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BN Osnova

 Charakterizace a principy metody
 Techniky meéreni

 Doporuceni a predpisy

« Aplikace

* Vyhody a nevyhody techniky NIR



S NIR - charakterizace

Rychla nedestruktivni, neinvasivni analyticka
metoda, ktera nabizi siroke spektrum vyuziti.

AL a4

Nahrazuje pracneéjsi, narocnejsi postupy
analytické chemie.

Rychla kontrola vstupnich surovin,
meziproduktu a produktu.

Lze aplikovat on-line analyzy a PAT (v procesni
kontrole QC/AC).



-torie a trendy vyvoje

e 60. léta — kvantitativni stanoveni vihkosti
v semenech olejnin.

« 70. léta - analyzatory krmiv a potravin
(fy Dickey-John, Neotec, Technicon).

« Koncem 80. let a zaCatkem 90. let vyvoj
pristroju FT-NIR = S§irsi vyuziti techniky NIR.

« Rozvo] pocitacove techniky a zlepseni
kvality meéreného spektra akceleroval vyvoj
statistického softwaru.

« Vzrusta pocet publikovanych aplikaci.



- predpisy, doporuceni

USP 26NF21, kapitola 1119 a jeji aktualizace.
Moffat A.C. et al. Analyst, 2000, 125, 1341-1351.

PASG NIR SubGroup (An Association of Analytical
Chemists within the research based Pharmaceutical

Industry): Guidelines for the Development and
Validation of Near Infrared (NIR) Spectroscopic
Methods, 2001.

Guidelines for the Development and Validation of
Near-infrared Spectroscopic Methods in the
Pharmaceutical Industry, 2002.

US FDA Guidance for Industry: PAT - a framework
for innovative pharmaceutical manufacturing
and quality assurance, 2004.
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_R spektroskopie
* NIR

- 13000 (12800) — 4000 cm* (vinocet)
- 800 — 2500 nm (vinova délka)

 MIR
- 4000 — 400 cm (vinocet)
- 2500 — 25000 nm (vinova delka)



rincip vzniku spekter
MIR / NIR

Stejny zakladni fyzikalni princip v obou oblastech.

Absorbce fotonu o stejnych frekvencich jako jsou
frekvence vibraci prislusnych vazeb.

MIR: fundamentalni absorbCni mody 0 — 1
overtony — svrchni tony ( 0 —- 2, 0 — 3)
a kombinacni absorbcni mody funkcnich skupin,
jejichz zakladni vibrace je <2000 cm™.

NIR: overtony ( 0 — 2, 0 — 3) a kombinacni
absorbCni mody funkCnich skupin, jejichz
zakladni vibrace je >2000 cm.



M Absorpéni pasy NIR
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NIR spektra slozena z kombinacnich pasu a pasu

vyssich harmonickych vibraci.
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B Konstrukce spektrometru

Vzhledem k odlisnym frekvencim zareni, které se v NIR
uplatnuje, nejsou NIR spektrometry tolik narocné
na pouzité materialy jako pristroje pracujici ve stredni
oblasti IC zafeni.

Blizké IC zareni prochazi kiemennym sklem, a proto maze
byt veskera optika z kfemennych vilaken, napr. kyvety
mohou byt ze stejného skla, jaké se uziva v UV-VIS
spektrometrii.

Konstrukce FT-NIR spektrometri je zcela totozna jako
pro stredni oblast. VSechny NIR spektrometry se skladaji
ze tri zakladnich soucasti:

* zdroje zareni

* detektoru

* interferometru



B Konstrukce spektrometru

Zakladni konstrukéni scheéma spektrometru
s Fourierovou transformaci pro oblasti MIR a NIR

je obdobne.
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onstrukci FT-MIR
spektrometru

Zdroje zareni
MIR: odporovy NiCr drat, zhavena keramicka tyCinka
NIR: halogenova zarovka

Délice paprsku
MIR: KBr, Csl
NIR: kfemen, CaF,



onstrukci FT-MIR
R spektrometru

Detektory
MIR: DTGS/KBr, MCT, fotoakusticky
NIR: InGaAs, PbSe, PbS, Si

Viaknova optika
MIR: KBr
NIR: kfremen

Material prislusenstvi
MIR: KBr, NaCl, Csl, ZnSe, diamant, Si
NIR: sklo, kremen



NIR spektrum vzdusneho pozadi
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Absorbance

Spektrum polystyrenu v MIR a NIR oblasti

-Polystyren NIR

45 ' Polystyrene measured as a film

4,o.f Polystyren - spektrum ve stfedni oblasti (MIR)
Polystyren — spektrum v NIR oblasti
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areni s pevnym
orkem

zrcadlovy transmise
odraz

/ rozptyl
absorpce / reflexe Py

/s’
!

')"
"
‘ !
/,/
/ ’

\

Y, Y
‘\’ 'O}"o S~V /‘?b x
% a' 2R
@ ‘ e \b




zareni s pevnym
zorkem

Vliv velikosti Castic.
dlouha opticka délka kratka opticka délka

4 velké castice

malé castice

Absorbance

Vinova délka



2 Techniky méfeni

 Transmisni mereni - zeslabeni zafivého toku
PO pruchodu zareni vzorkem.

Transmise
(prichod zareni vzorkem)

Reflektance
(odraz zareni od vzorku)

 Reflexni meéreni — zeslabeni zafivého toku po odrazu
zareni.



2 Techniky méfeni

Reflexni méreni

« Difuzni reflexe (DRIFT) - pro pevne latky
Dopadajici zareni se odrazi od povrchu jednotlivych
malych Castic. |

Nastavec UpDrift s
rotaci vzorku




2 Techniky méfeni

Princip difuzni reflexe (DRIFT).

« Difuzni reflexe (DRIFT) - pro pevne latky

V ramci reflexnich technik se nejCasteji uplatnuje princip difuzni
reflexe s Fourierovou transformaci (Diffuse Reflectance Infrared
Fourier Transform, DRIFT), kdy se dopadajici zareni odrazi
od povrchu jednotlivych malych cCastic praskoviteho vzorku.
Tento pristup se nejcasteji pouziva pri analyzach
ve farmaceutickém prumyslu.
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M Techniky méfeni

Reflexni mereni

—| Drazka pro odstranéni
Zrcadlo vzduchu

« Transflektance - pro kapaliny ;..o misca |
Definovana opticka
a suspenze driha

Dopadajici zareni se odrazi
od zrcadla transflektancCni kyvety. ...

\
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Log(1/R)

Vliv tloust’ky vrstvy vzorku v kyveté na odezvu

v NIR spektru.

'""1benzin transflektanéni kyveta 0,1 mm InGaAS

1_5_:benzin transflektanc¢ni kyveta 0,2 mm InGaAS
benzin transflektancni kyveta 0,5 mm InGaAS

151benzin transflektancni kyveta 1 mm InGaAS
benzin transflektancni kyveta 2 mm InGaAS
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_EktFO MELr Vzorkovaci techniky

NIR-Multiplexer systém s ruznymi typy sond.




- ektrometr vzorkovaci techniky

Rucni pistolova sonda s vlaknovou optikou.




peE Ktrometr vzorkovaci techniky




peE Ktrometr vzorkovaci techniky




_ktro MELr Vzorkovaci techniky

Zvlastni postaveni maji NIR techniky v PAT (procesni analyticke
technologii).

NIR spektrometry lze pfipevnit na dalsi zarizeni a primo jimi
sledovat vyrobni proces a kontrolovat tak on-line jeho prubénh,
Ize tak napr. sledovat cely prubeh vyroby tabletoviny.

Toto usporadani predstavuje bezkontaktni analyzu, moznost
sledovani smerodatnych odchylek
jak u jednotlivych slozek,

tak u celé finalni smeési.




= NIRImaging

Chemicky mapping/imaging — technika kombinuijici
prostorovou a chemickou informaci.

mapping: méreno bod po bodu spektrum v prostorové blizkych bodech
iImaging: vyuzivano plosného detektoru k zobrazeni obrazu zkoumaného vzorku

Benefity — jak v praskovych smesich, ale i v Iékovych formach
je mozno urcCit velikost a distribuci jednotlivych slozek,
polymorfni distribuci, stupen hydratace, detegovat cizorodé
castice nebo urCit typ a tloustku potahu. Lze dosahnout
prostorového rozliSeni az fadu mikrometru. Lze mérit
minimalni mnozstvi vzorku. Tyto znalosti mohou byt vyuzity
v pochopeni a optimalizaci technologie a procesu.
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= NIR-aplikace

Vyuzivani NIR spektrometrie se rozSifuje od 90. let 20. stoleti

spolu s vyvojem novych IC spektrometrd pro blizkou oblast
s Fourierovou transformaci.

FT-NIR spektrometrie je rychla nedestruktivni, neinvazivni
analyticka metoda, ktera v soucCasnosti nabizi Siroké spektrum
vyuziti.

Lze ji vyuzit k testovani hotovych vyrobku, kontrole uniformity
produktu a verifikaci vstupnich surovin.

Umoznuje on-line sledovani vyroby a ma sSiroké uplatnéni
v PAT.



= NIR-aplikace

ANALYZA POTRAVIN, FARMAK, PLASTU atd.

stanoveni alkoholu a cukru v napojich

analyza syru - obsah tuku, cukru, proteinu, obsah vody
stanoveni aktivni latek v tabletach

stanoveni oktanoveého Cisla a obsahu aromatu - petrochemie
stanoveni aditiv v plastech

stanoveni obsahu celulosy - papirensky prumysl

Ve farmacii se NIR spektrometrie vyuziva pro kvalitativni
| kvantitativni aplikace.

Je treba zduraznit, ze pro vsSechny aplikace je treba,
aby byl zméren standard, resp. série standardi. Mérenim
vzorku bez standardu Ize pouze konstatovat, zda konkrétni
vzorky vykazuji odlisnost od predchozich, ale pouze
na zakladé NIR spektra neni mozno frici, o jaky vzorek
se jedna, resp. v ¢éem se vzorky lisi.



I NIR - aplikace

Kvalitativni
Kvantitativni

Identifikace (vstupni analyza suro_v_m obalu)

Velikost castic
Obsah vody
Pevnost

Polymorfie

Obsah APl v lIékové forme o
Obsahova stejnomeérnost davkovych jednotek
Disoluce

NUTNE MULTIVARIACNI KALIBRACNI MODELY

METODA - automatizovatelna



I NIR = kvalitativni aplikace

Ve spektrech nelze urcit charakteristické skuplny
= porovnavaji se cela spektra
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ni vyvhodnoceni
spekter
MIR: vyuziti komercnich nebo viastnich knihoven

pouziti ruznych vyhledavacich algoritmu
interpretace spekter za pouziti tabulek pasu

NIR: vyuziti komercnich nebo vlastnich knihoven
pouziti ruznych vyhledavacich algoritmu
pouziti projekéni DA (Discriminant Analysis)



S NIR — kvantitativni aplikace

Princip Lambert-Beerova zakona neni splnén
vzhledem k charakteru spektra = porovnavaji se
cela spektra.

Kyselina jablecna

0.8+

0.6+

Abs

0.4+

0.2:

Wavenumbers (cm-1)

« nutné kalibracni modely
 mnoho kalibraénich vzorkl jako standardu

« chemometrické algoritmy (vicendsobna linearni

regrese, regrese hlavnich komponent, castecné nejmensi
Ctverce)



ni vyvhodnoceni
pekter

MIR: klasicka  jednokomponentni  kalibrace
s vyhodnocenim vysky nebo plochy
vhodnéeho pasu pomoci Lambert — Beerova

zakona moznost pouziti chemometrickych
algoritmu.

NIR: nelze pouzit Lambertuv - Beeruv zakon
nutnost pouziti chemometrickych algoritmu.



= NIR-aplikace

ldentifikace (metoda standardu)

API
jednotlivé excipienty
finalni vyrobek

Velikost castic, Obsah vody (metoda kalibra¢ni pfimky)
API
jednotlivé excipienty
finalni vyrobek

Pevnost (metoda kalibraéni pfimky)
tablet



CE€ Strukturné blizké molekuly

NIR spektra kyseliny vinné a jejich soli.
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CE€ Strukturné blizké molekuly

HOH HOH OH HOOH HOH
NIR spektra hexos. HO% HOW H% HO@“&(
HO Sy HO ~—H HO Sy H SO
H OH H OH H OH OH H
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Abs
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_:) lIkace viiv velikosti &astic

NIR spektra sacharosy slisované do tablety velkym tlakem, dale
sacharosy krystalické a jemne rozetrené. Rozdily patrny
ve vysce jednotlivych pasu.
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_ lKace viiv velikosti &astic

NIR spektra ruznych Sarzi APl s rozdilnou velikosti Castic.
Rozdily patrny ve vysSce jednotlivych pasu.
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_ap lIKace viiv velikosti &astic

Na zakladé NIR spekter provedena kalibrace. Hodnoceni vzorku
zaloZzeno na rozdilech ve vySce jednotlivych pasu versus
hodnoty z Ilaserove difrakce. Zpracovano chemometrikou;
plocha nejmensich ¢tvercu (partial least square, PLS).

® ! Com Coefl: 0.97710 RMSEC: 4.11

Calculated
|

O Calibration
+ “alidation
& Correction
U Cross-correction

2 Actual 583




_ KaCe Tloustka potahové vrstvy

NIR spektra ruznych Sarzi tablet bez potahu, s pozadovanou
tloustkou potahu a s 2 % a 4 % tloustkou potahu. Rozdily patrny
ve vysce jednotlivych pasu.
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_l Ikace Tioustka potahové vrstvy

Na zakladé NIR spekter provedena kalibrace. Hodnoceni vzorku
zalozeno na rozdilech ve vySce jednotlivych pasu versus
skuteCna tloustka potahu zjiStena mikroskopem. Zpracovano
chemometrikou, plocha nejmenSich Ctvercu (partial least

square, PLS).
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-plikace Pevnost tablet

NIR spektra ruznych Sarzi tablet vyrobenych za rdzného
lisovaciho tlaku.
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_aplikace Pevnost tablet

Na zakladé NIR spekter provedena kalibrace. Hodnoceni vzorku
zaloZzeno na rozdilech ve vySce jednotlivych pasu versus
skuteCna pevnost. Zpracovano analyzou hlavnich komponent
(principal component analysis, PCA).
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_ aplikace pevnost tablet

Na zakladé NIR spekter provedena kalibrace. Hodnoceni vzorku
zalozeno na rozdilech ve vySce jednotlivych pasu versus
skuteCna pevnost. Zpracovano chemometrikou, plocha
nejmensich Ctvercu (partial least square, PLS).
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= NIR-aplikace

Polymorfie (metoda standardu)

. API
. jednotlivych excipientu
. finalni vyrobek

Metoda srovnatelna s ostatnimi technikami pevné faze.

Lze uzit u jakékoli API, excipientu a lekové formy v zavislosti
na aktualnim slozeni.

Vzdy je nutnost porovnat se standardy a vychozimi latkami
(idealne, které také podstoupily stejny proces jako vzorek).




_Iikace Polymorfie

Polymorfie pomocnych latek.
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I NIR — aplikace polymoriie

Zmena NIR spektra po vytvoreni aduktu se sacharidem.
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_— aplikace polymorfie

NIR spektra pevnych forem API a cukru — kalibrace a hodnoceni
vzorku zalozeno na rozdilech v jednotlivych spektrech.
Zpracovano pomoci diskriminantni analyzy.

1 | O ¥ Calibration
o vzorek 1:3 O % alidation
1 &Y Calibration

&% Validation
VZO FEK 1 2 2 Other Calibration

1 2 Other Walidation

@\forma C

prosta smés 1:1
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Distance to RSNMa_pobyA
1 1 1 I 1 1

forma A

forma B

o

. | . . . .
Distance to HSM A 1 3




= NIR-aplikace

Obsah / Obsahova stejnomernost davkovych

jednotek (CU) (metoda kalibragni primky)
. API

finalni vyrobek
Lze uzit u jakekoli API, resp. lekové formy (v zavislosti na
aktualnim slozeni a mnozstvi APl v tableté, min. 5 % w/w).
Lze vyuzivat rovnéz pro stanoveni obsahu Iatek
v rostlinnych extraktech.
Metody nutno cross-validovat s HPLC metodou.




B NIR - aplikace obsan ap

Hodnoceni obsahu API v tabletach.

1 FAanl i vanos

07

66

074

LN S

Tarias:

SIMLAN ACTIVE SUSSYANCES

Horsailze

2mg A5 (STANDARD)

Smg AS (STANDARD)
(Cmy AS

(STANDARD)

émg AS (SINILAR

Ry NN e o g
/m m m 2800 000 BeLn

Hovenunber fon-11

i P 14
10000 10400 10000 11200

T Facter Plot [or Qualitative licdal of SIMILAR ACTIVE SUBSTANCES
Cdsplaves e the 135 speciva In the series

g AS (STANDARD
émg AS (SIMILAR)

0,34 R KAl
l 2
0.12 T

ade
013
yr (R
0.04 o0
noo 3 L0 v Facta2
~0.0%
o 10ng AS (STANDARDY. q.oe

-u.é L2
-4 )mg AS (STANDARD) -3ié
T SEREPT RS DRI VRS SRR e ¢
026 -G12 -0.08 0,01 D00 Q0F 0.08 D2 016

Y Farttord



_aplikace Obsah API

Hodnoceni obsahu IéCivych latek v suchych rostlinnych
extraktech (gingo, zen-Sen, latky z vinnych listu pochazejicich

z odliSnych sklizni a regionu).
Vyuziti clustrovée analyzy. Je nutné, aby vSechny clustry byly

navzajem dobre rozliseny.
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— aplikace

tkovych rozpoustedel

Hodnoceni obsahu zbytkového ethanolu v API.
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R — aplikace
bytkovych rozpoustedel
Hodnoceni obsahu zbytkoveho ethanolu v API. Kalibrace

a hodnoceni vzorku je zalozeno na rozdilech v jednotlivych
spektrech versus GC. Zpracovano diskriminantni analyzou.

Cor. Coeff.: 0.93852 RMSEC: 936

7083

Calculated

QO Calibration
+ Validation
& Correction
O Cross-corection

1
-252 Actual 7083




- — aplikace pisoluce

1. sledovani kvality disoluce a vlivu vlihkosti
2. sledovani vlivu potahu jadra na kvalitu disoluce
3. sledovani velikosti castic na kvalitu disoluce

VSsechny metody je nutno korelovat s disoluci
pri  prvotni tvorbé zavislosti mezi NIR-spektrem
a sledovanym disolucnim parametrem (% uvolnene API).



I NIR - aplikace pisoluce

1. sledovani kvality disoluce a vlivu vlihkosti:

zmeri se NIR-spektra a provede se disoluce s nezatizenym
vzorkem

vzorky se vlozi do komory s definovanym stupnem vlhkosti
v definovanych Casovych intervalech se meri NIR-spektra
a provadéji disoluce zatizenych vzorku

provede se korelace zmeny vybraneho disolucniho
parametru a zmeny v NIR-spektru

po vytvoreni zavislosti |ze pro dalsi experimenty uzit NIR
spektroskopii



- — aplikace bisoluce

2. sledovani vlivu potahu jadra na kvalitu disoluce:

pripravi se série tbl.flm. s definovanou tloustkou potahu
zmeri se NIR-spektra a provede se disoluce s nepotazenou
tabletou
postupné se meri NIR-spektra a provadi se disoluce
s potazenymi tabletami
provede se korelace zmeny vybraneho disolucniho
parametru a zmeny v NIR-spektru
po vytvoreni zavislosti |ze pro dalsi experimenty uzit NIR
spektroskopii



- — aplikace pisoluce

3. sledovani zavislosti velikosti c¢astic API

na disoluci finalni Iékové formy vyrobené standardnim
procesem s konstantnim slozenim. Kalibrace a hodnoceni
vzorku zalozeno na rozdilech ve vySce jednotlivych pasu.

S I Corr. Coeff; 1.00000 RMSEC: 0.0233

Zpracovano chemometricky,
plocha nejmensich d{tvercu
(partial least square, PLS).

Calculated

57




= NIR-aplikace

Homogenita smiseni API s excipienty.

Lze uzit u jakékoli APl (homogenita granulatu), resp. lékové
formy (homogenita tablet). Lze rovnez vyuzivat pro on-line
monitorovani procesu, viz PAT.

Lze vyuzivat:

NIR reflektanci (upDrift)

NIR imaging.



_aplikace Homogenita

Uziti tradicni NIR reflexe (nastavec UpDirift).
Meri se tablety na nékolika mistech a hodnoti se rozptyl
jednotlivych spekter z jedné tablety a vice tablet.
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- aplikace Homogenita

NIR imaging.

Promerovani povrchu vzorku pomoci mikroskopu sprazeneho

s NIR spektrometrem a nasledné chemometricke zpracovani
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- aplikace Homogenita

NIR imaging.
Promerovani povrchu vzorku pomoci mikroskopu spf’aieného
s NIR spektrometrem a nasledné chemometrlcke zpracovanl
ziskanych dat (PLS). .
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-Iikace Homogenita

NIR imaging.
Promerovani povrchu vzorku pomoci mikroskopu spfaieného

s NIR spektrometrem a nasledné chemometrlcke zpracovanl
ziskanych dat (PLS). |
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M Aplikace v PAT

Vyuziti v PAT:
* sledovani homogenity v pribéhu vyroby
* bezkontaktni analyza
* sledovani smerodatnych odchylek
* jednotlivé slozky
* celkove slozeni

Vyuziti na:
granulovane pripravky
prime tabletovani

Sledované parametry:
- homogenita API
- homogenita pomocnych latek




ace v PAT

Vlastni mereni — odchylka celkoveho slozeni tabletoviny.
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B Aplikace v PAT

Vlastni méreni — odchylka jednotlivych slozek.
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B Aplikace v PAT

Vlastni méreni — pridavek stearanu horecnateho na konci
homogenizace.
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I Aplikace v PAT

Vlastni méreni — pridavek stearanu horecnateho.
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ace v PAT

Excesy simulované u probléemové homogenizace.
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B Aplikace v PAT

Vyhody a vyuziti:

 Homogenita tabletoviny pfi validacich (po kalibraci Ize zjistit
| kvantitativni obsah).

« Kontrola homogenity tabletoviny u ,rizikovych pfipravku®.

Nevyhody:
« Spravné urceni piku sledované suroviny.

* Nalezeni / nenalezeni hledaného spektra — sledovana surovina
musi mit obvykle min. 2% obsah ve smési.



analyz v MIR a NIR
oblasti

MIR: nutnost vzorkovani (nelze merit pres obal)
pripravy vzorku pred analyzou
omezene pouziti rozpoustedel
pouziti tenkych vrstev vzorku

NIR: sirokeé absorpcni pasy
nemoznost interpretace konkrétnich pasu

mensi citlivost na zmeny koncentrace
stanovovaneho analytu

velka citlivost na fyzikalni zmény analytu (teplota,
vihkost, homogenita, distribuce velikosti Castic)

nutnost pouziti chemometrie k vyhodnoceni



nhalyz v MIR a NIR
oblasti

MIR: ostré pasy
interpretovatelna spektra
vetsi citlivost a selektivita

NIR: eliminace pripravy vzorku pred analyzou

moznost mereni  silngjSi  optické  vrstvy
v kfremennych kyvetach (1-50 mm)

moznost mereni pres obal
nedestruktivni mereni

cenove dostupna viaknova optika



Dekuji za pozornost



