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Povzetek

Velikost in porazdelitev velikosti delcev zdravilne uc¢inkovine in pomoznih snovi je ena od
klju¢nih fizikalnih lastnosti v Stevilnih fazah razvoja zdravila, zato je izredno pomembno, da
je izmerjena velikost delcev pravilna Ze od samega zaCetka razvoja zdravila, posebej v
primeru razvoja trdnih farmacevtskih oblik.

Vrednotenje velikosti delcev je moc¢no odvisno od oblike delcev, zato smo v okviru
magistrske naloge ovrednotili vpliv poglavitnih parametrov oblike na rezultate velikosti in
porazdelitve velikosti delcev pridobljenih na osnovi laserske difrakcije (LD). Metoda LD
namre¢ temelji na predpostavki, da so merjeni delci kroglasti in nam poda premer hipoteti¢ne
krogle, ki ima enak volumen kot izmerjeni delec. Ker pa imamo v farmacevtski industriji
praviloma opravka z delci nekroglastih oblik, smo se v nalogi osredotocili na raziskovanje
vpliva razli¢nih oblik delcev (palcke, piramide, nepravilne plosCice, pal¢ke/ploscice, krogle)
na rezultate LD. Vsakemu posameznemu vzorcu smo dolocili velikost z LD ter parametre
oblike (tudi velikost) s pomocjo slikovne analize (IA).

Na osnovi dobljenih rezultatov smo ugotovili, da so pricakovano najve¢je razlike med
rezultati LD in 1A kazejo v primeru palicastih delcev (ve¢modalnost pri LD zaradi
preferencne orientacije palck), ki so po obliki najbolj razli¢ni od idealne krogle. Torej bolj kot
se oblika priblizuje obliki krogle, manjSe so razlike med rezultati LD in 1A, z izjemo primera
delcev v obliki piramid, kjer smo pri¢akovali boljse ujemanje rezultatov LD in IA. Rezultate
pridobljene z razli¢nima tehnikama, smo razlozili na osnovi razlik v nainu merjenja, saj gre
pri LD za 3D analizo v preto¢ni celici in so posledi¢no izmerjene vse dimenzije piramid, kar
doprinese k visjim rezultatom LD. Pri 1A pa gre za staticno 2D analizo, pri kateri se delci
preferen¢no orientirajo pri nanosu vzorca na objektno steklo. Najmanj$o stopnjo napake pri
obeh tehnikah smo pri¢akovano dosegli pri delcih kroglastih oblik. Rezultati vecine
parametrov LD so vi$ji od rezultatov IA, kar pripisujemo dejstvu, da gre pri LD za volumsko
podajanje rezultatov, kjer imajo veliki delci vecji vpliv na kon¢ni rezultat.

Pridobljene ugotovitve rezultatov magistrskega dela so Ze znane in opisane v Stevilni
literaturi, vendar vecina temelji na modelih ali standardih s to¢no doloCeno velikostjo in
definirano obliko, zato so naSe ugotovitve na realnih vzorcih nepravilnih oblik toliko bolj
pomembne in uporabne pri vsakdanjem delu v laboratoriju, saj nam bodo v pomo¢ pri
interpretaciji rezultatov pri vsakodnevnih analizah velikosti delcev tako v razvoju kot kontroli

kakovosti.




Klju¢ne besede: velikost delcev, porazdelitev velikosti delcev, laserska difrakcija, oblika

delcev, slikovna analiza

Key words: particle size, particle size distribution, laser diffraction, particle shape, image

analysis

Abstract

Particle size and particle size distribution of the active substance and excipients is one of the
key physical properties in a number of stages of drug development and it is extremely
important that the particle size is correctly measured already in the early stages of product
development, especially when we are developing solid pharmaceutical forms.

Evaluation of the particle size is strongly dependent on the shape of the particles, so in the
context of this master's thesis we have evaluated the influence of the main particle shape
parameters on the results of particle size and particle size distribution obtained by laser
diffraction (LD).

LD method is based on the assumption that all measured particles are spherical and provides
us with the diameter of a hypothetical sphere having the same volume as the measured
particle. In the pharmaceutical industry we are usually dealing with non-spherical particles,
however we have focused on the research of different particle shapes (rods, pyramids,
irregular plates, rods/plates, spheres) and their influence on the results of LD. We have
determined particle size by LD and shape parameters (and size) by image analysis (1A) for
each individual sample.

Based on the results we have come to the conclusion that the expected maximum difference
between the results of the LD and IA is expressed in the case of the rod-like particles
(multimodality in the LD because of the preferential orientation of rod-like particles), which
differ the most from the shape of an ideal sphere. Therefore, more the shape of a sample is
similar to the sphere, smaller the difference between the results of LD and IA, with the
exception of pyramids, where we expect better comparability between LD and IA results. The
results obtained by different techniques are explained on the basis of differences in the
method of measurement. Since LD is a 3D analysis and the instrument measures all directions
of the particles in the flow cell whereas IA is a static 2D analysis, where the particles orient
themselves in one preferred direction when applied on a glass slide, the results even by LD
are higher and show broader distribution. The minimum rate of error in both techniques
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achieved in the case of the spherical particles as expected. The results of the majority of LD
parameters were found to be higher than the results provided by IA, which we have attributed
to the fact that result of LD are based on volume, where large particles have greater influence
on the final result.

Similar conclusions are already known and described in many literatures, but most are based
on models or standards with the precisely defined size and shape. Our research on the real
particle samples of with irregular shapes will be useful in everyday work in the laboratory,
because they will help interpreting the results of particle size on a daily basis in both

pharmaceutical development and also the quality control laboratories.
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Seznam okrajSav

PSD
LD
1A
2D
3D
TH
Sbu
SEM
uz
AR
CED
BG
RI

rpm
QAS

Porazdelitev velikosti delcev (»Particle size distribution«)
Laserska difrakcija (»Laser diffraction«)

Slikovna analiza (»Image analysis«)

Dvodimenzionalna slika delcev

Tridimenzionalna slika delcev

Meja detekcije (»Treshold limit«)

Disperzna enota za suh nac¢in merjenja (»Sample dispersion unit«)
Vrstiéni elektronski mikroskop (»Scanning electron microscopy«)
Ultrazvocna obdelava

Razmerje stranic: Sirina/dolzina (»Aspect ratio«)

Ekvivalentni premer kroga (»Circle Equivalent Diameter«)
Ozadje (»Background«)

Refrakeijski indeks ali lomni koli¢nik

Absorbcija ali navidezni refrakcijski indeks snovi iz katere so delci
vzorca

Obratov na minuto (»Rounds per minute«)

»Quality Audit Standard«
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1. UVOD

1.1.VELIKOST DELCEV

Velikost delcev je v farmacevtski industriji ena izmed najpomembne;jsih fizikalnih lastnosti
prahov in je pogosto kriticen parameter v $tevilnih fazah razvoja in proizvodnje farmacevtskih
izdelkov, saj ima lahko odlo¢ilen vpliv na tehnologijo izdelave (npr. preto¢ne lastnosti),
stabilnost zdravilnih u¢inkovin in izdelkov, enakomernost vsebnosti ter hitrost raztapljanja in
posledi¢no biolosko ucinkovitost predvsem trdnih farmacevtskih oblik.

Merjenje velikosti in porazdelitve velikosti delcev ter razumevanje njihovega vpliva na
lastnosti kon¢nih izdelkov je lahko kljuénega pomena tudi na Stevilnih drugih podrocjih in ni
povezana samo z izzivi v farmacevtski industriji. Od velikosti delcev je namre¢ lahko odvisen
npr. videz in sijaj barve, aroma kakava v prahu, odbojnost avtocestnih barv, stopnja

hidratacije in trdnost cementa, itd (1).

1.1.1. Dolo¢itev velikosti delcev

Ker so delci tridimenzionalnih oblik, je njihovo velikost zelo tezko opisati z enim podatkom
oz. parametrom. V primeru kroglastih oblik delcev, kjer so vse dimenzije v vseh prostorskih
smereh identi¢ne pa lahko velikost opis§emo samo z navedbo enega podatka, t.j. premera. V
realnosti imamo opravka predvsem z nepravilnimi oblikami delcev, za katere obstaja vec
nac¢inov podajanja njihove velikosti, zato je potrebno vedno navesti tudi kateri parameter smo
merili in s katero analizno tehniko. Za zagotovitev popolnega opisa realnih delcev je potrebno
podati vsaj tri parametre (dolzina, debelina/Sirina in visina). Kljub opaznemu velikemu
razvoju na podroc¢ju analiznih tehnik za vrednotenje velikosti delcev, zal Se vedno nimamo na
razpolago univerzalne analizne tehnike, ki bi lahko podala tako natan¢en opis velikosti delca,
t.J. vse tri parametre z realnimi vrednostmi (1, 2, 3, 4).
Klasi¢ne analizne tehnike za doloc¢evanje porazdelitve velikosti delcev se med seboj
razlikujejo tako v merjenih parametrih (dolzina, volumen, masa,..), kot tudi naCinu prikaza
rezultatov (Steviléna, volumska 0z. masna porazdelitev,...) (3, 5).
V primeru dvodimenzionalne projekcije (mikroskopska analiza) lahko izmerimo (Slika 1):

e Feretov premer — razdalja med imaginarnima paralelnima tangentama na naklju¢no

orientiran delec in pravokotno na okularno skalo,




UvoD

Martinov premer — premer delca na mestu, ki deli naklju¢no orientiran delce na dve
enaki projicirani povrsini,

Premer projicirane povrSine (»Projected area diameter«) — premer kroga, ki ima enako
projicirano povrsino kot izmerjen delec,

Dolzin0 — najdaljSa razdalja med dvema koncema delca, orientiranega paralelno z
okularno skalo,

Sirino— najdalj$a razdalja delca, merjenega pravokotno na dolzino (6, 7).

Len -

| === Feretov premer

Martinov premer
m—— Premer projicirane povrsine

Najvecja horizontalna Sirina

Sirina

Slika 1: Shematicni prikaz nekaterih parametrov velikosti delcev (slika prirejena po 6)

Vecina analiznih metod za dolo¢evanje velikosti delcev temelji na poenostavljenem modelu,

ki predvideva, da so merjeni delci kroglasti. Velikost delca je v tem primeru doloc¢ena S

premerom ekvivalentne krogle, ki ima enako lastnost (volumen, maso, povrsino,...) kot

dejanski merjeni delec. Zavedati se moramo, da razli¢ne tehnike merjenja uporabljajo razli¢ne

modele ekvivalentnih krogel, zato se tudi rezultati med tehnikami razlikujejo. Slika 2

prikazuje na¢in kako aproksimacija 0z. priblizek ekvivalentne krogle deluje za delec

nepravilne oblike, kjer je premer odvisen od izmerjenega parametra z izbrano tehniko.

Aproksimacija ekvivalentih krogel prikazanih z razlicnimi tehnikami potrjuje, da standardna

velikost ne obstaja, temvec je rezultat vedno relativen, odvisen od izbrane analizne metode (2,

8).

Krogla enake minimalne
dolzine
Krogla enake

: d "
maksimalne E Krogla enake mase
dolzine \‘ "

" Krogla enakega volumna

Krogla z enako stopnjo * G

sedimentacije
w ‘ Krogla enake povrsine

Krogla z enako odprtino sita

Slika 2: Prikazani koncepti ekvivalentnih krogel z razlicnimi tehnikami (slika prirejena po 2)




UvoD

Omenjeni koncept ekvivalentne krogle za analizo palicastih delcev sicer ni najbolj primeren,
primernejSa bi bila primerna aproksimacija na cilindricne delce, kar prikazuje slika 3. V
primeru palicastega delca ima po volumnu enaka krogla volumski premer 198um, kar seveda
ni ravno natancen opis prave dimenzije. Lahko pa delec opisemo tudi kot cilinder z enakim
volumnom, ki ima dolzino 360um in $irino 120um. Slednji pristop bolj natan¢no opise
velikost delca in zagotavlja bistveno boljse razumevanje obnasanja tak$nih delcev npr. med
postopki kristalizacije in izolacije, tehnoloskimi procesi izdelave trdnih farmacevtskih oblik

(FO) oz. rokovanjem (3).

360pm
I ]
i i

Slika 3: Prikaz cilindra in krogle z enakim volumnom za palicasti delec (slika povzeta po 4)

1.1.2. Podajanje rezultatov

Delci so v nekem materialu obi¢ajno prisotni v vec¢jih populacijah, zato je smotrno podati
povprecno velikost (premer) in opisati porazdelitev velikosti okoli tega povprecja, torej ostale

parametre porazdelitve velikosti delcev (D1g, Dsg, Dgo, Sirina distribucije).

Porazdelitev velikosti delcev (PSD) je lahko predstavljena na razlicne nacine in je odvisna od
principa merjenja (tehnike), ki se uporablja. Izra¢una se lahko na osnovi Stevilnih modelov,
najbolj pogosti sta Steviléna in volumska/masna porazdelitev.
Porazdelitev je statisti¢no ovrednotena z naslednjimi parametri:

e Povprecje (»mean«) — povprecna velikost populacije

e Sredina (»mediana«) — velikost, kjer je 50% populacije nad/pod to vrednostjo

e NajpogostejSa vrednost ali najvisja tocka frekvencne porazdelitve (»mode«) (3, 8).
Predvsem pri volumski porazdelitvi velikosti delcev, ki je znacilna za lasersko difrakcijo,
pogosto izrazamo porazdelitev velikosti delcev v delezih od celotnega volumna vzorca:

e Djpali Dy1- 10% delcev manjsih od doloc¢ene vrednosti

e Dgp ali Dygs (»mediana«) - 50% populacije nad/pod dolo¢eno vrednostjo

e Dy ali Dygg- 90% delcev manjsih od dolo¢ene vrednosti
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Znanih je ve¢ razli¢nih nainov podajanja povprecnih velikosti delcev (»mean«), Ki so
odvisne od uporabljenega nacina merjenja delcev 0z. analizne tehnike. Najpogosteje so v
literaturi uporabljeni naslednji nacini podajanja povpre¢ne velikosti delcev, ¢e si
predstavljamo sistem s 3 delci (kroglicami) katerih premeri znasajo 1, 2 in 3 enote (9):

e DJ[1,0] — Steviléni povprecni premer (»number length mean«): imenovan tudi
aritmeti¢na sredina, Ki je pomemben pri aplikacijah Stetja delcev (npr. slikovna
analiza). lzracunamo ga iz vsote vseh izmerjenih premerov, ki jo delimo s celotnim
stevilom vrednotenih delcev v preiskovanem vzorcu - enac¢ba 1:

11243 ppp. 20
J { 1/
n...Stevilo delcev

d...premer

e DJ[3,2] — povrsinski povpreéni premer (»surface area moment mean«): najbolj
relevanten npr. pri vrednotenju raztapljanja zdravilnih u¢inkovin iz trdnih FO, ki je

odvisno od specifiéne povrsine delcev in najbolj obcutljiv na prisotnost finih delcev v

vzorcu. IzraCuna se tako, da vsoto premerov na tretjo potenco delimo z vsoto

premerov na drugo potenco - enacba 2:

3 a3, 3
ppg)= 8 ggp A0
]2+2

e y
d...premer
e D[4,3] — volumski povpreéni premer delcev (»volume moment mean«): najbolj
obcutljiv na prisotnost velikih delcev. Izracuna se tako, da vsoto premerov na Cetrto
potenco delimo z vsoto premerov na tretjo in drugo potenco — enacba 3:
oug- Le2est gy Id
Pr 24 3 Wk
13/
d... premer
Na vrednost povrsinskega in volumskega povprec¢nega premera ne vpliva dejansko stevilo
analiziranih delcev. Gre le za center gostote porazdelitve posameznih distribucij, ki nakazuje

okrog katere centralne tocke neke frekvence (t.j. povrSine ali volumna) se bodo vrednosti

gibale. Podrobna razlaga povprecij (enacb) je opisana v literaturi, navedeni pod 8 in 9.
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1.1.3.  Steviléna in volumska porazdelitev velikosti delcev

Steviléna porazdelitev velikosti delcev je znacilna za metode pri katerih dolo¢imo velikost na
osnovi Stetja, kot je npr. slikovna analiza, pri ¢emer ima vsak delec enak prispevek k
porazdelitvi ne glede na njegovo velikost, pri tehnikah, ki podajajo volumsko porazdelitev pa
temu ni tako. Na sliki 4 je za ponazoritev razlik med $teviléno in volumsko PSD prikazanih
devet kroglastih delcev, od katerih so po trije velikosti 1um, 2um in 3um. Pri $teviléni PSD je
razvidno, da vsaka velikost prispeva tretjino celotne PSD. Ce pa te iste rezultate pretvorimo v
volumsko distribucijo (LD) bodo 75% celotnega volumna predstavljali 3um delci in manj kot
3% 1um delci. Torej pri volumski porazdelitvi glavnino porazdelitve predstavljajo najvecji
delci (1).

000 = :.
D - um
VOLUME = 0.52pm =

% BY VOLUME = 0.52/18.8 = 28%

@

gll\“

O = Zpum
WOLUME = 4.24m 0

% BY VOLUME = 4.2/12.8 - 22% Tpm Zprn

o O O Steviléna PSD

D =3pm
VOLUME = 14.1pm
% BY VOLUME - 14.1/12.8 - 75%

TOTAL VOLUME
0.6244.2414.1 = 18.8pm

588883
HRERER

o B

Tpm Zum Bm

Volumska PSD

Delci velikosti 1, 2 in 3 pm

Slika 4: Ponazoritev Steviléne vs. volumske PSD (slika povzeta po 1)

e Pretvorba rezultatov med Steviléno in volumsko porazdelitvijo

Rezultati iz sistema, ki temelji na $tevilénem modelu, kot je slikovna analiza, konstruirajo
Steviléno PSD, rezultati LD pa preko opticno matemati¢nega modela volumsko PSD. Na
osnovi matematicnih modelov je mogocCa pretvorba rezultatov iz Stevilcne v volumsko
porazdelitev in obratno. Vendar pri tem prihaja do napak, in sicer so te najvecje pri pretvorbi
iz Stevilcne v volumsko porazdelitev, saj se premer delcev spremeni na tretjo potenco.

Na primer, ¢e merimo z LD fizikalno-kemijsko stabilen vzorec, ki se ne raztaplja, nabreka ali
aglomerira, v disperznem mediju preto¢ne celice, je ponovljivost povpreCnega premera
+0,5%. Ce ta premer pretvorimo v $teviléni premer je napaka tega premera kubi¢ni koren

vrednosti 0,5%. V praksi to pomeni, da ima npr. kadar uporabljamo mikroskopsko analizo za




UvoD

dolo¢itev volumske PSD, neupostevanje enega 10um delca enak u¢inek kot neupostevanje

tiso¢ 1um delcev (10).

1.1.4. Dolo¢itev velikosti delcev z metodo laserske difrakcije

Laserska difrakcija (LD) je danes Siroko uporabljena metoda za dolo¢evanje velikosti delcev
in omogoca merjenje velikosti delcev v razli¢nih fizikalnih stanjih (praski, prsila, suspenzije,
emulzije) odvisno od uporabljene opreme. Primerna je za merjenje Sirokega razpona velikosti
delcev (0,02-3500pum) in majhnih koli¢in vzorca (nekaj mg do g). Analize so hitre in dajejo
ponovljive rezultate. InStrumenti omogocajo merjenje samih praskastih substanc v toku zraka
(»dry« metoda) ali substanc dispergiranih v vodnih in nevodnih medijih oz. topilih (»wet«
metoda). Sistem klasi¢nega instrumenta sestavlja (Slika 5):

- laser kot izvor monokromatske svetlobe (rde¢a He-Ne svetloba z A =638 nm za delce >
1um in modra svetloba z A =466 nm za delce manjSe od 1pum)

- pretocna celica (enota za pripravo vzorca), kjer skozi vzorec potuje laserski zarek

- sistem optike ter detektor - ploséica iz svetlobno obcutljivega silicija na kateri je ve¢ manjsih
detektorjev (optimalno od 16 do 32), ki pretvori svetlobni signal v elektricnega. Z vecjim
Stevilom detektorjev, se natan¢nost ne poveca.

- osrednji (centralni) detektor, ki na podlagi razlike med izmerjeno najvecjo intenziteto
laserskega zarka in intenziteto svetlobe, ki so jo sipali delci, izra¢una opti¢no koncentracijo

delcev (»obscuration«) (11).

Detektorji
Izvor modre svetlobe  Pretoc¢na celica
N e T rani Osrednji detektor
Laserskardeca
svetloba (He-Ne)
Detektorji

Detektorja ozadja
Slika 5: Shema instrumenta LD (slika prirejena 11)

e Osnove delovanja instrumentov laserske difrakcije

Osnovni princip merjenja velikosti delcev z LD temelji na predpostavki, da so delci kroglasti.
Pri LD se vpadni zarek valovne dolzine 638nm (rdeca svetloba) 0z. 466nm (modra svetloba)
na povrsini delca razprsi pod razli¢nimi koti. Pri ve¢jih delcih je kot sipanja manjsi, medtem
ko je pri manjsih laserska svetloba bolj razprsena (vecji koti, manjSa intenziteta svetlobe)
(12). Sipanje svetlobe pri nizji valovni dolzini je bolj intenzivno kot pri visji, saj je intenziteta

sipane svetlobe premo sorazmerna s Sesto potenco velikosti delca in obratno sorazmerna s
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Cetrto potenco valovne dolzine (13). RazprSeni vzorci svetlobe, ki jih zaznajo detektorji se
nato preko opti¢no-matemati¢nega modela pretvorijo v volumsko porazdelitev (12).

Novejsi inStrumenti so zasnovani na Mie teoriji, ki v primerjavi S starejSo Frauenhoferjevo
teorijo bolj natan¢no opisuje interakcijo med elektromagnetnim valovanjem in snovjo. Ta
predpostavlja, da so delci kroglasti, homogeni in imajo premer priblizno enak valovni dolzini
rdeCe in modre svetlobe, lahko so transparenti ali neprozorni. Pri tej metodi je potrebno
poznati opti¢ne lastnosti medija in merjene substance, saj je od njih odvisna intenziteta
razprSene laserske svetlobe. Mie teorija opisuje tudi kako absorpcijska lastnost delca vpliva na
koli¢ino svetlobe, ki prehaja skozi delec, se bodisi absorbira ali odbija od njega. Instrumenti,
ki delujejo na osnovi algoritma temeljecega na Mie teoriji, so primerni za karakterizacijo vseh
delcev znotraj merilnega obmocja. Starejsa Frauenhoferjeva teorija, ki je primerna za
merjenje delcev s premerom nad 50um pa predpostavlja, da so delci vecji od valovne dolzine
svetlobe ter da so neprozorni diski, Kjer ni potrebno poznati lomnih koli¢nikov. Danes sta
sicer oba modela v uporabi, vendar ISO standard (1SO13320) priznava le metode, ki delujejo
na osnovi algoritmov temelje¢ih na Mie teoriji (14).

Kot vsaka druga analizna tehnika pa ima tudi LD svoje omejitve. Pri analizi velikosti in
porazdelitve velikosti delcev je za zagotovitev kakovostnih rezultatov zelo pomembno, da je
vzorcenje vzorca za analizo reprezentativno, kar je opazno predvsem pri vzorcih, ki vsebujejo
delce ve¢je od 70 mikronov. Veéji delci namre¢ zavzamejo vecji volumen Vv primerjavi z
manj$imi (en 100pm delec zavzame enak volumen kot milijon 1um delcev in tako poda enak
odziv na detektorju), kar ima lahko za posledico velika odstopanja v rezultatih. (15).

Na kon¢ni, toen rezultat pa odlocilno vpliva tudi ustrezna izbira disperznega medija in
koncentracije vzorca oz. merjenih trdnih delcev v disperznem mediju. Pri t.i. »mokrih«
metodah je kljuéna izbira optimalnega medija/topila, v katerem delci dispergirane substance
ne smejo med analizo spreminjati svoje primarne oblike (prekristalizacija, raztapljanje,
obarjanje, idr.). Pomembna je tudi koncentracija vzorca, ki ne sme biti previsoka, da med
meritvijo ne pride do mnogoternega razprsevanja svetlobe (»multiple scattering«), kar ima za
posledico lazen pomik rezultatov k nizjim vrednostim (16).

Merilni instrumenti temelje¢i na LD razlicnih proizvajalcev in tudi inStrumenti istega
proizvajalca razli¢nih generacij se med seboj razlikujejo predvsem v samih pretvorbenih
algoritmih ter konfiguracijah detektorjev. Prav te razlike pa lahko bistveno vplivajo na kon¢ni
rezultat. Razlike pa se kazejo tudi v primerjavi glede na rezultate metod, ki temeljijo na

drugih principih npr. Coulterjev Stevec, sejalna analiza, idr. (17).
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1.2.0BLIKA DELCEV

Kot kriti¢en parameter je pri razvoju in proizvodnji farmacevtskih izdelkov SirSe priznana
predvsem velikost delcev, vendar je v zadnjih letih, s prihodom hitrih analiznih tehnik z
zanesljivejso tehnologijo vrednotenja, tudi oblika delcev prevzela enakovreden pomen.

V dolocenih situacijah nam zgolj analiza velikosti delcev sicer zadostuje, vendar nam pogosto
poznavanje samo tega parametra ni dovolj in je potrebna Se natan¢nej$a analiza definicija
oblike delcev. Zaradi razlicne oblike se material lahko povsem drugace obnasa med
tehnoloskim procesom (npr. razli¢na pretocnost, stisljivost, abrazivne karakteristike, itd.) ali
raztapljanjem zaradi razli¢ne pogostnosti izkazovanja bolj ali manj polarnih kristalnih ploskev
(18).

Pravilno nekroglasto obliko delcev lahko podamo po USP definiciji z izrazi kot so: stebri,
kosmici, ploscice, letve. Posamezne pravilne oblike so kot take redko prisotne v realnih
vzorcih, pogosteje se pojavljajo npr. v kompleksnih strukturah (v obliki agregatov,
aglomeratov, konglomeratov, sferulitov), zato je pri opisu realnih vzorcev potrebno navesti
¢im ve¢ parametrov oblike. Lahko jih opiSemo tudi po videzu robov (oglati, zaokrozeni,
gladki, ostri) in povrsine (razpokana, gladka, porozna, groba) (4), saj so vse tocke na delcih
odgovorne za njihovo obnasanje predvsem tekom tehnoloskih faz razvoja zdravila.

Videz oz. obliko in tudi velikost delcev lahko dolo¢imo z razliénimi tehnikami mikroskopije
(opticni mikroskop, vrsti¢ni elektronski mikroskop, avtomatski mikroskop — slikovna

analiza).

1.2.1. Dolocitev oblike delcev z opti¢nim mikroskopom

Opti¢na mikroskopija je zelo uporabna, hitra ter relativno cenena metoda in je primerna
za karakterizacijo delcev ve¢jih od 1um. Spodnjo mejo doloca valovna dolzina svetlobe,
zgornja meja pa je manj definirana (6). Prakti¢no se uporablja vedno vzporedno z
metodo laserske difrakcije, saj nam omogoca razlikovanje med razliénimi oblikami
delcev ter med primarnimi delci in morebitno prisotnimi aglomerati v analiziranem

vzorcu. Metoda laserske difrakcije namrec teh razlik ne zazna.

1.2.2. Dolo¢itev oblike delcev z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom

Vse vrste elektronskih mikroskopov za opazovanje strukture in sestave vzorca uporabljajo
fokusiran elektronski snop. Delovanje elektronskega mikroskopa lahko poenostavljeno

opiSemo na naslednji nacin:
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e iz vira elektronov (katode) se elektroni zaradi velike razlike elektri¢nega potenciala
med katodo in anodo pospesijo proti vzorcu
e za opazovanje vzorca potrebujemo koherenten elektronski snop majhnega preseka, ki
ga oblikujemo z uporabo magnetnih lec¢
e med vpadnim elektronskim snopom in atomi vzorca pride do Stevilnih fizikalnih
pojavov, ki jih s pomoéjo detektorjev prevedemo v sliko, pri ¢emer dobimo
informacije o topografiji, morfologiji, kvalitativni in kvantitativni elementni sestavi
(prisotni atomi in njihov delez v vzorcu) (19).
Vzorce za SEM analizo ne moremo analizirati direktno, ampak jih je potrebno pripraviti.
Priprava obicajno poteka tako, da na aluminijasti nosilec nalepimo dvostransko prevodno
karbonsko folijo, ki ima tako kot nosilec lastnost elektrostaticne nevtralnosti. Skupaj z
nosilcem vzorca predstavljata prevodnik v komori, kar onemogoca ustvarjanje elektri¢énega
naboja na povrSini vzorca. Pomembno je, da je vzorec nanesen v tanki plasti, saj s tem
prepre¢imo generiranje elektricnega naboja, ki preprecuje izdelavo ustrezno kakovostnih
mikroskopskih slik. Elektricnemu naboju na povrsini delcev vzorca se sicer lahko izognemo z
napraSevanjem vzorcev S prevodnimi snovmi (npr. ogljik, zlato, platina). V primeru analiz z
emitirano rentgensko svetlobo, kjer moramo uporabiti visje napetosti (pri tem se v krajSem

Casu procesira ve¢ signala o elementni sestavi povrSine vzorca), pa je Se vedno potrebno

predhodno naparevanje vzorcev (20).

1.2.3. Dolo¢itev oblike delcev s slikovno analizo

Obliko delcev lahko dolocamo tudi z uporabo slikovne analize (IA), pri ¢emer iz
dvodimenzionalne projekcije delca, lahko pridobimo ve¢ razliénih parametrov njegove oblike.
Novejsa, avtomatizirana slikovna analiza omogoca hitre, visoko kakovostne informacije o
obliki in tudi velikosti vsakega posameznega delca v preiskovanem vzorcu z minimalnim
poseganjem uporabnika ter zagotavlja zanesljive, ponovljive in statisti¢cno obdelane rezultate
ze v nekaj minutah (21).

Nekateri inStrumenti omogoc¢ajo popolnoma avtomatizirano disperzijo vzorca na suh nacin, S
pomocjo stisnjenega zraka, kar izboljSa ponovljivost rezultatov v primerjavi s klasi¢no
pripravo vzorca (vzorec suspendiran v primernem tekocem mediju in v tankem sloju nanesen
na objektno steklo) in omogoca tudi varnejSe ravnanje s toksi¢nimi substancami, saj je
dispergiranje delcev v zraku izvedeno v zaprti komori. Same meritve se izvajajo avtomatsko z
video pogledom (tudi na ve¢jem dodatnem zaslonu), pri ¢emer lahko spremljamo meritev »v
Zivo«. Primer sestavnih delov avtomatskega mikroskopa oz. slikovnega analizatorja (1A) je
prikazan na sliki 6 (22).
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Slika 6: Prikaz sestavnih delov avtomatskega mikroskopa IA (slika prirejena po 22)

Pridobljene podatke lahko obdelamo in prikazemo na ve¢ razli¢nih nacinov. Za vsak posneti
delec imamo na razpolago vec¢ razliénih parametrov za obliko in velikost. Na podlagi tega
lahko hitro in enostavno ocenimo npr. razliko ali podobnosti med dobrimi in slabimi serijami
neke surovine (23, 24, 25) v Casu razli¢nih tehnoloskih faz izdelave (npr. med kristalizacijo,
susenjem, mletjem,...) (22).

Tako kot pri LD, je tudi pri IA bistvenega pomena reprezentativno vzoréenje in optimalna
disperzija vzorca pred analizo, s ¢imer zagotovimo ponovljivost rezultatov. Izbiramo lahko
med suho disperzijo z uporabo avtomatske disperzne enote ali bolj klasicno metodo, kjer
vzorec dispergiramo v razli¢nih teko¢ih medijih (26). Pomembno je tudi, da za merjeno
obmocje velikosti delcev izberemo primerno povecavo, kjer so delci ustrezno fokusirani in da
je dolocena optimalna meja detekcije (»threshold limit« - TH) (26, 27).

Najbolj pogosto uporabljeni parametri za vrednotenje oblike so podolgovatost, konveksnost,
in okroglost, ki imajo vrednosti v obmo¢ju od 0-1 (27, 28). Ostali parametri, ki so tudi lahko
pokazatelji razlik med delci, so intenziteta oz. transparentnost delcev, trdnost (»solidity«)
delcev, ki izraza razmerje med povrSino delca in povrSino delca z izobéeno (navidezno)
povr§ino oz. videz povrSine, razmerje med S$irino in dolzino delca (»aspect ratio« - AR).
Dolocevanje AR so strokovnjaki navajali ze pred razvojem sofisticirane programske opreme
za slikovno analizo (22), med drugim je AR mogoce dolociti tudi na podlagi rezultatov

velikosti delcev in njihove specifi¢ne povrsine (npr. z BET metodo) (29).

e Parametri slikovne analize

Podolgovatost delca

Podolgovatost (»elongation«) delca je merilo razmerja med dolzino in $irino delca in zajema
vrednosti od 0-1. In sicer simetricne oblike, kot sta krog ali kvadrat, imajo vrednost 0 (vse

stranice enake), npr. iglice pa imajo vrednosti blizje 1. Dejansko se izracuna podolgovatost iz
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teziSCe delca, ki opredeli natan¢no lokacijo daljSe in krajSe osi. Glavna oz. daljsa os je
opredeljena kot os z minimalno rotacijske energijo, krajsa os pa je tista, ki tvori pravi kot
glede na glavno os (18). Definicija podolgovatosti je analogna razmerju med $irino in dolzino

delca in se izracuna po enacbi 4 (31):
Podolgovatost = 1 — AR ali 1- §irina/dolZina delca 14/

Iz slike 7 je razvidno, da je podolgovatost bolj odvisnha od oblike kot od hrapavosti povrsine,

saj imata bodeca elipsa in elipsa z gladko povrsino enako vrednost parametra podolgovatosti
(18).

.Podolgovamst =0 < Podolgovatost = 0.82
. Podolgovatost =0 _ Podolgovatost = 0,79

*—E’odolgovamst — U=24# Podolgovatost = 0,83

Slika 7: Prikazane razlicne vrednosti podolgovatosti (slika prirejena po 18)

Konveksnost delca

Konveksnost (»convexity«) delca je merilo za hrapavost robov delca, ki ga dolo¢imo tako, da

orisan obseg delca delimo z dejanskim obsegom, kar je razvidno iz slike 8 in enacbe 5 (18):

Konveksnost = A /B /51
A...orisan obseg delca

B...dejanski obseg delca

Slika 8: Shema dolocitve konveksnosti (slika prirejena po 18)

Vrednosti se gibljejo od 0-1, vrednost pod 1 imajo nazobcane ali nepravilne oblike, oblike z
ravnimi robovi kot npr. krog, kvadrat, elipsa pa 1. Za razliko od podolgovatosti, ki je odvisna
od oblike oz. simetrije delca, je konveksnost ali fraktalna dimenzija (32, 33) pogojena s
hrapavostjo povrsine delca, torej s fraktalnimi lastnostmi povrSine delcev, saj ima gladka

palcka enako vrednost kot gladek krog, kvadrat ali elipsa (Slika 9) (18).

11
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. Konveksnost = 1 - Konveksnost = 1
. Konveksnost =1 [ Konveksnost =1

*Konveksnost =07 *’Konveksnost =073

Slika 9: Prikazane razlicne vrednosti konveksnosti (slika prirejena po 18)

Okroglost delca

Okroglost (»circularity«) delca je dobro merilo za odstopanje od oblike popolnega kroga, je
razmerje med obsegom kroga z enako povrSino kot jo ima merjen delec in obsegom dejanske
slike delca. Popolni krog ima vrednost 1, nazob¢an 0z. nepravilen delec oz. njegova slika pa
vrednost proti 0. Parameter je ob¢utljiv na celotno obliko in hrapavost povrSine delca, kar je

prikazano na sliki 10 (18). Okroglost se izra¢una po naslednji enacbi 6 (22):

Okroglost = 47A/P? 16/
A...povrsina delca

P...obseg delca
. Okroglost =1 o  Okroglost = 0.47
. Okroglost = 0,89 _ Okroglost = 0,52
* Okroglost = 0,47 *’ Okroglost =0.21

Slika 10: Prikazane razlicne vrednosti okroglosti (slika prirejena po 17)

Na podlagi parametra okroglosti so npr. pri proizvodnji sinteti¢nega vlakna olefina (polimer,
znan tudi kot polipropilen ali polietilen) v konéni kontroli kakovosti spremljali ustreznost

samega procesa, ki je pogojena z dolo¢eno obliko in tudi velikostjo katalizatorja (30).

Ekvivalentni premer kroga

Ekvivalentni premer kroga (CED) je premer kroga z enako povrS§ino kot jo ima
dvodimenzionalna (2D) slika delca, kar je ponazorjeno prikazano na sliki 11, Kjer je
tridimenzionalni delec (3D) posnet kot 2D slika in pretvorjen v krog z enako povrsino kot 2D

slika originalnega delca in iz tega je potem dolo¢en CED (31).
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Slika 11: Prikazan izracun CED parametra (slika povzeta po 31)

Le na podlagi parametra CED so v podjetju Malvern lo¢ili ustrezen vzorec, sestavljen iz
kroglic z ozko distribucijo velikosti v obmoc¢ju 1um, ki se uporablja v senzorskih napravah,
od neustreznih vzorcev z SirSo porazdelitvijo velikosti, ki vsebujejo poleg vecjih kroglastih

delcev Se delce nepravilnih oblik (34).

1.2.4. Podajanje rezultatov

Tako kot pri dolo€itvi velikosti, so tudi pri dolocitvi oblike delcev, rezultati prikazani kot
porazdelitvene krivulje, ki podajo Steviléno (s transformacijo tudi volumsko) porazdelitev
skozi celotno obmocje merjenja. Obicajno so rezultati podani statisticno kot povprecne
vrednosti, Djo, Dso in Dgg vseh zgoraj nastetih parametrov oblike.

Pri IA komercialno dosegljivi programski opremi, sam program omogoca tudi prikaz
diagrama sipanja (»scattergram«), kjer je prikazana povezava podatkov med dvema izbranima
parametroma (npr. med parametrom velikosti in parametrom oblike delcev), pri ¢emer
dobimo obseznejso informacijo, ki je samo iz rezultatov enega parametra (npr. samo PSD) ne
moremo pridobiti (23, 35, 36).

1.3.VPLIV OBLIKE DELCEV IN DRUGIH DEJAVNIKOV NA
REZULTATE LASERSKE DIFRAKCIJE

V nadaljevanju bomo predstavili vpliv parametrov oblike delcev in drugih dejavnikov, ki
vplivajo na rezultat velikosti in porazdelitve velikosti delcev dolo¢ene z metodo laserske
difrakcije. Ze sam termin 'velikost delcev' v oZjem smislu ni to¢no definiran. Posploseno gre
za velikost nekega delca izrazeno kot premer krogle z enakim volumnom kot analizirani
delec. Kroglasti delec opisemo z njegovim premerom, za nhekroglaste delce pa ni
standarizirano katera dimenzija opiSe njegovo obliko, zato tudi ni mozno iz rezultatov

velikosti nedvoumno sklepati na pravo obliko analiziranih delcev (1, 2, 3, 4, 8).
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1.3.1. Vpliv parametrov oblike

Podolgovatost 0z. AR, konveksnost (hrapavost povrsine) ter okroglost so poglavitni parametri
oblike, ki opisujejo dimenzije preiskovanih delcev. Parameter okroglosti je obcutljiv tako na
obliko kot povrsino delca, podolgovatost zgolj na obliko, medtem ko je konveksnost odvisna
od hrapavosti povrsine. Vpliv le-teh parametrov na rezultate LD so raziskovali razli¢ni avtorji
(37, 38). Ugotovili so, da LD ni obcutljiva na hrapavost povrsine merjenih delcev, medtem ko
ima podolgovatost pomemben vpliv na PSD in jo je zato potrebno upostevati pri vrednotenju

rezultatov.

1.3.2. Vpliv orientacije delcev pri analizi z lasersko difrakcijo

Pri analizi z LD se delci v preto¢ni celici med homogenizacijo v ustreznem disperznem
mediju razli¢no orientirajo oz. se gibljejo v smeri laminarnega toka in tako preckajo laserski
zarek v razlicnih orientacijah — laserskemu zarku so zato izpostavljene razlicne dimenzije
(min., maks. in vmesne), kar se na rezultatih odraza na porazdelitvenih krivuljah, bolj pri
asimetri¢nih oblikah delcev kot simetri¢nih.

Kateri del PSD je odraz katere dimenzije delcev je mogoce dolociti le s pomocjo
mikroskopske analize (l1A), saj nam ta poda ve¢ parametrov oblike, s katerimi lahko
okarakteriziramo praSkasti material.

Pri delcih palicastih oblik je zaradi preferenc¢ne orientacije delcev (LD) znacilna Siroka PSD
(ve¢modalnost), kjer vrhovi ponazarjajo izmerjeno $irino, dolZino in vmesne dimenzije,
medtem ko pri mikroskopski (Steviléna PSD) analizi tega efekta ni opaziti (39).

Leta 2003 sta Kelly in Kazanjian (40) preucevala vpliv oblike na Steviléno in volumsko
porazdelitev velikosti delcev analiziranih pod enakimi pogoji z LD. Uporabila sta tri
referen¢ne standarde v obliki palck, ki so se razlikovali po dolzini, medtem ko so bili po $irini
in globini enaki. Avtorja (40) sta ugotovila, da se distribucija z odmikanjem od oblike realne
krogle siri. Tudi pri letvastih delcih so razlike v sirini PSD med LD in IA, ki so se odrazile v
obmocju finih in vecjih delcev, pripisali naklju¢ni orientaciji delcev v merilni celici
instrumenta LD (41).

Orientiranost delcev v pretocni celici si je najlazje predstavljati s simulacijo orientiranih
delcev pravilnih oblik, ki imajo znano razmerje stranic. Pabst s sodelavci (42) je na tak nacin
1z povsem statisticnega vidika predstavil grobo oceno kako na meritve PSD bolj ali manj
vpliva ekstremna orientacija delcev. Za modelne delce so izbrali ploscate diske z razmerjem

stranic 10 in Siroko distribucijo (0od 1-100pum). Zaradi lazje predstave/izvedbe je model
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simetri¢en in predpostavlja, da so vsi delci-diski orientirani glede na svojo ravnino vzporedno

v smeri opazovanja (Slika 12).

o
” 30 s 60 90
Slika 12 Shematicni prikaz modelnih ploscatih delcev — diskov v petih orientacijah v smeri
opazovanja (najbolj ploscat delec pri 0°, pri 90° v celni legi-se ne razlikuje od krogle) (slika povzeta
po 42)

Kvantitativna primerjava parametrov PSD vseh petih primerov pokaze, da so odstopi med

orientacijami delcev (glede na 90°) relativno majhni (manj kot 17% pri vseh primerih, najvisji

odstop pri 30°). Torej orientacija plosc¢atih delcev ne vpliva na rezultate PSD (42, 43).

1.3.3. Vpliv nac¢ina vrednotenja rezultatov in drugih pogojev analize

Ocena velikosti in oblike praskastih materialov je kompleksna, saj na osnovi teh parametrov
pridobimo ogromno razli¢nih rezultatov, ki pa jih moramo ustrezno interpretirati in v prvi vrsti
izbrati glede na namen Studije, saj v nasprotnem primeru lahko dobimo povsem napacne rezultate.
V podjetju Partec, ki razvija inStrumente za LD in IA, so leta 2004 razvili metodo, ki omogoca
pretvorbo rezultatov med razli¢nimi generacijami LD in IA instrumenti. Izkazalo se je, da je pri
nekroglastem materialu potrebna dodatna transformacija IA rezultatov preko dolocenega
laserskega modela (algoritma) za dosego boljse korelacije z LD meritvijo. Pri kroglastem
materialu pa po pri¢akovanjih ta ni bila potrebna (44), kar so potrdili tudi Califice in sodelavci
(45). Tak pristop je sicer resil temeljni problem kako obravnavati vpliv delcev nepravilnih oblik
na rezultate LD, vendar pa je primerjava Se vedno moc¢no odvisna od izbranega nacina
vrednotenja rezultatov.

Tudi z izbiro matemati¢nega modela lahko vplivamo na kon¢ni rezultat. Pri napac¢ni izbiri lahko
namesto unimodalne dobimo bimodalno distribucijo, saj je pri instrumentih LD mozna izbira med
razli¢nimi modeli (npr. model za vzorce s Siroko populacijo delcev, model za vzorce z eno ali
vec¢ ozkih populacij, model za vzorce - standarde zelo ozke populacije).

Poleg analiznega modela lahko na samo porazdelitev pri LD vplivajo tudi izbrane opti¢ne
lastnosti, hitrost meSanje disperzije v merilni celici in slaba disperzija, kar je potrebno upoStevati
pri samem razvoju metode. Napake, ki jih naredimo zaradi neoptimalne metode Se dodatno

poslabsajo korelacijo med rezultati IA in LD.
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2. NAMEN DELA

V sklopu magistrske naloge zelimo primerjalno ovrednotiti vpliv parametrov oblike delcev na
zanesljivost rezultatov porazdelitve velikosti delcev pridobljenih na osnovi laserske difrakcije.
Vecina substanc za farmacevtsko uporabo ima delce, ki imajo bolj ali manj neokroglo obliko,
metoda laserske difrakcije pa deluje na predpostavki, da so delci priblizno kroglastih oblik in
nam zato poda informacijo o premeru krogle, ki ima enak volumen kot izmerjen delec, torej

bolj kot se oddaljujemo od oblike krogle, vecja je eksperimentalna napaka.

Vzorcem realnih trdnih delcev zdravilnih u¢inkovin z razli¢énimi oblikami (palcke, piramide,
nepravilne ploséice, krogle) delcev bomo v nasem eksperimentalnem delu doloéili velikost in
porazdelitev velikosti delcev z LD ter parametre oblike (okroglost, podolgovatost,
konveksnost, itd.) in tudi velikosti (CED) delcev s pomocjo IA.

Po opravljenih meritvah bomo za vsak posamezen vzorec primerjali volumsko PSD med LD
in 1A (transformacija Stevilske v volumsko PSD) ter ovrednotili na kakSen nacin vplivajo

kriti¢ni parametri oblike na PSD doloc¢ene z LD.

Rezultati in ugotovitve, ki jih bomo pri tem delu pridobili bodo Kkoristili pri nasem
vsakodnevnem vrednotenju vzorcev v razvoju in kontroli kakovosti, saj je velikost delcev v
farmacevtski industriji ena izmed najbolj pomembnih fizikalnih lastnosti prahov. Pogosto je
to kriti€en parameter v Stevilnih fazah razvoja zdravila, ki ga vrednotimo na razli¢ne nacine.
Pravilno izmerjena velikost delcev in njihova porazdelitev velikosti je klju¢na predvsem pri
slabo topnih zdravilnih uéinkovinah, kjer nam Ze manjse razlike lahko bistveno spremenijo
hitrost raztapljanja zdravilne u¢inkovine in s tem vplivajo na biolosko u¢inkovitost kon¢nega

izdelka.
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3. EKSPERIMENTALNI DEL

3.1.MATERIALI

Uporabili smo kristalizirane vzorce zdravilnih u¢inkovin (Sifrirane oznake: KO0001, K00002,
K00003, K00004), doniranih s strani Krke d.d., v izbranih oblikah delcev:
e zdravilna u¢inkovina K00001 s Kkristali pali¢astih oblik (vzorci A, B, C, D)
e zdravilna u¢inkovina K00002 s kristali pali¢astih oblik (vzorca E, F)
e zdravilna u¢inkovina K00003 s kristali v obliki nepravilnih plos¢ic (vzorec G)
e zdravilna u¢inkovina K00004 s kristali v obliki piramid (vzorec H) in palck/ploséic
(vzorec I) ter z aglomerati v obliki kroglic (vzorec J) in aglomerati nepravilnih oblik

(vzorec K)

Uporabljeni standard QAS 3002, sestavljen iz steklenih kroglic to¢no dolocene velikosti, je
namenjen za preveritev delovanja instrumentov za dolo€evanje porazdelitve velikosti delcev:

e Malvern Quality Audit Standards (QAS) 3002, Whitehouse Scientific Ltd., Velika
Britanija

Disperzni mediji:
e preciScena voda
e rastlinsko olje, Gea, Slovenija

e tekoci silikon F10, Wacker Chemie, Nemcija

Povrsinsko aktivna Snov za pripravo vzorcev:

e polisorbat 20 (Tween® 20), Merck, Nemd&ija

3.2.UPORABLJENE NAPRAVE

e Opti¢ni mikroskop BX50, Olympus Optical, Japonska
e Vrsticni elektronski mikroskop Ultra plus, Carl Zeiss, Nemcija
e Aparatura za merjenje velikosti delcev z lasersko difrakcijo Mastersizer 2000,

Malvern Instrumens Ltd., Velika Britanija
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e Avtomatski mikroskop Morphologi G3, Malvern Instrumens Ltd., Velika Britanija

e Orbitalni stresalnik VVortex Genius 3, IKA, Nem¢ija

3.3. METODE VREDNOTENJA DELCEV

3.3.1. Priprava raztopin povrSinsko aktivne snovi

e Priprava 0,1% raztopine polisorbata 20 v precis¢eni vodi

V 100 ml merilno bucko smo natan¢no natehtali 0,1g polisorbata 20 ter pocasi dodajali

prec¢isceno vodo do oznake volumna.

e Priprava 1% raztopine polisorbata 20 v precis¢eni vodi

V 100 ml buc¢ko smo natan¢no natehtali 1g polisorbata 20 ter pocasi dodajali preciséeno vodo
do oznake volumna.

3.3.2. Dolocitev morfologije delcev z opti¢nim in vrsticnim elektronskim

mikroskopom

e lzvedba analize z opti¢no mikroskopijo

Vzorce smo suspendirali v primernih disperznih medijih (Tabela 1). Izbrali smo enake
medije kot pri LD, saj se v teh delci optimalno dispergirajo (delci se ne raztapljajo, ne
tvorijo kosmicev, aglomeratov). To¢nih koncentracij suspenzij nismo dolocali, primerno
koncentracijo smo izbrali na podlagi vizualne ocene. Po 10 ul pripravljene suspenzije
vzorca smo prenesli na klasi¢no objektno steklo (75x25 mm), ki smo ga nato pokrili s

krovnim steklom in analizirali 0z. posneli karakteristi¢ne slike pod 40x povecavo.

Tabela 1: Disperzni mediji za suspenzije vzorcev pri analizi z opticno mikroskopijo

vzorec disperzni medij
A/B,CD,G tekoci silikon F10
E,F 0,1% raztopina polisorbata 20 v precisceni vodi
H I, J, K rastlinsko olje
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e lzvedba analize z vrsti¢no elektronsko mikroskopijo

Vzorce trdnih delcev posameznih substanc smo nanesli na aluminijasti nosilec predhodno
prekrit s karbonsko folijo, v enakomerni tanki plasti po povrSini karbonske folije. Tako
pripravljene vzorce smo vstavili v komoro elektronskega mikroskopa in pocakali, da se je
vzpostavil podtlak (min. 1x10* mbar). Analize SEM se namre¢ izvajajo pod visokim
podtlakom, ker molekule plina lahko z motnjami vplivajo na elektronski snop.
Reprezentativne slike vzorcev smo posneli s 500x povec¢avo pod pogoji (vsi pomembni pogoji

snemanja so prikazani tudi v nogi posamezne slike), ki so navedeni v tabeli 2.

Tabela 2: Pogoji za analizo z SEM

parameter vrednost/obmocdje/oznaka
napetost (EHT) 1,00kV
zaslonka 30 um
delovna razdalja (WD) 3,5-4,6 mm
detektor sekundarnih elektronov SE2

3.3.3. Dolocitev velikosti delcev z lasersko difrakcijo

Vzorce delcev razli¢nih morfologij iste zdravilne u¢inkovine smo analizirali po enaki metodi
v primernem disperznem mediju v katerem se posamezna zdravilna u¢inkovina ni raztapljala
(rastlinsko olje in tekoci silikon, pre¢is¢ena voda) in se je optimalno dispergirala, kar pomeni,
da posamezni primarni delci niso npr. nabrekali, se povezovali v kosmice ali vecje
aglomerate. Pri vseh vzorcih, razen za analizo standarda, smo uporabili enak matemati¢ni
model, in sicer »General purpose, ki se uporablja za realne vzorce s Siroko porazdelitvijo. Za
standard QAS pa smo uporabili matemati¢ni model (»Single mode«) za kroglaste delce, saj
le-ta vsebuje steklene kroglice z ozko porazdelitvijo.

e Analiza palicastih delcev

Vzorce A, B, C in D, kjer gre za isto zdravilno u¢inkovino (K00001) smo analizirali v
tekocem silikonu F10 v disperzni celici Hydro 2000S. Vzorca A in C sta ne sejana, B in D pa

njihova presejana vzorca.
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Tabela 3: Pogoji za analizo vzorcev A, B,CinD z LD

parameter vrednost/obmocje
RI medija 1,39

Rl vzorca 1,6

A 0,1

hitrost meSanja 1750 rpm (50%)
opti¢na koncentracija vzorca 5-15%

¢as meritve 5s

St. zaporednih meritev/cikel 3

Izvedba analize:

V epruveto smo na manj$o koli¢ino (nekaj 100mg) posameznega vzorca kanili nekaj kapljic
tekoCega silikona ter homogenizirali na stresalniku, tako da je nastala gosta suspenzija, nato
smo jo razred¢ili s pribl. 5-10ml medija ter ponovno homogenizirali. V merilno celico smo ob
vklopljeni ¢rpalki in mesalom po predhodni meritvi ozadja in nastavitvi ostalih merilnih
pogojev (opti¢ne lastnosti, ¢as meritve,...) dodali (reprezentativno s pomocjo kapalke) toliko
pripravljene suspenzije vzorca, da smo dobili ustrezno opti¢no koncentracijo. Po pribl. 20sek
homogenizacije smo izvedli meritev, pri ¢emer smo pridobili informacijo dejanskega stanja.
Nato smo suspenzijo podvrgli ultrazvoéni obdelavi (1min, 75% moci UZ), ker ga ima metoda
sicer predpisanega (za primere, ki vsebujejo aglomerate), vendar v vseh nasih primerih (A-D)
je pri tem priSlo do loma primarnih delcev (palck), kar smo preverili pod mikroskopom pred
in po delovanju ultrazvoka, zato smo upostevali meritev brez obdelave z ultrazvokom (Tabela
3).

Vzorca druge zdravilne uc¢inkovine KO0OO02 palicastih oblik E in F smo analizirali na podoben
nacin kot predhodne, le v drugem disperznem mediju (precis¢ena voda), ker se vzorca v
nepolarnem mediju oziroma v teko¢em silikonu raztapljata.

Zaradi slabe mocljivosti delcev vzorcev zdravilne ucinkovine KO00002, smo suspenzijo
pripravili v 1% raztopini polisorbata 20 v precisc¢eni vodi. Uporabili smo tudi drugo disperzno

celico (Hydro 2000G), ki je namenjena vrednotenju delcev suspendiranih v vodnih medijih.
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e Analiza ploscatih delcev nepravilnih oblik

Vzorec zdravilne uéinkovine KO00003 (G) nepravilnih ploscatih oblik smo analizirali v
tekoCem silikonu F10 v disperzni celici Hydro 2000S, vendar brez obdelave z ultrazvokom,
saj analiziran vzorec ne vsebuje aglomeratov.

Tabela 4: Pogoji za analizo vzorca G z LD

parameter vrednost/obmocje
RI medija 1,39

RI vzorca 1,7

A 0,01

hitrost mesanja 1750 rpm (50%)
opti¢na koncentracija vzorca 10-25%

¢as meritve 10s

St. zaporednih meritev/cikel 3

Izvedba analize:

V epruveto smo na manjSo koli¢ino vzorca (nekaj 100mg) kanili nekaj kapljic tekocega
silikona ter homogenizirali na stresalniku, tako, da je nastala gosta suspenzija, nato smo jo
razredc¢ili s pribl. 5-10ml medija ter ponovno homogenizirali. VV merilno celico smo ob
vklopljeni ¢rpalki in mesalom po predhodni meritvi ozadja in nastavitvi ostalih merilnih
pogojev (opti¢ne lastnosti, ¢as meritve,...) dodali (reprezentativno s pomocjo kapalke) toliko
pripravljene suspenzije vzorca, da smo dobili ustrezno opti¢no koncentracijo. Po pribl. 20sek

homogenizacije smo izvedli meritev (Tabela 4).

e Analiza kristalov (piramide, pal¢ke/plos¢ice) in aglomeratov (kroglice, nepravilne
oblike)

Po identi¢ni metodi, ker gre za isto zdravilno ucinkovino (K00004), smo analizirali dva

vzorca (H in 1), ki se razlikujeta po obliki primarnih delcev (piramide, palcke/plos¢ice) in dva

vzorca (J in K), ki vsebujeta primarne delce povezane v kompaktne aglomerate (kroglasti oz.

nepravilnih oblik), na katere dodatna obremenitev (UZ) nima vpliva.
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Tabela 5: Pogoji za analizo vzorcev H, I, Jin Kz LD

parameter vrednost/obmocje

RI medija 1,469

Rl vzorca 1,52

A 1

hitrost meSanja 2200 rpm (pribl. 60%)
opti¢na koncentracija vzorca 10-25%

¢as meritve 10s

St. zaporednih meritev/cikel 3

Izvedba analize:

V epruveto smo na manjs$o koli¢ino vzorca (nekaj 100mg) kanili nekaj kapljic rastlinskega
olja ter homogenizirali na stresalniku, tako da je nastala gosta suspenzija, nato smo jo
razredéili s pribl. 5-10ml medija ter ponovno homogenizirali. V merilno celico Hydro 2000S
smo ob vklopljeni ¢rpalki in meSalom po predhodni meritvi ozadja in nastavitvi ostalih
merilnih pogojev (opti¢ne lastnosti, ¢as meritve,...) dodali (reprezentativno s pomocjo
kapalke) toliko pripravljene suspenzije vzorca, da smo dobili ustrezno opti¢no koncentracijo.

Po pribl. 20sek homogenizacije smo izvedli meritev (Tabela 5).

e Analiza vzorca zmesi palicastih in plosc¢atih delcev

Vzorcema zmesi (C in G) dveh zdravilnih u¢inkovin KO0001 in KO0003 smo dolo¢ili velikost
z lasersko difrakcijo v tekocem silikonu v razmerju 1:1 in razmerju 0,5:1, saj se obe zdravilni
ucinkovini v njem optimalno dispergirata. Ostale pogoje pa smo dolocili tako, da smo
upostevali metodo vsakega posameznega vzorca. Pri opti¢nih pogojih smo za RI vzorca zmesi
upostevali povpre¢no vrednost vsakega posameznega vVzorca, za A pa od vzorca C, saj se pri
tem izracunana meritev nekoliko bolj ujema s teoreticno kot ce bi upostevali A vzorca G.
Meritvi smo izvedli pri hitrosti meSanja in upostevali stevilo zaporednih meritev kot jo ima

metoda za posamezen vzorec (Tabela 6).
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Tabela 6: Pogoji za analizo vzorca zmesi C in G z LD

parameter vrednost/obmocje
RI medija 1,39

Rl vzorca 1,65

A 0,1

hitrost mesanja 1750 rpm (50%)
opti¢na koncentracija vzorca 10-25%

¢as meritve 10s

St. zaporednih meritev/cikel 3

Izvedba analize:

V epruveto smo na manjSo koli¢ino vzorca zmesi (nekaj 100mg) kanili nekaj kapljic
silikonskega olja ter homogenizirali na stresalniku, tako da je nastala gosta suspenzija, nato
smo jo razred¢ili s pribl. 5-10ml medija ter ponovno homogenizirali. V merilno celico Hydro
2000S smo ob vklopljeni ¢rpalki in meSalu po predhodni meritvi ozadja in nastavitvi ostalih
merilnih pogojev (opti¢ne lastnosti, ¢as meritve,...) dodali (reprezentativno s pomocjo
kapalke) toliko pripravljene suspenzije vzorca, da smo dosegli ustrezno opti¢no koncentracijo.

Po pribl. 20sek homogenizacije smo izvedli meritev (Tabela 6).

¢ Analiza standarda QAS

Analizo standarda QAS 3002 z LD smo izvedli na suh nacin po predpisanem protokolu, tako,
da smo standard natresli na pladenj enote za dispergiranje Scirocco 2000 ter vklopili meritev s

predhodno nastavljenimi parametri meritve (Tabela 7).
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Tabela 7: Pogoji za analizo standarda QAS z LD

parameter vrednost/obmocje
Rl vzorca 1,52

A 0

tlak 1 bar

hitrost stresanja 50%

odprtina reze 10 mm

opti¢na koncentracija vzorca 0,5-6%

cas meritve 12s

St. zaporednih meritev/cikel 1

3.3.4. Doloditev oblike in velikosti delcev s slikovno analizo

Pri slikovni analizi (IA) je bilo potrebno razviti metodo za vsako posamezno zdravilno
ucinkovino posebej. Pri vecini primerov smo uporabili enak disperzni medij kot pri laserski
analizi, saj smo te identificirali kot najprimernejse, ostale pogoje pa smo dolo¢ili v skladu z
internim SOP-om za delo z avtomatskim mikroskopom Morphologi G3. Razvoj posamezne
metode vrednotenja je potekal na naslednji na¢in:

e ustrezen nacin merjenja SmMo najprej izbrali glede na splosni protokol, ki ga
uporabljamo za posamezen predpisan medij pri analizi delcev z LD, v primeru, da se
ta ni izkazal za optimalnega, smo dolo¢ili drugi disperzni medij ali pa samo izbrali
drugo objektno steklo, nizjo koncentracijo povrsinsko aktivne snovi itd.

e dolocitev primerne koncentracije vzorca v mediju, Ki zagotavlja optimalno disperzijo
delcev na objektnem steklu, kar pomeni, da smo izbrali tak$no koncentracijo, pri kateri
so bili delci vzorca dispergirani ¢im bolj posamezno oz. da so se ¢im manj dotikali
med sabo, saj smo na tak nacin dosegli boljSo ponovljivost meritev

e definiranje pogojev meritve, kjer smo izbrali ustrezno objektno steklo, dolocili
primerno povecavo (objektiv), optimalno mejo detekcije (TH) in cas/podrocje
snemanja (»scan area, slika 13)

e izvedba meritve po predhodno definiranimi pogoji

e obdelava podatkov in

e morebitna optimizacija.

Optimalno izbrane pogoje smo potrdili s preveritvijo ponovljivosti na vsaj treh paralelkah.
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Selected analysis area

¥

x
Rectangular “
¥ pos. (mm): Y pos. (mm):
| 39,521 | 29,513
Width (mm): Height {mim):
| 24,458 | 24,756
l Refine position before

measurement

Area (mmz)
005,727
Est. number of partides:
9576
Est. time this optic (mins):
5

Est. total ime (mins):
15

Slika 13: Shematski prikaz podrocja snemanja (»scan area«), ki ga predstavlja zeleni kvadrat

priblizno na sredini objektnega stekla, katerega dimenzije x, y ter Sirina in visina so definirani na

desni strani, posledicno tudi skupen cas analize

e Analiza palicastih delcev

Vzorce iste zdravilne u¢inkovine KOO0O1 (A, B, C in D) smo analizirali v teko¢em silikonu

F10 na enakem objektnem steklu in pri enaki meji detekcije ter pri razli¢nih koncentracijah

vzorca, saj imajo preiskovani vzorci razli¢no velikost (Tabela 8).

Tabela 8: Pogoji meritev za vzorce A, B, C, D

vzorec

A

B

C D

koncentracija
(V merilne sticke/ V susp)

4 mm3/ml

1,4 mm*/ml

4 mm3/ml 1 mme/ml

\% suspenzije

5ml

V merilne 7licke

20mm?

20mm?® 5mm

objektiv

5x

TH

150

¢as/podrocje snemanja

15min/x: 40 mm, y: 30 mm, Sirina: 24 mm, viSina: 25 mm
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Izvedba analize:

Za vsak posamezen vzorec smo pripravili pribl. 5ml suspenzije v koncentracijskem obmocju
delcev od 1-4 mm*ml v silikonskem olju F10 ter jih enakomerno prenesli oz. vbrizgali med
dve objektni stekelci za ta namen posebno oblikovane celice (Wet Cell Plate, 100x800mm).
Vzorce smo zajeli iz embalazne enote z merilno Zlicko definiranega volumna (Slika 14).
Pripravljeno objektno steklo z vzorcem smo nato namestili na premi¢no mizico ter vklopili

meritev s predhodno nastavljenimi parametri (Tabela 8).

Slika 14: Merilne Zlicke z razlicnimi volumni (1-19 mm®)

Vzorca zdravilne ucinkovine K00002 (E in F) smo prav tako pripravili v razli¢nih
koncentracijah in sicer je pri vzorcu F, ki vsebuje vecje delce, dvakrat visja kot pri vzorcu E
(Tabela 9). Za disperzni medij smo pa uporabili 0,1% raztopino polisorbata 20 v precisceni

vodi.

Izvedba analize:

Za vsak posamezen vzorec smo pripravili pribl. 3ml suspenzije s koncentracijo delcev
predstavljeno v tabeli 9 v 0,1% raztopini polisorbata 20 v pre¢iséeni vodi ter jo enakomerno
prenesli oz. vbrizgali med dve objektni stekelci za ta namen posebno oblikovane celice (Wet
Cell Plate, 100x800mm). Za optimalno disperzijo delcev smo uporabili povrsinsko aktivno
snov polisorbata 20. Vzorce smo zajeli iz embalazne enote z merilno zlicko z definiranim
volumnom. Pripravljeno objektno steklo z vzorcem smo nato namestili v premi¢no mizico ter

vklopili meritev s predhodno nastavljenimi parametri navedenimi v tabeli 9.
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Tabela 9: Pogoji meritev za vzorca E in F

vzorec E F
koncentracija
(V meritne zicke! V. susp) 6,3 mm°/ml 12,7 mm®¥/ml
V suspenzije 3ml
V imeritne zlicke 19mm’ 38mm°

objektiv 5x

TH 150

¢as/podrocje snemanja | 25 min/x: 34mm, y: 32 mm, §irina: 43 mm, visina: 29 mm

Pri vzorcu z manjSimi delci (E) smo primerjalno izvedli meritev tudi na suh nacin z SDU

enoto pod pogoji, ki so navedeni v tabeli 10.

Tabela 10: Pogoji meritve SDU za vzorec E

vzorec E
V merilne #licke 1 mm®
tlak SDU 0,8 bar
objektiv 5x
TH 100
¢as/podrocje snemanja 25min/x: 44mm, y: 49mm, radij: 20mm

Izvedba analize:

Z merilno Zlicko smo zajeli 1 mm® vzorca in ga natresli v sredinsko odprtino kovinskega
nosilca SDU enote, ki smo ga predhodno s spodnje strani zaprli najprej z aluminijasto folijo
in nato Se fiksirali z obro¢em iz umetne mase. Z vzorcem napolnjen nosilec smo nato zaprli se
z aluminijasto folijo, ki je prav tako zascitena z zaporko iz umetne mase. Tako pripravljen
nosilec (brez obracanja) smo namestili na vrh disperzne celice in vse skupaj previdno
prikljucili na nosilec mikroskopa, ki je povezan z dovodno cevjo za zrak (Slika 15).
Disperzija vzorca je bila izvedena na objektno steklo Glass Plate (180x110mm) na suh nacin S

pomocjo stisnjenega zraka, ki je vzorec enakomerno razprsil po objektnem steklu.
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Slika 15: Prikaz postopka polnjenja vzorca za meritev na suh nacin z SDU enoto: 1-zaprtje
aluminijastega nosilca SDU enote s spodnje strani z aluminijasto folijo, 2-fiksiranje folije z obrocem
iz umetne mase, 3 in 4-napolnitev vzorca v sredinsko odprtino nosilca, 5 in 6-zapiranje nosilca s folijo

in zascitno zaporko iz umetne mase, 7-namestitev nosilca na vrh disperzne celice

e Analiza plosc¢atih delcev nepravilnih oblik

Vzorec G zdravilne u€inkovine K00003 smo za razliko od prej$njih primerov analizirali na
klasiénem (manjSem) objektnem steklu (75x25mm), saj smo Ze na tak nacin (z manjSo

koli¢ino vzorca) dobili ponovljive rezultate med paralelkami.

Izvedba analize:

Pripravljeno suspenzijo vzorca G v silikonskem olju F10 koncentracije 2 mm*/ml smo s
kapalko reprezentativno nanesli na klasi¢no objektno steklo (4 Slide Plate, 75x25mm), ga
namestili v premi¢no mizico ter zagnali meritev po predhodno nastavljenimi pogoji

navedenimi v tabeli 11.

Tabela 11: Pogoji meritve SDU za vzorec G

vzorec G
V merilne #licke 2 mm®
objektiv 10x
TH 140
¢as/podrocje snemanja 20min/x: 5 mm, y: 26 mm, Sirina: 15 mm, vi§ina: 16 mm
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e Analiza kristalov (piramide, pal¢ke/ploséice) in aglomeratov (kroglice in
nepravilne oblike)
Vzorce H, I, J in K zdravilne ucinkovine K00004 smo analizirali v drugem disperznem

mediju kot pri laserski analizi zaradi slab$e disperzije vzorcev v rastlinskem olju.

Izvedba analize:

Ustrezno koli¢ino vzorca, ki zagotavlja optimalno disperzijo smo zajeli z merilno zlicko
definiranega volumna in natresli v sredinsko odprtino kovinskega nosilca SDU enote
(potek polnjenja vzorca ze opisan in razviden iz slike 23). Disperzijo vzorca smo izvedli
na objektno steklo Glass Plate (180x110mm) po predhodno nastavljenimi pogoji (Tabela
12).

Tabela 12: Pogoji meritev za vzorce H, I, J in K

vzorec H I J K
V merilne licke /mm
tlak SDU 1,5bar 0,8 1,5bar 1,5bar
objektiv 5x
TH 100 90 100
¢as/podrocje snemanja 20min/ x: 46 mm, y: 51mm, radij: 16 mm

¢ Analiza standarda QAS

Analizo standarda QAS 3002 smo izvedli na suh nacin po predpisanem protokolu, tako da
smo ustrezno koli¢ino standarda natresli v nosilec SDU enote, katerega smo prikljucili na

nosilec mikroskopa ter zagnali meritev pod definiranimi pogoji iz tabele 13.

Tabela 13: Pogoji meritve SDU za standard QAS 3002

vzorec standard QAS 3002
tlak SDU 1 bar
objektiv 5x
TH 101
¢as/podrocje snemanja 28min/x: 45 mm, y: 26 mm, radij: 26,5 mm
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. MORFOLOGIJA UPORABLJENIH VZORCEV

Kot je razvidno iz slik 16-19 se uporabljeni vzorci razlikujejo predvsem po obliki
(morfologiji) delcev, opazne so pa tudi razlike v velikosti ter porazdelitvi velikosti delcev.

Vzorci A, B, C, D, E in F zdravilne u¢inkovine K0O0001 in K00002 vsebujejo delce palicastih
oblik. Morfolosko so si med sabo najbolj podobni vzorci zdravilne u¢inkovine K00001, Ki

vsebujejo tanjSe oz. daljse palcke kot vzorca zdravilne u¢inkovine K00002.

Mag- SO0X EHT- 100KV 000pm Fi 3.4t =
. (L8 KRKN
WD = 35mm Signal A= SE2 Mix Signal = 0.0000 System Vacuum = 5.73¢.006 mbar Date :21 Aug 2013, -

IT= 100 KV

(L8 KRKN

Ma -1
L'—‘ WD = 37 mm Signal A= SE2  Mix Signal = 0.0000 System Vacuum = 4.940.006 mbar Date 221 Aug 2013,,,

B B
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Slika 16: Prikazane slike za vzorce A, B, C, D posnete na opticnem mikroskopu pri 40x povecavi (1evo)

in SEM pri 500x povecavi (desno)
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Slika 17: Prikazane slike za vzorca E in F posnete na opticnem mikroskopu pri 40x povecavi (1evo) in

SEM pri 500x povecavi (desno)

Vzorec G zdravilne u¢inkovine K00003 se po obliki delcev bistveno razlikuje od vzorcev
palicastih oblik, vsebuje ploscate delce nepravilnih oblik.
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Slika 18: Prikazani sliki za vzorec G posnete na opticnem mikroskopu pri 40x povecavi (levo) in SEM

pri 500x povecavi (desno)

Vzorci H, I, J in K, ki predstavljajo zdravilno ucinkovino K00004 se med sabo bistveno
razlikujejo po obliki delcev.

V vzorcu H so prisotni delci v obliki piramid, v vzorcu I so zastopani delci SirSe populacije —
drobni delci in delci palicastih ter plos¢atih oblik.

Vzorca J in K pa za razliko od vseh ostalih prakti¢no ne vsebujeta posameznih kristalov oz.
primarnih delcev, saj so le ti Ze med kristalizacijo povezali v aglomerate pravilnih kroglastih
oblik (vzorec J), v vzorcu K pa v aglomerate nepravilnih oblik dokaj uniformnih velikosti, Ki

so sestavljeni iz manj$ih piramid kot jih vsebuje vzorec H.
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vii
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Slika 19: Prikazane slike za vzorce H, 1, J in K posnete na opticnem mikroskopu pri 40x povecavi

(levo) in SEM pri 500x povecavi (desno)

4.2 KARAKTERIZACIJA DELCEV Z LASERSKO DIFRAKCIJO IN
SLIKOVNO ANALIZO

Pri LD smo kot rezultate meritev podali povprecje veéjih zaporednih meritev parametrov
D[4,3], D10, Dsg in Dy ter porazdelitveno krivuljo. Stevilo zaporednih meritev je v vecini
primerov (vzorci A-G) tri, pri vzorcih H, I, J in K, kjer je slabsa ponovljivost, pa pet
zaporednih meritev.

Kot rezultate meritev pri 1A smo podali povpre¢ne vrednosti parametrov velikosti (CED
(vol), Dio, Dso, Do, Sirina, dolzina) in porazdelitvene krivulje ter vrednosti parametrov
oblike (okroglost, podolgovatost, konveksnost, AR).

Pri obeh analiznih tehnikah smo podali tudi Sirino porazdelitvene krivulje.

4.2.1. Rezultati delcev palic¢astih oblik

Pri vzorcih palic¢astih oblik rezultati LD sicer razvrstijo vzorce po velikosti po enakem
vrstnem redu kot pri IA, vendar se med tehnikama pricakovano pojavijo precej$nje razlike
med posameznimi vrednostmi parametrov velikosti.

Pri vzorcih A-D so najbolj primerljivi rezultati za parameter Dsp in tudi za Djo, S tem da so

rezultati laserske difrakcije nizji, medtem ko se v primeru vzorcev F in E, katerih delci imajo
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vecji AR, zelo dobro ujameta vrednosti povprecnih premerov, in sicer sta pri slednjem vzorcu
celo identi¢na.

Vecje razlike med tehnikama pa se pojavijo predvsem pri vec¢jih primarnih delcih (A, C, F), ki
se najbolj odrazijo na parametru Dgy in posledi¢no tudi na povpre¢nem premeru. Pri LD so
rezultati visji, kar lahko pripiSemo dejstvu, da gre za rezultat na podlagi volumske
distribucije, pri katerih imajo veliki delci v populaciji veéji vpliv na kon¢ni rezultat, mozno pa
je tudi, da zaradi nepopolnega dispergiranja o0z. deaglomeracije sekundarnih delcev v rezultat
zajamemo tudi deleZ aglomeratov, Cesar sicer na osnovi mikroskopskega pregleda suspenzije
po meritvi nismo dokazali.

Pri vzorcih z manj$imi pali¢astimi delci (B, D, E) je korelacija med povpre¢nima premeroma
zelo dobra, torej se z manjSanjem velikosti palck rezultati LD priblizajo rezultatom IA
(Tabela 14).

Pri vzorcu E smo primerjalno izvedli meritev tudi na suh nacin z SDU enoto, kjer smo dobili
primerljive rezultate kot pri metodi z disperznim medijem, vendar smo za optimalnega izbrali
slednjega, saj je disperzija boljsa, rezultat najvecjega izmerjenega delca pa je v tem primeru
vi§ji, kar kaze na to, da je pri SDU uporabljen previsok tlak in je prislo do loma delcev. Pri
vzorcu F meritve z SDU enoto nismo izvedli, saj bi imel uporabljen tlak (tudi nizji) zaradi

vecje velikosti delcev v vzorcu, Se izrazitejsi destruktivni vpliv na vecje delce.

Tabela 14: Povprecne vrednosti premerov (D[4,3] ,CED) in parametrov Dy, Dsy, Dgg VOlumske
porazdelitve LD in IA za vzorce palicastih oblik (4-F)

LD 1A

D[4,3] Do Dso Doo CED D1 Dso Dgo
[nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm]

A 141 13 64 399 81 35 74 133
B 72 11 42 171 60 26 54 100
C 106 14 59 282 79 36 74 130
D 54 8 31 131 55 24 51 94
E 71 23 57 124 71 37 68 108
F 264 63 161 639 255 112 235 423

Razlike med LD in IA pri delcih palic¢astih oblik se odrazajo tudi na obliki porazdelitvenih

krivulj, kar pripisujemo dejstvu, da gre pri IA za staticno analizo, pri LD pa uporabimo
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pretoc¢no celico, kjer se delci razlicno orientirajo v mediju in lahko zato preckajo laserski
zarek obrnjeni pod razli¢nimi koti (izmerjene razli¢éne dimenzije), kar posledi¢no vpliva na
porazdelitveno krivuljo — ve¢modalnost oz $ir$i vrhovi, kar smo Ze opisali v uvodu (39, 40,
41). DaljSe pal¢ke imajo trimodalno, kraj$e pa bimodalno porazdelitev (Slika 20), medtem ko
pri IA takega efekta ni zaradi preferencne orientacije, ki jo dosezemo pri nanosu vzorca na

objektno steklo, pri IA je torej porazdelitev vseh vzorcev unimodalna (Slika 21).

Particle Size Distril
10
- 8
X
Py 6
£
= 4
=
2
8.01 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)
—vzorec A_palcke, 4. julij 2013 13:10:49 —uvzorec B_palcke, 9. julij 2013 11:29:47
—vzorec C_palcke, 10. julij 2013 11:13:57 —uvzorec D_palcke, 8. julij 2013 14:16:47
—vzorec E_palcke, 1. marec 2010 13:38:16 vzorec F_palcke, 1. marec 2010 11:09:46

Slika 20: Volumska distribucija dobljena z LD vzorcev palic¢astih oblik (A-F)

Volume transformation: CE Diameter (um) smoothed over 100 points
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Slika 21: Volumska distribucija IA (transformacija iz Stevilcne) vzorcev palic¢astih oblik (A-F)

Tudi med Sirinami porazdelitvenih krivulj med LD in IA so vidne razlike (Tabela 15), in sicer
so pri LD le-te sirSe kot pri IA, kar je posledica razlicnega nacina merjenja

(stati¢na/dinamicna, Steviléna/volumska).
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Tabela 15: Sirina volumske distribucije pri LD in IA za vzorce palicastih oblik (A-F)

vzorec A B C D E F
Sirina distribucije LD 6,0 3,9 4,6 40 |18 3,6
Sirina distribucije 1A 1,3 1,4 1,3 14 |10 1,3

Porazdelitvene krivulje LD (Slika 20) za delce palicastih oblik imajo dva ali tri vrhove
(bimodalnost, trimodalnost). In sicer je pri vzorcih A-D prvi vrh pri pribl. 20-25um, drugi pri
pribl. 80um, tretji pri pribl. 300-400um. Pri vzorcu E, ki je po velikosti podoben vzorcem A-
D, s tem da nima tako izrazene bimodalnosti, prevladuje osnovni vrh pri pribl. 60um ter
minimalni vrh oz. rep pri pribl. 500um. Pri vzorcu F, ki vsebuje glede na ostale vzorce
palicastih oblik najvecje palcke ima porazdelitev bimodalno (prvi vrh pri pribl. 150um, drugi
vrh pri pribl. 550pm).

Glede na rezultate Sirine in dolzine delcev analiziranih vzorcev, pridobljenih na osnovi IA
lahko sklepamo, da je prvi vrh predvsem odraz Sirine delcev, ostale vrhove pa ponazarja
dolZzina oz. vmesne orientacije delcev. Vecja kot je razlika med Sirino in dolZzino oz. ozje
(bolj pri vzorcu D kot pri B) pri LD. Vzrok za to je preferen¢na orientacija paliCastih delcev
tudi med analizo z LD. Zaradi laminarnega toka medija pride pri palicasti obliki kristalov prav
tako do preferencne orientacije delcev, torej se delci obrnejo v smer toka, zato so vmesne
orientacije delcev manjkrat izmerjene.

Vzorec E je najbolj podoben po Sirini/dolzini vzorcu B, le da ima kristale v obliki §irsih palck,
ki so bolj uniformnih velikosti in se po obliki bolj priblizajo obliki krogle (faktor AR znasa
0,526 pri vzorcu E in 0,324 pri vzorcu B). Posledi¢no se rezultati LD in IA zelo dobro
ujemajo — najboljsa korelacija glede na ostale vzorce z delci v obliki palck.

Vzorec F, ki napram ostalim odstopa po velikosti palck (vsebuje najvec¢je) ima porazdelitev
LD bimodalno, povprecna premera izmerjena z LD in IA sta dokaj primerljiva, pri ostalih
parametrih pa so razlike vecje pri LD je osnovni vrh pri pribl. 150um, drugi pri pribl. 550pm,
pri 1A dobimo samo en vrh pri pribl. 300um. Razlika v obliki krivulje je odraz tako

preferenéne orientacije (prvi pik LD ponazarja Sirino, saj se pri maks. pribl. 230um zakljucuje
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omenjen pik), kot tudi vpliva velikih delcev na rezultat volumske distribucije in algoritma
pretvorbe izmerjene vrednosti (volumen/povrsina) na obliko krogle. Zaradi visoke vrednosti
parametra AR (0,518), ki nakazuje velik odmik od oblike krogle se rezultati zelo razlikujejo

(maks. izmerjeni delec pri IA zna$a pribl. 2000um, pri LD pa pribl. 1500um) (Tabela 16).

Tabela 16: Povprecne, min., maks. vrednosti ostalih (Sirina, dolzina, AR, okroglost, podolgovatost,
konveksnost) parametrov IA za vzorce palicastih oblik (4-F)

§irina [um] dolZina [um]
B T B e v AR | okroglost | podolgovatost | konveksnost
Al 24 166 | 132 | 7,2 | 575 72 0,266 | 0,442 0,734 0,985
B| 25| 114 | 118 | 7,0 | 418 47 0,324 | 0,532 0,680 0,989
C| 23|59 |128 7,1 | 809 84 0,224 | 0,326 0,793 0,957
D| 23| 54 | 116 | 6,9 | 408 44 0,334 | 0,550 0,663 0,985
E| 11 | 124 | 129 | 2,2 | 347 31 0,526 | 0,602 0,474 0,953
F| 11| 228 | 17,7 | 2,2 | 1005| 55 0,518 | 0,595 0,482 0,981

Po konveksnosti se vzorci ne razlikujejo, kar kaZe na to, da imajo vzorci podobno hrapavost
povrsine, katere vpliv lahko torej pri interpretaciji zanemarimo. Parameter okroglosti pa Se
dodatno potrdi zgornje, saj sovpada z AR (E>F>D>B>A>C) - tanjse kot so palcke bolj se
odmikajo od popolnega kroga, vecje so razlike med IA in LD (Tabela 16).

4.2.2. Rezultati delcev v obliki piramid, plos¢ic/pal¢k, nepravilnih ploséic in

nepravilnih aglomeratov

Korelacija je med LD in 1A pri plos¢atih delcih nepravilnih oblik (vzorec G) sicer zelo dobra
pri povpre¢nem premeru bistveno slabSa pa pri ostalih parametrih, kar je razvidno tudi iz
oblike krivulj, pri LD je tako kot v primeru pali¢astih delcev izmerjena vecja maksimalna
oblika delcev bolj podobna obliki krogle, visje rezultate LD pa prav tako razlozimo z vecjim

vplivom vecjih delcev na dobljen rezultat volumske distribucije.

Vzorec G smo za razliko od primerov vzorcev A-F analizirali (IA) na klasi¢nem (manj$em)

objektnem steklu (75x25mm), saj smo Ze na tak nacin (z manjSo koli¢ino vzorca) dobili
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ponovljive rezultate med paralelkami. Za primera E in F, ki sta analizirana v 0,1% raztopini
polisorbata 20 v precis¢eni vodi namre¢ tak nacin ni primeren, ker bi medij lahko povsem
izhlapel med analizo. Na klasi¢cnem objektnem steklu je namrec tezko doseci, da je suspenzija
vzorca brezzra¢no pokrita s krovnim steklom, kar pa omogo¢a posebno oblikovana celica
(Wet Cell Plate 100x800mm). Uporaba klasi¢nega objektnega stekla je zato primernejsa kadar
uporabljamo bolj viskozne, nehlapne disperzne medije.

Pri vzorcih z delci paliastih oblik analiziranih v silikonskem olju pa tega nacina nismo
preizkusili, ker bi prenesli na objektno steklo zaradi prisotnih vecjih oz. daljSih palck
premajhno koli¢ino suspenzije vzorca kot v posebno oblikovano celico in bi tako lahko zajeli

manj reprezentativen vzorec.

Vzorce H, I in K zdravilne u¢inkovine K00004 smo analizirali v drugem disperznem mediju
kot pri laserski analizi zaradi slabse disperzije vzorcev v rastlinskem olju (pri analizi z
lasersko difrakcijo smo slabo dispergiranost izboljsali s homogenizacijo vzorca v merilni
celici) - preve¢ sprijetih delcev vidnih na objektnem steklu je podaljSalo ¢as obdelave
podatkov in zmanjSalo §t. delcev na osnovi katerih je bil podan kon¢ni rezultat. Zato smo
poskusili dispergirati vzorce Se na suh nacin z disperzno enoto SDU, kar se je izkazalo za
primernejsi nacin, saj je bila disperzija vzorcev na objektnem steklu bistveno boljsa kot v
rastlinskem olju.

Pri vzorcu I, ki vsebuje palcke in ploscice je med tehnikama primerljiv le parameter Dsy,
medtem ko je Dy in posledi¢no povprecje pri LD visje (SirSa porazdelitev). Torej se ponovno
odrazi izrazitejSi vpliv ve¢jih delcev na volumsko distribucijo ter tudi dejstvo, da se pri LD
izmerijo vse orientacije delcev, kar distribucijo S$iri .

Iz tabele 17 je razvidno, da so pri vzorcu H, ki vsebuje delce v obliki piramid, odstopanja
med LD in A najvecja. Razlike so med vsemi parametri, rezultati LD so pri¢akovano visji,
saj so delci voluminozni. Torej je prispevek tretje dimenzije (debeline) na rezultate LD
precejSen, saj vecji delci predstavljajo glavnino distribucije in tako posledi¢no vplivajo na
vi§je rezultate.

Za razliko od vzorca H, se pri vzorcu K, v katerem so prisotni nepravilni skupki rezultati
med LD in 1A bolj ujemajo. Podobno kot v primeru G, gre za rahlo odstopanje od oblike
krogle in pri LD imajo vecji delci vecji prispevek. Vrednosti vseh parametrov so tako kot pri

vzorcu H vi§ji, s tem da je ta razlika precej manj$a — manjsi vpliv tretje dimenzije.
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Tabela 17: Povprecne vrednosti premerov (D[4,3] ,CED) in parametrov Dyg, D5, Dgg Volumske

porazdelitve LD in 1A za vzorce G, H, I, K in zmes vzorca C in G

LD 1A
D[4,3] D1o Dso Dgo CED D1o Dso Dgo
[nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm]
G 9 18 76 190 95 29 100 153
nepravilne plos¢ice
H 133 61 119 218 86 37 77 139
piramide
: 86 13 67 178 73 33 66 121
palcke/ploséice
K 115 72 110 166 96 64 99 120
nepravilni skupki
zmes C (palke) in
101 14 65 235 / / / /
G (ploscice) (1:1)
zmes C (palke) in
99 16 73 220 / / / /
G(plostice)(0,5:1)

Distribucije so v vseh primerih tako pri LD kot pri 1A unimodalne (Slika 22 in 24). Pri vzorcu
I, ki vsebuje poleg ploscic tudi palcke z druga¢nim volumnom, bi lahko pri¢akovali npr.
vec¢modalnost na racun prisotnih palck, vendar ocitno niso prisotne v tolikSni meri, da bi se
njihova Sirina/dolzina odrazila na profilu PSD kot je to razvidno iz Ze opisanih primerov
palicastih delcev.

Slednjo ugotovitov smo preverili z analizo zmesi vzorca palicastih (C) in ploséatih (G) oblik v
razmerju 1:1 in 0,5:1. Kot je razvidno iz primerjave PSD zmesi in PSD vsakega posameznega
vzorca (Slika 23) lahko potrdimo zgornjo ugotovitev, saj ima zmes palck in ploséic v
razmerju 1:1 in 0,5:1 bimodalno porazdelitev. Drugi vrh PSD obeh zmesi je bolj izrazen kot
pri vzorcu C, saj vsebuje na rac¢un ploscic vecji delez delcev povprecne velikosti pribl. 100
um, kar je tudi razlog, da vzorec zmesi nima trimodalne PSD, vecje dimenzije palck pa se
odrazajo samo Se v podaljSanem repu krivulje. Torej z manj$im delezom palck, se

bimodalnost krivulj izgublja.
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Skladno s porazdelitvenimi krivuljami se tudi vrednosti povpreénega premera in parametrov
D10, Dsp in Dgy Spreminjajo — manjsi kot je delez palck bolj so rezultati zmesi primerljivi
vzorcu G (Tabela 14, 17).

Sami polozaji vrhov PSD so med LD in IA v vecini primerov med sabo primerljivi (vzorca G
in K pri pribl. 100pum, I pri pribl. 80pm), razen pri vzorcu piramid (vzorec H), kjer je o€itna
razlika (vrh LD pri pribl. 150um, vrh IA pri pribl. 80pum).
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Slika 22: Volumska distribucija dobljena z LD vzorcev G, H, I, K
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Slika 23: Volumska distribucija LD vzorca zmesi C in G in posameznih vzorcev
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Volume transformation: CE Diameter (um) smoothed over 100 points
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Slika 24: Volumska distribucija IA (transformacija iz Steviléne) vzorcev G, H, I, K

Tudi v $irini porazdelitvenih krivulj so vidne razlike med LD in IA (Tabela 18), in sicer je pri
LD sirsa za vzorca G in |, medtem ko sta pri vzorcih H in K S$irini LD in IA primerljivi med
sabo (pri H celo identi¢ni). Dobro ujemanje v Sirini PSD je poleg oblike delcev (manjsi AR)
posledica tudi prisotnosti bolj uniformnih velikosti delcev v primerjavi z vecin0 primerov
palicastih delcev, kar je razvidno tudi iz SEM analize, saj vzorca H in K vsebujeta v

primerjavi z vzorcema G in I ozjo distribucijo delcev.

Tabela 18: Sirina volumske distribucije pri LD in I4 za vzorce G, H, I, K

vzorec G H | K
Sirina distribucije LD 2,3 1,3 2,5 0,9
Sirina distribucije | A 1,2 1,3 1,3 0,7

Iz tabele 19 je razvidno, da visji kot je AR in okroglost delca (G > K > H > 1) ter nizji kot je
parameter podolgovatost (G < K < H < I) bolj so oblike delcev priblizajo obliki krogle. Tore;j
se vzorec z nepravilnimi plo§¢icami najbolj pribliza. Zanimivo pa je, da je v primeru piramid
(vzorec H) podolgovatost delcev (najmanj okrogli) najbolj primerljiva vzorcu palck/ploscic
(vzorec 1), kar pa ni ravno skladno z morfologijo delcev, saj so bolj kubi¢ni (bistveno manj
odmakjeni od oblike krogle kot palcke/ploséice). Glede na to, da je analiza IA staticna 2D

analiza, pri ¢emer so delci analizirani izkljuéno v najbolj ugodnem (stabilnem) polozaju, je
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pri¢akovano, da so videti kot plos¢ice (Slika 25) in tako pri IA podobni plo$¢icam vzorca I
(Slika 26). Pri LD pa dejansko izvedemo 3D meritev piramid, ki v razlicnih polozajih
preckajo laserski Zarek, zato so tudi rezultati LD precej visji kot pri IA, tudi v primerjavi z
rezultati LD ostalih vzorcev (pri LD je isti delec veckrat pomerjen pod razli¢nimi koti,
posledi¢no je njegova velikost v distribuciji zaStopana veckrat-kot bi dejansko izmerili vec¢

enako velikih delcev).

Tabela 19: Povprecne/maks. vrednosti ostalih (Sirina, dolZina, AR, okroglost, podolgovatost,

konveksnost, intenziteta) parametrov 1A za vzorce G, H, I, K

Sirina dolZina intenziteta
AR okroglost podolgovatost | konveksnost
(maks) (maks) (D50)
G | 153 um | 222 pm 0,711 0,778 0,289 0,973 123
H | 237 um | 289 um 0,631 0,756 0,369 0,974 62
I 171 ym | 355 um 0,620 0,733 0,380 0,982 69
K | 247 um | 254 um 0,665 0,739 0,335 0,970 68
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Slika 25: Diagram sipanja (»scattergram«) prikazuje klasifikacijo vzorca H po velikosti (CED-zelena
PSD) in obliki (okroglost-rdeca PSD) in karakteristicnih vecjih delcev-piramid s CED od ~80-100um,

ki so zastopani v oranzno oznacenem podrocju
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Slika 26: Diagram sipanja (»scattergrame«) prikazuje klasifikacijo vzorca I po velikosti (CED-zelena
PSD) in obliki (okroglost-rdec¢a PSD) in karakteristicnih vecjih v obliki ploscic (CED od ~80-100um)

Sy S P B

in palck (CED od ~70-100um), ki so zastopani v oranzno oznacenem podrocju

Tudi na osnovi rezultatov intenzitete svetlobe lahko zaklju¢imo, da so delci v obliki piramid
najdebelejsi, saj je intenziteta prepuScene svetlobe najnizja — vrednosti proti 0 kaZejo na

temnejse delce (Slika 27).
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Slika 27: Porazdelitvene krivulje parametra intenzitete svetlobe vzorcev G, H, I, K
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Vrednosti (maks.) Sirine in dolzine pridobljene z IA lahko ponovno povezemo s Sirinami
porazdelitvenih krivulj pri LD. In sicer vec¢ja kot je razlika med $irino in dolzino delcev (I > G
> H > K), sirSa je PSD pri LD (I > G > H > K). Torej ima vzorec I, ki vsebuje delez palck,
najsirSo PSD, kar kaze na vpliv preferencne orientacije palicastih delcev v pretocni celici LD.

Kljub razlicnim oblikam delcev se vzorci bistveno ne razlikuje po konveksnosti, kar kaze na
to, da imajo podobno hrapavost povrsine delcev. Pricakovano najbolj nazobceno povrsino ima

vzorec z nepravilnimi skupki, najbolj gladko pa vzorec, ki vsebuje palcke/ploscice (Tabela
19).

4.2.3. Rezultati delcev kroglastih oblik

Pri vzorcu J, ki vsebuje kroglaste aglomerate je korelacija med LD in IA vseh parametrov
zelo dobra razen pri Dy (Tabela 20), ki je za razliko od prej$njih primerov visji pri IA (SirSa
porazdelitev). To bi lahko bila posledica razpustitve aglomeratov pri meritvi z LD, kjer v
disperznem mediju med mesanjem pride do moénej$ih mehanskih obremenitev, medtem ko je
bila meritev z 1A izvedena na nedestruktiven suh nacin (SDU enota). Na sliki 28 je prikazano,
da so dejansko prisotni veéji skupki (maks. pribl. 250um) kot so izmerjeni z LD (maks. pribl.
220um), torej je v tem primeru meritev z IA pravilnejSa. Vecja verjetnost pa je, da ni prislo do
razpustitve aglomeratov in so rezultati pogojeni z izborom matemati¢nega modela.

Za preveritev slednje predpostavke smo prvotne rezultate vzorca J preracunali, tako da smo
namesto »General purpose« modela upostevali model za kroglaste delce (»Single mode«).
Dobljeni preracunani rezultati kazejo na to, da ni prislo do deaglomeracije, saj je iz slike 29
razvidno, da uporabljen model vpliva na obliko PSD — v tem primeru smo dobili vejo
maksimalno velikost (pribl. 350 um) kot pri IA. Ostale vrednosti parametrov pa se ne zvisajo,
vrednosti Dig in Dgy sta celo malenkost nizji, vendar v obmocju eksperimentalne napake.
Glede na to, da vzorec vsebuje kroglice (vecji delci vecji prispevek) in je ujemanje izmerjene
z izraCunano meritvijo nekoliko boljSe pri kroglastem modelu (Slika 30, 31), kar potrjujejo
tudi nizje vrednosti parametrov »residual« (0,3%) kot pri modelu »General purpose« (0,5%),
lahko zaklju¢imo, da so dobljeni rezultati pravilnejsi s kroglastim modelom (blizje kot je
vrednost »residual« 1, slabSe je ujemanje izraCunane meritve z izmerjeno). Trditev smo
preverili Se z analizo standarda, Ki je sestavljen iz steklenih kroglic to¢no doloc¢ene velikosti in
je namenjen za preveritev delovanja instrumentov za doloCevanje porazdelitve velikosti
delcev. Za preveritev avtomatskega mikroskopa je namenjen QAS 3006, za preveritev
inStrumentov na osnovi LD pa QAS 3002, vendar oba standarda spadata v isto skupino QAS
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standardov zaradi istega velikostnega razreda (15-150um) in se razlikujeta samo v koli¢ini
kroglic (QAS 3002 je 2,5g, QAS 3006 pa 25mg), zato smo na obeh inStrumentih lahko
preverili le QAS 3002. Rezultati dobljeni z LD so ustrezni glede na specifikacijo standarda
QAS 3002 in nekoliko visji od rezultatov IA istega standarda, vendar so tudi ti ustrezni.
Odstopanje med vrednostmi parametrov Dig, Dso in Dgg (Tabela 21) kaze na to, da imajo pri
LD vedji delci vecji prispevek. Torej je v primeru standarda, ki vsebuje odporne kroglaste
delce tako meritev z LD kot tudi meritev na osnovi |A pravilna, manjse razlike so le
posledica drugega naCina meritve oz. podajanja rezultatov.

Tako z analizo standarda kot tudi vzorca smo potrdili, da z LD dobimo pri¢akovano visje

rezultate, s tem, da je izbran ustrezen model pri LD.

Razlog za tako dobro korelacijo je dejstvo, da smo se priblizali obliki pravilne krogle in smo

pri obeh tehnikah dosegli najmanj$o mozno stopnjo napake.

Tabela 20: Povprecne vrednosti premerov (D[4,3] ,CED) in parametrov Dy, Dsy, Dgg VOlumske

porazdelitve LD in 1A za vzorec J

LD 1A
D[4,3] D1o Dso Dyo CED D1o Dso Dyo
[nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm]
|
J yGeneral | g 49 88 149 106 47 90 216
purpose«
I oSingle | o) 47 89 140 / / / /
mode«
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Slika 28: »Scattergram« prikazuje klasifikacijo vzorca J po velikosti (CED-zelena PSD) in obliki
(okroglost-rdeca PSD) in karakteristicnih, najvecjih kroglastih aglomeratov (CED s j€ 246 um)
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Slika 29: Volumska distribucija LD vzorca J z modelom »General purpose« in »Single mode«
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Slika 30: Ujemanje izmerjene in izracunane meritve z izbranim » General purpose« modelom za

vzorec J
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Slika 31: Ujemanje izmerjene in izracunane meritve s preracunanim »Single mode« modelom za

vzorec J

Tabela 21: Vrednosti Dy, Ds, Dgy Volumske porazdelitve LD in 1A za standard QAS 3002 in

specifikacija za standard merjen z LD in IA

QAS LD specifikacija LD [um] 1A specifikacija IA [um]
3002 [pm] spodnjameja | zgornja meja [nm] spodnjameja | zgornja meja
Do 38 37 40 37 33 40
Dso 62 61 65 59 49 66
Dgo 88 86 95 80 74 86
Particle Size Distribution
14
12
e 10
§ 8
E 6
4
2
%.01 0.1 10 1000 3000
Particle Size (um)
—vzorec J_sfericni skupki, 31. julij 2013 13:46:07

Slika 32: Volumska distribucija dobljena z LD vzorca J
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Slika 33: Volumska distribucija IA (transformacija iz Stevilcéne) vzorca J

Tudi iz primerjave porazdelitvenih krivulj, predvsem po polozajih vrhov PSD (Slika 32 in

33), je razvidna dobra korelacija med tehnikama. Edino v Sirini PSD je manjsa razlika (Tabela

22), ki je odvisna od izbranega matemati¢nega modela pri LD.

Tabela 22: Sirina volumske distribucije pri LD in IA vzorca J

vzorec J
Sirina distribucije LD 1,1
Sirina distribucije 1A 19

Ostali parametri pridobljeni na osnovi IA tudi potrjujejo, da so v vzorcu J prisotni kroglasti

v

najmanj transparentni in imajo najbolj gladko povrsino (konveksnost blizu 1), kar je

pri¢akovano (Tabela 23).
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Tabela 23: Povprecne/maks. vrednosti ostalih (Sirina, dolZina, AR, okroglost, podolgovatost,

konveksnost, intenziteta) parametrov 1A za vzorec J

sirina dolZina intenziteta
AR | okroglost | podolgovatost | konveksnost
(maks.) | (maks.) (D50)
140 pum | 211 um | 0,792 0,909 0,208 0,994 53
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5. SKLEP

Velikosti delcev zdravilne u¢inkovine in pomoznih snovi je ena od klju¢nih karakteristik, ki
jih je potrebno vzeti v obzir ze na samem zacetku razvoja zdravila. In ker je vrednotenje
velikosti delcev moc¢no odvisno od oblike merjenih delcev, smo v magistrski nalogi
raziskovali in vrednotili vpliv parametrov oblike na rezultate velikosti delcev pridobljene z
metodo LD.

Najvecje razlike med rezultati LD in IA analize, predvsem v obliki porazdelitvenih krivulj,
smo pricakovano dobili v primeru pali¢astih delcev, kot je znano Ze iz literature.

Rezultati LD so v vseh primerih palic¢astih delcev dejansko visji, kar pripisujemo dejstvu, da
gre pri LD za prikaz in izracun rezultatov na osnovi volumske porazdelitve, kjer imajo veliki
delci vecji vpliv na koncni rezultat. Med tehnikama se pojavijo vecje razlike pri daljsih
palckah. Z manjSanjem dolzine pal¢k pa Se zmanjSujejo tudi razlike - rezultati LD se
priblizajo rezultatom IA, ker se oblika delcev priblizuje obliki krogle.

Pri LD so krivulje ve¢modalne, kar je posledica preferencne 3D orientacije v pretoéni celici in
so posledi¢no izmerjeni isti delci pod razli¢nimi koti, Kar Siri porazdelitev. Pri 1A pa so vse
krivulje unimodalne zaradi popolne preferencne orientacije pri nanosu vzorca na objektno
steklo, v tem primeru gre namrec za staticno analizo.

Da se s krajsanjem dolzine palck priblizujemo obliki krogle smo dokazali tudi s spremljanjem

parametra okroglosti in podolgovatosti.

V drugem sklopu smo preucevali vpliv razli¢nih oblik, ki se po obliki manj oddaljujejo od
oblike krogle, na porazdelitev LD. Pri vseh vzorcih razli¢nih oblik so prav tako kot pri
vzorcih paliCastih oblik vrednosti parametrov delcev z LD visje, ker se znova izrazi izrazitejsi
vpliv ve¢jih delcev na volumsko distribucijo.

Pri nepravilnih plos¢icah in nepravilnih skupkih je primerljivost med rezultati LD in 1A vecja
kot v primeru vzorca, ki vsebuje palcke in ploscCice, kar pripisujemo dejstvu, da prva dva
vzorca vsebujeta delce, ki so po obliki bolj primerljivi obliki krogle.

Pri vzorcu, ki vsebuje delce v obliki piramid, so odstopanja med rezultati posameznih
parametrov LD in IA najvecja, kar je bilo v nasprotju z nasimi pri¢akovanji. Rezultate lahko
razlozimo na podlagi razlik v volumnu — piramidni delci so bolj voluminozni. Torej je

prispevek tretje dimenzije (debeline), na rezultate LD, precejs$nji, kar ima za posledico precej
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visje rezultate vseh parametrov pri LD. Zanimivo pri takem vzorcu je tudi to, da se po
parametrih oblike (vrednosti AR, okroglosti in podolgovatosti) najbolj pribliza vzorcu, Ki
vsebuje delce v obliki palc¢k in plos¢ic in so ti dejansko najbolj oddaljeni od oblike krogle, za
delce piramid pa smo pri¢akovali obratno. Vendar je dobljena primerljivost med vzorcema
posledica na¢ina merjenja, saj gre pri IA za 2D analizo in so delci videti kot plos¢ice in so
zato bolj primerljivi vzorcu s pal¢kami in plos¢icami, pri LD pa gre kot zZe omenjeno za 3D

analizo.

V zadnjem sklopu meritev smo analizirali delce (aglomerate) kroglastih oblik (vzorec J), pri
katerih smo dobili pricakovano najboljSo korelacijo med LD in IA, s tem da smo pri LD
upostevali ustrezen matemati¢ni model, s katerim smo dobili pravilnejSe rezultate, katere smo
nato $e preverili in potrdili z analizo standarda (steklene kroglice to¢no doloéene velikosti), ki
je namenjen preveritvi delovanja instrumentov za doloCevanje porazdelitve velikosti delcev.
V obeh primerih (vzorca in standarda) smo dobili pri LD vi§je rezultate, kar ponovno

pripisujemo dejstvu, da imajo vecji delci vecji prispevek na volumsko PSD.

NajmanjSo stopnjo napake smo pri obeh tehnikah pri¢akovano dosegli pri delcih boj
kroglastih oblik, saj so ti po obliki najblizje obliki krogle in najve¢jo napako pri delcih
palicastih oblik, ki so najbolj oddaljeni od oblike krogle.

Da bi lahko kvantitativno ovrednotili stopnjo napake med korelacijo LD in IA razli¢nih oblik
delcev, bi bilo potrebno analizirati po ve¢ vzorcev enakih oblik (ve¢ vzorcev z delci v obliki

piramid, v obliki nepravilnih plos¢ic, itd.), ki bi omogo¢ila ustrezno statisticno obdelavo.

Iz rezultatov naSega dela je razvidno, da pri primerjavi rezultatov razli¢nih tehnik najvecjo
napako naredimo, kadar analiziramo voluminozne delce nepravilnih oblik (piramid). Taki
delci so pri farmacevtskih substancah redki, najpogosteje se srecujemo z delci v obliki ploséic
in palck. Glede na naSe rezultate, so razlike pri takih vzorcih manjSe, vendar kljub vsemu

vecje kot ¢e analiziramo bolj kroglaste delce (npr. granule, pelete).
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