spherolac 100 05 0.206 5.08 4.93 0.1390 28
05 0.197 4.86
05 0.197 4.86
05 0.206 5.08
05 0.193 4.76
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Lactose Einwaage g Messwert % [Wassergehalt %| Mittelwert % SDg rSD %
Flowlac 100 0.51 0.199 4.82 4.96 0.0941 19
0.51 0.207 5.01
0.51 0.21 5.08
0.51 0.205 4.96
0.51 0.204 4.94
Tablettose 70 05 0.196 4.83 4.89 01187 24
05 0.194 4.78
05 0.197 4.86
05 0.198 4.88
05 0.207 5.10
Sorbolac 400 05 0.199 4.91 4.83 0.0553 11
05 0.194 4.78
05 0.194 4.78
05 0.195 4.81
05 0.198 4.88
Pharmatose 051 0.197 4.77 4.78 00687 14
DLC 11
0.51 0.193 4.67
0.51 0.201 4.87
0.51 0.197 4.77
0.51 0.199 4.82
Pharmatose 90 0.49 0.185 4.65 475 0.1035 22
0.49 0.194 4.87
0.49 0.193 4.85
0.49 0.188 4.72
0.49 0.185 4.65
Pharmatose 50 05 0.213 5.25 5.23 0.0746 14
05 0.211 5.20
05 0.214 5.28
05 0.207 5.10
05 0.215 5.30
Pharmatose 450 0.51 0.196 4.75 4.84 0.1048 22
0.51 0.202 4.89
0.51 0.197 4.77
0.51 0.198 4.79
0.51 0.207 5.01
Pharmatose 110 05 0.192 4.74 481 0.0611 13
05 0.193 4.76
05 0.196 4.83
05 0.198 4.88
05 0.197 4.86
Pharmatose 200 05 0.204 5.03 5.27 02128 40
05 0.204 5.03
05 0.217 5.35
05 0.223 5.50
05 0.22 5.42
Pharmatose 150 05 0.212 5.23 5.22 0.1382 26
05 0.203 5.01
05 0.214 5.28
05 0.21 5.18
05 0.219 5.40
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Lactose Einwaage g Messwert % [Wassergehalt %| Mittelwert % SDg rSD %
Pharmatose 125 05 0.188 4.64 4.66 0.0929 20
05 0.189 4.66
05 0.189 4.66
05 0.195 4.81
05 0.184 4.54
Pharmatose 100 0.49 0.202 5.07 5.01 0.0650 13
0.49 0.2 5.02
0.49 0.201 5.05
0.49 0.195 490
0.49 0.199 5.00
Pharmatose 325 0.49 0.193 4.85 4.85 0.0201 04
0.49 0.192 4.82
0.49 0.193 4.85
0.49 0.194 4.87
0.49 0.194 4.87
Pharmatose 80 05 0.196 4.83 5.02 0.2167 43
05 0.2 4.93
05 0.196 4.83
05 0.217 5.35
05 0.209 5.15
Pharmatose 051 0.191 4.63 4.84 01823 38
DLC 15
0.51 0.201 4.87
051 0.194 4.70
0.51 0.211 5.11
0.51 0.203 4.92
Pharmatose 350 05 0.198 4.88 5.11 0.1410 28
05 0.213 5.25
05 0.212 5.23
05 0207 5.10
05 0.206 5.08
Mittelwert 1,95
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7.6 Gesamtwasser bestimmung konditionierter Lactosen (Karl-Fischer)

Probe Einwaage g Messwert % | Wassergehalt % | Mittelwert % SDg rSD %
Granulac 70_105 °C 0.5298 0.151 337 3.38 0.0966 29
0.5298 0.152 3.39
0.5298 0.158 353
0.5298 0.147 3.28
0.5298 0.148 3.30
Granulac 140_105 °C 0.5028 0.115 2.70 2.69 0.0257 10
0.5028 0.115 2.70
0.5028 0.115 2.70
0.5028 0.113 265
0.5028 0.116 272
Granulac 200_105 °C 0.5259 0.099 223 2.23 0.0624 28
0.5259 0.097 218
0.5259 0.098 2.20
0.5259 0.098 220
0.5259 0.104 234
Granulac 230_105 °C 0.5062 0.068 1.59 1.62 0.0818 50
0.5062 0.065 152
0.5062 0.072 1.68
0.5062 0.069 161
0.5062 0.074 173
Sorbolac 400_105 °C 0.4998 0.038 0.90 0.92 0.0400 43
0.4998 0.04 0.90
0.4998 0.039 0.92
0.4998 0.038 0.90
0.4998 0.042 0.99
Prismalac 40_105 °C 0.5057 0.175 4.09 4.01 0.0562 14
0.5057 0.169 3.95
0.5057 0.173 4.04
0.5057 0.17 3.97
0.5057 0.171 3.99
Spherolac 100_105 °C 0.5025 0.168 3.95 3.98 0.0697 18
0.5025 0.166 3.90
0.5025 0.17 3.99
0.5025 0.169 3.97
0.5025 0.174 4.09
Sachelac 80_105 °C 0.5069 0.169 3.94 3.99 0.0556 14
0.5069 0.172 401
0.5069 0.17 3.96
0.5069 0.17 3.96
0.5069 0.175 408
Flowlac 100_105 °C 0.5093 0.114 264 2.61 0.0311 12
0.5093 0.112 2.60
0.5093 0.114 264
0.5093 0.111 257
0.5093 0.112 2.60
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Probe Einwaage g Messwert % [ Wassergehalt % | Mittelwert % SDg rSD %
Tablettose 70_105 °C 05058 0.116 271 2.75 0.0727 26
05058 0.117 273
05058 0.115 2.68
05058 0123 2.87
0.5058 0.118 2.75
Tablettose 80_105 °C 0.5074 0.107 249 2.57 0.0560 22
0.5074 0.112 2.61
05074 0.113 263
05074 0.109 2.54
0.5074 0.111 2.58
Capsulac 60_105 °C 0.5088 0.169 3.92 3.95 0.0554 14
0.5088 0.167 3.88
05088 0.172 3.99
05088 0.173 402
05088 0.17 395
Granulac 70_44 % RH 0.5136 0.193 4.44 4.60 0.0995 22
0.5136 0.203 4.67
0.5136 0.201 4.62
05136 02 4.60
05136 0.204 469
Granulac 140_44 % RH 05198 0.207 471 4.68 0.0804 17
0.5198 0.201 4.57
0.5198 0.204 4.64
05198 0.208 473
0.5198 0.21 4.78
Granulac 200_44 % RH 05123 0.193 4.45 4.58 0.0986 22
05123 0.204 470
0.5123 0.196 4.52
05123 0.199 459
0.5123 0.201 4.63
Granulac 230_44 % RH 0.4971 0.196 465 4.60 0.0605 13
0.4971 0.191 453
0.4971 0.192 456
0.4971 0.194 4.60
0.4971 0.197 4.68
Sorbolac 400_44 % RH 05299 0.199 4.44 4.58 0.0978 21
05299 0.207 462
05299 0.204 455
05299 0.205 458
0.5299 0.211 471
Capsulac 60_44 % RH 0.4924 0.183 4.38 4.54 0.1079 24
0.4924 0192 4.60
0.4924 0.187 4.48
0.4924 0.194 465
0.4924 0.192 4.60
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Probe Einwaage g Messwert% | Wassergehalt%  Mittelwert % SDg rSD %
Sachelac 80_44 % RH 05059 0.193 4.50 4.57 0.0449 10
05059 0.196 457
05059 0.198 4.62
05059 0.195 4.55
05059 0.197 4.60
Prismalac40_75 % RH 0.5086 0.191 4.43 4.55 0.0804 18
05086 0.197 4.57
05086 0.194 4.50
05086 0.199 4.62
05086 0.199 4.62
Capsulac 60_75 % RH 0.4949 0.195 4.65 4.63 0.0727 16
0.4949 0.19 453
0.4949 0.193 4.60
0.4949 0.196 4.67
0.4949 0.198 4.72
Sachelac 80_75 % RH 0.52 0.203 4.61 4.66 0.0996 21
0.52 0.209 4.75
0.52 0.198 4.50
0.52 0.207 471
0.52 0.207 471
Spherolac 100_75 % RH 05004 0.19 4.48 4.50 0.1000 22
05004 0.185 4.36
05004 0.194 4.57
05004 0.19 4.48
05004 0.196 4.62
Tablettose 80_75 % RH 0.527 0.199 4.47 4.56 0.0965 21
0.527 0.207 4.65
0.527 0.208 4.67
0.527 0.199 4.47
0.527 0.202 4.53
Flowl ac 100_75 % RH 05208 0.2296 5.21 5.33 0.1691 32
05208 0.247 5.61
05208 0232 5.27
05208 0.229 5.20
05208 0.237 5.38
Granulac 70_85 % RH 05053 0222 5.19 5.09 0.0756 15
0.51 0.22 5.09
0.51 0.221 5.12
0.51 0215 4.98
0.51 0.219 5.07
Granulac 140_85 % RH 05034 0.209 4.90 4.97 0.0508 10
05034 0212 4.97
05034 0211 4.95
05034 0215 5.04
05034 0212 4.97
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Probe Einwaage g Messwert % | Wassergehalt % | Mittelwert % SDg rSD %
Granulac 200_85 % RH 0.5023 0.206 484 4.86 0.0732 15
0.5023 0.21 4.93
0.5023 0.21 4.93
0.5023 0.205 482
0.5023 0.203 477
Granulac 230_85 % RH 0.5048 0.21 491 4.86 0.0758 16
0.5048 0.205 479
0.5048 0.211 4.93
0.5048 0.204 477
0.5048 0.21 491
Sorbolac 400_85 % RH 0.5054 0.209 4.88 4.92 0.0354 07
0.5054 0.211 4.93
0.5054 0.212 4.95
0.5054 0.212 4.95
0.5054 0.209 4.88
Granulac 70_97 % RH 0.5046 0.254 5.94 6.02 0.0973 16
0.5046 0.253 5.92
0.5046 0.26 6.08
0.5046 0.257 6.01
0.5046 0.263 6.15
Granulac 140_97 % RH 0.498 0.242 5.73 5.90 0.1744 30
0.498 0.241 571
0.498 0.257 6.09
0.498 0.251 5.95
0.498 0.255 6.04
Granulac 200_97 % RH 0.5005 0.231 5.45 5.49 0.1111 20
0.5005 0.233 5.49
0.5005 0.227 5.35
0.5005 0.233 5.49
0.5005 0.24 5.66
Granulac 230_97 % RH 0.4953 0.226 5.38 5.39 0.0130 02
0.4953 0.227 541
0.4953 0.226 5.38
0.4953 0.226 5.38
0.4953 0.227 5.41
Sorbolac 400_97 % RH 0.4998 0.251 5.93 5.84 0.1185 20
0.4998 0.246 5.81
0.4998 0.251 5.93
0.4998 0.249 5.88
0.4998 0.239 5.64
Capsulac 60_97 % RH 0.5097 0.249 5.77 5.60 0.1365 24
0.5097 0.235 5.44
0.5097 0.242 5.61
0.5097 0.246 5.70
0.5097 0.237 5.49
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Probe Einwaage g Messwert % | Wassergehalt% | Mittelwert % SDg rSD %
Prismalac 40_97 % RH 0.5065 0.229 5.34 5.40 0.1123 21
0.5065 0.227 5.29
0.5065 0.237 5.52
0.5065 0.237 5.52
0.5065 0.229 5.34
Spherolac 1®_97 % RH 0.4991 0.221 5.22 5.37 0.1403 26
0.4991 0.222 5.25
0.4991 0231 5.46
0.4991 0235 5.56
0.4991 0.227 5.37
Sachelac 80_97 % RH 0.5034 0222 5.21 5.33 0.1440 27
0.5034 0.22 5.16
0.5034 0.235 5.51
0.5034 0.229 5.37
0.5034 0.23 5.39
Flowlac 100_97 % RH 0.5052 0.226 5.28 5.46 0.1103 20
0.5052 0.237 5.54
0.5052 0.234 5.47
0.5052 0.233 5.44
0.5052 0.238 5.56
Tablettose 70_97 % RH 0.507 0234 5.45 5.44 0.0765 14
0.507 0.229 5.33
0.507 0.234 5.45
0.507 0232 5.40
0.507 0.238 5.54
Tablettose 80_97 % RH 0.5046 0233 5.45 5.47 0.0539 10
0.5046 0235 5.50
0.5046 0.2314 5.41
0.5046 0.237 5.54
0.5046 0232 5.43
Granulac 70_100 % RH 05131 0.331 7.62 7.69 0.1068 14
05131 0331 7.62
05131 0332 7.64
05131 0.342 7.87
05131 0334 7.69
Granulac 140_100 % RH 05018 0.305 7.16 7.09 0.1114 16
0.5018 0.296 6.95
0.5018 0.304 7.14
0.5018 0.298 7.00
0.5018 0.307 7.21
Granulac 200_100 % RH 0.5184 0.324 7.40 7.25 0.1873 26
05184 0313 7.15
05184 0.306 6.99
05184 0319 7.28
0.5184 0.326 7.44
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Probe Einwaage g Messwert % | Wassergehalt%  Mittelwert % SDg rSD %
Granulac 230_100 % RH 05176 0384 8.78 8.67 0.1882 22
05176 0369 8.44
05176 0.39 8.92
05176 0374 8.55
05176 0379 8.67
Sorbolac 400_100 % RH 05036 0369 8.63 8.81 0.1592 18
05036 0.37 8.66
05036 0378 8.84
05036 0383 8.96
05036 0383 8.96
Capsulac 60_100 % RH 05082 0319 7.41 7.55 0.2032 27
05082 0319 7.41
05082 0336 7.81
05082 0333 7.74
05082 0318 7.39
Prismalac 40_100 % RH 05055 0354 8.28 8.28 0.1338 16
05055 0355 8.30
05055 0354 8.28
0.50% 0361 8.45
05055 0345 8.07
Spherolac 100_100 % RH 05029 0321 7.56 7.74 0.1539 20
05029 0332 7.82
05029 0325 7.65
05029 0338 7.96
05029 0328 7.72
Sachelac 80_100 % RH 05137 0367 8.48 8.28 0.1401 17
05137 0.358 8.27
05137 0351 8.11
05137 0361 8.34
05137 0355 8.20
Flowlac 100_100 % RH 05116 0354 8.17 8.11 0.1195 15
05116 0.35 8.08
05116 0351 8.10
05116 0344 7.94
05116 0358 8.27
Tablettose 70_100 % RH 0.515% 0342 7.83 7.74 0.1448 19
05156 0336 7.69
05156 0344 7.88
05156 0328 7.51
05156 0.34 7.78
Tablettose 80_100 % RH 05076 0361 8.38 8.12 0.2074 26
05076 0.34 7.90
05076 0345 8.01
05076 0357 8.29
05076 0345 8.01
Mittelwert 0.0994 20
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7.7 Trocknungsverlust Testchargen Mikrokristalliner Cellulosen Kapitel 4.3.3

Testchargennr. Probe IRWaage % NIR %
1 Avicel 101 FMC_KL1 5.46 5.52
2 IAvicel 101 FMC_MR1 4.97 4.82
3 lAvicel 101 FMC_MR2 4.58 477
4 lAvicel 101 FMC_MR3 452 5.03
5 IAvicel 101 FMC_MR4 4.58 481
6 IAvicel 101 FMC_MR5 4.36 444
7 IAvicel 101 FMC_ST1 4.58 4.68
8 IAvicel 102 FMC_HE1 5.18 4.29
9 Avicel 102 FMC_KL1 4,98 4.77
10 lAvicel 102 FMC_MR1 4.63 5.03
1 lAvicel 102 FMC_MR2 4.76 5.00
12 lAvicel 102 FMC_MR3 4.70 4.98
13 lAvicel 102 FMC_MR4 4.83 5.12
14 IAvicel 102 FMC_MR5 4.85 4.80
15 IAvicel 102 FMC_ST1 4.63 4.43
16 IAvicel 200 FMC_KL1 4.78 457
17 IAvicel 200 FMC_ST1 4.42 450
18 Emcocel 50 M Penwest 2 4.60 4.26
19 Emcocel 50 M Penwest 3 4.96 4.69
20 Emcocel 90 M Penwest 2 4.61 4.45
21 Emcocel 90 M Penwest 3 4.80 4.70
2 Emcocel LP200 Penwest 2 4.61 4.73
23 Emcocel LP200 Penwest 3 4.32 3.70
24 MCC Sanag 101_HE1 4.79 3.89
25 MCC Sanaq 102_AP2 4.64 4.72
26 MCC Typ 102_PZ1 4.78 4.19
27 \Vivapur 101 JR2 4.98 5.15
28 \Vivapur 101 JR_LO1 5.30 5.25
29 \Vivapur 102 JR2 4.98 491
0 \Vivapur 102 JR_LO1 4.95 4.87

7.8 REM-Bilder ausgewahlter Granulatchargen
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Granulat M2 9 % Hilfstoffanteil Granulat M2 9 % Hilfstoffantell
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7.9 Partikelgrol3enverteilung ausgewahlter Granulatchargen

Chargenbezeichnung

PartikelgréfZe pm

X10 X50 X90
M2_03 50.21 103.97 593.73
M2_04 51.2 112.32 669.05
M2_05 50.28 106.63 642.35
Mittelwert M2 50.56 107.64 635.04
M5_01 55.57 125.79 714.31
M5_03 53.63 120.13 762.55
M5_04 53.68 113.96 683.78
Mittelwert M5 54.29 119.96 720.21
M8_01 68.78 142.76 691.1
M8_02 69.89 148.59 715.02
M8_03 68.68 139.47 572.72
Mittelwert M8 69.12 143.61 659.61
M11_01 95.23 204.11 743.16
M11_06 96.83 204.49 785.25
M11_11 101.73 224.24 857.54
Mittelwert M11 97.93 210.95 795.32
M10_03 135.28 313.22 995.27
M10_04 133.16 308.75 1075.76
M10_05 137.44 312.39 1006.81
Mittelwert M10 135.29 311.45 1025.95
OrgT_02 67.7 231.26 747.02
OrgT_03 65.96 229.93 734.32
OrgT_05 67.6 236.1 757.24
Mittelwert Org T 67.09 232.43 746.19
Orgl_02 84.37 203.23 853.78
Orgl_04 84.54 207.03 840.21
Orgl_06 87.06 221.38 843.9
Mittelwert Org 1 85.32 210.55 845.96
Org2_01 93.41 199.68 764.36
Org2_02 92.79 202.12 792.57
Org2_04 94.42 218.54 849.46
Mittelwert Org 2 93.54 206.78 802.13
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7.10 Restfeuchteder Granulate

Granulatcharge

Restfeuchte %

Granulatcharge

Restfeuchte %

Granulat M1_0min 7.94 Granulat M17_Omin 6.86
Granulat M1_fertig 3.63 Granulat M17_fertig 311
Granulat M2_0min 6.34 Granulat M18 Omin 6.95
Granulat M2_fertig 3.20 Granulat M18_fertig 241
Granulat M3_Omin 8.64 Granulat M19_0min 5.98
Granulat M3_fertig 2.86 Granulat M19_fertig 2.84
Granulat M4_0Omin 9.44 Granulat M20_0min 7.45
Granulat M4_fertig 4.18 Granulat M20_fertig 3.63
Granulat M5_0min 5.37 Granulat M21_0Omin 7.52
Granulat M5_fertig 3.01 Granulat M21_fertig 4.48
Granulat M6_0min 7.90 Granulat M22_0min 7.02
Granulat M6_fertig 2.85 Granulat M22_fertig 3.69
Granulat M7_0min 8.54 Granulat M23_0min 7.78
Granulat M7_fertig 3.05 Granulat M23_fertig 251
Granulat M8_0min 7.88 Granulat M24_0min 7.84
Granulat M8_fertig 3.36 Granulat M24_fertig 3.52
Granulat M9_0min 8.44 Granulat M25_0min 7.68
Granulat M9_fertig 3.60 Granulat M25_fertig 2.92
Granulat M10_0min 8.07 Granulat M26_0min 8.29
Granulat M10_fertig 3.84 Granulat M26_fertig 3.83
Granulat M11_0min 7.91 Granulat M27_0min 745
Granulat M11_fertig 3.26 Granulat M27_fertig 254
Granulat M12_0min 6.64 Granulat M28_0min 6.36
Granulat M12_fertig 217 Granulat M28_fertig 2.03
Granulat M13_0min 3.15 Granulat M29_0min 7.84
Granulat M13_fertig 3,02 Granulat M29_fertig 247
Granulat M14_0min 704 Granulat M30_0min 8.68
Granulat M14_fertig 257 Granulat M30_fertig 231
Granulat M15_0min 7.08 Granorg1_Omin 7.40
Granulat M15_fertig 3.61 Granorgl_fertig 238
Granulat M16_0min 6.73 Granorg2_Omin 7.48
Granulat M16_fertig 2.93 Granorg?_fertig 393
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7.11 Gleichformigkeit der Masse und Hohe der Kalibrierchargen
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7.12 Nachhéartung der Tablettenkerne

Probe Bruchfestigkeit N
138 lr(nNm 0 min 3h 6h 24 h 2Tage | 3Tage 4 Tage 5Tage | 6Tage
1 34 46 45 58 65 74 8 82 82
2 40 49 52 52 65 72 74 78 84
3 40 40 54 55 69 71 83 82 78
4 40 48 45 52 66 71 T 72 80
5 44 47 45 60 67 74 79 74 75
6 40 50 46 60 69 70 70 83 84
7 44 42 48 55 68 72 &4 76 76
8 36 4 52 56 57 71 81 78 86
9 41 50 50 51 66 68 81 82 82
10 43 42 47 59 68 70 83 84 78
Mittelwert N 40.2 45.8 484 55.8 66 713 79.4 79.1 80.5
SD N 3.22 3.61 3.37 3.39 3.50 1.83 4.50 4.12 3.69
rSD % 8.02 7.89 6.97 6.08 5.30 2.56 5.67 521 4.58
Probe Bruchfestigkeit N
101‘8 rkn’\rln 7 Tage 1 Woche 2 Wochen | 3Wochen | 4 Wochen | 5Wochen 8Wochen
1 75 79 73 86 80 82 87
2 77 86 80 82 74 76 71
3 86 78 82 76 85 83 80
4 82 70 78 80 72 80 86
5 90 7! 84 86 0 74 82
6 70 8 82 90 78 85 81
7 76 86 76 78 8 90 83
8 86 0] 86 82 76 81 8
9 84 2 80 80 8 76 79
10 88 8 78 88 78 78 I&
Mittelwert N 81.4 815 79.9 82.8 80 80.5 80.9
SD N 6.55 6.69 384 454 5.56 481 4.98
rSD % 8.05 8.21 481 5.48 6.95 5.98 6.15
Probe Bruchfestigkeit N
12mm -
15 kN 0 min 3h 6h 24 h 2Tagen 3 Tagen |4 Tagen | 5 Tagen | 6Tage
1 71 80 94 94 105 104 114 130 132
2 71 80 86 95 108 108 119 136 132
3 80 78 88 93 108 113 126 131 138
4 76 80 84 92 112 110 122 134 136
5 84 0 90 98 97 114 130 130 138
6 74 &4 88 96 101 105 120 119 130
7 82 % 87 100 109 111 124 130 131
8 76 80 88 100 102 109 126 129 134
9 75 78 93 95 104 111 126 130 126
10 79 81 86 96 103 114 117 132 136
Mittelwert N [ 76.80 82.60 88.40 95.90 104.90 109.90 | 122.40 130.10 | 133.30
SD N 417 531 297 2.59 421 3.30 4.65 4.23 3.63
rSD % 5.43 6.43 3.36 2.70 4.01 3.00 3.80 325 2.73
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Probe Bruchfestigkeit N
1125T(m 7 Tage 1 Woche 2 Wochen | 3Wochen | 4 Wochen | 5Wochen 8Wochen
1 128 143 140 138 144 146 133
2 138 139 138 132 146 150 156
3 140 139 142 141 140 132 142
4 134 140 133 146 138 142 144
5 127 146 136 137 135 140 146
6 132 144 148 142 141 135 130
7 139 147 135 136 148 138 137
8 142 137 141 140 135 144 144
9 140 133 144 134 139 146 145
10 127 140 140 144 132 134 140
Mittelwert N 134.70 140.80 139.70 139.00 139.80 140.70 141.70
SD N 5.57 4.04 4.22 4.20 4.85 5.62 6.94
rSD % 4.13 2.87 3.02 3.02 347 4.00 4.90
7.13 Presskraft-Bruchfestigkeitsprofile
10,5 mm Tabletten
140 A
120 //ﬁﬂﬁ
T 100
£
Z /g °
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=10)
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7.14 Gehaltsbestimmung der Testchargen
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Aspartat mg

Kalium mg
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Magnesium mg
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9 Abkurzungsverzeichnis

A Absorption

AAS Atomabsorptionsspektroskopie
BP British Pharmacopeia

BSE Bovine Spongiforme Enzephal opathie
bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

cm Centimeter

om? Wellenzahlen

DSC Differential scanning calorimetrie
ed. et alii

FT Fourier-Transformation

h Stunde

HPLC High pressure liquid chromatography
I Intensitét des Messstrahls

lo Intensitét des Referenzstrahls
ICH International commitee on harmonisation
InGaAs Indium-Gallium-Arsenid

IR Infrarot

JP Japanese Pharmacopeia

K Kelvin

KF Karl-Fischer

kg Kilogramm

kN Kilonewton

log dekadischer Logarithmus

M Mischung

Max Maximum

MCC Mikrokristalline Cellulose

mg Milligramm

Min Minimum

min Minuten

ml Milliliter

mm Millimeter



mPa
MSC

NIR
NIRS

Nr.
Org

REM
RMSECV

D

SEC.

T

T-Test

TG

USP/NF

x10, x50, x90

Hm

Millipascal

Multiplicative scatter correction

Newton

Anzahl der Stichproben

Nahinfrarot

Nahinfrarot-Spektroskopie

Nanometer

Probennummer

original

Principal component

Bleisulfid

Principal component analysis

Principal component regression

Pharmakopoeia Europea bzw. Européisches Arzneibuch
Partial least squares

Polyvinylpyrrolidon

Reflexion

Bestimmtheitsmal? bzw. multipler Korrel ationskoeffizient
relative humidity

Reversed phase

Volumenbezogene Dichteverteilung

relativ

Rasterel ektronenmikroskop

Root mean square error of crossvalidation

standard deviation (Standardabwei chung)

Sekunde

Transmission

zweisaitiger T-Test nach Student
Thermogravimetrie

Unites States Pharmacopeia and National Formulary
Korngrof3e unterhalb der 10/ 50/ 90 % des Probenvolumens
liegen

Mikrometer



