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Zwieksz pewno$é w procesach projektowania,
transferu technologii oraz zwiekszania skali

i monitorowania jako$ci procesu produkcji
plynnych postaci produktow leczniczych przez
zastosowanie refraktometru on-line/in-line.

rzeniesienie badan refraktometrem z laboratorium
kontroli jakosci na produkcje i wykonywanie pomia-
réw on-line/in-line skraca czas analizy i uzyskania
wynikéw oraz wiedzy na temat przebiegu procesu
np. etapu rozpuszezania substancji, przez co uspraw-
nia monitorowanie jako$ci wytwarzania pltynnych postacilekéw,
dostarcza dowodéw na prawidtowy przebieg etapéw proceséw
produkcji zwigzanych z rozpuszczaniem lub ekstrakejg substancji.
Dostarcza takze danych wskazujacych na odpornos¢ proceséw
nazmiany w dostawach tych samych materiatéw wyjsciowych, za-
pobiega kosztom bledéw na produkcji skutkujacym odrzuceniem
serii i stratami z tego wynikajacymi (roboczogodzin, materiatéw,
utylizacji). Pozwala na sterowanie procesem w czasie rzeczywistym.
Warto przeanalizowad, jak duze korzysci moze przyniesc taka

zmiana na przyktadzie wynikéw projektu pilotazowego przepro-
wadzonego w jednej z firm farmaceutycznych.

Badanie wspolczynnika refrakcji

na produkcji czy w laboratorium?

W zaleznosci, gdzie i kiedy wykonujemy badanie ze wzgledu
na usytuowanie przyrzadu pomiarowego, w odniesieniu do badanego
przedmiotu badania, mamy do czynienia z rozréznieniem nazewnic-
twa tak przeprowadzanych badar. Wyrézniamy 4 typy: out-oft-line,
at-line, on-line/in-line, ktérych definicje warto doktadnie poznac,
zgodnie ze schematem 1.
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*prdbke pobiera sie zgodnie z obowigzujgcymi zasadami i po
zabezpieczeniu jest ona transportowana do laboratorium celem
przeprowadzenia analizy

*Przyrzad pomiarowy jest przenoszony na miejsce pobierania prébki.
Prébka jest recznie wprowadzana do przyrzadu.

*Przyrzad pomiarowy jest na state zainstalowany w miejscu pobierania

prébek. Prébka (przy if rezimu
jest i ie i wpl do
*Czujnik przyrzadu kontrolno-pomiarowego jest na state umi w
I N - L I N E badanym medium. Poziom stezenia okreslonego analitu mierzony jest
w sposéb ciagly.
Q

Schemat 1. Typy badaf w zalezno$ci od odlegtosci sprzetu pomiaro-
wego a przedmiotu badania.

Badanie przeprowadzane przy lub na linii produkcyjnej bardzo
przyspiesza uzykanie wiedzy na temat parametréw pétproduktéw lub
produktéw i pozwala na sterowanie procesami w czasie rzeczywistym.
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Wykres 1. ZaleznoS¢ op6Znienia czasowego uzyskiwania danych
o0 procesie od umiejscowienia sprzetu pomiarowego
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Pozwala na unikniecie btgdéw w procesie prébkowania, ktére
potrafig wptyna¢ niekorzystnie na oceng jakosci. Badania in-line
i on-line eliminuja etap pobierania préb, ktéry statystycznie jest
oceniany jako najczgstsza przyczyna uzyskiwania wynikéw OOS
— poza specyfikacja. Badania te réwniez dzigki automatyzacji pomia-
ru, obnizaja niepewnos$¢ catkowitg pomiaru poprzez ograniczenie
wplywu na nig doktadnosci i powtarzalnosci pracy analityka.

Stabilnos¢ prébek musi zosta¢ okreslona w trakcie walidacji
metody na co najmniej 48 godzin, co oznacza, ze sygnat po 48 go-
dzinach nie moze zmieniac¢ si¢ o <2% w stosunku do prébki swiezo
przygotowanej w laboratorium. Probka musi by¢ stabilna podczas
transportu do laboratorium czy oczekiwania na analiz¢. Rézne
czynniki moga negatywnie oddziatywa¢ na substancje bardziej
wrazliwe i ich zawarto§¢ w prébee, a na podstawie takich danych
uzyskamy zafatszowany obraz przebiegu procesu.

Mozemy si¢ uwolni¢ o szeregu rozwazan, co moze si¢ sta¢
z substancjg w probce oraz od zmudnej walidacji stabilnosci probek
w transporcie i podczas analizy poprzez wykonywanie pomiaréw
in-line i on-line.

Warto dodaé, ze wdrozenie badania wspétczynnika refrakeji (IoR)
wraz z systemem nie tylko wykonujacym pomiary, ale zbierajacym
i przesytajacym dane z pomiaréw, usprawniajacym dopasowywanie
krzywych kalibracyjnych do zmieniajacych si¢ roztworéw substan-
¢ji na produkgji i raportujgcym, jest zgodne z obecnym trendem
automatyzacji i Lean Manufacturing.

W fazie badawczo-rozwojowej mozemy uzyskac bardzo dobry
parametr, ktéry przy transferze z fazy technologicznej do fazy
produkeyjnej utatwi ustalenie czaséw trwania etapéw rozpusz-
czania substancji, a przy zwigkszaniu skali poprawi powtarzalnos¢
proceséw wytwarzania.

W zwigkszaniu skali oraz transferze technologii z fazy ba-
dawczo-rozwojowej do fazy produkeyjnej, czy pomiedzy réznymi
miejscami wytwarzania kontraktowego, dzicki wprowadzeniu
pomiaru refrakcji mozemy odpowiednio regulowaé w tzw. space
design parametrami zwigzanymi, jak np. predkos¢ mieszania, czas
mieszania itp. Mozemy sledzi¢, czy i jak zmienno§¢ w ramach da-
nego rozpuszczanego sktadnika wptywa na przebieg rozpuszczania
iinne parametry procesowe.

przemiana skiadnikéw uwolnienie skladnikéw
‘ e *odparowanie
s przenikanie (permeacja)
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Schemat 2. Procesy wptywajace na stabilnosé prébki

Praktyczne wykorzystanie wspoélczynnika
refrakcji w projekcie pilotazowym

O tym, ze warto rozwazy¢ takie zastosowanie badania IoR
—wspdlczynnika refrakeji do kontroli jakosci roztworéw buforowych
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i sktadnikéw pozywek do hodowli komérkowych a rozpuszezonych
w wodzie, potwierdzono w ramach projektu pilotazowego w jednym
z zaktadéw w Stanach Zjednoczonych.

Wykonano pomiary pH, przewodnosci on-line i wspétczynnika
IoR in-line na linii produkcyjnej podczas procesu w czasie rze-
czywistym oraz pomiaréw osmolarnosci w Laboratorium off-line.

Pomiary IoR dostarczyty lepszych danych pod wzgledem dokfadnosci,
liniowosci, precyzji, granicy oznaczalnosci (LOD) i granicy detekeji
(LOQ). W badaniu LOD odpowiada najnizszemu stezeniu substanci,
ktére mozna zmierzy¢ w poréwnaniu z wartoscia tzw. slepej probki.

Pomiary przewodnosci, wspétezynnika pH i stezenia osmotycz-
nego sa powszechnie stosowane i postuzyty jako punkty odniesienia
dla analizatora IoR.

Parametry te majg rézne techniki pomiaru. Przewodno$¢ jest
pomiarem przewodnosci elektrycznej na jednostke odleglosci w elek-
trolicie lub wodzie. Mozliwos¢ tych pomiaréw jest ograniczona dla
cieczy nieprzewodzacej lub o niskiej przewodnosci.

Pomiary wspétczynnika pH sa miarg aktywnego, solwatowanego
jonu wodorowego H-.

Pomiar osmolarnosci, czyli stezenia osmotycznego opiera si¢
na ,obnizeniu temperatury zamarzania”. Wartos¢ stezenia roztworu
jest funkeja réznicy temperatur zamarzania substancji rozpuszczonych
dodawanych do rozpuszczalnika. Stezenie osmotyczne obnizenia
punktu zamarzania jest technikg laboratoryjna off-line o stosunkowo
dtugim czasie oczekiwania na wyniki niepozwalajace na sterowanie
procesem w czasie rzeczywistym.

IoR —wspétczynnik zatamania $wiata — jest oznaczany technika
optyczng, ktéra potrafi bezposrednio wskaza¢ stezenie roztworéw,
zgodnie z prawem Snella i krytycznym katem catkowitego odbicia.
Odpowiednio do st¢zenia czastek w cieczy okreslone promienie sg
odbijane z powrotem pod katem tworzac obraz interfejsu $wiatta
i cienia w aparacie cyfrowym. Interfejs pikseli aktywowanych
$wiattem jest konwertowany na jednostki wspétczynnika zatamania
$wiatta RTU. Refraktometr monitoruje w ten sposéb gestos¢ elek-
tronowg roztworu bez zaktécen, powodowanych przez inne efekty
optyczne — m.in. zmetnienie, dyfrakcje, absorpcje. Nalezy zwréci¢
tez uwagg, ze refraktometr posiada sond¢ mierzacg réwnoczesnie
temperature roztworu i wspétezynnik refrakeji, stad w jednym czasie
otrzymujemy te dwa parametry roztworu.
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Do eksperymentéw wybrano kilka réznych roztworéw bufo-
rowych. Podsumowanie pomiaréw przewodnosci i wspétezynnika
zatamania $wiatta wykazato wysoka liniowo$¢ wspétezynnika IoR
i pomiar w calym zakresie dynamicznym dla wszystkich testowa-
nych roztworéw. Przewodnosci nie zmierzono dla pigciu z siedmiu
roztworéw. Ponadto IoR wskazat stezenia z doktadnoscig + 10 ppm.
Natomiast stezenia wykazane na podstawie pomiaru przewodnosci
miaty doktadnos¢ + 100 ppm.

Na wykresie nr 2 zaprezentowano granice wykrywalnosci
(LOD) i granice oznaczalnosci LOQ_dla kazdej ocenianej tech-
niki pomiarowe;.

Wyniki te przedstawiaja duza przewage wspélczynnika re-
frakcji (IoR) nad przewodnoscia, pH — miara jonéw wodorowych
i stgzeniem osmotycznym.
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Wykres 2. Granice wykrywalnosci (LOD) i granica oznaczalnosci (LOQ)
dla pomiaréw pH, przewodnosci, wsp6tczynnika zatamania i stezenia
osmolarnosci

Doswiadczenia wykazaty, ze pomiar wspétczynnika zatamania
$wiatta jest lepszym sposobem kontroli jakosci roztworéw, np.
pozywek pomiaréw roztworéw buforowych przy seryjnym kontro-
lowanym dodawaniu drugiej substancji (np. Na,PO,) do roztworu
o ustalonym stezeniu substanciji (np. NaCl).

Pomiary refraktometrem on-line lepiej sprawdzajg si¢ ze wzgledu
na znacznie wigkszg liniowos¢ i precyzje, a takze nizsze poziomy
wykrywalnosci i ilosciowej oceny niz pomiary obecnie dostepnymi
urzadzeniami pomiarowymi, ktére mierza przewodnictwo, stezenie
osmotyczne i pH.

Wspétezynnik refrakeji wykazuje wicksza specyficznos¢ i znaczenie
przy pomiarach st¢zenia anionowych substancji rozpuszczonych w do-
wolnym buforze lub pozywce w poréwnaniu z przewodnoscia i pH.

Dla roztworéw zawierajacych jony dipolarne, pomiar pH
i przewodnosci nie dostarczy oczekiwanych wynikéw, gdyz
rozpuszczone substancje niejonowe nie zareaguja odpowiednio
na zwickszenie wzrostu ilosci substancji rozpuszczone;.

Wspétczynnik refrakcji sprawdza si¢ natomiast w takim przy-
padku bardzo dobrze ze wzgledu na precyzje, liniowos¢ i swoistosé
dla niejonowych roztworéw zawierajacych jony dipolarne. W zwiazku
z tym nadaje si¢ do kontroli jakosci wielu buforéw i pozywek do
hodowli komérkowych. Dodatkows jego zaleta jest, ze odbita od
powierzchni ptynu procesowego wigzka swiatta jest mato inwazyjna.

Powyzsze cechy pomiaréw refrakeji w czasie rzeczywistym
w trakcie produkeji moga mie¢ zastosowanie do monitorowania
fermentacji lub w trakcie oddzielania frakeji do pojemnikéw.
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Badania w czasie rzeczywistym na produkeji wspétczynnika
refrakcji moga znaczaco przyspieszy¢ decyzje o zwolnieniu do na-
stepnego etapu produkeji roztworéw i do potwierdzania zakoficzenia
proceséw rozpuszezania. Z wigkszg pewnoscig co do prawidiowej
jakosci pétproduktu lub jednosktadnikowego produktu mozna
usprawni¢ produkcje ptynnych postaci leczniczych.

Refraktometr on-line moze by¢ wykorzystywany do kontroli
rozpuszczania jednosktadnikowych roztworéw i zapobiegaé two-
rzeniu roztworéw przesyconych.

Wykorzystywanie go jest ograniczone w przypadku wielosktad-
nikowych mieszanin, poniewaz mierzy srednie st¢zenie wszystkich
substancji i nie ma mozliwosci okreslenia stezenia poszczegélnych
sktadnikéw w mieszaninie.

ToR jest zalezny od temperatury, tu jednak producenci urzadze-
nia wyposazyli nowe refraktometry we wbudowana kompensacje
temperatury w czasie rzeczywistym.

Nie nalezy tez sadzi¢, ze urzadzenie to wyeliminuje z monito-
rowania jakosci proceséw wytwarzania pomiary: pH, przewodnosci
czy osmolarnosci.

Wspétezynnik pH, pomimo ze jest mniej doktadnym parametrem,
stanowi jednak wlasciwos¢ fizyczng ptynéw, ktéra sama w sobie
bardzo istotnie wptywa na jakos¢ produktu ptynnego.

Przewodnictwo, jak i osmolarno$¢ moga bezposrednio wptywaé
na jakos¢ i wydajnos¢ produktu.

Przy roztworach réwnomolowych dwéch bardzo réznych substancji
zastosowanie tylko pomiaru osmolarnosci nie wykryje tej réznicy.
Dodanie pomiaru wspétezynnika refrakeji poprawi bezpieczenstwo
i utrzymanie jakosci oraz wydajnos¢ procesu wytwarzania.

Podsumowanie

Wiarto podczas okresowej lub ciagtej weryfikacji procesu oraz ana-
lizy odchyleri procesowych w ramach CAPA, czy w postepowaniu
doskonalgcym, uwzgledni¢ mozliwosci, jakie daje zastosowanie
pomiaréw in-line lub on-line wspétczynnika refrakeji w roztworach
dla zwigkszenia pewnosci, potwierdzenia jakosci wytwarzanych
produktéw przy jednoczesnym zapobieganiu tzw. bledom w trakcie
produkgji stanowigcym koszt i strate dla firmy. Oszczednosé czasu
przy uzyskiwaniu wiarygodnych danych o przebiegu procesu jest
niebagatelna. L]
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Mozemy sie uwolnié
od zmudnej walidacji
stabilnosci probek
w transporcie i podczas
analizy poprzez
wykonywanie pomiarow
iNn-line i on-line
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