
Pr ac a  o ryg i n a l n a  •  a n a l i z a  fa r m aceut yc z n a

157Tom 66 · nr 3 · 2010

charakterystyki fizykochemiczne wpływające na ich 
stabilność i biodostępność.

Obecnie, dzięki możliwości pomiaru szerokiego 
spektrum wielkości cząstek, automatyzacji czynią-
cej analizę szybką i przyjazną dla operatora oraz ze 
względu na dużą ilość przyrządów pomiarowych, 
do określania rozkładu wielkości cząstek powszech-
nie stosowana staje się metoda dyfrakcji lasero-
wej. W 1999 r. został zdefiniowany międzynarodowy 
wzór pomiarów wielkości cząstek metodą dyfrak-
cji laserowej zawarty w normie ISO 13320-1 [3]. Ist-
nieje wiele teorii i modeli, które można współcześnie 
stosować do tego typu analiz. Jedna z najprostszych 

Wstęp

Wielkość cząstek jest jednym z parametrów cha-
rakteryzujących wytwarzany produkt, często de-
terminującym jego stabilność, wytrzymałość, czy 
nawet aktywność chemiczną. Stabilność tego para-
metru w kolejnych szarżach wytwarzanego produktu 
świadczy o powtarzalności procesu produkcyjne-
go, stąd określanie wielkości cząstek jest jednym 
z parametrów analiz kontroli jakości. W przypadku 
substancji farmaceutycznych istotne jest określa-
nie na wczesnym etapie prac rozwojowych techno-
logii substancji i postaci leku nie tylko wielkości, ale 
również kształtu cząstek, jako parametru mające-
go wpływ na dalsze etapy procesu produkcyjnego. 
Farmakopea Europejska (Ph. Eur.) [1] i Amerykańska 
(USP) [2] proponują analizę sitową (rozdział 2.9.38 
[1] i rozdział 786 [2]) oraz dyfrakcję laserową (roz-
dział 2.9.31 [1] i rozdział 429 [2]), jako techniki wyko-
rzystywane do badania rozkładu wielkości cząstek. 
Jednocześnie Farmakopee wskazują na konieczność 
oglądu morfologicznego cząstek i charakteryzowa-
nia kształtu cząstek nieregularnych (rozdział 2.9.37 
[1] i rozdział 776 [2]). Parametr ten może warunkować 
postęp procesu technologicznego mając bezpośred-
ni wpływ np. na sypkość mieszaniny tabletkowej, 
a w konsekwencji na uzyskanie stałego, określone-
go składu formy leku. Określenie kształtu cząstek 
dostarcza cennych informacji nie tylko z punktu wi-
dzenia rozwoju technologii, lecz również warunków 
związanych z procesem uwalniania substancji ak-
tywnej z leku, a co za tym idzie jej biodostępności. 
Niejednokrotnie obserwowanie różnego kształtu 
cząstek w badanych szarżach substancji farmaceu-
tycznej sygnalizuje prawdopodobieństwo wystę-
powania różnych form polimorficznych substancji, 
krystalizujących w określonych układach krystalo-
graficznych, mogących wykazywać drastycznie inne 
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teorii wykorzystuje model Fraunhofera, który pozwa-
la przewidzieć jak rozpraszane będzie światło wiąz-
ki laserowej skierowanej na stałą nieprzeźroczystą 
tarczkę o znanym rozmiarze. Teoria Mie, wykorzysty-
wana w najnowocześniejszych urządzeniach, pozwala 
przewidzieć jak rozpraszane jest światło przez cząst-
ki kuliste wraz z określeniem sposobu, w jaki światło 
przechodzi przez cząstkę lub jest przez nią absorbo-
wane. Teorie te bazują na tym, że jeśli wiadomo jaka 
jest wielkość cząstki i znane są jej współczynniki za-
łamania światła i absorpcji, to można przewidzieć 
jak będzie ona rozpraszała światło. Każda wielkość 
cząstek charakteryzuje się innym wzorem rozprasza-
nia światła. Metoda dyfrakcji laserowej ma jednak 
ograniczenia niezwykle istotne z punktu widzenia 
analizy farmaceutycznej – nie rozróżnia kształtu czą-
stek, dlatego coraz popularniejszą metodą stoso-
waną w badaniu substancji farmaceutycznych jest 
automatyczna analiza mikroskopowa, dająca możli-
wość określania nie tylko kształtu cząstek, ale rów-
nież rozkładów wielkości cząstek w ujęciu ilościowym 

i objętościowym. Automatyczna analiza mikrosko-
powa jest narzędziem pozwalającym na charakte-
rystykę kształtu każdej pojedynczej cząstki badanej 
próbki. Charakterystyka kształtu uwzględnia m.in. 
takie parametry, jak: długość, szerokość, średnica, 
pole powierzchni, kolistość, wydłużenie, zwartość, 
wypukłość, objętość. Automatyczny sposób pomia-
ru pozwala na zgromadzenie informacji dotyczących 
morfologii cząstek badanej populacji, której liczeb-
ność jest reprezentatywna i statystycznie znacząca, 
co pozwala na określanie rozkładów definiowanych 
parametrów. Uzyskanie rozkładów wielkości cząstek 
w oparciu o ich liczbę, czyli przy założeniu, że udział 
każdej cząstki w rozkładzie będzie taki sam, pozwala 
na wykrywanie niewielkich ilości relatywnie małych 
lub obcych cząstek. Natomiast uzyskiwanie rozkła-
dów wielkości cząstek bazujących na objętości, co 
oznacza że udział każdej cząstki w rozkładzie jest pro-
porcjonalny do jej objętości, podobnie jak w metodzie 
dyfrakcji laserowej, umożliwia porównywanie rezul-
tatów uzyskanych obiema metodami.

W pracy przedstawiono zastosowanie automatycz-
nej analizy mikroskopowej, jako narzędzia optymali-
zacji oznaczania rozkładu wielkości cząstek substancji 
farmaceutycznej metodą dyfrakcji laserowej.

materiał i metody

Materiał Producent Nazwa/seria

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

Folia aluminiowa, 6 μm Malvern MOR 4433

Woda destylowana IF –

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

Metody

Dyfrakcja laserowa

Aparat/przystawka dyspersyjna
Mastersizer 2000 / Hydro 
2000S f. Malvern

Ultradźwięki (us) 0–100%

Prędkość mieszania 1015–2500 rpm

Dyspergant
Woda destylowana + środek
powierzchniowo czynny

Czas pojedynczego pomiaru 5 s

Czas pomiaru tła 10 s

Współczynnik refrakcji substancji
farmaceutycznej

1,5

Współczynnik refrakcji dysperganta 1,33

Współczynnik absorpcji 0,01

Obskuracja 5–10%

Analiza mikroskopowa

Aparat/przystawka dyspersyjna
Morphology G3S / SDU, f. 
Malvern

Ciśnienie 1 bar

Czas dyspersji 20 ms
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Rycina 1. Wykresy trendu: a) wpływ mocy mieszania i ultradźwięków na średnice 

cząstek, b) wpływ mocy mieszania i ultradźwięków na obskurację.

Warunki eksperymentów: 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
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Wyniki i omówienie

Jednym z kluczowych etapów opracowywania 
metody pomiaru rozkładu wielkości cząstek metodą 
dyfrakcji laserowej w dyspersji cieczowej jest uzy-
skanie stabilnej dyspersji zapewniającej utrzymanie 
pojedynczych rozdzielonych cząstek, nie rozpusz-
czających ani nie aglomeryzujących w dyspergancie. 
Na rycinie 1a,b przedstawione są wykresy trendów 
zmian średnic cząstek i obskuracji podczas opraco-
wywania metody. Kolejne serie pomiarowe uzyska-
no przy różnych prędkościach mieszania oraz różnej 
mocy ultradźwięków.

Przedstawione na rycinie 1 wykresy trendów za-
równo średnic cząstek, jak i obskuracji wskazują 
na generowanie stabilnej dyspersji próbki w dwóch 
przedziałach: przy mieszaniu próbki z prędkością 
od 1400 do 2100 obrotów bez zastosowania ultra-
dźwięków oraz podczas stosowania ultradźwięków 
(100%), przy optymalnym mieszaniu (1400 rpm). 
Jednocześnie linie trendu obserwowanych parame-
trów zmieniają się w trakcie optymalizacji metody, 
szczególnie po zastosowaniu ultradźwięków. Ob-
serwowany jest wówczas gwałtowny spadek wiel-
kości średnic cząstek, przy jednoczesnym wzroście 
obskuracji. Szczególnie duże różnice obserwowane 
są dla wartości d (0,9). Obserwacje te mogą świad-
czyć zarówno o skutecznej deaglomeryzacji cząstek, 
jak i ich kruszeniu. Prawidłowa interpretacja obser-
wowanych zmian, warunkująca opracowanie odpo-
wiedniej metody pomiarowej, wymaga wizualnego 
oglądu badanej próbki. W tym celu wykorzystano 
automatyczny analizator mikroskopowy. Dokona-
no oglądu substancji przed dyspersją (rycina 2), po 
dyspersji powietrznej (rycina  3), w przygotowanej 
dyspersji cieczowej bez i po zastosowaniu ultradź-
więków (rycina 4 a,b).

Obserwacje mikroskopowe próbki wskazują na 
igłowaty kształt cząstek (rycina 2). Ze względu na 
znaczne wydłużenie cząstki są niezwykle kruche 
i ulegają zniszczeniu zarówno podczas dyspersji po-
wietrznej (rycina 3), przy zastosowaniu minimalnej 
mocy dyspersyjnej, jak i podczas stosowania ultra-
dźwięków (rycina 4 b). Wyniki uzyskane na pod-
stawie automatycznej analizy obrazu potwierdzają 
numerycznie obserwacje mikroskopowe i pozwa-
lają na porównanie rozkładów wybranych parame-
trów morfologicznych cząstek badanej próbki. Na 
rycinie  5 przedstawiono porównanie rozkładów 
najbardziej charakterystycznego dla cząstek igłowa-
tych parametru wydłużenia dla próbki analizowanej 
przed i po zastosowaniu ultradźwięków oraz dys-
pergowanej powietrznie. Obserwowane przesunię-
cie wykresów w kierunku niższych wartości (zakres 
0–1, gdzie 1 odpowiada igle) wskazuje na zmianę 
igłowatego kształtu cząstek na skutek ich krusze-
nia. Kruszenie cząstek jest obserwowane zarówno 

podczas stosowania ultradźwięków o różnej mocy, 
jak i, choć w mniejszym stopniu, podczas dysper-
sji powietrznej.

W tabeli 1 zamieszczono charakterystyczne 
dane rozkładu wielkości cząstek otrzymane meto-
dą dyfrakcji laserowej i automatycznej analizy mi-
kroskopowej.

Wyniki uzyskane na podstawie analizy obrazu 
przedstawione w postaci rozkładów stanowią punkt 
odniesienia podczas opracowania metody dyfrak-
cji laserowej. Obserwowana jest dobra korelacja 
uzyskanych wyników dla cząstek próbki zdysper-
gowanej w aparacie Mastersizer z użyciem ultra-
dźwięków, a następnie badanej obiema metodami. 
Obserwowana korelacja wynika zarówno z braku 

Rycina 2. Morfologiczny ogląd substancji przed dyspersją

Rycina 3. Morfologiczny ogląd substancji po dyspersji powietrznej (1bar/20 ms)
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różnic podczas przygotowania próbki do badań, 
jak i z faktu, iż próbka jest maksymalnie pokruszo-
na, jednorodna i kształtem bliska modelowi sta-
nowiącemu podstawę pomiarów metodą dyfrakcji 

Tabela 1. Zestawienie parametrów objętościowych rozkładów wielkości cząstek

laserowej. Dla cząstek otrzymanych w dyspersji cie-
czowej bez zastosowania ultradźwięków obserwo-
wane są rozbieżności wartości średnic rozkładów 
objętościowych w zakresie cząstek małych, w sto-
sunku do których rozkłady objętościowe są mało 
czułe. Na obserwowane rozbieżności wpływa rów-
nież sposób przygotowania dyspersji: manualne 
– bardzo delikatne rozmieszanie próbki analizowa-
nej mikroskopowo, mechaniczna – ciągła cyrkulacja 
próbki podczas pomiaru metodą dyfrakcji lasero-
wej oraz niewrażliwość metody dyfrakcji laserowej 
na  polidyspersyjność próbki pod względem kształ-
tu cząstek.

Podsumowanie

Zarówno właściwe używanie przyrządów po-
miarowych, jak i właściwa interpretacja uzyskiwa-
nych wyników wymaga odpowiednio zdefiniowanej 
metodologii badań. W przypadku oznaczeń rozkła-
dów wielkości cząstek metodą dyfrakcji laserowej 
niezbędne jest weryfikowanie otrzymanych rezul-
tatów lub wstępne bazowanie na wynikach uzyski-
wanych metodami analizy mikroskopowej. W pracy 

Średnice cząstek  
(μm)

Analiza mikroskopowa Dyfrakcja laserowa

Dyspersja 
powietrzna

Dyspersja 
cieczowa bez us

Dyspersja 
cieczowa po us1)

Dyspersja 
cieczowa po us2) Bez us

Dyspersja 
cieczowa po us2)

d [0,1] 9 19 14 5 6  4

d [0,5] 18 34 23 10 19  10

d [0,9] 34 63 38 16 60  23

Ultradźwięki – us; 
1) Płuczka ultradźwiękowa; 
2) 100% ultradźwięków w aparacie Mastersizer

Rycina 4. a) morfologiczny ogląd substancji w dyspersji cieczowej przygotowanej bez zastosowania ultradźwięków
b) morfologiczny ogląd substancji w dyspersji cieczowej przygotowanej przy zastosowaniu ultradźwięków

A

B Płuczka ultradźwiękowa (15 min) 100% ultradźwięków Mastersizer
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wykazano jak znaczący wpływ na uzyskiwane wy-
niki rozkładów wielkości cząstek, niezwykle istot-
nej z punktu widzenia technologii farmaceutycznej, 
ma prawidłowa optymalizacja metody dyfrakcji la-
serowej z użyciem automatycznej analizy obrazu. 
Interpretacja danych optymalizacyjnych bez analizy 
mikroskopowej może prowadzić do błędnego zdefi-
niowania metody, a tym samym generowania nie-
prawdziwych wyników.
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– Laser diffraction methods.
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Rycina 5. Wpływ warunków dyspersji próbki na rozkład morfologicznego 
parametru wydłużenia cząstek. Linia czerwona: dyspersja powietrzna 
(1 bar/20 ms). Linia zielona: dyspersja cieczowa 100% ultradźwięków 
Mastersizer. Linia brązowa: dyspersja cieczowa – płuczka 
ultradźwiękowa (15 min). Linia niebieska: dyspersja cieczowa bez 
ultradźwięków


