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Wstep

Wielkos¢ czastek jest jednym z parametréw cha-
rakteryzujacych wytwarzany produkt, czesto de-
terminujacym jego stabilnos¢, wytrzymatose, czy
nawet aktywnos¢ chemiczng. Stabilnos¢ tego para-
metru w kolejnych szarzach wytwarzanego produktu
Swiadczy o powtarzalnosci procesu produkcyjne-
go, stad okreslanie wielkosci czastek jest jednym
z parametréw analiz kontroli jakosci. W przypadku
substancji farmaceutycznych istotne jest okresla-
nie na wczesnym etapie prac rozwojowych techno-
logii substancji i postaci leku nie tylko wielkosci, ale
rowniez ksztattu czastek, jako parametru majace-
go wptyw na dalsze etapy procesu produkcyjnego.
Farmakopea Europejska (Ph. Eur.) [1] i Amerykanska
(USP) [2] proponuja analize sitowa (rozdziat 2.9.38
[1] i rozdziat 786 [2]) oraz dyfrakcje laserowa (roz-
dziat 2.9.31 [1] i rozdziat 429 [2]), jako techniki wyko-
rzystywane do badania rozktadu wielkosci czastek.
Jednoczesnie Farmakopee wskazujg na koniecznosé
ogladu morfologicznego czastek i charakteryzowa-
nia ksztattu czastek nieregularnych (rozdziat 2.9.37
[1]i rozdziat 776 [2]). Parametr ten moze warunkowac
postep procesu technologicznego majac bezposred-
ni wptyw np. na sypkos¢ mieszaniny tabletkowej,
a w konsekwencji na uzyskanie statego, okreslone-
go sktadu formy leku. Okreslenie ksztattu czastek
dostarcza cennych informacji nie tylko z punktu wi-
dzenia rozwoju technologii, lecz réwniez warunkow
zwigzanych z procesem uwalniania substancji ak-
tywnej z leku, a co za tym idzie jej biodostepnosci.
Niejednokrotnie obserwowanie réznego ksztattu
czgstek w badanych szarzach substancji farmaceu-
tycznej sygnalizuje prawdopodobiefstwo wyste-
powania réznych form polimorficznych substancji,
krystalizujgcych w okreslonych uktadach krystalo-
graficznych, mogacych wykazywaé drastycznie inne

The application of automatic optical microscopy in pharmaceutical
analysiss Particle size is one of the parameters which has
determined the stability, resistance or even chemical activity of
manufactured product. This parameter could determine a progress
of pharmaceutical technology by influencing, for instance, on

flowability and as a consequence on the constitiution of drug product.

Nowadays, the most common technique used for the determination
of particle-size distribution is laser light diffraction. However, this
method has very important limit — is unable to recognize a particle
shape. The determination of particle shape provides information
important not only from technological point of view but also

for dissolution and bioavailability processes. Automatic optical
microscopy allows to generate information about each, individual
particle of tested sample and gives the opportunity for creation of
distribution graph of any morphological parameter. The application
of automatic optical microscopy for the optimalization of particle-
size distribution determination using laser light diffraction has been
presented.
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charakterystyki fizykochemiczne wptywajace na ich
stabilnos¢ i biodostepnosc.

Obecnie, dzieki mozliwosci pomiaru szerokiego
spektrum wielkosci czastek, automatyzacji czynia-
cej analize szybka i przyjazna dla operatora oraz ze
wzgledu na duzg ilos¢ przyrzadéw pomiarowych,
do okreslania rozktadu wielkosci czgstek powszech-
nie stosowana staje sie metoda dyfrakcji lasero-
wej. W 1999 r. zostat zdefiniowany miedzynarodowy
wz6r pomiaréw wielkosci czastek metodg dyfrak-
cji laserowej zawarty w normie ISO 13320-1 [3]. Ist-
nieje wiele teorii i modeli, ktére mozna wspotczesnie
stosowac do tego typu analiz. Jedna z najprostszych
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Rycina 1. Wykresy trendu: a) wptyw mocy mieszania i ultradzwiekéw na srednice

czgstek, b) wptyw mocy mieszania i ultradzwiekdéw na obskuracje.

Warunki eksperymentéw: 1. 0% us; 1015 rpm, 2. 0% us; 1400 rpm, 3. 0% us;
1750 rpm, 4. 0% us; 2100 rpm, 5. 1400 rpm; 25% us, 6. 1400 rpm; 50% us,

7.1400 rpm; 75% us, 8. 1400 rpm; 100% us, 9. 1400 rpm; 100% us

teorii wykorzystuje model Fraunhofera, ktéry pozwa-
la przewidzie¢ jak rozpraszane bedzie Swiatto wiaz-
ki laserowej skierowanej na stata nieprzezroczysta
tarczke o znanym rozmiarze. Teoria Mie, wykorzysty-
wana w najnowoczesniejszych urzadzeniach, pozwala
przewidzie¢ jak rozpraszane jest Swiatto przez czast-
ki kuliste wraz z okresleniem sposobu, w jaki Swiatto
przechodzi przez czastke lub jest przez nig absorbo-
wane. Teorie te bazujg na tym, ze jesli wiadomo jaka
jest wielkos¢ czastki i znane sg jej wspotczynniki za-
tamania swiatta i absorpcji, to mozna przewidzie¢
jak bedzie ona rozpraszata Swiatto. Kazda wielkos¢
czastek charakteryzuje sie innym wzorem rozprasza-
nia Swiatta. Metoda dyfrakcji laserowej ma jednak
ograniczenia niezwykle istotne z punktu widzenia
analizy farmaceutycznej — nie rozréznia ksztattu cza-
stek, dlatego coraz popularniejsza metoda stoso-
wang w badaniu substancji farmaceutycznych jest
automatyczna analiza mikroskopowa, dajaca mozli-
wos¢ okreslania nie tylko ksztattu czastek, ale row-
niez rozktadéw wielkosci czgstek w ujeciu ilosciowym
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i objetosciowym. Automatyczna analiza mikrosko-
powa jest narzedziem pozwalajagcym na charakte-
rystyke ksztattu kazdej pojedynczej czastki badanej
probki. Charakterystyka ksztattu uwzglednia m.in.
takie parametry, jak: dtugos¢, szerokos¢, srednica,
pole powierzchni, kolistos¢, wydtuzenie, zwartosg,
wypuktosé, objetosé. Automatyczny sposéb pomia-
ru pozwala na zgromadzenie informacji dotyczacych
morfologii czastek badanej populacji, ktérej liczeb-
nosc jest reprezentatywna i statystycznie znaczaca,
co pozwala na okreslanie rozktadéw definiowanych
parametréw. Uzyskanie rozktadow wielkosci czastek
w oparciu o ich liczbe, czyli przy zatozeniu, ze udziat
kazdej czastki w rozktadzie bedzie taki sam, pozwala
na wykrywanie niewielkich ilosci relatywnie matych
lub obcych czastek. Natomiast uzyskiwanie rozkta-
déw wielkosci czgstek bazujacych na objetosci, co
oznacza ze udziat kazdej czastki w rozktadzie jest pro-
porcjonalny do jej objetosci, podobnie jak w metodzie
dyfrakcji laserowej, umozliwia poréwnywanie rezul-
tatéw uzyskanych obiema metodami.

W pracy przedstawiono zastosowanie automatycz-
nej analizy mikroskopowej, jako narzedzia optymali-
zacji oznaczania rozktadu wielkosci czgstek substancji

farmaceutycznej metoda dyfrakcji laserowe;j.

Materiat i metody

Substancja farmaceutyczna Manus Aktteva MA-BO-79/7EZ003

Folia aluminiowa, 6 um Malvern MOR 4433

Woda destylowana IF -

Srodek powierzchniowo czynny INCO-Veritas  Ludwik / Z-43-B

Dyfrakcja laserowa

Mastersizer 2000 / Hydro

Aparat/przystawka dyspersyjna 20005 f Malvern

Ultradzwieki (us) 0-100%

Predkos¢ mieszania 1015-2500 rpm

Woda destylowana + srodek

Dyspergant powierzchniowo czynny
Czas pojedynczego pomiaru 5s
Czas pomiaru tta 105

Wspétczynnik refrakcji substancji

R 1,5
farmaceutycznej

Wspétczynnik refrakcji dysperganta 1,33

Wspoétczynnik absorpcji 0,01

Obskuracja 5-10%

Analiza mikroskopowa

Aparat/przystawka dyspersyjna Morphology G35 /DU, f

Malvern
Cisnienie 1 bar
Czas dyspersji 20ms
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Wyniki i omowienie

Jednym z kluczowych etapéw opracowywania
metody pomiaru rozktadu wielkosci czgstek metoda
dyfrakcji laserowej w dyspersji cieczowej jest uzy-
skanie stabilnej dyspersji zapewniajacej utrzymanie
pojedynczych rozdzielonych czastek, nie rozpusz-
czajacych ani nie aglomeryzujacych w dyspergancie.
Na rycinie 1a,b przedstawione sg wykresy trendéw
zmian $rednic czastek i obskuracji podczas opraco-
wywania metody. Kolejne serie pomiarowe uzyska-
no przy réznych predkosciach mieszania oraz réznej
mocy ultradZzwiekéw.

Przedstawione na rycinie 1 wykresy trendéw za-
réwno érednic czgstek, jak i obskuracji wskazuja
na generowanie stabilnej dyspersji probki w dwéch
przedziatach: przy mieszaniu prébki z predkoscia
od 1400 do 2100 obrotéw bez zastosowania ultra-
dzwiekéw oraz podczas stosowania ultradzwiekéw
(100%), przy optymalnym mieszaniu (1400 rpm).
Jednoczesénie linie trendu obserwowanych parame-
tréw zmieniaja sie w trakcie optymalizacji metody,
szczeg6lnie po zastosowaniu ultradzwiekéw. Ob-
serwowany jest wéwczas gwattowny spadek wiel-
kosci Srednic czastek, przy jednoczesnym wzroscie
obskuracji. Szczegblnie duze réznice obserwowane
sg dla wartosci d (0,9). Obserwacje te moga $wiad-
czy¢ zaréwno o skutecznej deaglomeryzacji czastek,
jak iich kruszeniu. Prawidtowa interpretacja obser-
wowanych zmian, warunkujaca opracowanie odpo-
wiedniej metody pomiarowej, wymaga wizualnego
ogladu badanej prébki. W tym celu wykorzystano
automatyczny analizator mikroskopowy. Dokona-
no ogladu substancji przed dyspersja (rycina 2), po
dyspersji powietrznej (rycina 3), w przygotowanej
dyspersji cieczowej bez i po zastosowaniu ultradz-
wiekéw (rycina 4 a,b).

Obserwacje mikroskopowe prébki wskazuja na
igtowaty ksztatt czastek (rycina 2). Ze wzgledu na
znaczne wydtuzenie czastki sg niezwykle kruche
i ulegaja zniszczeniu zaréwno podczas dyspersji po-
wietrznej (rycina 3), przy zastosowaniu minimalnej
mocy dyspersyjnej, jak i podczas stosowania ultra-
dzwiekow (rycina 4 b). Wyniki uzyskane na pod-
stawie automatycznej analizy obrazu potwierdzaja
numerycznie obserwacje mikroskopowe i pozwa-
lajg na poréwnanie rozktadéw wybranych parame-
tréow morfologicznych czastek badanej probki. Na
rycinie 5 przedstawiono poréwnanie rozktadéw
najbardziej charakterystycznego dla czastek igtowa-
tych parametru wydtuzenia dla prébki analizowanej
przed i po zastosowaniu ultradzwiekéw oraz dys-
pergowanej powietrznie. Obserwowane przesunie-
cie wykresow w kierunku nizszych wartosci (zakres
0-1, gdzie 1 odpowiada igle) wskazuje na zmiane
igtowatego ksztattu czastek na skutek ich krusze-
nia. Kruszenie czastek jest obserwowane zaréwno
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Rycina 2. Morfologiczny oglad substancji przed dyspersja

Rycina 3. Morfologiczny oglad substancji po dyspersji powietrznej (1bar/20 ms)

podczas stosowania ultradzwiekéw o réznej mocy,
jak i, cho¢ w mniejszym stopniu, podczas dysper-
sji powietrznej.

W tabeli 1 zamieszczono charakterystyczne
dane rozktadu wielkosci czastek otrzymane meto-
da dyfrakcji laserowej i automatycznej analizy mi-
kroskopowej.

Wyniki uzyskane na podstawie analizy obrazu
przedstawione w postaci rozktadéw stanowig punkt
odniesienia podczas opracowania metody dyfrak-
cji laserowej. Obserwowana jest dobra korelacja
uzyskanych wynikéw dla czastek prébki zdysper-
gowanej w aparacie Mastersizer z uzyciem ultra-
dzwiekdw, a nastepnie badanej obiema metodami.
Obserwowana korelacja wynika zaréwno z braku
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Tabela 1. Zestawienie parametréw objetosciowych rozktadow wielkosci czastek

Analiza mikroskopowa

Srednice czastek

Dyfrakcja laserowa

(1um) Dyspersja Dyspersja Dyspersja Dyspersja Bez us Dyspersja
powietrzna cieczowa bezus  cieczowa po us!  cieczowa po us? cieczowa po us?
d[o,1] 9 19 14 5 6 4
d[0,5] 18 34 23 10 19 10
d[0,9] 34 63 38 16 60 23

UltradZwieki - us;
Y Ptuczka ultradzwiekowa;

2100% ultradzwiekow w aparacie Mastersizer

réznic podczas przygotowania prébki do badan,
jak iz faktu, iz prébka jest maksymalnie pokruszo-
na, jednorodna i ksztattem bliska modelowi sta-
nowigcemu podstawe pomiaréw metoda dyfrakeji

‘ Ptuczka ultradZzwiekowa (15 min) i

laserowej. Dla czagstek otrzymanych w dyspersji cie-
czowej bez zastosowania ultradZwiekéw obserwo-
wane sg rozbieznosci wartosci srednic rozktadow
objetosciowych w zakresie czgstek matych, w sto-
sunku do ktérych rozktady objetosciowe sg mato
czute. Na obserwowane rozbieznosci wptywa réw-
niez sposéb przygotowania dyspersji: manualne
— bardzo delikatne rozmieszanie prébki analizowa-
nej mikroskopowo, mechaniczna — ciggta cyrkulacja
prébki podczas pomiaru metoda dyfrakeji lasero-
wej oraz niewrazliwo$¢ metody dyfrakcji laserowej
na polidyspersyjnos¢ prébki pod wzgledem ksztat-
tu czastek.

Podsumowanie

Zaréwno wtasciwe uzywanie przyrzadéw po-
miarowych, jak i wtasciwa interpretacja uzyskiwa-
nych wynikéw wymaga odpowiednio zdefiniowanej
metodologii badan. W przypadku oznaczen rozkta-
dow wielkosci czastek metoda dyfrakeji laserowej
niezbedne jest weryfikowanie otrzymanych rezul-
tatéw lub wstepne bazowanie na wynikach uzyski-
wanych metodami analizy mikroskopowej. W pracy

100% ultradzwiekéw Mastersizer '
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Rycina 4. a) morfologiczny oglad substancji w dyspersji cieczowej przygotowanej bez zastosowania ultradzwiekdw
b) morfologiczny oglad substancji w dyspersji cieczowej przygotowanej przy zastosowaniu ultradzwiekdw




wykazano jak znaczacy wptyw na uzyskiwane wy-
niki rozktadéw wielkosci czastek, niezwykle istot-
nej z punktu widzenia technologii farmaceutycznej,
ma prawidtowa optymalizacja metody dyfrakgji la-
serowej z uzyciem automatycznej analizy obrazu.
Interpretacja danych optymalizacyjnych bez analizy
mikroskopowej moze prowadzi¢ do btednego zdefi-
niowania metody, a tym samym generowania nie-
prawdziwych wynikéw.
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s Record 7: EZ-S-handl. po dysp. pow. area+conv+sol
s Record 30: EZ-S dyspersja cieczowa bez us-1+con+sol+area

= Record 26: EZ-5 handl-po LD+area+con+sol
s Record 35: EZ-S dyspersja cieczowa po us-1+con+sol+area

Rycina 5. Wptyw warunkéw dyspersji probki na rozktad morfologicznego
parametru wydtuzenia czastek. Linia czerwona: dyspersja powietrzna
(1 bar/20 ms). Linia zielona: dyspersja cieczowa 100% ultradzwiekow
Mastersizer. Linia brazowa: dyspersja cieczowa — ptuczka
ultradzwiekowa (15 min). Linia niebieska: dyspersja cieczowa bez
ultradzwiekéw
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