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1. Uvod
Velikost ¢astic je rozmérova vlastnost Castice

v prostoru charakterizovana jednotkou délky. Idedlni pras-
kovy material obsahuje pouze Castice stejné velikosti. Na-
proti tomu redlny material se sklada z céastic o urcitém
velikostnim rozpéti — velikostnim intervalu. V praxi se
proto pii popisu velikosti pouziva pojem distribuce veli-
kosti &astic!. Pocetni distribuce velikosti &astic (DVC)
vyjadiuje procentualni rozloZeni ¢astic vzhledem k veli-
kosti. RozloZeni objemu castic je charakterizovano obje-
movou distribuci. Dal§im, neméné diilezitym parametrem
popisu castic je jejich tvar. Velikost a tvar jsou neoddéli-
telné parametry, které ovliviiuji chovani pevnych latek
a jejich zpracovani™’. Pro spravné stanoveni obou parame-
tri je zapotiebi reprezentativni vzorek studovaného mate-
ridlu, ktery musi byt pfipraven a analyzovan s dostate¢nou
reprodukovatelnosti méfeni v zavislosti na pouzité analy-
tické metod&*”.

Velikost a tvar ¢astic ovliviiuji nejen tokové vlastnosti
prasku, ale také procesy mleti, homogenizace, granulace
a tabletovani. Mlit je nutné 1é¢ivé a pomocné latky tehdy,
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pokud pii vstupu do vyroby nemaji DVC, kterou vyzaduji
jednotlivé vyrobni operace. Pfi homogenizaci 1écivé latky
s pomocnymi latkami (excipienty) je vhodné, aby distribu-
ce jejich velikosti nebyly pfili§ rozdilné. S nartstajicim
rozdilem v DVC jednotlivych komponent se zvysuje riziko
protichtidného procesu homogenizace — segregace prasko-
vé smési’. Zavislost miry segregace slozek tabletoviny na
velikosti ¢astic vstupnich surovin byla studovana spektral-
nimi metodami, mimo jiné, v praci Vajny a spol.’. Kontro-
lou a upravou velikosti ¢astic 1é¢ivé latky a excipientl je
moZzné segregacni proces minimalizovat.

Pfi inhala¢nim podani pevné 1écivé latky, napt. pfi
lécbeé bronchidlniho astmatu, lidské dychaci Ustroji velmi
uspésné odfiltruje Castice nad urcitou velikost, aby se za-
jistila integrita pfivodu vzduchu a pfedeSlo se podrazdéni
plic. Vdechnuti musi byt pro ¢loveéka snadné a 1€k se musi
v plicich dobie deponovat’. Velikost &astic 1&¢ivé latky
v praskovych inhalatorech je proto nutné kontrolovat.

Pii podédvani tablet per os zavisi rychlost dezintegrace
tablety a disoluce (rozpousténi) 1écivé latky v zazivacim
traktu na velikosti &astic a jejich porozité”. Zvyseni speci-
fického povrchu zpiasobi snizeni fyzikalnich prekazek
rozpousténi, a urychleni celého procesu absorpce. Toho je
vyuzivano pro upravu chovani generika in vivo®, protoze
genericky 1é¢ivy pfipravek musi byt s originalnim pfiprav-
kem bioekvivalentni. Béhem bioekvivalenéni studie (BES)
se prokaze shodny koncentracni prubéeh 1é¢ivé latky v krvi
na Case. Mezni limity potvrzené shody jsou +20 % na hla-
diné vyznamnosti P = 0,05 (cit.”). Z praktickych
a ekonomickych divodt se BES provadi na zavér vyvoje
generického piipravku. Pribéznéd shoda se kontroluje po-
moci disoluénich testd, resp. shodou disoluénich profilt
originalu a generika'’. Takové hodnoceni neni piili§ na-

koncentrace (ug/ml)

(g ————————————

% %
t (min)

60 70

Obr. 1. Disoluéni profily tablet s 1é¢ivou latkou (API) o rizné
velikosti &stic (prevzato z cit.>?)
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kladné a je mozné ho provadét opakované. Zménou distri-
buce velikosti ¢astic generika je mozné upravit disolucni
profil tablety do pozadovaného pribéhu. Na obr. 1 jsou
ukazany disolucni profily tablet obsahujici stejnou 1é¢ivou
latku s rozdilnou distribuci velikosti ¢astic.

2. Nejpouzivanéjsi metody méfeni distribuce
velikosti ¢astic ve farmacii

Soucasnym standardem méteni distribuce velikosti
Castic ve farmacii jsou obrazova analyza snimki ze svétel-
ného nebo elektronového mikroskopu (SEM)'! a laserova
difrakce. Piehled méfitelného rozsahu, navazek vzorku
a moznych aplikaci je uveden v tab. I.

Vysledna distribuce velikosti ¢astic je uvadéna jako
pocetni nebo objemova. V zavislosti na zvolené technice
jsou distribuce prezentovany formou histogramu nebo

Tabulka I
Piehled vybranych metod méfeni velikosti &astic'’

Referat

distribuéni ktivky a také percentilnimi d-hodnotami dolni-
ho decilu, horniho decilu a medianu — d(0,1), d(0,9), d(0,5),
odedtenych z kumulativni kiivky'>. Ta popisuje procentu-
alni nardst vyskytu ¢astic s jejich nartstajici velikosti. Ma
Vid}ll tvar rostouci funkce s oborem hodnot od 0 do 100 %
(cit.").

2.1. Mikroskopie a obrazovéa analyza

Svételnd mikroskopie predstavuje tradicni metodu
charakterizace Castic. Pfi navdZce fadoveé miligramd vzor-
ku je mozné rychle ziskat informace o tvaru a velikosti
Castic. Srovnatelné vysledky poskytuje i metoda elektrono-
vé mikroskopie. Oproti svételné mikroskopii vSak nabizi
nékolikanasobné vétsi zvétseni a velkou hloubku ostrosti,
¢imz je mozné pozorovat ¢astice az na hranici 1 nm a po-
zorovat jejich povrch v prostorovém zobrazeni'.

Distribuce velikosti ¢astic se z mikroskopickych
snimkt ziskdva softwarem obrazové analyzy (napi. NIS

Metoda Min Max Urceni Urceni Urceni Navazka
[wm] [wm] distribuce tvaru povrchu [g]

Obrazova analyza z mikroskopie:

optické 1 1000 ano ano ano <0,1

SEM 0,02 1000 ano ano ano <0,1

Laserova difrakce 0,02 2000 ano ne ne >0,5

Obr. 2. Priklady realnych tvari ¢astic latek ve farmaceutickém primyslu

51



Chem. Listy 108, 50-55 (2014)

Elements v.4.1.). Obrazova analyza NIS Elements je zalo-
Zzena na principu oznaceni dostate¢né velkého souboru
¢astic (1000 a vice) a odecteni fady parametri pro kazdou
z nich. Mezi nejpouzivanéj$i parametry patii minimalni
a maximalni primét, projekéni plocha a vypocitany objem
ekvivalentni koule a kruhovitost. Na zékladé uzivatelem
zvolenych parametrii a znalosti méfitka snimku program
vygeneruje histogram DVC. Zpracovéavat je mozné ,,2ivy*
i archivovany obraz. Vysledkem je nejcastéji objemova
nebo pocetni distribuce velikosti ¢astic. Oba typy jsou
blize diskutovany v kapitole porovnani metod.

Vyhodou obrazové analyzy je moznost korelovat
vysledek distribuce se skutecnym snimkem c¢astic. Podrob-

v

mozné nalézt v literatute"! %413,

2.2. Metoda laserové difrakce

Laserova difrakce je stale vice preferovana metodika
méteni velikosti ¢astic ve farmaceutickém pramyslu. Jedna
se o techniku hromadného méfeni Castic, ktera generuje
vysledek pro cely vzorek. Princip spoc¢iva v kontinualnim
pritoku ¢astic méfici celou, na kterych difraktuje laserovy
svazek'®. Informace o velikosti a tvaru &astic jsou obsaze-
ny v difrakénim obraze a odtud pomoci Fourierovy trans-
formace pfevedeny na distribu¢ni kfivku'”. Pfed méfenim
je nutné nejdfive vyvinout a validovat metodu pro konkrét-
ni vzorek. To znamena stanovit fixni a hledané parametry
méfeni, které souvisi s vlastnostmi méfené latky. Laserova
difrakee je rychla, reprodukovatelna a robustni metoda'®.

Postup méteni je mozné rozdélit do tii kroku:

1. Interakce Castic s laserovym paprskem a ziskani dif-
rakéniho obrazce.

2. Pfevod difrakéniho obrazce do digitalniho formatu.

3. Prevod digitalniho formatu difrakéniho obrazce na
distribuéni a kumulativni kiivku'’.

V publikacich jsou vysledky bézné uvadény jako per-
centilni d-hodnoty®**'. Protoze metoda laserové difrakce
poskytuje difrakéni obraz a nikoliv pfimy obraz Castice, je

vhodné vysledek doplnit mikroskopickymi snimky. Po-
1,10,14,15,22

vy

drobngjsi informace je mozné nalézt v literatute
2.3. Porovnani metod
Z popsanych principit obou metod vyplyvaji dulezité

zavery. Jiz v roce 1940 Heywood uvedl, Ze vysledky distri-
buci ziskané urcitou analytickou technikou zavisi na fyzi-

N-\Ne-o

Obr. 3. Postup aproximace tvaru ¢astice na objem ekvivalent-
ni koule
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kalnich principech a omezenich pouzité metody™. Chatto-
padhyay a spol.** konstatuji, Ze i za piedpokladu pravidel-
nosti ¢astic se mohou vysledky jednotlivych metod mezi
sebou lisit az o 10 %. Znamena to, Ze i pii méfeni idedl-
nich sférickych ¢astic neni dosazeno stejného vysledku.
Z tohoto divodu je porovnavani vysledka ziskanych rtz-
nymi metodami mé&feni nevhodné®*.

Podle Evropského 1ékopisu patii mezi zakladni tvary
castic: jehlicky, desticky, sloupecky, kvadry, krychle, kou-
le a nepravidelné &astice'®. Ilustrativni piiklady zminénych
tvarti jsou uvedeny na obr. 2. Nejjednodussi popis velikosti
je v pripadé kouli, které je mozné popsat jednim ¢&islem —
primérem. Ve snaze popsat velikosti ostatnich tvard také
jednim cislem, byla do praxe zavedena aproximace na
ekvivalentni kouli. Tzn. kouli o stejném objemu, povrchu,
rychlosti sedimentace apod., jako ma realna Gastice™' .

Metoda laserové difrakce umoziiuje pouZzité aproxi-
mace uzivatelsky ovlivnit jen minimalné. Na zaklad¢ zna-
losti tvaru ¢astic v méfeném vzorku je mozné zvolit pouze
ze tii prednastavenych variant pfepocétu detegovaného sig-
nélu do distribu¢ni kiivky. Tim by se mél snizit vliv orien-
tace Castice pifi pruletu méfici celou. Nemélo by tedy do-
chazet napf. k bimodalnimu rozloZeni distribuce velikosti
jehlickovitych ¢astic z divodu orientace nejdelsi nebo
naopak nejkratsi délky na laserovy paprsek. Pro zvoleni
spravné varianty je nutné predem mikroskopicky zjistit
tvar ¢astic. Laserova difrakce pouziva pro vypocet distri-
buce velikosti ¢astic pouze objemy ekvivalentnich kouli'’.

V piipadé obrazové analyzy se objemova distribuce
ziska nejcastéji aproximaci na objem ekvivalentnich kouli.
Vypocet je zalozen na odecteni skutecné plochy castice,
pfevodem na kruh se stejnou plochou a odecteni jeho pri-

_)i L r /
SEM MAG: 400 x
Zorné pole: 541.7 pm

SEM HV: 7.00 kv
Det: BSE

100 pm

Obr. 4. Jehlickovité ¢astice méFené 1é¢ivé latky
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Tabulka II

Referat

d-hodnoty objemovych distribuci ziskanych metodou obrazové analyzy a laserovou difrakei (d(0,1) — dolni decil; d(0,5) —

median; d(0,9) — horni decil distribuce)

Metoda d(o,1) d(0,5) d(0,9)
[nm] [um] [nm]

Obrazova analyza 62 116 221

Laserova difrakce 10 32 111

méru. Tento pramér je také oznacovan jako ekvivalentni
objemovy prumér a je pouzit pfi vypoctu objemu ekviva-
lentni koule (obr. 3). Pocetni distribuce ptedstavuje pro-
centualni rozdéleni ¢astic do histogramu na zakladé délky,
napt. maximalniho primétu'’. Kombinaci n&kolika pocet-
nich distribuci (napf. minimalniho a maximalniho prime-
tu) je mozné tvar Castic 1épe prezentovat®™. Kromé vyse
zminénych postupti je mozné naméfena data z obrazové
analyzy exportovat do tabulkového editoru a zahrnout do
vypoctu objemové distribuce podminky tvarovych fakto-
ri®. Tvarovy faktor je vypogitana veli¢ina, ktera udavé
miru shody se zvolenym geometrickym télesem — napf.
kruhovitost’. Kruhovitost nabyva hodnot <0;1> a udavé

miru shody skute¢ného dvourozmérného tvaru castice
s kruhem (hodnota rovna 1)*.

Pro ilustraci rozdilnych vysledkd objemovych distri-
buci velikosti byla provedena méfeni téze Sarze 1éCivé
latky pomoci obou metod — laserové difrakce a obrazové
analyzy. Jeji castice mély tvar pravidelnych jehlicek
(obr. 4). Vysledky objemovych distribuci jsou uvedeny na
obr. 5 a 6. Diskuse vysledki vychazi z porovnani d-hodnot
téchto distribuci uvedenych v tab. II. Obrazova analyza
promé&fuje kolem 1000 c¢astic. Ve srovnani s laserovou
difrakei je to o n€kolik f4dli méné. Dalsi rozdily prameni
z vySe diskutovanych rozdild v principech obou metod
a také jejich odlisnych rozsazich méteni. Svételna mikro-
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Obr. 5. Objemova distribuce velikosti ¢astic ziskana z laserové difrakce. Distribu¢ni a kumulativni kiivka
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Obr. 6. Objemova distribuce velikosti ¢astic ziskana obrazovou analyzou
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Obr. 7. Pocetni distribuce velikosti ¢astic 1é¢ivé latky (API) v zavislosti na min. a max.
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Obr. 8. Vliv vyskytu velkych &astic na distribuci velikosti ¢astic pocetni (vlevo) a objemovou (vpravo)'®

skopie je omezena rozliSenim fadové nekolika jednotek
mikronu. Z divodu velkého poctu podmikronovych
a mikronovych c¢astic, které byly v pfipad¢ obrazové analy-
zy oznaceny jen v malém zastoupeni, jsou d-hodnoty roz-
dilné. Nejvétsi procento hmoty bylo zastoupeno v intervalu
velikosti 3 az 200 pum (laserova difrakce) a 30-250 um
(obrazova analyza).

Na obr. 7 jsou uvedeny pocetni distribuce téhoz vzor-
ku, které lze ziskat jen obrazovou analyzou. Uvedené his-
togramy udavaji procentudlni rozdéleni ¢astic podle mini-
malniho a maximalniho priméru. Porovnanim vyrazné
rozdilnych rozsahli obou histogrami je mozné urcit, Zze se
jedna o jehlickovité castice. Tento zplsob interpretace
vysledki byl uveden napf. v praci Garekaniho a spol.*®. Je
vhodny nejen v pfipadé, kdy neni mozné prilozit snimek
¢astic, ale i pro lepsi pfiblizeni jejich skute¢nych rozmeéra.
Priklad uvedeny na obr. 8 napomaha pochopeni rozdilu
citlivosti pocetni a objemové DVC z obrazové analyzy.
Objemové techniky jsou velmi citlivé na vyskyt malého
poctu velkych c¢astic, které v celkovém objemu zaujimaji
velké procento'®***!. Pfi porovnani je dillezité pamatovat

54

na prostorovy vztah mezi délkou a objemem Castice.
Obr. 8 prezentuje systém obsahujici milion Castic o veli-
kosti 5 um a jedné ¢astici velké 500 um. V zaznamu pocet-
ni DVC je zachovan pomér vyskytu, tedy 1000000:1.
V ptipadé objemové DVC je objem &astice velké 500 um
milionkrat vétsi nez Sum c¢astice. Objemové rozdéleni pro
milion Sum castic a jednu 500um c¢astici bude v poméru
1:1. Vyplyva to z pouzité tfeti mocniny pii vypocétu obje-
mu z délky’.

3. Zavér

Metody mikroskopické obrazové analyzy a laserové
difrakce pracuji na odlisSnych principech a v jiném rozsahu
méfeni. Z tohoto divodu je nutné porovnavat pouze vy-
sledky, které byly ziskany za stejnych podminek pouzitim
jedné techniky.

Pfi vybéru metody rozhoduje piedevsim rychlost
a cena analyzy. Laserova difrakce je vyrazné rychlejsi
metodou za predpokladu, Ze je k dispozici vyvinuta valido-
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vand metoda a zpracovava se vyrazn¢ veétsi mnozstvi vzor-
kt. Obrazova analyza ptedstavuje velice levny zpisob, jak
zjistit distribuci velikosti Castic bez zdlouhavého vyvoje
metody. Jeji vyhodou je rovnéZ informace o tvaru a obecné
vzhledu ¢astic. Z tohoto diivodu je to optimalni technika
pro farmaceuticky vyvoj, kdezto laserova difrakce je vhod-
nou metodou rutinnich analyz kontroly kvality.

Laserova difrakce poskytuje objemovou distribuci
velikosti Castic charakterizovanou distribu¢ni kfivkou,
kumulativni kiivkou a percentilnimi d-hodnotami. Naproti
tomu software obrazové analyzy umoziuje vyjadrit vysle-
dek ve formé pocetniho i objemového histogramu. V obou
ptipadech je rovnéz mozné vyjadrit kumulativni zévislost a
dopocitat d-hodnoty. Obrazova analyza umoziuje exporto-
vat data analyzovanych castic do tabulkového editoru.
Export celé fady udaji (napf. projekcni plocha, kruhovi-
tost, délkové rozméry a dalsi) o kazdé Céstici otevira moz-
nosti vyvoje vlastniho vypodtu DVC dle pozadovanych
kritérii pro konkrétni aplikace.

Prdce byla podporena vyzkumnym zamérem MSMT
CR ¢ 6046137302.
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The particle size and shape of raw materials influence
the manufacture and behavior of solid dosage forms. The
most widely used methods of particle size measurement
are laser diffraction and image analysis. These methods are
based on different principles and measurement ranges.
Only the results obtained by the same method under the
same conditions can be compared. Laser diffraction is
significantly faster if a validated method is known. The
method is defined for every raw material to guarantee re-
producibility of measurement. Image analysis is inexpen-
sive and does not require the validated method. Shape
information is easily provided by image analysis. Laser
diffraction is a suitable method for routine quality control.
Image analysis is an optimal technique for development of
pharmaceuticals.



