ZENTRALLABORATORIUM DEUTSCHER APOTHEKER ZL

Praxishilfe: NIR-Spektroskopie in der Apotheke

Die Nahinfrarotspektroskopie (NIR-Spektroskopie, NIRS) ist im Europdischen Arzneibuch (Ph. Eur.) im Kapitel
2.2.40 als offizinelle Methode aufgenommen. Das bereitete die Grundlage fiir den Einzug von immer mehr NIRS-
Gerate in das Apothekenlabor als schnelle und einfache Methode zur Identitatspriifung von Ausgangsstoffen.
GemaR einer Resolution der Arbeitsgemeinschaft Pharmazierdte aus dem Jahr 2014 darf NIR-Technik als
alternative Methode bei nachgewiesener und ausreichender Validierung zur Ausgangsstoffpriifung eingesetzt
werden. Dazu muss vor der Verwendung die Eignung fiir die jeweilige Substanz bewertet werden. Bei einigen
Substanzen ist die alleinige NIRS-Priifung nicht ausreichend und es bedarf weiterer Prifungen.

Grundlagen der NIR-Spektroskopie

Nahes Infrarot erstreckt sich tGber einer Wellenldnge von
780 bis 2500 nm bzw. einer Wellenzahl von 12800 bis
4000 cm™® und weist energiereicheres Licht als mittleres
Infrarot (MIR) auf. Die derzeit verfligbaren NIRS-Gerate
arbeiten bei einer Wellenlange zwischen 900 und

Absorption

1900 nm. Die Messung basiert auf Transmission des
Lichts durch eine Probe oder Reflexion. Bei der Messung
der Reflexion dringt der Lichtstrahl in die Probe ein und
der abgeschwéachte wieder austretende Lichtstrahl wird

Wellenldnge [nm]
gemessen.

Sowohl bei der NIR- als auch bei IR-Spektroskopie Abbildung 1: Beispielhaftes NIR-Spektrum von Paracetamol
werden durch das eingesetzte Licht Schwingungen

innerhalb der funktionellen Gruppen der untersuchten Molekiile ausgeldst. Bei der NIR-Spektroskopie werden
die Absorptionen von Oberschwingungen verschiedener CH-, NH-, SH-, und OH-Vibrationen erfasst. Diese
Oberschwingungen sind Schwingungen hoéherer Ordnung und damit weniger haufig vorhanden als die
Grundschwingungen, die durch mittleres Infrarot angeregt werden. Daher haben die Absorptionsbanden bei
der NIR-Spektroskopie eine geringere Intensitat als bei IR-Spektren, da insgesamt weniger Energie absorbiert
wird. Das NIR-Licht dringt daher wesentlich tiefer in die Probe ein (wenige mm gegeniber um bei mittlerem IR-
Licht), weshalb die Aufnahme von NIR-Spektren ohne weitere Probenvorbereitung maoglich ist. Glas ist zudem
weitgehend transparent in diesem Wellenlangenbereich, sodass eine Probenmessung auch direkt im oder
durch das GlasgefaR erfolgen kann. Abbildung 1 zeigt am Beispiel Paracetamol das Aussehen von NIR-Spektren.
NIR-Spektren haben durch die Uberlagerung verschiedener Schwingungen einen héheren Informationsgehalt
und sind daher deutlich komplexer als IR-Spektren. Aufgrund dessen ist eine visuelle Auswertung nur in
Ausnahmefallen moglich. Fir die Auswertung und ldentifizierung von Ausgangsstoffen in der Apotheke ist ein
chemometrisches Modell in der Geratesoftware notig.

Chemometrische Modelle

Unter Chemometrie versteht man die Nutzung von Techniken der Mathematik und Statistik, um aus Daten von
chemischen Systemen wie der Spektroskopie ein Maximum an Informationen zu erhalten. Durch multivariate
Datenanalyse werden Informationen aus den Spektren extrahiert, um ein chemometrisches Modell zu
entwickeln. Statistische Verfahren wie die Hauptkomponentenanalyse (PCA) oder die multiple lineare
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Regression (PLSR) identifizieren Gemeinsamkeiten in den

aufgenommenen Spektren, die zur Erkennung der Entwicklungs eines chemometrisches Modells:
Ausgangsstoffe dienen. Dazu muss gemaR Ph. Eur. 5.21 1. Kalibrierdatensatz: Spektren zur Entwicklung
(Chemometrische Methoden zur Auswertung analy- des Modells

tischer Daten) das erstellte Modell ausreichend validiert 2. Validierdatensatz: Abgleich des Modells mit
sein. Die Entwicklung des Modells erfolgt mit einem internem Datensatz

Kalibrierdatensatz (Trainingsdatensatz), der mit einem 3. Testdatensatz: Unabhangiger Datensatz zur
Validierdatensatz (interner Priifdatensatz) abgeglichen Uberpriifung der Leistungsfahigkeit 7
wird. Zu diesem Zweck wird durch statische Methoden

ein Teil der Daten zur Kalibrierung zurlickgehalten und zum Zwecke der Validierung eingesetzt. Ist das Modell
erstellt, muss es noch mit einem unabhéangigen Testdatensatz geprift werden. Diese werden auch als externer
Priifdatensatz oder externer Validierungsdatensatz bezeichnet.

Der Hersteller muss zudem sicherstellen, dass der Abstand des chemometrischen Modells zur nachsten
strukturdhnlichen Substanz ausreichend groR ist, um verwandte Ausgangsstoffe von der zu priifenden Substanz
zu unterscheiden.

Einflussfaktoren auf die NIR-Messung

Die NIR-Messtechnik ist stark feuchtigkeits- und temperaturabhangig. So hat neben der Luftfeuchtigkeit sowohl
die Umgebungstemperatur als auch die Temperatur der Probe einen Einfluss auf die Messung. Feuchtigkeit und
Losemittel-Rickstande ergeben messbare Absorptionsbanden in den Spektren. Zuséatzlich kdnnen Feststoffe in
unterschiedlichen Zustanden aufgrund ihrer Polymorphie, oder in Form von Hydraten oder Solvaten auftreten,
deren NIR-Spektren sich unterscheiden. Auch amorphe Zustande kénnen unterschiedliche Gestalt annehmen.
Dies spielt insbesondere bei dem Alter einer Probe eine Rolle, da sich Molekile durch Lagerung dandern oder
Wasser absorbiert werden kann. Gemafl Ph. Eur. missen NIRS-Modelle daher permanent Gberprift und
weiterentwickelt werden.

Validierungsunterlagen der Hersteller

Fiir die Durchfihrung der NIR-Spektroskopie fordert das Européische Arzneibuch (Ph. Eur.2.2.40 NIR-
Spektroskopie) eine validierte Referenzbibliothek mit ausreichend Aufnahmen von Vergleichssubstanzen. Die
Referenzbibliothek muss kontinuierlich hinsichtlich ihrer Leistungsfahigkeit Giberwacht und aktualisiert werden,
um der Vielzahl an chemischen und physikalischen Einflussfaktoren Rechnung zu tragen.

Die Validierung eines chemometrischen Modells zur
Validierungselemente: Identifizierung umfasst die Uberpriifung der Spezifitit und

e Spezifitat: Das zugrundeliegende Modell kann der Robustheit. Unter Spezifitat versteht man, dass das

sicher eine Verwechslung ausschlieRen und Modell eine ausreichende Fahigkeit besitzt, zwischen dem

liefert keine falsch-positiven Ergebnisse Probenmaterial und einer Auswahl an Substanzen, die mit

e Robustheit: Analyten kénnen auch bei der Probe verwechselt werden kénnen, zu unterscheiden.

Verdnderung der Umgebungsbedingungen Die Prifung der Robustheit bildet die Fahigkeit einer

gleichbleibend bestimmt werden 7 Methode trotz Veranderung von Umgebungsbedingungen
wie Temperatur und Feuchtigkeit gleichbleibende
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Ergebnisse zu liefern ab. Falsch-positive Ergebnisse missen sicher ausgeschlossen werden und falsch-negative
Ergebnisse miniert werden, damit kein falscher Wirkstoff in der Apotheke verarbeitet wird.

Um NIRS in der Ausgangsstoffpriifung nutzen zu kénnen, muss unter Verantwortung des Apothekenleiters
geprift werden, ob die Validierungsunterlagen des Herstellers ausreichend sind. Die Kalibrierproben sollten
verschiedene Chargen von unterschiedlichen Herstellern umfassen. Es sollten ein Validier- und Testdatensatz
eingesetzt und keine falsch-positiven Ergebnisse erhalten worden sein.

Ist die Datenbank aktuell?

Apotheken, die NIR-Spektroskopie zur Identifizierung der Ausgangsstoffe einsetzen, sollten stets mit der
aktuellen Version der Referenzbibliothek arbeiten, um die Verwendung eines ausreichend validierten Modells
sicherzustellen. Firmen-Updates sollten daher stets unverziglich auf das Gerdt aufgespielt oder
heruntergeladen werden. Nur so wird die Gefahr von falsch-positiven Ergebnissen ausgeschlossen. Im Zuge der
Updates werden zudem durch die Herstellerfirmen neue Substanzen in die Referenzbibliotheken
aufgenommen, sodass die eindeutige ldentifizierung auch von neuen Produktchargen mit anderen
Einflussfaktoren in der Apotheke moglich wird.

Nachweis des giiltigen Validierungsberichts zum jeweiligen Priifzeitpunkt

Teilweise fordern Uberwachungsbehérden, dass der zum Zeitpunkt der Durchfithrung der Priifung giiltige
Validierungsbericht vorgelegt werden kann. Entweder ist dies auf dem Protokoll der Messung ersichtlich oder
man sollte vor dem Update der Datenbank die vorherige Version separat abspeichern.

Grenzen der NIR-Spektroskopie - wann sind

NIR-Priifung moglicherweise ungeeignet: erginzende Priifungen nétig?

e Anorganische Salze
i Derzeit sind mit den verfligbaren Geraten ca. 700 bis 1100
o Komplexe Gemische . ) o ] ]
T q Ausgangsstoffe sicher identifizierbar. Die NIR-Technik
¢ -albengrundiagen kommt aber bei komplexen Gemischen, geringen

silastingen Konzentrationen, Losungen und Salbengrundlagen oder bei

* Geringe Konzentrationen der Identifizierung von anorganischen Salzen an ihre
7 Grenzen. Anorganische Salze wie Natrium- oder Kalium-
chlorid werden aufgrund ihrer starren Kristallstruktur nicht

zur Schwingung angeregt und kdnnen daher nicht im NIR-Spektrum unterschieden werden. Bei einigen
Salbengrundlagen, Wachsen, Fetten oder Feststoffgruppen wie die unterschiedlichen Starkearten werden diese
Substanzen bei der Ausgangsstoffprifung nur einer Gruppe zugeteilt und eine eindeutige Identifizierung ist
nicht moglich. Es missen weitere Priifungen zur exakten ldentifizierung vorgenommen werden.

Sind im Falle der Nichteignung der NIRS die Prifungen, die die Arzneiblicher wie das Ph. Eur. oder das Deutsche
Arzneibuch (DAB) vorschreiben nicht in der Apotheke umsetzbar, weil beispielsweise eine HPLC-Anlage notig
wadre, helfen die Alternativen Identifizierungen des Deutschen Arzneimittel Codex (DAC) weiter. Hier finden sich
leichter durchfiihrbare Priifungen, die in der Apotheke moglich sind.
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Kontrolle des Priifzertifikats

Eine weitere Voraussetzung um mittels NIRS-Messung in der Apotheke die Identitdt eines Ausgangsstoffs zu
bestatigen, ist ein valides Priifzertifikat des Herstellers. Die Anforderungen an ein Prifzertifikat, das diesen
Kriterien entspricht, ist im Kommentar der Leitlinie der Bundesapothekerkammer zur Priifung und Lagerung
von Ausgangsstoffen (BAK-Leitlinie) aufgefihrt. Vor der Durchfiihrung der Messung sollte das Priifzertifikat auf
Vollstandigkeit geprift werden.

Welche Angaben ein valides Prifzertifikat enthalten muss, beschreibt auRerdem die ZL-Praxishilfe
,Prifzertifikat von Ausgangsstoffen” unter https://zentrallabor.com/apothekenpraxis/praxishilfen/.

Messung in der Apotheke

Fiir die Durchfiihrung der Messung in der Apotheke sollte eine Standardarbeitsanweisung (SOP) anhand der
Vorgaben der Bedienungsanleitung erstellt werden. Seitens der Herstellerfirmen stehen hierfiir Vordrucke zur
Verfligung. Die SOP sollte das Vorgehen in der Apotheke beschreiben und so geschrieben sein, dass sie fir alle
mit dem Gerat arbeitenden Personen verstandlich ist und gelebt werden kann. Hier sollte aulerdem die
Reinigung des Messsystems beschrieben werden. Auch das Vorgehen, wenn Substanzen nicht ausreichend mit
dem NIR-Gerat identifiziert werden kdnnen, sollte in der SOP erwdhnt werden.

Die NIR-Gerdte missen in regelméaRigen Abstanden und mindestens taglich oder nach Neustart des Gerates
einen Selbsttest durchlaufen. Dazu ist je nach Hersteller ein Schwarz-WeiRR-Referenzstandard oder ein
sogenannter WC1920-Standard aus einer Mischung aus Oxiden Seltener Erden vorgesehen. Dabei wird die
Wellenlangengenauigkeit gepriift.

Es empfiehlt sich, die Durchfiihrung der Selbsttests und die Verwendung des Gerats in einem Logbuch zu
dokumentieren, um die Rickverfolgbarkeit der Priifungen zu gewahrleisten. Seitens der Hersteller stehen
hierfir Vorlagen zur Verfligung. Alternativ ist eine Mustervorlage fiir ein Logbuch auf der ZL-Homepage unter
https://zentrallabor.com/apothekenpraxis/mustervorlagen/ abrufbar.

Richtige Durchfiihrung durch Schulung der Mitarbeiter

Nur wenn die Prinzipien der NIRS-Messung von allen damit betrauten Mitarbeitern in der Apotheke verstanden
wurden, kdnnen die Ergebnisse richtig beurteilt werden. Daher empfiehlt es sich, alle Mitarbeiter ausreichend
zu schulen und die vom Hersteller bereitgestellten Dokumente zur Validierung leicht auffindbar zu verwalten.
Hierzu eignen sich Gerateordner, die in der Nahe des Gerates verbleiben und alle wichtigen Dokumente wie
Bedienungsanleitungen, Logblicher und SOPs enthalten.

Uberpriifung der Leistungsfihigkeit und Wartung

Zur Prifung der Leistungsfahigkeit der NIRS-Gerate schreibt das Ph. Eur. verschiedene Prifpunkte vor. Dazu
zdhlen die Uberpriifung der Wellenldngengenauigkeit, der Wiederholprazision der Wellenlinge, die
photometrische Linearitat bzw. Systemstabilitdt und das Spektrometer-Rauschen. Seitens der Hersteller ist eine
Wartung und die damit verbundene Priifung der Leistungsfahigkeit alle drei Jahre empfohlen.
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Verwendung von einem Gerat durch mehrere Apotheken

Prinzipiell ist das Teilen eines Gerates innerhalb eines Verbundes von Apotheken moglich. Wichtig ist hierbei,
dass die Verantwortung fiir die jeweilige Prifung bei dem Apothekenleiter der durchfilhrenden Apotheke liegt
und vom dortigen Personal durchgefiihrt werden sollte. Die nétigen Dokumente zur Validierung oder der
Durchfiihrung missen ebenfalls in allen Apotheken vorhanden sein.

Fazit

NIR-Spektroskopie zur ldentifizierung von Ausgangsstoffen ist unter Beriicksichtigung einiger Vorgaben eine
sichere und schnelle Methode. Dabei sollte das Messprinzip und die Validierung der Hersteller verstanden und
die Datenbank der Referenzbibliothek immer auf dem neuesten Stand sein.
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