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Resum 

Un dels paràmetres més estudiats avui en dia dins la indústria farmacèutica és la distribució de mida 

de partícula dels diferents principis actius farmacèutics (APIs). Habitualment, el mètode analític 

emprat per a tal propòsit es basa en la utilització de la tècnica de difracció làser. 

Anys enrere, l’empresa Medichem S.A comptava amb l’equip de difracció làser Malvern                

Mastersizer S per tal de dur a terme aquest anàlisi. Per a cadascun dels APIs, tenien un mètode 

desenvolupat i validat seguint unes normes de qualitat que permetia obtenir resultats reproduïbles 

i precisos. Ara l’empresa compta amb un nou equip, el Malvern Mastersizer 3000, que necessita un 

desenvolupament i una nova validació dels mètodes d’anàlisi per a cada un dels productes. En 

aquest treball ens centrarem específicament en el desenvolupament i validació d’un mètode de 

difracció làser amb aquest nou sistema per a la determinació de la mida de partícula d’un API que 

serveix per a tractar arítmies ventriculars de cor. Per motius de confidencialitat no es poden donar 

detalls més específics d’aquest producte.  

Per a dur a terme el desenvolupament del mètode amb el nou equip de difracció làser, s’estudien 

els diferents paràmetres de l’anterior mètode i equip i a partir de diferents anàlisis, s’acaben 

determinant els valors òptims de mesura amb l’equip nou. En concret es determina el dispersant, la 

sonicació, els paràmetres òptics, la durada de la mesura, l’agitació, els límits d’obscuració i el temps 

d’estabilització de la mesura. Un cop s’ha desenvolupat el nou mètode, cal validar-lo. La validació 

per aquest tipus de mètode analític, segons la norma de la farmacopea d’Estats Units USP <1225>, 

requereix que s’estudiï la precisió de les mesures.  

Es demostra que el mètode desenvolupat i validat permet obtenir resultats precisos i reproduïbles 

i, per tant, que compleix els límits de qualitat que es demanen per aquest tipus d’anàlisi ja que la 

desviació estàndard relativa dels resultats està dins els límits requerits. A partir d’aquest moment 

es pot usar el mètode al laboratori de Control de Qualitat de Medichem S.A. 
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Resumen 

Uno de los parámetros más estudiados hoy en día dentro de la industria farmacéutica es la 

distribución del tamaño de partícula de los diferentes principios activos farmacéuticos, los APIs. 

Habitualmente, el método analítico usado para este propósito se basa en la técnica de difracción 

láser.  

Años atrás, la empresa Medichem S.A. poseía el equipo de difracción láser Malvern Mastersizer S 

para llevar a cabo este análisis. Para cada uno de los APIs, tenían un método desarrollado y validado 

siguiendo unas normas de calidad que les permitía obtener resultados reproducibles y precisos. 

Ahora la empresa posee un nuevo equipo de difracción láser, el Malvern Mastersizer 3000, que 

necesita un desarrollo y una nueva validación de los métodos de análisis para cada uno de los 

productos. En este trabajo nos centraremos específicamente en el desarrollo y validación de un 

método de difracción láser con este nuevo sistema para la determinación del tamaño de partícula 

de un API que sirve para tratar arritmias ventriculares de corazón. A causa de motivos de 

confidencialidad, no se pueden dar más detalles específicos de este producto.  

Para llevar a cabo el desarrollo del método con el nuevo equipo de difracción láser, se estudian los 

diferentes parámetros del anterior método y equipo y, a partir de diferentes análisis, se acaban 

determinando los valores óptimos de medida con el nuevo equipo. En concreto se determina el 

dispersante, la sonicación, los parámetros ópticos, la durada de la medida, la agitación, los límites 

de obscuración y el tiempo de estabilización de la medida. Una vez se haya desarrollado el nuevo 

método, se tendrá que validar. La validación para este tipo de método analítico, según la norma de 

la farmacopea de Estados Unidos USP <1225>, se requiere que se estudie la precisión de las 

mesuras.  

Se demuestra que el método desarrollado y validado permite obtener resultados precisos y 

reproducibles, obteniendo una desviación estándar relativa de los resultados dentro de los límites 

requeridos.  Por lo tanto, el método cumple los límites de calidad que se pedían en este tipo de 

análisis. A partir de este momento se puede usar el método en el laboratorio de Control de Calidad 

de Medichem S.A.   
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Summary 

One of the most studied parameters in the pharmaceutical industry today is the particle size 

distribution of the active pharmaceutical principles (APIs). The analytical method used for this 

purpose is usually based on the laser diffraction technique. 

Some years ago, Medichem S.A. used the Malvern Mastersizer S laser diffraction instrument to carry 

out this type of analysis. For each of the APIs, they had a method developed and validated following 

quality standards that allowed them to obtain repeatability and precision of the results. At present, 

the company has acquired a new laser diffraction instrument, the Malvern Mastersizer 3000, which 

needs the development and a validation of the methods of analysis for each product. In this study 

we will focus specifically on the development and validation of a laser diffraction method with this 

new system for determining the particle size of an API that serves to treat ventricular heart 

arrhythmias. Due to confidentiality reasons, no further specific details of this product can be given. 

In order to carry out the development of the method with the new laser diffraction instrument, 

different parameters of the previous method and instrument are studied and, through different 

analysis, we will found the optimal values of the measurement with the new equipment.  

Specifically, we will study the type of dispersant, the sonication time, the optical properties of the 

material, the measurement duration, the pump and stirring rates, the stability time and the 

obscuration. Once the new method has been developed, it will have to be validated. The validation 

for this type of analytical method, according to the US Pharmacopoeia USP <1225>, requires that 

the precision of the measurements have to be considered.  

It is demonstrated that the developed and validated method allows obtaining results with adequate 

precision and repeatability. The obtained relative standard deviation of the results is within the 

required limits. Therefore, the method complies with the quality limits requested in this type of 

analysis and it can be used in the Quality Control laboratory.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                 



       Desenvolupament i validació d’un mètode analític de difracció làser per a determinar la distribució de mida de partícula

               Mireia Cama Pou 

1. INTRODUCCIÓ ________________________________________________________________ 1 

1.1 Importància de la mida de partícula en els productes farmacèutics __________________________ 1 

1.2 Control de qualitat en la indústria farmacèutica _________________________________________ 1 

1.3 Tècniques analítiques per a la determinació de la mida de partícula _________________________ 1 

     1.3.1 Air-Jet _______________________________________________________________________________ 2 

     1.3.2 Microscopi òptic _______________________________________________________________________ 2 

     1.3.3 Difracció làser _________________________________________________________________________ 2 

       1.3.3.1 Teories de dispersió de la llum _______________________________________________________ 2 

     A. Aproximació de Fraunhofer ____________________________________________________________ 2 

     B. Teoria MIE __________________________________________________________________________ 3 

       1.3.3.2 Mida de partícules_________________________________________________________________ 3 

       1.3.3.3 Disposició dels instruments de difracció làser ___________________________________________ 4 

       1.3.3.4 Interpretació dels resultats obtinguts _________________________________________________ 4 

2. OBJECTIVES __________________________________________________________________ 6 

3. EXPERIMENTAL _______________________________________________________________ 7 

3.1 Reactius utilitzats __________________________________________________________________ 7 

3.2 Principi actiu farmacèutic (API) objecte d’estudi _________________________________________ 7 

3.3 Mostreig de l’API __________________________________________________________________ 7 

3.4 Preparació de la mostra i anàlisi ______________________________________________________ 8 

3.5 Instrumentació Mastersizer 3000 _____________________________________________________ 8 

3.6 Ètica i sostenibilitat ________________________________________________________________ 9 

4. RESULTATS I DISCUSSIÓ _______________________________________________________ 10 

4.1 Desenvolupament del mètode ______________________________________________________ 10 

     4.1.1 Elecció del dispersant __________________________________________________________________ 10 

     4.1.2 Sonicació ____________________________________________________________________________ 12 

       4.1.2.1 Resultats amb l’aparell de difracció làser ______________________________________________ 12 

       4.1.2.2 Resultats amb el microscopi òptic ___________________________________________________ 13 

     4.1.3 Propietats òptiques (índexs de refracció i absorció) __________________________________________ 14 

     4.1.4 Durada de la mesura __________________________________________________________________ 16 

     4.1.5 Agitació _____________________________________________________________________________ 16 

     4.1.6 Obscuració __________________________________________________________________________ 17 

     4.1.7 Estabilitat ___________________________________________________________________________ 18 

       4.1.7.1 Determinació del temps de pre-mesura ______________________________________________ 19 

       4.1.7.2 Determinació del temps de pre-alineament ___________________________________________ 20 

4.2 Validació del mètode ______________________________________________________________ 20 

     4.2.1 Repetibilitat de la mesura ______________________________________________________________ 20 

     4.2.2 Repetibilitat de la mostra _______________________________________________________________ 21 

     4.2.3 Precisió intermèdia ____________________________________________________________________ 22 

4.3 Comparació amb els resultats obtinguts amb el mètode d’Air-jet __________________________ 23 

4.4 Comparació dels resultats obtinguts amb els dos equips de difracció làser ___________________ 24 

5. CONCLUSIONS _______________________________________________________________ 26 

6. REFERÈNCIES ________________________________________________________________ 27 



       Desenvolupament i validació d’un mètode analític de difracció làser per a determinar la distribució de mida de partícula

               Mireia Cama Pou 

 

1 

1. INTRODUCCIÓ            

1.1 Importància de la mida de partícula en els productes farmacèutics 

En la indústria farmacèutica és important controlar la mida de partícula tant del principi actiu 

farmacèutic com de l’excipient, la substància no activa. La mida de partícula, sobretot de l’API té 

una relació directe amb el posterior rendiment del producte final, que és el fàrmac. La mida afecta 

tant la solubilitat com la capacitat d’absorció dins el cos humà [1].   

   

1.2 Control de qualitat en la indústria farmacèutica 

En qualsevol tipus d’indústria hi ha d’haver un control de qualitat per assegurar que tots els 

productes tenen unes característiques determinades. Encara s’ha de donar més èmfasi en la 

indústria farmacèutica ja que depenent de la qualitat del material des del primer pas de creació d’un 

medicament, acabarà afectant al producte final i, per tant, als receptors.  

Les empreses farmacèutiques han de respondre a un seguit de regulacions per tal d’assegurar la 

qualitat, aquestes estan dins dels manuals GMP [2] (Good manufacturing practices). Dins aquests 

manuals trobem els SOPs (Standard Operational Procedures), uns documents que aporten les 

instruccions detallades sobre com dur a terme qualsevol acció al laboratori. És a dir, serveixen per 

a que qualsevol analista desenvolupi una activitat concreta de la mateixa manera.  

Per assegurar la qualitat en un anàlisi de mida de partícula per difracció làser, s’han de tenir en 

compte les recomanacions de la Farmacopea Europea (EP 2.9.31 [3]) i la Farmacopea d’Estats Units 

(USP <429> [4]). També comptem amb la ISO 13320:2009 [5]. En aquesta guia trobem informació 

detallada sobre com dur a terme cadascuna de les etapes de l’anàlisi amb aquest mètode analític 

concret.   

Un cop hem desenvolupat el mètode analític, l’hem de validar. En aquesta validació s’ha de tenir en 

compte l’objectiu de anàlisi ja que els paràmetres a avaluar depenen d’aquest. Per la validació del 

nostre mètode de determinació de mida de partícula per difracció làser, hem de basar-nos en la  

USP <1225> [6]. Aquesta  guia qualifica el nostre mètode com a categoria III i determina que només 

cal que s’estudiï la precisió. Tot i així, en la validació avaluarem la repetibilitat de la mesura i la 

mostra i també la precisió intermèdia.   

 

1.3 Tècniques analítiques per a la determinació de la mida de partícula  

Existeixen diferents tècniques per tal de determinar la mida de partícula d’una mostra sòlida, la més 

habitual en els laboratoris farmacèutics és la difracció làser que ens permet obtenir una distribució 

de la mida de partícula de la mostra amb resultats reproduïbles (veure secció 1.3.3 per a més 

informació). En alguns casos s’utilitzen també tècniques complementàries per a contrastar la 

informació obtinguda amb la tècnica de difracció làser, aquestes són l’Air-jet i la microscòpia òptica. 
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 1.3.1 Air-Jet 

L’Air Jet és una tècnica de tamització que també serveix per a determinar la mida de partícula d’una 

mostra sòlida. Depenent de l’obertura de tamís que triem per a fer l’anàlisi, les partícules que 

passaran a través seu quan apliquem pressió de buit seran les que tinguin la mateixa mida. S’ha de 

tenir en compte que no totes les partícules són esferes perfectes i depenent de la forma i orientació 

d’aquestes, poden passar amb mida superior a l’obertura del tamís, obtenint un resultat erroni. El 

resultat que obtenim desprès de l’anàlisi és el percentatge de mostra que passa a través de la mida 

de tamís que utilitzem.  

 

 1.3.2 Microscopi òptic 

El microscopi òptic és útil per obtenir la caracterització del producte. Sense fer cap tractament a la 

mostra, n’observem una porció amb el seu corresponent dispersant al microscopi òptic, així tenim 

una idea de la forma i mida de les partícules. Durant el desenvolupament del mètode, en la prova 

de sonicació (4.1.2) aplicarem energia externa per tal de des-aglomerar les partícules de la mostra. 

El microscopi òptic servirà sobretot en aquesta prova ja que després de cada minut de sonicació, a 

l’observar la mostra al microscopi, podrem tenir una idea sobre la mida d’alguna de les partícules, 

és a dir, si aquestes estan agrupades, si conserven la seva mida original o si han patit un trencament 

per un excés d’energia.  

           

 1.3.3 Difracció làser 

La tècnica de difracció làser es basa en el següent fonament: Quan un raig làser passa a través de 

les partícules presents en una mostra sòlida, aquestes dispersen llum en totes les direccions amb 

un patró d’intensitat que depèn de la mida de la partícula. Habitualment els instruments usen una 

combinació de mesures amb llum vermella i blava per tal de poder arribar a mesurar la distribució 

de mida de partícula que tingui entre 10 nanòmetres i 3,5 mil·límetres. 

 

  1.3.3.1 Teories de dispersió de la llum       

Com hem dit anteriorment, el principi que fa servir la tècnica de difracció làser és la dispersió de 

llum làser. Existeixen dues teories que expliquen aquest fenomen: La teoria MIE i l’aproximació de 

Fraunhofer. 

A. Aproximació de Fraunhofer   

L’aproximació de Fraunhofer va ser el primer model òptic que es va usar per a mesurar la mida de 

partícula. L’aproximació assumeix que la partícula té forma de disc i que quan s’irradia amb una ona 

amb longitud d’ona coneguda, aquesta absorbeix tota la llum fent que només una petita part es vegi 

difractada. Com que aquesta aproximació no té en compte les propietats òptiques del material, 

l’equació que s’usa per a calcular la mida de partícula és simple però, tot i així, no és aconsellable 

per a partícules menors de 50 micròmetres ja que saber les propietats òptiques és essencial per tal 

d’evitar errors. Per tant, aquesta aproximació no és bona per a mesurar partícules de mida fina ja 

que només prediu intensitats de llum a angles petits, és a dir, de partícules més grans de 50 

micròmetres [5].  

 



       Desenvolupament i validació d’un mètode analític de difracció làser per a determinar la distribució de mida de partícula

               Mireia Cama Pou 

 

3 

   A         B 

B.  Teoria MIE 

En aquesta teoria, com també en l’aproximació Fraunhofer, la partícula és il·luminada per una ona 

de longitud d’ona coneguda. La diferència està en que la teoria MIE assumeix que la partícula és una 

esfera uniforme i homogènia, els seus índex de refracció i d’absorció són coneguts com també ho 

són els índex de refracció de l’entorn que envolta la partícula, el dispersant. Com que són coneguts, 

ens permet analitzar qualsevol mida de partícula. Per últim, aquesta teoria assumeix que la partícula 

no pateix canvis en la seva superfície. El que ens permet la teoria MIE és transformar les dades de 

mesura de les distribucions d’intensitat a volum, aquest volum és equivalent al diàmetre de l’esfera.  

La teoria MIE supera l’aproximació de Fraunhofer i ens permet obtenir informació més rigorosa 

sobre la interacció de la llum làser amb les partícules [5].   

 

  1.3.3.2 Mida de partícules 

A partir de la informació que rep l’equip de difracció làser sobre la intensitat de dispersió, calcula la 

mida de partícula que ha creat aquest patró d’intensitat [7]. Com hem dit anteriorment, en la teoria 

MIE s’assumeix que les partícules són esferes uniformes i la mida de partícula es determina a partir 

d’un volum equivalent al diàmetre d’una esfera.  

Per tant, a través d’aquest equip podríem no estar obtenint la mida real si les partícules de la nostra 

mostra no són realment esfèriques ja que és difícil descriure un element de 3 dimensions amb un 

número. En la Figura 1, el cilindre té el mateix volum que l’esfera de 198 µm de diàmetre, el 

problema està en que amb l’equip només obtenim el resultat de 198 µm i no ens permet veure 

realment si les partícules del nostre producte són allargades com la imatge A o si són més esfèriques 

com la imatge B.  

Com s’ha dit anteriorment, el microscopi òptic és l’aparell que usem per a obtenir la caracterització 

del producte i estar segurs si estem davant partícules com la imatge A o com la imatge B.   

                           

 

 

 

  

 

Figura 1. Imatge A: Cilindre del mateix volum que l’esfera de la imatge B. Imatge B: Esfera de 198 µm de 

diàmetre [8]. 
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  1.3.3.3 Disposició dels instruments de difracció làser   

Durant els anys 80 i 90, els instruments de difracció làser per tal de determinar la mida de partícula 

tenien l’anomenat sistema de Fourier en què les lents que es posaven darrera la zona de mesura i 

les partícules entraven en contacte amb al feix làser de forma paral·lela.  

En els següents anys es van anar fent avanços sobretot per a poder arribar a mesurar partícules més 

fines, i es va observar que quan la llum irradia una partícula gran, l’angle de dispersió és petit. En 

canvi, quan la llum irradia una partícula més petita, l’angle de dispersió és més gran. Es van 

començar a fer servir instruments de difracció làser amb un sistema de Fourier invers. En aquest, les 

lents estan situades abans de la zona de mesura i les partícules entren per darrere les lents amb un 

feix convergent, permetent mesurar a un rang ampli d’angles [5].  

             

  1.3.3.4 Interpretació dels resultats obtinguts  

Habitualment els resultats pel que fa a la mida de partícula mitjançant la tècnica de difracció làser 

els obtenim en forma de percentils. Un percentil és un percentatge (en micròmetres) per sota el 

qual hi ha un determinat volum de partícules. S’expressen de la següent manera: D(v,Y) on                      

Y = diferents valors compresos entre 0.1 i 1.0.  

Els resultats que ens interessen són tant la mitjana expressada en µm com el percentatge de 

desviació estàndard (RSD) dels resultats següents: D(v,0.1), D(v,0.5), D(v,0.9):  

 - D(v,0.1) o Dx (10) indica que el 10% de partícules està per sota el valor   

 - D(v,0.5) o Dx (50) és la mitjana, indica que el 50% de partícules està per sota el valor 

 - D(v,0.9) o Dx (90) indica que el 90% de partícules està per sota el valor   

 - D(v,1.0) o Dx (100) indica que el 100% de partícules està per sota el valor 

S’ha de tenir en compte que el valor D(v,1.0) es refereix al valor numèric de mida de partícula per 

sota el qual hi ha totes les partícules de la mostra. Aquest valor no és precís pels següents motius, 

primer de tot, com que la tècnica es basa en volum, és sensible a partícules grans i es necessitaria 

molta quantitat de mostra per a mesurar aquest percentil de forma precisa. A més, els errors són 

majors als extrems dels límits de distribució que no pas al centre, fent que els més precisos siguin 

els del centre de la distribució (D(v,0.5)). Per tant, el percentil D(v,1.0) ens dóna una idea de la mida 

però els seus resultats no són fiables.  

 

Un cop ha acabat l’anàlisi, l’equip proporciona un informe que consta d’una taula amb el valor dels 

percentils i també un histograma amb la distribució de mida de partícula. La Figura 2 és un exemple 

d’aquesta part de l’informe.  
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Figura 2. Taula dels diferents percentils i histograma 

Habitualment en la indústria farmacèutica, quan es fa l’anàlisi d’un lot amb aquest equip, és degut 

a que un client demana el producte en qüestió a l’empresa. Un cop hem extret aquests resultats del 

lot analitzat, hem de mirar si els valors compleixen pel client que ha demanat l’anàlisi. Cada client 

té associat un document d’especificació per a cada mètode, és a dir, per a cada producte. En aquest 

document hi ha un rang de valors per a cada resultat de D(v,0.1), D(v,0.5) i/o D(v,0.9) que el client 

vol que es compleixin per tal d’assegurar la qualitat de l’anàlisi del lot del producte concret. 

Aquestes especificacions poden ser més o menys estrictes depenent del client. 

En algun anàlisi es pot donar el cas que el resultat de D(v,0.9) que obtenim és més alt del que 

hauríem d’obtenir si ens guiem per l’especificació del client. Aquesta anomalia ens dona la sospita 

que s’han format aglomerats o bombolles durant el procés d’anàlisi, en aquest cas es repeteix i, 

normalment, el problema desapareix ja que moltes vegades és degut a una mala preparació de la 

mostra o a una mala estabilització durant l’anàlisi.  
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2. OBJECTIVES              

The aim of this study is to develop and validate an analytical method with the laser diffraction 

instrument Malvern Mastersizer 3000 in order to determine the particle size distribution of a 

particular active pharmaceutical ingredient. 

We will study the different method settings of the obsolete laser diffraction instrument of the 

Quality Control laboratory, Malvern Mastersizer S. Through different analysis, we will obtain the 

ideal values of sample preparation and measurement in order to obtain results with the required 

quality for this type of analysis with the new laser diffraction instrument Malvern Mastersizer 3000. 

Therefore, we want to transfer the method from one instrument to the other.  

Once the development has been done, we will proceed to validate it to prove if its repeatability and 

precision are the correct ones to be used in the Medichem’s Quality Control laboratory. 
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3. EXPERIMENTAL           

  

3.1 Reactius utilitzats  

El dispersant utilitzat és acetat de n-butil (CH3COOC4H9) de la marca Panreac Applichem (ITW 

Reagents). 

L’additiu que s’afegeix al dispersant per tal de crear el dispersant de la mostra (apartat 3.4) és Igepal 

CA-630 amb fórmula (C2H4O)nC14H22O, de la marca Sigma-Aldrich.  

Un segon additiu que s’usa (explicat a l’apartat 4.1.1) és L-α-Lecithin, Soybean de la marca Sigma-

Aldrich. 

L’etanol per a netejar la unitat de dispersió abans de començar l’anàlisi és Etanol Anhidre 99,9% de 

la marca Carlo Erba. 

 

3.2 Principi actiu farmacèutic (API) objecte d’estudi  

El producte pel qual desenvoluparem el mètode de difracció làser per determinar-ne la mida de 

partícula és un principi actiu farmacèutic (API) per un medicament que s’usa per a tractar arítmies 

ventriculars del cor, és a dir, per a fer que el pacient torni a un ritme cardíac normal.  

Segons la classificació de Vaughan Williams [9] presentada al 1970 i encara vigent, hi ha 5 grups de 

medicaments antiarítmics classificats depenent dels efectes que fan als canals iònics. Aquests canals 

són un tipus de proteïnes que permeten el pas d’uns ions determinats a través de la membrana de 

la cèl·lula. La seva funció és generar potencials d’acció en cèl·lules excitables. El nostre producte 

d’interès pertany a un grup que es caracteritza per bloquejar el canal de Na+, és efectiu quan la 

freqüència cardíaca és ràpida i actua disminuint la durada del potencial d’acció. Per motius de 

confidencialitat no es poden donar detalls més específics d’aquest producte.  

 

3.3 Mostreig de l’API 

El pas clau per a començar un bon anàlisi per tal de determinar la mida de partícula és agafar una 

porció de mostra representativa i homogènia del producte. Si no es fa bé, serà una font d’error 

important que s’anirà transportant en tot l’anàlisi, obtenint resultats que es desvien dels correctes.  

Agafar una porció de mostra amb aquestes característiques comença al departament de producció. 

Del reactor obtenim el producte desitjat que es diposita en bidons d’un volum determinat depenent 

de les tones que s’han produït. Al moment d’agafar mostra per portar-la al laboratori es compta 

amb l’ajuda del que anomenem “llança”, aquesta es clava dins un bidó i aconseguim una porció de 

mostra de baix de tot, una porció del mig i també una de la part superior. Cadascuna d’aquestes 

porcions es diposita a un recipient. Es repeteix el procés per a cada bidó que conté el producte 

d’interès i es porten tots els recipients al laboratori. Un cop allà, un analista s’encarrega d’ajuntar 

les porcions, obtenint el lot del producte del qual s’agafarà mostra pels diferents anàlisis.  

En qualsevol part del procés de fabricació la mostra pot patir el fenomen de segregació per mida, si 

no es vigila, s’acabaran obtenint variacions en la distribució de mida de partícula després de l’anàlisi 

ja que s’ha partit d’un lot no homogeni. Quan aquest fenomen succeeix al lot que està al laboratori 

i l’analista agafa una porció de mostra directament de la part superior de l’envàs que la conté, 
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possiblement està agafant les partícules més grans i, en canvi, les partícules més lleugeres estan al 

fons del recipient.  

Per tant, per a no agafar mostra que hagi patit aquest tipus de segregació, abans d’agafar-la s’ha de 

homogeneïtzar. Si l’envàs està molt ple i aquesta tasca resulta difícil, cal buidar tot el contingut en 

un vas de precipitats i a partir d’aquí homogeneïtzar i agafar el volum necessari per a l’anàlisi.  

 

3.4 Preparació de la mostra i anàlisi 

En primer lloc cal preparar una dispersió de la mostra sòlida. Per això es realitzen unes proves al 

laboratori on s’utilitzen diferents dispersants (per més detalls veure la secció 4.1.1). Finalment, la 

millor opció és la dispersió, en un vial, de 50 mg de mostra en 20 mL d’una solució d’Igepal CA-630 

en acetat de n-butil. Aquesta solució es prepara barrejant 2 ml d’Igepal CA-630 amb 200 ml d’acetat 

de n-butil i sonicant al  bany d’ultrasons fins a la seva homogeneïtzació.  

Abans d’introduir la mostra a la cel·la de mesura cal rentar tres vegades la unitat de mesura 

(HydroSM) amb etanol. Després rentar-la 3 vegades amb acetat de n-butil. Tornar a omplir la unitat 

amb acetat de n-butil i posar la velocitat d’agitació a 2800 r.p.m. Seguidament alinear el làser i fer 

la mesura de fons o “background” (hi ha un temps de pre-alineament ja entrat en el mètode de 3 

minuts). Addicionar la mostra del vial usant una pipeta Pasteur dins la unitat fins que la obscuració 

arribi al nivell desitjat (11-14%). Tot seguit, soniquem la dispersió dins la unitat de mesura durant 3 

minuts amb la sonda d’ultrasons a 7 watts. Mesurar la dispersió tant aviat com sigui possible, un 

cop la obscuració s’hagi estabilitzat (hi ha un temps de pre-mesura ja entrat en el mètode de 2 

minuts). Un cop acabat l’anàlisi, la unitat es renta tres vegades amb etanol. 

 

3.5 Instrumentació Mastersizer 3000 

L’equip consta de tres parts fonamentals: La unitat de dispersió, la part òptica i el software. L’equip  

pot incorporar la unitat de dispersió seca (Aereo) o la humida (Hydro) per tal de controlar la 

dispersió de la mostra. El nostre producte s’analitza en la unitat de dispersió humida amb entrada 

manual, més concretament la HydroSM. Aquesta unitat té un volum màxim de 120 ml, tot i que es 

sol omplir fins a uns 100 ml, i és on s’addiciona el dispersant juntament amb la mostra dispersada. 

Dins aquesta unitat es col·loca la sonda d’ultrasons Vibra-Cell que aportarà energia per tal de des-

aglomerar les partícules. La part òptica de l’instrument compta amb l’àrea de mesura, el raig làser 

que il·lumina les partícules i els detectors. Per últim, el software incorporat a l’equip, permet un 

control de l’anàlisi en tot moment.  

Anteriorment s’ha introduït el sistema de Fourier invers, l’equip de difracció làser té aquest sistema 

enlloc del sistema Fourier, aquest sistema permet mesurar la llum dispersada a diferents angles així 

que detecta un ampli rang de mida de partícula [10].  

Tot i que la forma de les partícules de la nostra mostra sigui diferent a la forma que exposa la teoria 

MIE, l’equip funciona a partir d’aquesta ja que ens permet obtenir informació més rigorosa que 

usant l’aproximació de Fraunhofer sobre la interacció de la llum làser amb les partícules. Sobretot 

de partícules més petites que 50 µm. 
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En la Taula 1 es mostren específicament els paràmetres instrumentals emprats. 

Taula 1. Paràmetres experimentals utilitzats en l’equip Mastersizer 3000 

 Malvern Mastersizer 3000 

Unitat de mesura HYDRO SM 

Material Índex de refracció: 1,600 

Índex d’absorció:   0,002 

Densitat: 1,00 g/cm3 

Tipus de partícula  No esfèrica 

Dispersant de la mostra 1% Igepal CA-630 en acetat de n-butil 

Dispersant Acetat de n-butil 

Índex de refracció: 1,399 

Durada de la mesura de background Llum vermella i blava  8 segons 

Durada de la mesura de la mostra Llum vermella i blava:  8 segons 

Temps de pre-alineació 3 minuts 

Temps de pre-mesura 2 minuts 

Nombre de mesures 6 mesures 

Temps entre mesures 20 segons 

Límits d’obscuració 11-17% 

Velocitat d’agitació 2800 r.p.m. 

Aparell de sonicació Model: Sonda d’ultrasons 

Durada de sonicació: 3 min (7 watts) 

 

3.6 Ètica i sostenibilitat 

Com hem dit anteriorment a l’apartat d’instrumentació (3.5), cada vegada que s’omple la unitat de 

dispersió es fa amb un volum aproximat de 100 ml. En un anàlisi amb l’equip, la unitat de dispersió 

humida HydroSM es renta 3 vegades amb etanol (3x100ml), després 3 vegades amb el dispersant 

acetat de n-butil (3x100ml) i els següents 100 ml de dispersant que s’addicionen són els que usem 

per a l’anàlisi. Després s’addiciona el volum necessari del vial de 20 ml preparat a 3.4. Un cop l’anàlisi 

acaba es renta la unitat una vegada amb etanol (100ml).  

Fent un resum total dels reactius usats amb un anàlisi obtenim que són uns 820 ml. A primera vista, 

tenint en compte la quantitat d’anàlisis que s’han fet per tal de desenvolupar el mètode, pot semblar 

que el volum de reactius s’eleva molt, és cert. Tot i aquest volum, que és inevitable per un bon 

desenvolupament, l’avantatge del mètode és que la totalitat dels dissolvents utilitzats, tan l’etanol 

usat per a rentar com el dispersant, són residus del tipus dissolvents orgànics no halogenats i es 

tracten igual. És a dir, que per una banda no és necessari anar canviant de bidó de residus durant el 

desenvolupament del mètode i, per altre banda, com que l’empresa compta amb un gran volum 

d’aquest tipus de residus, té un pla per a tractar-los de manera que impactin mínimament al medi 

ambient.  
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4. RESULTATS I DISCUSSIÓ          

  

4.1 Desenvolupament del mètode  

El desenvolupament d’un mètode per a determinar la mida de partícula amb l’equip de difracció 

làser Malvern Mastersizer 3000 consta d’un seguit d’anàlisis per tal d’aconseguir les condicions 

òptimes que ens permetin obtenir resultats precisos i reproduïbles d’una porció de mostra 

representativa i homogènia del lot del producte d’interès.  

En cadascun dels anàlisis d’una mostra, per defecte, l’equip fa 6 lectures (mesures) amb un interval 

entre elles de 20 segons. Els resultats que es comparen i s’analitzen són tant la mitjana com la 

desviació estàndard dels valors d’aquestes 6 lectures.  

En cadascuna de les proves de desenvolupament del mètode que s’explicaran a continuació, es 

parteix dels paràmetres òptims de l’equip antic Mastersizer S i es mira si canviant els valors dins un 

rang, podem millorar els resultats. En cada prova s’obté un valor òptim que s’aplica en la següent 

prova de desenvolupament.  

La Taula 2 conté els resultats obtinguts d’un anàlisi del mateix lot de producte que usarem per a 

desenvolupar el nostre mètode analític. Aquests resultats es van obtenir emprant el mètode i 

l’instrument antic Malvern Mastersizer S. El laboratori de Medichem ja no compta amb aquest 

equip, per tant, els valors de la taula s’obtenen a partir del document de quan es va fer l’anàlisi.  

Taula 2. Resultats obtinguts amb l’equip Malvern Mastersizer S 

 D(v,0.1) (µm) D(v,0.5) (µm) D(v,0.9) (µm) 

Mastersizer S 1,8 6,6 14,9 

                              

Aquest valors ens proporcionen una idea de la mida de partícula del nostre producte. Els resultats 

que hauríem d’obtenir amb l’equip nou Malvern Mastersizer 3000 no han de ser idèntics però sí 

similars. 

 

 4.1.1 Elecció del dispersant  

El primer pas per a desenvolupar un mètode analític amb l’equip de difracció làser és l’elecció del 

líquid en el qual es dispersa la mostra representativa i homogènia del lot, el dispersant. Aquest ha 

de complir les següents condicions: No ha de dissoldre el producte, ha de mantenir-lo en suspensió 

i s’ha de conèixer el seu índex de refracció. A vegades és necessari afegir un additiu perquè 

interaccioni amb la superfície de les partícules i ajudi tan a estabilitzar la dispersió com a fer que les 

partícules no s’aglomerin.  

En l’anterior equip, Mastersizer S, s’usava acetat de n-butil com a dispersant i també com a 

dispersant de la mostra. En el desenvolupament del mètode amb l’equip de difracció làser 

Mastersizer 3000 es van fer 6 anàlisis per provar si usant el mateix reactiu dispersant s’obtenien 

resultats reproduïbles.  
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Taula 3.  Mitjana de les 6 mesures usant acetat de n-butil com a dispersant i també com a dispersant de la 
mostra   

D(v,0.1) (µm) D(v,0.5) (µm) D(v,0.9) (µm) D(v,1.0) (µm) 

Mitjana (µm) 3,59 7,91 18 316 

RSD (%) 2,40 2,78 5,47 85,2 

                          

Si comparem la mitjana dels diferents resultats de mida de partícula de la Taula 3 amb la Taula 2, a 

primera vista pot semblar que els valors obtinguts són erronis pel fet de ser bastant diferents. Però 

s’ha de tenir en compte que estem mesurant mida de partícula molt fina i, en el nou mètode 

interessarà més obtenir un menor percentatge de desviació estàndard entre les diferents mesures 

que no obtenir una mida de partícula més semblant a l’equip anterior.  

Com veiem a la Taula 3, la desviació estàndard obtinguda sobretot al valor de D(v,1.0) és molt alta, 

és a dir que les mesures no ens proporcionen resultats reproduïbles. Sospitem que la porció de 

mostra que passa pel detector quan es fa la mesura conté partícules aglomerades. Una altre 

explicació seria que es formin bombolles i aquestes es detectin com a partícules.  

 

En els posteriors anàlisis es prova d’afegir algun additiu per tal de preparar el dispersant de la mostra 

i es mira si els resultats són més reproduïbles.  

Primerament es prova l’additiu L-α-Lecithin, Soybean (Sigma-Aldrich). Es prepara el dispersant de la 

mostra afegint 1,5 grams d’additiu a 200 ml d’acetat de n-butil. Es veu que al cap de mig minut 

d’estar en contacte la mostra i el dispersant preparat, la mostra es dissol. Es descarta aquest additiu 

ja que no permet mantenir la mostra dispersada. 

Desprès es prova l’additiu Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich). El dispersant de la mostra es prepara 

afegint 2 ml d’Igepal a 200 ml d’acetat de n-butil, creant un 1% d’Igepal. A primera vista no es dissol 

la mostra així que es fan 6 anàlisis amb l’equip. Ens fixem en si el percentatge d’obscuració 

disminueix molt entre un anàlisi i el següent, cosa que indicaria que el dispersant de la mostra 

preparat està dissolent la mostra. Els resultats que s’obtenen indiquen que la obscuració es manté 

estable i també que la desviació estàndard no supera el 10%.  

Es determina que amb l’equip Mastersizer 3000 es segueix usant acetat de n-butil com a dispersant 

però el dispersant de la mostra és una solució 1% d’Igepal CA-630 en acetat de n-butil. Amb aquesta 

modificació s’obtenen resultats bons i el percentatge d’anàlisis que no són vàlids per sospita 

d’aglomerats o bombolles és quasi inexistent.       

Condicions antigues:   · Dispersant: acetat de n-butil     

    · Dispersant de la mostra: acetat de n-butil 

Mètode desenvolupat:  · Dispersant: acetat de n-butil     

    · Dispersant de la mostra: 1% d’Igepal CA-630 en acetat de n-butil 
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 4.1.2 Sonicació  

La prova de sonicació és la següent després d’haver trobat un bon dispersant. Aquesta prova 

consisteix en determinar durant quant temps és necessari aportar energia en forma d’ultrasons per 

tal de des-aglomerar els cristalls del producte, tot permetent que la mostra conservi la seva mida 

de partícula primària. S’ha de tenir en compte que un excés de sonicació podria trencar aquestes 

partícules. Per aquest motiu es fan proves tant amb l’equip de difracció làser com també usant el 

microscopi òptic per estudiar la morfologia dels cristalls abans i després de la sonicació.  

Es disposa de dos aparells de sonicació: el bany d’ultrasons i la sonda d’ultrasons. El bany 

proporciona uns 50 Watts de potència mentre que l’aparell de sonicació manual que s’introdueix 

dins la unitat de dispersió, permet triar els Watts de potència que es volen aplicar.  

 

  4.1.2.1 Resultats amb l’aparell de difracció làser  

El primer anàlisi del lot es fa sense aplicar sonicació i s’enregistren els resultats de D(v,0.1), D(v,0.5), 

D(v,0.9) i D(v,1.0). Seguidament es sonica la mostra 1 minut al bany d’ultrasons i es torna a fer un 

anàlisi. Es van fent un seguit d’anàlisis cada vegada sonicant un minut més la mostra al bany 

d’ultrasons fins a un total de 7 minuts.  

Una segona prova consisteix en repetir el procés, sonicant de 0 minuts a 6 minuts però en aquest 

cas es fa usant la sonda d’ultrasons dins la unitat a 7 Watts. La Taula 4 recull aquests resultats. 

                                   

Taula 4. Resultats per a diferents temps de sonicació amb la sonda d’ultrasons a 7 Watts de potència 

Temps d’ultrasons a 

7 Watts (minuts) 

Valor D(v,0.1) 

(µm) 

Valor D(v,0.5) 

(µm) 

Valor D(v,0.9) 

(µm) 

Valor D(v,1.0) 

(µm) 

0 5,95 12,9 27,1 270 

1 4,16 9,57 22,5 87,6 

2 3,80 8,69 20,3 77,1 

3 3,62 8,18 18,7 74,0 

4 3,47 7,78 17,6 64,0 

5 3,35 7,46 16,6 56,3 

6 3,27 7,21 15,8 44,4 

 

Un altre factor que es té en compte a l’elegir el temps òptim de sonicació és la linealitat de les 

diferents mesures, els resultats els recull la Figura 3.   
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Figura 3. Temps d’ultrasons a 7 Watts de potència (minuts) respecte mida de partícula (en µm) per a cadascun 

dels 4 valors de resultats següents: D(v,0.1), D(v,0.5), D(v,0.9 i D(v,1.0). A la dreta ampliació dels 3 primers 

valors de resultats 

 

A partir de la Taula 4 i la Figura 3 veiem que, per una banda, si no s’aplica sonicació, el valor de 

D(v,1.0) es desvia molt de la linealitat. Per tant, tenim la sospita que les partícules formen 

aglomerats o es creen bombolles si no s’aplica cap mena de força externa. Per altre banda, 

descartem més de 4 minuts ja que els resultats obtinguts són força lineals des del minut 1 i no és 

necessari aplicar molt més temps per no fer un mètode massa llarg sense obtenir més bons 

resultats. Per tant, acabem determinant que 3 minuts són els òptims.  

Es fan més anàlisis, amb els mateixos intervals de temps però amb diferent potència de sonicació, 

es proven 5 i 10 Watts. Els resultats obtinguts no varien, una variació tan lleugera de potència no 

afecta a la mostra. Per tant, es decideix continuar emprant 7 Watts.   

Condicions antigues:   · Sonicació: 2 minuts al bany d’ultrasons     

Mètode desenvolupat:  · Sonicació: 3 minuts amb la sonda d’ultrasons a 7 Watts de 

     potència         

  

  4.1.2.2 Resultats amb el microscopi òptic  

Com s’ha dit anteriorment, per tal de comprovar que la sonicació que estem aplicant només des-

aglomera les partícules i no les està trencant, usem el microscopi òptic. Es prepara una porció de 

mostra del lot amb el dispersant de la mostra triat i s’observa al microscopi sense aplicar sonicació. 

També s’obtenen imatges aplicant 3 minuts de sonicació a 7 Watts amb la sonda d’ultrasons i 

aplicant 3 minuts de sonicació al bany d’ultrasons.    
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A la Figura 4A veiem que la major part de partícules formen aglomerats tot i que n’hi ha alguna de 

dispersa en el dissolvent. Aquestes partícules disperses tenen una mida de 17 i 24 micròmetres. 

Aquests valors ens serveixen de referència per a saber la mida de partícula primària.   

  

A la Figura 4B no es veuen partícules aglomerades sinó que estan disperses en el medi. Aquestes es 

veuen uniformes, no tenim sospita que s’han trencat. Per tant, veiem la mida d’alguna d’aquestes 

partícules, no és un valor representatiu de tot el lot ja que estem veient només unes 5 partícules, 

però ens ajuda a tenir una idea del rang.  

 

A la Figura 4C es veuen partícules des-aglomerades i de mida molt petita. Podem sospitar que 

aquestes s’han trencat, perdent la seva estructura primària degut a la sonicació. Descartem el bany 

d’ultrasons per al nostre mètode ja que aporta massa energia.  

Comparant els resultats de la Taula 4, la Figura 3 i la Figura 4, concloem que sonicant 3 minuts amb 

la sonda d’ultrasons dins la unitat a 7 Watts són les condicions òptimes pel nostre producte, fent 

que les partícules de la mostra es des-aglomerin però que no es trenquin.  

 

 4.1.3 Propietats òptiques (índexs de refracció i absorció) 

Un cop hem determinat el dispersant òptim (4.1.1) i hem triat la sonicació correcte (4.1.2), variarem 

les propietats òptiques, és a dir, els índex de refracció i d’absorció del material. Els paràmetres que 

mirem per triar els índexs òptims són tan el percentatge residual com el percentatge residual 

ponderat. Els dos valors han de ser semblants entre ells i també han de ser el més baixos possible. 

A més, la gràfica de distribució de mida de partícula que obtenim ha de ser Gaussiana. Amb el 

compliment d’aquests dos requisits, assegurem que el dispersant òptim que s’ha seleccionat és apte 

per l’anàlisi.  

 

Amb l’equip Mastersizer S l’índex de refracció era 1,65 i el d’absorció 0,1. A continuació es comparen 

diferents resultats amb aquestes propietats i també es determinen les noves propietats òptiques 

que ens permeten obtenir millors resultats.  

Figura 4: Imatges de la mostra obtingudes amb el microscopi òptic. A: Sense aplicar sonicació. B: Aplicant 3 minuts de 
sonicació a 7 watts amb la sonda d’ultrasons. C: Aplicant  3 minuts de sonicació al bany d’ultrasons 

 

 

B C A 
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Figura 5. Distribució de mida de partícula. A: Quan l’índex de refracció és 1,65 i l’índex d’absorció 0,1 i                    

B: Quan l’índex de refracció és 1,6 i l’índex d’absorció 0,002 

 

Taula 5. Resultats de cada equip amb els corresponents índexs de refracció i d’absorció 

Equip D(v,0.1) 

(µm) 

D(v,0.5) (µm) D(v,0.9) (µm) Residual 

(%) 

Residual 

ponderat (%) 

Mastersizer S 2,27 7,29 17,5 0,48 0,93 

Mastersizer 3000 3,51 7,91 17,9 0,58 0,59 

 

En la corba de distribució de la mida de partícula mostrada en la Figura 5B es pot observar una 

distribució normal i que no hi ha cap valor que surti de la Gaussiana com passava amb les partícules 

més fines de la Figura 5A.  

Anteriorment s’ha dit que els valors de residuals han de ser el més petit possible i semblants entre 

ells. Com observem a la Taula 5, tot i que el valor residual de l’equip Mastersizer S és lleugerament 

més petit que el de l’altre equip, quan comparem els dos valors residuals per cada equip en concret, 

són més bons els del Mastersizer 3000.   

Per tant, s’ha comprovat que variant les propietats òptiques del material, la Gaussiana de la gràfica 

de distribució de mida de partícula millora i els valors residuals són més semblants entre ells.  

Concloem que les propietats òptiques òptimes són: índex de refracció: 1,6 i índex d’absorció: 0,002. 

Condicions antigues:   · Propietats òptiques: Índex refracció: 1,65    

        Índex d’absorció: 0,1   

Mètode desenvolupat:  · Propietats òptiques: Índex refracció: 1,6    

        Índex d’absorció: 0,002 
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 4.1.4 Durada de la mesura 

En aquesta prova s’estudia durant quants segons la mostra passa per la cel·la de mesura.  

En el cas que es veiés molta variabilitat entre diferents mesures fetes en una mateixa mostra, 

s’hauria d’augmentar la durada de la mesura per tal de millorar la repetibilitat d’aquestes.  

Taula 6. Resultats per a diferents valors de durada de la mesura  
Durada de la mesura (Segons) 

4 6 8 10 12 

Valor D(v,0.5) (µm) 8,01 7,75 7,89 8,03 8,18 

%RSD 0,603 0,474 0,506 0,530 0,555 

                                  

Els resultats de %RSD obtinguts són molt bons en tots els diferents valors de temps estudiats, no 

superen l’1% en cap cas. El que ens fa decidir és el fabricant, que aconsella doblar el temps de 

mesura respecte l’equip anterior. Es determina que 8 segons de durada de la mesura són els òptims.  

Condicions antigues:   · Durada de la mesura: 4 segons   

Mètode desenvolupat:  · Durada de la mesura: 8 segons  

 

 4.1.5 Agitació 

Aquesta prova consisteix en triar la velocitat d’agitació òptima que permeti estabilitzar la dispersió 

dins la cel·la. Si la velocitat d’agitació és baixa, pot haver-hi problemes de recirculació i si la velocitat 

és massa alta pot fer que les partícules s’aglomerin. La Taula 7 i la Figura 6 recullen els resultats 

d’aquesta prova. 

 

Taula 7. Resultats per a cada valor de velocitat d’agitació 

Velocitat d’agitació (rpm) D(v,0.1) (µm) D(v,0.5) (µm) D(v,0.9) (µm) 

2300 3,63 8,11 18,2 

2500 3,74 8,24 18,1 

2800 3,80 8,32 18,2 

3000 3,86 8,40 18,2 

3200 3,89 8,42 18,2 

3500 3,90 8,44 18,3 
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Figura 6. Velocitat d’agitació (r.p.m.) respecte mida de partícula (µm) per a cadascun dels 3 valors de resultats 
següents: D(v,0.1), D(v,0.5) i D(v,0.9) 
 

Tenint en compte els resultats obtinguts, veiem que els valors es mantenen lineals en tot el rang de 

velocitat que s’ha fet l’anàlisi. A més, el fabricant recomana que els mètodes que es desenvolupen 

tinguin una velocitat d’agitació d’entre 2500 i 3000 r.p.m. Acabem escollint 2800 r.p.m.  

Condicions antigues:   · Agitació: 2500 r.p.m   

Mètode desenvolupat:  · Agitació: 2800 r.p.m   

 

 4.1.6 Obscuració 

Quan fem anàlisi per difracció làser, la obscuració és el paràmetre que ens permet veure la 

concentració de la mostra, és una mesura de la quantitat de llum làser que es perd, ja sigui per 

absorció o per dispersió, a través de la mostra. El percentatge augmenta a l’afegir més mostra a la 

unitat de dispersió de l’equip.  

Al triar el rang òptim s’ha de tenir en compte que el percentatge d’obscuració augmenta al sonicar 

ja que en aplicar una força externa els aglomerats es trenquen en múltiples partícules primàries.  

Taula 8. Valor de resultat D(v,0.5) i de % RSD per a diferents valors d’obscuració 

Obscuració (%)  Valor D(v,0.5) (µm) % RSD 

4 8,94 1,12 

8 8,68 0,435 

11 8,53 0,265 

14 8,43 0,285 

17 8,26 0,346 

20 8,07 0,500 
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Figura 7. Percentatge d’obscuració respecte el valor de D(v,0.5) en µm 

                      

A la Taula 8 observem que el percentatge de desviació estàndard més elevat l’obtenim als extrems 

del rang analitzat. Els resultats de la Figura 7 es mantenen lineals a tot el rang. Per tant, els valors 

òptims serien des de 11% a 17%.  

Fent diferents anàlisis, es determina que quan la obscuració és més alta del 18%, hi ha una pèrdua 

de la linealitat. Probablement quan la obscuració supera aquest percentatge, en un gran nombre 

d’anàlisis les partícules es tornen a aglomerar i és aquest valor de mida de partícula el que l’equip 

determina que és d’una sola partícula i no d’un conjunt. Es determina que com més alt és el 

percentatge d’obscuració, més mostra hi ha i es formen aglomerats amb més facilitat, observant-se 

en una pèrdua de la linealitat. 

A la Taula 8 no es veu aquesta pèrdua de linealitat ja que vam comprovar que no a tots els anàlisis 

passava. Finalment es va observar que quan s’addiciona la mostra dins la unitat de dispersió, el nivell 

d’obscuració ha d’estar entre 11-14% tot i que el límit d’obscuració final pot prendre valors entre 

11-17% ja que es compta aquest augment del percentatge amb la sonicació.  

Condicions antigues:   · Límit d’obscuració: 12-19%  

Mètode desenvolupat:  · Límit d’obscuració: 11-17% 

 

 4.1.7 Estabilitat 
En aquesta prova es determinarà el temps d’estabilització un cop s’ha sonicat la mostra i es fa la 

mesura (temps de pre-mesura) i també el temps entre que addiciones el dispersant dins la unitat 

de dispersió i que s’alinea l’equip (temps de pre-alineament). El primer temps es determinarà fent 

anàlisis amb l’equip mentre que per establir el segon temps s’observaran altres mètodes 

desenvolupats amb el mateix equip.  
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  4.1.7.1 Determinació del temps de pre-mesura 

En aquesta prova com en totes les altres, s’analitzen 6 mostres del mateix lot. Però, en aquesta 

prova en particular, enlloc de fer 6 anàlisis per a cada mostra amb 20 segons de pausa entre 

cadascun com s’havia fet en la majoria de proves fins ara, ara es fan 10 mesures per a cada mostra 

amb 1 minut de pausa entre cadascuna. Després s’agrupen els valors de resultats dels 0 minuts de 

totes les mostres i s’obté la primera fila de resultats de la Taula 9. La segona fila correspon als 

resultats de les 6 mostres al cap de 2 minuts a la unitat de dispersió i així successivament.   

Taula 9. Resultats per a diferents temps d’estabilització de mesura 

Temps 

d’estabilització 

(minuts) 

Valor 

D(v,0.1) 

(µm) 

%RSD Valor 

D(v,0.5) 

(µm) 

%RSD Valor 

D(v,0.9)  

(µm) 

%RSD 

0 3,50 1,55 7,82 1,68 17,4 2,25 

2 3,55 1,35 7,88 1,64 17,4 2,10 

4 3,63 1,19 7,98 1,59 17,5 2,10 

6 3,68 1,26 8,08 1,62 17,6 2,72 

8 3,75 1,06 8,16 1,66 17,6 2,66 

10 3,79 1,63 8,24 1,70 17,8 2,84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Temps d’estabilització respecte mida de partícula per a cadascun dels 3 resultats següents: D(v,0.1), 
D(v,0.5) i D(v,0.9) 

 

En la Figura 8, que compren valors des de 0 a 10 minuts, podem observar que els resultats es 

mantenen lineals al llarg del temps. Tenint en compte la linealitat i també que en la majoria de 

mètodes desenvolupats per altres APIs es deixa un mínim de 2 minuts d’estabilització un cop s’ha 

sonicat la mostra i es fa la mesura,  es decideix seleccionar aquest temps també pel nostre mètode.   
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  4.1.7.2 Determinació del temps de pre-alineament  

Pel que fa al temps de pre-alineament no comptem amb valors de l’equip antic ja que aquest 

paràmetre no es contemplava. Es comparen els temps de pre-alineament d’altres mètodes ja 

desenvolupats i validats amb l’equip nou per a altres productes. En la major part dels mètodes en 

aquest mateix equip de difracció làser, es deixa entre 2 i 3 minuts. A més, a partir de diferents 

anàlisis durant la validació, si s’addicionava el dispersant a la unitat de dispersió i seguidament 

s’alinea, obteníem errors en la mesura. Per tant, es determina que el temps perquè el dispersant 

s’estabilitzi és de 3 minuts.  

Condicions antigues:   · Temps de pre-mesura: 2 minuts     

    · Temps de pre-alineament: 0 minuts     

             

Mètode desenvolupat:  · Temps de pre-mesura: 2 minuts      

    · Temps de pre-alineament: 3 minuts    

    

4.2 Validació del mètode  

Un cop s’ha desenvolupat el mètode analític amb l’equip i s’han triat les condicions òptimes 

d’anàlisi, s’ha de validar el mètode per tal de poder-lo usar en anàlisis de control de qualitat al 

laboratori. En aquesta validació s’han d’avaluar diferents paràmetres per tal de veure les limitacions 

del mètode i per si aquest compleix els requeriments que demana la USP <1225> [6]. Aquesta guia 

qualifica el nostre mètode de determinació de mida de partícula per difracció làser com a categoria 

III i determina que només cal que s’estudiï la precisió. Aquesta l’avaluarem estudiant la repetibilitat 

i la precisió intermèdia, concretament farem 3 proves [11].  

- Repetibilitat de la mesura           

 - Repetibilitat de la mostra        

 - Precisió intermèdia  

Per tal de poder donar la validació per bona, els valors obtinguts de RSD (en %) per a D(v,0.1), 

D(v,0.5) i D(v,0.9) en cadascuna de les 3 proves no poden superar uns límits.  

Aquests límits són els següents: Per a D(v,0.1) i D(v,0.9), %RSD<30% i per a D(v,0.5), %RSD<20%.  

Com s’ha dit anteriorment, l’equip per defecte fa 6 lectures de cada mostra amb un interval entre 

cadascuna de 20 segons. El percentatge de desviació estàndard calculat és el referent a aquests 6 

replicats en cada prova.  

 

 4.2.1 Repetibilitat de la mesura 

Per a estudiar la repetibilitat de la mesura es prepara una mostra del lot seguint el mètode que s’ha 

desenvolupat i que, per tant, es vol validar. Se’n fa un anàlisi que, com tots, consta de 6 mesures 

consecutives amb un temps de 20 segons entre mesura. Els resultats de la prova es troben a la               

Taula 10 són tan la mitjana de les 6 mesures com el %RSD del valor de D(v,0.1), D(v,0.5) i D(v,0.9). 
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Taula 10.  Resultats en micròmetres de D(v,0.1), D(v,0.5) i D(v,0.9) per a cadascuna de les 6 mesures juntament 
amb la seva mitjana, el percentatge de desviació estàndard i la conformitat d’aquest per la validació 

Mesura D(v,0.1) (µm) D(v,0.5) (µm) D(v,0.9) (µm) 

1 3,67 8,05 17,6 

2 3,71 8,10 17,7 

3 3,73 8,13 17,6 

4 3,76 8,17 17,7 

5 3,79 8,20 17,7 

6 3,81 8,24 17,7 

Mitjana (µm) 3,75 8,15 17,7 

RSD (%) 1,37 0,876 0,255 

Conformitat RSD COMPLEIX 

(<30%) 

COMPLEIX 

(<20%) 

COMPLEIX 

(<30%) 

 

Observem que el percentatge de desviació estàndard en els 3 percentils és molt baix tenint en 

compte el rang que es podria arribar a obtenir i seguir donant per bona la validació. Concretament 

el valor de D(v,0.9) només té un %RSD de 0,255 que indica repetibilitat en les diferents mesures que 

s’han fet.  

 

 4.2.2 Repetibilitat de la mostra 

Per mirar la repetibilitat de la mostra es preparen 6 mostres del lot seguint el mètode que volem 

validar. Per cada mostra es fa un anàlisi, obtenint 6 mesures de cada mostra. Al final obtenim 36 

mesures d’aquesta prova, La Taula 11 recull la mitjana dels resultats obtinguts.   

Taula 11. Resultats en micròmetres de D(v,0.1), D(v,0.5) i D(v,0.9) per a cadascun dels 6 anàlisis juntament 
amb la seva mitjana, el percentatge de desviació estàndard i la conformitat d’aquest per la validació 

Número de mostra 

(fet per 1r analista) 

D(v,0.1) (µm) D(v,0.5) (µm) D(v,0.9) (µm) 

1 3,72 8,09 17,6 

2 3,67 8,13 18,0 

3 3,75 8,34 18,3 

4 3,67 7,93 16,9 

5 3,78 8,19 17,5 

6 3,75 8,15 17,7 

Mitjana (µm) 3,72 8,14 17,7 

RSD (%) 1,75 1,77 2,58 

Conformitat RSD  COMPLEIX  

(<30%) 

COMPLEIX 

(<20%) 

COMPLEIX 

(<30%) 
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En aquesta prova també obtenim un %RSD molt bo per a cada percentil estudiat. És cert que aquests 

percentatges són lleugerament més alts que en la Taula 10 ja que aquesta tenia en compte només 

6 lectures i, en canvi, la Taula 11 té en compte 36 lectures en 6 alíquotes de mostra diferents. Per 

tant, hi ha més variabilitat però s’obtenen resultats que fan veure que el mètode aporta bona 

repetibilitat tan de les mesures com de la mostra.  

 

 4.2.3 Precisió intermèdia 

Per avaluar la precisió intermèdia es necessita un segon analista. La seva funció és analitzar 6 

mostres del mateix lot que es preparen seguint el mètode. És exactament la mateixa prova que 

l’anterior però ara els anàlisis els realitza una altra persona. A continuació es mostra la Taula 12 que 

recull la mitjana dels valors dels 6 anàlisis fets pel primer analista (i que també recull la Taula 11), la 

mitjana dels 6 anàlisis fets pel segon analista i també la mitjana total amb el percentatge de 

desviació estàndard. 

Taula 12. Recull dels resultats en micròmetres de D(v,0.1), D(v,0.5) i D(v,0.9) dels anàlisis fets pel primer i 
segon analista juntament amb la seva mitjana, el percentatge de desviació estàndard i la conformitat 
d’aquest per la validació 

Primer analista D(v,0.1) (µm) D(v,0.5) (µm) D(v,0.9) (µm) 

Mitjana (µm) 3,72 8,14 17,7 

RSD (%) 1,75 1,77 2,58 

Segon analista D(v,0.1) (µm) D(v,0.5) (µm) D(v,0.9) (µm) 

Mitjana (µm) 3,68 8,12 17,9 

RSD (%) 2,20 2,34 2,53 

Mitjana Total (µm) 3,70 8,13 17,8 

RSD Total (%) 2,07 2,06 2,66 

Conformitat RSD COMPLEIX  

(<30%) 

COMPLEIX 

(<20%) 

COMPLEIX 

(<30%) 

 

A partir de la combinació dels valors obtinguts pel primer analista i pel segon, observem que el %RSD 

segueix dins els límits establerts, donant bona precisió al mètode.  

Un cop s’han dut a terme les 3 proves de validació del mètode, es comprova que cap valor de 

percentatge de desviació estàndard de les Taules 10, 11 i 12 supera els límits esmentats. Per tant, 

el mètode per tal de determinar la mida de partícula per difracció làser del producte d’interès s’ha 

validat correctament i els resultats indiquen que el mètode és precís i dóna resultats reproduïbles.  
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4.3 Comparació amb els resultats obtinguts amb el mètode d’Air-jet 

Una prova complementària és l’Air-Jet. Per a fer un anàlisi amb aquesta tècnica agafem una porció 

de mostra procedent del mateix lot de producte. En el desenvolupament del mètode hem vist en 

quin rang de mida es mouen les partícules del nostre producte. Per tant, de totes les mides de tamís 

que disposem, agafem el de 45 µm per a veure quin percentatge de mostra passa a través seu. 

El càlcul del percentatge de mostra que passa a través del tamís de 45 µm és el següent:   

% 𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 =
𝑃𝑒𝑠 𝑏𝑟𝑢𝑡 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑔)−𝑃𝑒𝑠 𝑏𝑟𝑢𝑡 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑔)

𝑃𝑒𝑠 𝑏𝑟𝑢𝑡 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑔)−𝑡𝑎𝑟𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑔)
 = 

521,25−511,31

511,23−10,02
 = 99,40 % 

És a dir, un 99,40% de les partícules de la mostra són de menor mida que 45 µm ja que han passat 

per el tamís. És a dir que només un 0,60% de la mostra del lot és més gran que 45 µm. 

Podem relacionar aquest valor amb el valor que ens dóna l’equip Malvern Mastersizer 3000. A la 

Taula 13 trobem valors de resultats obtinguts a un dels 6 anàlisis de la prova de l’apartat 4.2.3 

Precisió intermèdia. 

Taula 13. Taula de resultats de mida de partícula amb el seu corresponent percentatge de volum. Obtinguda 
a la prova “Precisió intermèdia”.  

 

A la Taula 13 observem que a una mida de 45,6 µm, hi ha un percentatge de volum de 0,09. És a dir 

que només un 0,09% de les partícules de la mostra analitzada són més grans. Per tant, un 99,91% 

de les partícules són més petites que 45 µm. 

Hem de tenir en compte que estem parlant de mida de partícula molt fina, de micròmetres. Per 

tant, podem concloure que els valors obtinguts per a aquesta mida d’uns 45 micròmetres amb 

l’equip Air-jet i amb l’equip Malvern Mastersizer 3000 són comparables i molt semblants.  

Aquests resultats tan precisos amb les dues tècniques, fins i tot calculant una mida de partícula molt 

fina, de 45 µm, ens fan veure que gairebé no hi ha errors.  
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4.4 Comparació dels resultats obtinguts amb els dos equips de difracció làser 

Tot i que el mètode desenvolupat amb l’equip Mastersizer 3000 es valida i es demostra que és apte 

per a ser emprat, es decideix fer una comparació dels paràmetres de mesura per als dos equips de 

determinació de mida de partícula per difracció làser (Mastersizer S i Mastersizer 3000). 

Taula 14. Comparació de diferents paràmetres  amb els dos equips de difracció láser 

 Mastersizer 3000 Mastersizer S 

Unitat de dispersió HYDRO SM MS1 

Índex de refracció 1,600 1,6500 

Índex d’absorció 0,002 0,1000 

Dispersant de la mostra 1% Igepal CA-630 en                          
acetat de n-butil 

Acetat de n-butil 

Dispersant Acetat de n-butil Acetat de n-butil 

Durada de la mesura de 
background i de mostra 

8 segons 4 segons 

Temps de pre-
alineament 

3 minuts 0 minuts 

Temps de pre-mesura 2 minuts 2 minutes 

Temps d’espera entre 
mesures 

20 segons 20 segons 

Límits d’obscuració 11-17% 12-19% 

Bombeig i agitació 2800 r.p.m. 2500 r.p.m. 

Sonicació Model: Sonda d’ultrasons 
Durada: 3 minuts (7 Watts) 

Bany d’ultrasons 
2 minuts 

 

A continuació es poden comparar els resultats per a un mateix lot analitzat pels dos equips de 

difracció làser.  

Taula 15. Resultats numèrics obtinguts amb l’equip  

 D(v,0.1) (µm) D(v,0.5) (µm) D(v,0.9) (µm) 

Malvern Mastersizer S 1,8 6,6 14,9 

Malvern Mastersizer 3000 3,67 8,05 17,6 

 

Hem de tenir en compte que l’equip de difracció làser ens dóna en tot moment valors referents a 

una distribució de mida de partícula calculat a partir d’un volum equivalent al diàmetre d’una esfera. 

És a dir que al moment de comparar els resultats de la Taula 15, no hi ha uns resultats bons o uns 

resultats dolents, la comparació entre els dos equips ens serveix per a veure que els resultats de 

cada percentil són similars, en cap cas l’objectiu era obtenir exactament els mateixos valors. 

L’important és que amb el nou mètode aconseguim resultats reproduïbles i precisos que compleixen 

els requeriments que demana la USP <1225>.  

El mètode té la qualitat que es desitja i es traspassa el mètode a l’equip Malvern Mastersizer 3000. 

A partir d’aquest moment es pot usar el mètode al laboratori de Control de Qualitat de l’empresa 

Medichem. 
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ANNEX 1 

Exemple d’informe que obtenim amb l’equip de difracció làser Malvern Mastersizer 3000 un cop 

hem fet un anàlisi. S’ha esborrat certa informació referent al producte per motius confidencials.  
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5. CONCLUSIONS 

The analytical method to determine the particle size distribution of the active pharmaceutical 

ingredient with the laser diffraction instrument has been developed and validated successfully 

according to the quality requirements for this type of analysis. The method from the obsolete 

instrument has been transferred to Malvern Mastersizer 3000.  

From one method to the other, we studied and changed the following parameters in order to obtain 

better results: type of dispersant, material’s optical properties (refractive index and absorption 

index), background and sample measurement time, the necessary time to stabilize the dispersant 

before doing the background measurement, sonication apparatus and duration, stirrer speed and 

obscuration limits. 

Once the method has been developed it has been validated according to the USP <1225> guidelines. 

The relative standard deviation of the different obtained results complies with the required limits. 

The total RSD of D(v.0.5) is lower than 20% and the RSD of D(0.1) and D(0.9) is lower than 30%.  

Therefore it has been demonstrated that the method can be used for routine usage in the Quality 

Control laboratory of Medichem S.A. to determine the particle size distribution of the target API.  
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