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Resum

Un dels parametres més estudiats avui en dia dins la industria farmaceutica és la distribucié de mida
de particula dels diferents principis actius farmaceéutics (APIs). Habitualment, el metode analitic
emprat per a tal proposit es basa en la utilitzacié de la técnica de difraccié laser.

Anys enrere, I'empresa Medichem S.A comptava amb l'equip de difraccié laser Malvern
Mastersizer S per tal de dur a terme aquest analisi. Per a cadascun dels APls, tenien un métode
desenvolupat i validat seguint unes normes de qualitat que permetia obtenir resultats reproduibles
i precisos. Ara I’empresa compta amb un nou equip, el Malvern Mastersizer 3000, que necessita un
desenvolupament i una nova validacié dels metodes d’analisi per a cada un dels productes. En
aquest treball ens centrarem especificament en el desenvolupament i validacié d’'un metode de
difraccié laser amb aquest nou sistema per a la determinacié de la mida de particula d’un API que
serveix per a tractar aritmies ventriculars de cor. Per motius de confidencialitat no es poden donar
detalls més especifics d’aquest producte.

Per a dur a terme el desenvolupament del métode amb el nou equip de difraccié laser, s’estudien
els diferents parametres de I'anterior métode i equip i a partir de diferents analisis, s’acaben
determinant els valors optims de mesura amb I'equip nou. En concret es determina el dispersant, la
sonicacid, els parametres optics, la durada de la mesura, 'agitacid, els limits d’obscuracio i el temps
d’estabilitzacié de la mesura. Un cop s’ha desenvolupat el nou métode, cal validar-lo. La validacié
per aquest tipus de métode analitic, segons la norma de la farmacopea d’Estats Units USP <1225>,
requereix que s’estudii la precisié de les mesures.

Es demostra que el métode desenvolupat i validat permet obtenir resultats precisos i reproduibles
i, per tant, que compleix els limits de qualitat que es demanen per aquest tipus d’analisi ja que la
desviacié estandard relativa dels resultats esta dins els limits requerits. A partir d’aguest moment
es pot usar el metode al laboratori de Control de Qualitat de Medichem S.A.
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Resumen

Uno de los parametros mas estudiados hoy en dia dentro de la industria farmacéutica es la
distribucién del tamaiio de particula de los diferentes principios activos farmacéuticos, los APIs.
Habitualmente, el método analitico usado para este propdsito se basa en la técnica de difraccion
laser.

Aios atrds, la empresa Medichem S.A. poseia el equipo de difraccién ldser Malvern Mastersizer S
para llevar a cabo este analisis. Para cada uno de los APIs, tenian un método desarrollado y validado
siguiendo unas normas de calidad que les permitia obtener resultados reproducibles y precisos.
Ahora la empresa posee un nuevo equipo de difraccidon laser, el Malvern Mastersizer 3000, que
necesita un desarrollo y una nueva validacion de los métodos de analisis para cada uno de los
productos. En este trabajo nos centraremos especificamente en el desarrollo y validaciéon de un
método de difraccidon ldser con este nuevo sistema para la determinacion del tamafio de particula
de un APl que sirve para tratar arritmias ventriculares de corazén. A causa de motivos de
confidencialidad, no se pueden dar mas detalles especificos de este producto.

Para llevar a cabo el desarrollo del método con el nuevo equipo de difraccidn laser, se estudian los
diferentes parametros del anterior método y equipo y, a partir de diferentes analisis, se acaban
determinando los valores éptimos de medida con el nuevo equipo. En concreto se determina el
dispersante, la sonicacién, los pardmetros 6pticos, la durada de la medida, la agitacion, los limites
de obscuracion y el tiempo de estabilizacion de la medida. Una vez se haya desarrollado el nuevo
método, se tendrd que validar. La validacidén para este tipo de método analitico, seglin la norma de
la farmacopea de Estados Unidos USP <1225>, se requiere que se estudie la precision de las

mesuras.

Se demuestra que el método desarrollado y validado permite obtener resultados precisos vy
reproducibles, obteniendo una desviacidn estandar relativa de los resultados dentro de los limites
requeridos. Por lo tanto, el método cumple los limites de calidad que se pedian en este tipo de
analisis. 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.
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1. INTRODUCCIO

1.1 Importancia de la mida de particula en els productes farmaceutics

En la indUstria farmaceutica és important controlar la mida de particula tant del principi actiu
farmacéutic com de I'excipient, la substancia no activa. La mida de particula, sobretot de I’API té
una relacié directe amb el posterior rendiment del producte final, que és el farmac. La mida afecta
tant la solubilitat com la capacitat d’absorcioé dins el cos huma [1].

1.2 Control de qualitat en la industria farmaceutica

En qualsevol tipus d’industria hi ha d’haver un control de qualitat per assegurar que tots els
productes tenen unes caracteristiques determinades. Encara s’ha de donar més emfasi en la
industria farmaceutica ja que depenent de la qualitat del material des del primer pas de creacié d’un
medicament, acabara afectant al producte final i, per tant, als receptors.

Les empreses farmaceutiques han de respondre a un seguit de regulacions per tal d’assegurar la
gualitat, 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 accié al laboratori. Es a dir, serveixen per
a que qualsevol analista desenvolupi una activitat concreta de la mateixa manera.

Per assegurar la qualitat en un analisi de mida de particula per difraccié laser, 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 informacid
detallada sobre com dur a terme cadascuna de les etapes de I’analisi amb aquest métode analitic

concret.

Un cop hem desenvolupat el metode analitic, I’hem de validar. En aquesta validacié s’ha de tenir en
compte I'objectiu de analisi ja que els parametres a avaluar depenen d’aquest. Per la validacio del
nostre meétode de determinacié de mida de particula per difraccié laser, hem de basar-nos en la
USP <1225> [6]. Aquesta guia qualifica el nostre metode com a categoria lll i determina que només
cal que s’estudii la precisié. Tot i aixi, en la validacié avaluarem la repetibilitat de la mesura i la

mostra i també la precisid intermedia.

1.3 Tecniques analitiques per a la determinacioé de la mida de particula

Existeixen diferents tecniques per tal de determinar la mida de particula d’'una mostra solida, la més
habitual en els laboratoris farmaceutics és la difraccid laser que ens permet obtenir una distribucio
de la mida de particula de la mostra amb resultats reproduibles (veure seccié 1.3.3 per a més
informacid). En alguns casos s’utilitzen també técniques complementaries per a contrastar la
informacid obtinguda amb la técnica de difraccid laser, aquestes sén I’Air-jet i la microscopia optica.
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1.3.1 Air-Jet

L’Air Jet és una tecnica de tamitzacié que també serveix per a determinar la mida de particula d’'una
mostra solida. Depenent de I'obertura de tamis que triem per a fer I'analisi, les particules que
passaran a través seu quan apliquem pressio de buit seran les que tinguin la mateixa mida. S’ha de
tenir en compte que no totes les particules sén esferes perfectes i depenent de la forma i orientacié
d’aquestes, poden passar amb mida superior a I'obertura del tamis, obtenint un resultat erroni. El
resultat que obtenim despres de I'analisi és el percentatge de mostra que passa a través de la mida
de tamis que utilitzem.

1.3.2 Microscopi optic

El microscopi Optic és util per obtenir la caracteritzacié del producte. Sense fer cap tractament a la
mostra, n"observem una porcié amb el seu corresponent dispersant al microscopi optic, aixi tenim
una idea de la forma i mida de les particules. Durant el desenvolupament del métode, en la prova
de sonicacio (4.1.2) aplicarem energia externa per tal de des-aglomerar les particules de la mostra.
El microscopi optic servira sobretot en aquesta prova ja que després de cada minut de sonicacio, a
I’'observar la mostra al microscopi, podrem tenir una idea sobre la mida d’alguna de les particules,
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 Difraccié laser
La tecnica de difraccid laser es basa en el seglient fonament: Quan un raig laser passa a través de
les particules presents en una mostra solida, aquestes dispersen llum en totes les direccions amb
un patré d’intensitat que depén de la mida de la particula. Habitualment els instruments usen una
combinacié de mesures amb llum vermella i blava per tal de poder arribar a mesurar la distribucié
de mida de particula que tingui entre 10 nanometres i 3,5 mil-limetres.

1.3.3.1 Teories de dispersid de la llum
Com hem dit anteriorment, el principi que fa servir la técnica de difraccié laser és la dispersid de
llum laser. Existeixen dues teories que expliquen aquest fenomen: La teoria MIE i I'aproximacié de
Fraunhofer.

A. Aproximacié de Fraunhofer

L'aproximacié de Fraunhofer va ser el primer model optic que es va usar per a mesurar la mida de
particula. L’aproximacié assumeix que la particula 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 aproximacid no té en compte les propietats optiques del material,
I'equacid que s’usa per a calcular la mida de particula és simple pero, tot i aixi, no és aconsellable
per a particules menors de 50 micrometres ja que saber les propietats optiques és essencial per tal
d’evitar errors. Per tant, aquesta aproximacid no és bona per a mesurar particules de mida fina ja
gue només prediu intensitats de llum a angles petits, és a dir, de particules més grans de 50
micrometres [5].
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B. Teoria MIE

En aquesta teoria, com també en I'aproximacid Fraunhofer, la particula és il-luminada per una ona
de longitud d’ona coneguda. La diferéncia esta en que la teoria MIE assumeix que la particula és una
esfera uniforme i homogenia, els seus index de refraccié i d’absorcié sdn coneguts com també ho
son els index de refraccié de I’entorn que envolta la particula, el dispersant. Com que sén coneguts,
ens permet analitzar qualsevol mida de particula. Per Ultim, aquesta teoria assumeix que la particula
no pateix canvis en la seva superficie. 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 diametre de I'esfera.
La teoria MIE supera I"aproximacio de Fraunhofer i ens permet obtenir informacié més rigorosa
sobre la interaccio de la llum laser amb les particules [5].

1.3.3.2 Mida de particules

A partir de la informacid que rep I'equip de difraccio laser sobre la intensitat de dispersid, calcula la
mida de particula que ha creat aquest patré d’intensitat [7]. Com hem dit anteriorment, en la teoria
MIE s’assumeix que les particules son esferes uniformes i la mida de particula es determina a partir
d’un volum equivalent al diametre d’una esfera.

Per tant, a través d’aquest equip podriem no estar obtenint la mida real si les particules de la nostra
mostra no son realment esferiques ja que és dificil descriure un element de 3 dimensions amb un
nimero. En la Figura 1, el cilindre té el mateix volum que I'esfera de 198 um de diametre, el
problema esta en que amb I'equip només obtenim el resultat de 198 um i no ens permet veure
realment si les particules del nostre producte sén allargades com la imatge A o si sén més esferiques
com la imatge B.

Com s’ha dit anteriorment, el microscopi optic és I'aparell que usem per a obtenir la caracteritzacié
del producte i estar segurs si estem davant particules com la imatge A o com la imatge B.

A B
360um
: l o | e
H i 198um
=
120um

Figura 1. Imatge A: Cilindre del mateix volum que I’esfera de la imatge B. Imatge B: Esfera de 198 um de
diogmetre [8].
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1.3.3.3 Disposiciod dels instruments de difraccio laser

Durant els anys 80 i 90, els instruments de difraccio laser per tal de determinar la mida de particula
tenien I'anomenat sistema de Fourier en qué les lents que es posaven darrera la zona de mesura i
les particules entraven en contacte amb al feix laser de forma paral-lela.

En els seglients anys es van anar fent avancos sobretot per a poder arribar a mesurar particules més
fines, i es va observar que quan la llum irradia una particula gran, I'angle de dispersio és petit. En
canvi, quan la llum irradia una particula més petita, I'angle de dispersid6 és més gran. Es van
comengar a fer servir instruments de difraccié laser amb un sistema de Fourier invers. En aquest, les
lents estan situades abans de la zona de mesura i les particules entren per darrere les lents amb un
feix convergent, permetent mesurar a un rang ampli d’angles [5].

1.3.3.4 Interpretacio dels resultats obtinguts
Habitualment els resultats pel que fa a la mida de particula mitjangant la técnica de difraccié laser
els obtenim en forma de percentils. Un percentil és un percentatge (en micrometres) per sota el
qual hi ha un determinat volum de particules. S’expressen de la seglient manera: D(v,Y) on
Y = diferents valors compresos entre 0.1 1.0.

Els resultats que ens interessen sén tant la mitjana expressada en um com el percentatge de
desviacié estandard (RSD) dels resultats seglients: D(v,0.1), D(v,0.5), D(v,0.9):

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

- D(v,0.5) o Dx (50) és la mitjana, indica que el 50% de particules esta per sota el valor
- D(v,0.9) o Dx (90) indica que el 90% de particules esta per sota el valor

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

S’ha de tenir en compte que el valor D(v,1.0) es refereix al valor numéric de mida de particula per
sota el qual hi ha totes les particules de la mostra. Aquest valor no és precis pels seglients motius,
primer de tot, com que la técnica es basa en volum, és sensible a particules grans i es necessitaria
molta quantitat de mostra per a mesurar aquest percentil de forma precisa. A més, els errors son
majors als extrems dels limits de distribucié que no pas al centre, fent que els més precisos siguin
els del centre de la distribucié (D(v,0.5)). Per tant, el percentil D(v,1.0) ens déna una idea de la mida
pero els seus resultats no sén fiables.

Un cop ha acabat I'analisi, I'equip proporciona un informe que consta d’una taula amb el valor dels
percentils i també un histograma amb la distribucié de mida de particula. La Figura 2 és un exemple
d’aquesta part de I'informe.
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Record Number Sample Name Dx (10) (wm) Dx (50) (pm) Dx (90) (um) Dx (100) (um) Dx (20) (pm) Dx (75) (um) Dx (95) (wm) Dx (99) (um)
1 Measurement_Stability_Samplel|
2 Measurement_Stability_Samplel 3,55 773 . 171 111 463 118 21,2 352
3 Measurement_Stability_Samplel 3,57 7,76 191 111 4,65 11,8 212 352
4 Measurement_Stability_Samplel 3,54 7,80 17,5 111 4,63 120 218 380
5 Measurement_Stability_Samplel 3,56 7,84 17,6 111 4,65 12,0 22,0 41,4
6 Measurement_Stability_Samplel 3,58 7,87 17,6 126 4,68 12,1 22,1 419
Mean 3,55 7,78 17,3 113 4,64 11,9 216 37.9
1xSted Dev 0,0227 0,0653 | 0,250 6,11 0,0267 0,133 0,415 3,08
1xRSD (%) 0,639 0,839 1,44 5,39 0,575 1,12 1,32 8,12
Min 3,52 7.70 17,1 111 4,60 11,8 21,2 35,2
Max 3,58 7,87 17,6 126 4,68 12,1 22,1 41,9

Particle size distribution
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Figura 2. Taula dels diferents percentils i histograma

Habitualment en la industria farmaceutica, quan es fa I'analisi d’un lot amb aquest equip, és degut
a que un client demana el producte en qiiestié a I'empresa. Un cop hem extret aquests resultats del
lot analitzat, hem de mirar si els valors compleixen pel client que ha demanat I'analisi. Cada client
té associat un document d’especificacié per a cada métode, 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 I'analisi del lot del producte concret.
Aguestes especificacions poden ser més o menys estrictes depenent del client.

En algun analisi es pot donar el cas que el resultat de D(v,0.9) que obtenim és més alt del que
hauriem d’obtenir si ens guiem per I'especificacié del client. Aquesta anomalia ens dona la sospita
gue s’han format aglomerats o bombolles durant el procés d’analisi, en aquest cas es repeteix i,
normalment, el problema desapareix ja que moltes vegades és degut a una mala preparacio de la
mostra o a una mala estabilitzacié durant I'analisi.



Desenvolupament i validacio d'un métode analitic de difraccio laser per a determinar la distribucio de mida de particula
Mireia Cama Pou

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 (CH3COOCsHs) 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 férmula (C2H40)nC14H220, de la marca Sigma-Aldrich.

Un segon additiu que s’usa (explicat a I'apartat 4.1.1) és L-a-Lecithin, Soybean de la marca Sigma-
Aldrich.

L’etanol per a netejar la unitat de dispersié abans de comengar I’analisi és Etanol Anhidre 99,9% de
la marca Carlo Erba.

3.2 Principi actiu farmaceutic (API) objecte d’estudi

El producte pel qual desenvoluparem el métode de difraccié laser per determinar-ne la mida de
particula és un principi actiu farmaceutic (API) per un medicament que s’usa per a tractar aritmies
ventriculars del cor, és a dir, per a fer que el pacient torni a un ritme cardiac normal.

Segons la classificacidé de Vaughan Williams [9] presentada al 1970 i encara vigent, hi ha 5 grups de
medicaments antiaritmics classificats depenent dels efectes que fan als canals ionics. Aquests canals
sén un tipus de proteines que permeten el pas d’uns ions determinats a través de la membrana de
la cel-lula. La seva funcié és generar potencials d’accié en cél-lules excitables. El nostre producte
d’interes pertany a un grup que es caracteritza per bloquejar el canal de Na*, és efectiu quan la
freqlieéncia cardiaca és rapida i actua disminuint la durada del potencial d’accié. Per motius de
confidencialitat no es poden donar detalls més especifics d’aquest producte.

3.3 Mostreig de I’API

El pas clau per a comengar un bon analisi per tal de determinar la mida de particula és agafar una
porcié de mostra representativa i homogenia del producte. Si no es fa bé, sera una font d’error
important que s’anira transportant en tot I’analisi, obtenint resultats que es desvien dels correctes.
Agafar una porcié de mostra amb aquestes caracteristiques comenca al departament de produccio.
Del reactor obtenim el producte desitjat que es diposita en bidons d’un volum determinat depenent
de les tones que s’han produit. Al moment d’agafar mostra per portar-la al laboratori es compta
amb I'ajuda del que anomenem “llanca”, aquesta es clava dins un bidd i aconseguim una porcié de
mostra de baix de tot, una porcié 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 bidé que conté el producte
d’interes i es porten tots els recipients al laboratori. Un cop alla, un analista s’encarrega d’ajuntar
les porcions, obtenint el lot del producte del qual s’agafara mostra pels diferents analisis.

En qualsevol part del procés de fabricacié la mostra pot patir el fenomen de segregacid per mida, si
no es vigila, s’acabaran obtenint variacions en la distribucié de mida de particula després de I'analisi
ja que s’ha partit d’un lot no homogeni. Quan aquest fenomen succeeix al lot que esta al laboratori
i I'analista agafa una porcido de mostra directament de la part superior de I'envas que la conté,
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possiblement esta agafant les particules més grans i, en canvi, les particules més lleugeres estan al
fons del recipient.

Per tant, per a no agafar mostra que hagi patit aquest tipus de segregacio, abans d’agafar-la s’"ha de
homogeneitzar. Si I'envas esta molt ple i aquesta tasca resulta dificil, cal buidar tot el contingut en
un vas de precipitats i a partir d’aqui homogeneitzar i agafar el volum necessari per a I'analisi.

3.4 Preparacié de la mostra i analisi

En primer lloc cal preparar una dispersié de la mostra solida. Per aix0 es realitzen unes proves al
laboratori on s’utilitzen diferents dispersants (per més detalls veure la seccié 4.1.1). Finalment, la
millor opcid és la dispersiod, en un vial, de 50 mg de mostra en 20 mL d’una solucié d’lgepal CA-630
en acetat de n-butil. Aquesta solucid 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 homogeneitzacié.

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’agitacié a 2800 r.p.m. Seguidament alinear el laser i fer
la mesura de fons o “background” (hi ha un temps de pre-alineament ja entrat en el métode de 3
minuts). Addicionar la mostra del vial usant una pipeta Pasteur dins la unitat fins que la obscuracid
arribi al nivell desitjat (11-14%). Tot seguit, soniquem la dispersié dins la unitat de mesura durant 3
minuts amb la sonda d’ultrasons a 7 watts. Mesurar la dispersié tant aviat com sigui possible, un
cop la obscuracié s’hagi estabilitzat (hi ha un temps de pre-mesura ja entrat en el métode de 2
minuts). Un cop acabat I'analisi, la unitat es renta tres vegades amb etanol.

3.5 Instrumentacio Mastersizer 3000

L’equip consta de tres parts fonamentals: La unitat de dispersid, la part optica i el software. L'equip
pot incorporar la unitat de dispersié seca (Aereo) o la humida (Hydro) per tal de controlar la
dispersié de la mostra. El nostre producte s’analitza en la unitat de dispersié humida amb entrada
manual, més concretament la HydroSM. Aquesta unitat té un volum maxim 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 aguesta unitat es col-loca la sonda d’ultrasons Vibra-Cell que aportara energia per tal de des-
aglomerar les particules. La part optica de I'instrument compta amb |'area de mesura, el raig laser
qgue il-lumina les particules i els detectors. Per ultim, el software incorporat a I'equip, permet un
control de I'analisi en tot moment.

Anteriorment s’ha introduit el sistema de Fourier invers, I’equip de difraccio laser té aquest sistema
enlloc del sistema Fourier, aquest sistema permet mesurar la llum dispersada a diferents angles aixi
gue detecta un ampli rang de mida de particula [10].

Tot i que la forma de les particules de la nostra mostra sigui diferent a la forma que exposa la teoria
MIE, I'’equip funciona a partir d’aquesta ja que ens permet obtenir informacié més rigorosa que
usant I'aproximacié de Fraunhofer sobre la interaccié de la llum laser amb les particules. Sobretot
de particules més petites que 50 um.
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En la Taula 1 es mostren especificament els parametres instrumentals emprats.

Taula 1. Parametres experimentals utilitzats en I’'equip Mastersizer 3000
Unitat de mesura HYDRO SM
Material index de refraccié: 1,600
index d’absorcié: 0,002
Densitat: 1,00 g/cm?3

Tipus de particula No esferica
Dispersant de la mostra 1% Igepal CA-630 en acetat de n-butil
Dispersant Acetat de n-butil
index de refraccié: 1,399
Durada de la mesura de background Llum vermellai blava 8 segons
Durada de la mesura de la mostra Llum vermellai blava: 8 segons
Temps de pre-alineacio 3 minuts
Temps de pre-mesura 2 minuts
Nombre de mesures 6 mesures
Temps entre mesures 20 segons
Limits d’obscuracié 11-17%
Velocitat d’agitacid 2800 r.p.m.
Aparell de sonicacid Model: Sonda d’ultrasons

Durada de sonicacié: 3 min (7 watts)

3.6 Etica i sostenibilitat

Com hem dit anteriorment a I'apartat d’instrumentacié (3.5), cada vegada que s’omple la unitat de
dispersié es fa amb un volum aproximat de 100 ml. En un analisi amb I’equip, la unitat de dispersié
humida HydroSM es renta 3 vegades amb etanol (3x100ml), després 3 vegades amb el dispersant
acetat de n-butil (3x100ml) i els seglients 100 ml de dispersant que s’addicionen sén els que usem
per a l'analisi. Després s’addiciona el volum necessari del vial de 20 ml preparat a 3.4. Un cop I’analisi
acaba es renta la unitat una vegada amb etanol (100ml).

Fent un resum total dels reactius usats amb un analisi obtenim que sén uns 820 ml. A primera vista,
tenint en compte la quantitat d’analisis que s’han fet per tal de desenvolupar el metode, pot semblar
qgue el volum de reactius s’eleva molt, és cert. Tot i aquest volum, que és inevitable per un bon
desenvolupament, I'avantatge del metode és que la totalitat dels dissolvents utilitzats, tan I’etanol
usat per a rentar com el dispersant, sén residus del tipus dissolvents organics no halogenats i es
tracten igual. Es a dir, que per una banda no és necessari anar canviant de bidé de residus durant el
desenvolupament del métode i, per altre banda, com que I'empresa compta amb un gran volum
d’aquest tipus de residus, té un pla per a tractar-los de manera que impactin minimament al medi
ambient.
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4. RESULTATS | DISCUSSIO

4.1 Desenvolupament del metode

El desenvolupament d’un métode per a determinar la mida de particula amb I'equip de difraccié
laser Malvern Mastersizer 3000 consta d’un seguit d’analisis per tal d’aconseguir les condicions
optimes que ens permetin obtenir resultats precisos i reproduibles d’'una porcié de mostra
representativa i homogeénia del lot del producte d’interes.

En cadascun dels analisis d’'una mostra, per defecte, I'equip fa 6 lectures (mesures) amb un interval
entre elles de 20 segons. Els resultats que es comparen i s’analitzen sén tant la mitjana com la
desviacié estandard dels valors d’aquestes 6 lectures.

En cadascuna de les proves de desenvolupament del meétode que s’explicaran a continuacio, es
parteix dels parametres optims de I’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 optim que s’aplica en la seglient
prova de desenvolupament.

La Taula 2 conté els resultats obtinguts d’un analisi del mateix lot de producte que usarem per a
desenvolupar el nostre métode analitic. Aquests resultats es van obtenir emprant el métode i
I'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 I'analisi.

Taula 2. Resultats obtinguts amb I'equip Malvern Mastersizer S

Mastersizer S

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

gue hauriem d’obtenir amb I'equip nou Malvern Mastersizer 3000 no han de ser idéntics pero si

similars.

4.1.1 Eleccid del dispersant

El primer pas per a desenvolupar un metode analitic amb I'equip de difraccid laser és I'eleccio del
liquid en el qual es dispersa la mostra representativa i homogenia del lot, el dispersant. Aquest ha
de complir les segiients condicions: No ha de dissoldre el producte, ha de mantenir-lo en suspensié
i s’ha de coneixer el seu index de refraccié. A vegades és necessari afegir un additiu perquée
interaccioni amb la superficie de les particules i ajudi tan a estabilitzar la dispersié com a fer que les
particules no s’aglomerin.

En I'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 métode amb I'equip de difraccié laser
Mastersizer 3000 es van fer 6 analisis per provar si usant el mateix reactiu dispersant s’obtenien
resultats reproduibles.
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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

Mitjana (um) 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 particula de la Taula 3 amb la Taula 2, a
primera vista pot semblar que els valors obtinguts son erronis pel fet de ser bastant diferents. Pero
s’ha de tenir en compte que estem mesurant mida de particula molt fina i, en el nou métode
interessara més obtenir un menor percentatge de desviacié estandard entre les diferents mesures
gue no obtenir una mida de particula més semblant a I'equip anterior.

Com veiem a la Taula 3, la desviacié estandard obtinguda sobretot al valor de D(v,1.0) és molt alta,
és a dir que les mesures no ens proporcionen resultats reproduibles. Sospitem que la porcié de
mostra que passa pel detector quan es fa la mesura conté particules aglomerades. Una altre
explicacio seria que es formin bombolles i aquestes es detectin com a particules.

En els posteriors analisis es prova d’afegir algun additiu per tal de preparar el dispersant de la mostra
i es mira si els resultats s6n més reproduibles.

Primerament es prova I'additiu L-a-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.

Despres 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 aixi que es fan 6 analisis amb I'equip. Ens fixem en si el percentatge d’obscuracié
disminueix molt entre un analisi i el seglient, cosa que indicaria que el dispersant de la mostra
preparat esta dissolent la mostra. Els resultats que s’obtenen indiquen que la obscuracié es manté
estable i també que la desviacié estandard no supera el 10%.

Es determina que amb I'equip Mastersizer 3000 es segueix usant acetat de n-butil com a dispersant
pero el dispersant de la mostra és una solucid 1% d’Igepal CA-630 en acetat de n-butil. Amb aquesta
modificacid s’obtenen resultats bons i el percentatge d’analisis que no sén valids per sospita
d’aglomerats o bombolles és quasi inexistent.

Condicions antigues: - Dispersant: acetat de n-butil
- Dispersant de la mostra: acetat de n-butil

Metode desenvolupat: - Dispersant: acetat de n-butil
- Dispersant de la mostra: 1% d’Igepal CA-630 en acetat de n-butil

11
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4.1.2 Sonicacio

La prova de sonicacid és la seglient 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 particula primaria. S’ha de tenir en compte que un excés de sonicacid podria trencar aquestes
particules. Per aquest motiu es fan proves tant amb I'equip de difraccié laser com també usant el
microscopi optic per estudiar la morfologia dels cristalls abans i després de la sonicacié.

Es disposa de dos aparells de sonicacié: el bany d’ultrasons i la sonda d’ultrasons. El bany
proporciona uns 50 Watts de potéencia mentre que I'aparell de sonicacié manual que s’introdueix
dins la unitat de dispersid, permet triar els Watts de poténcia que es volen aplicar.

4.1.2.1 Resultats amb I'aparell de difraccié laser
El primer analisi del lot es fa sense aplicar sonicacio 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
analisi. Es van fent un seguit d’analisis 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 pero en aquest
cas es fa usant la sonda d’ultrasons dins la unitat a 7 Watts. La Taula 4 recull aguests resultats.

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

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 Optim de sonicacid 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 poténcia (minuts) respecte mida de particula (en um) per a cadascun
dels 4 valors de resultats segiients: D(v,0.1), D(v,0.5), D(v,0.9 i D(v,1.0). A la dreta ampliacid 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 sonicacid, el valor de
D(v,1.0) es desvia molt de la linealitat. Per tant, tenim la sospita que les particules formen
aglomerats o es creen bombolles si no s’aplica cap mena de forca externa. Per altre banda,
descartem més de 4 minuts ja que els resultats obtinguts sén forca lineals des del minut 1 i no és
necessari aplicar molt més temps per no fer un métode massa llarg sense obtenir més bons
resultats. Per tant, acabem determinant que 3 minuts sén els optims.

Es fan més analisis, amb els mateixos intervals de temps perd amb diferent poténcia de sonicacid,
es proven 5 i 10 Watts. Els resultats obtinguts no varien, una variacio tan lleugera de poténcia no
afecta a la mostra. Per tant, es decideix continuar emprant 7 Watts.

Condicions antigues: - Sonicacid: 2 minuts al bany d’ultrasons
Métode desenvolupat: - Sonicacid: 3 minuts amb la sonda d’ultrasons a 7 Watts de
poténcia

4.1.2.2 Resultats amb el microscopi optic
Com s’ha dit anteriorment, per tal de comprovar que la sonicacié que estem aplicant només des-
aglomera les particules i no les esta trencant, usem el microscopi optic. Es prepara una porcio de
mostra del lot amb el dispersant de la mostra triat i s’observa al microscopi sense aplicar sonicacio.
També s’obtenen imatges aplicant 3 minuts de sonicacié a 7 Watts amb la sonda d’ultrasons i
aplicant 3 minuts de sonicaci6 al bany d’ultrasons.
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Figura 4: Imatges de la mostra obtingudes amb el microscopi optic. A: Sense aplicar sonicacid. B: Aplicant 3 minuts de
sonicacio a 7 watts amb la sonda d’ultrasons. C: Aplicant 3 minuts de sonicacié al bany d’ultrasons

A la Figura 4A veiem que la major part de particules formen aglomerats tot i que n’hi ha alguna de
dispersa en el dissolvent. Aquestes particules disperses tenen una mida de 17 i 24 micrometres.
Aquests valors ens serveixen de referéncia per a saber la mida de particula primaria.

A la Figura 4B no es veuen particules aglomerades sind 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
particules, no és un valor representatiu de tot el lot ja que estem veient només unes 5 particules,
perod ens ajuda a tenir una idea del rang.

A la Figura 4C es veuen particules des-aglomerades i de mida molt petita. Podem sospitar que
aquestes s’han trencat, perdent la seva estructura primaria degut a la sonicacié. Descartem el bany
d’ultrasons per al nostre métode 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 sén les condicions optimes pel nostre producte, fent
que les particules de la mostra es des-aglomerin pero que no es trenquin.

4.1.3 Propietats optiques (indexs de refraccio i absorcid)

Un cop hem determinat el dispersant optim (4.1.1) i hem triat la sonicacio correcte (4.1.2), variarem
les propietats optiques, és a dir, els index de refraccid i d’absorcié del material. Els parametres que
mirem per triar els indexs optims sdn 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 grafica de distribucié de mida de particula que obtenim ha de ser Gaussiana. Amb el
compliment d’aquests dos requisits, assegurem que el dispersant optim que s’ha seleccionat és apte
per I'analisi.

Amb I'equip Mastersizer S I'index de refraccio era 1,65 i el d’absorcio 0,1. A continuacié es comparen
diferents resultats amb aquestes propietats i també es determinen les noves propietats optiques
gue ens permeten obtenir millors resultats.
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Figura 5. Distribucié de mida de particula. A: Quan I'index de refraccio és 1,65 i I'index d’absorcio 0,1 i
B: Quan l'index de refraccio és 1,6 i I'index d’absorcid 0,002

Taula 5. Resultats de cada equip amb els corresponents indexs de refraccid i d’absorcio

T e e e

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 distribucié de la mida de particula mostrada en la Figura 5B es pot observar una
distribucié normal i que no hi ha cap valor que surti de la Gaussiana com passava amb les particules
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 I'equip Mastersizer S és lleugerament
més petit que el de I'altre equip, quan comparem els dos valors residuals per cada equip en concret,
sén més bons els del Mastersizer 3000.

Per tant, s’"ha comprovat que variant les propietats optiques del material, la Gaussiana de la grafica
de distribucié de mida de particula millora i els valors residuals son més semblants entre ells.

Concloem que les propietats optiques Optimes sén: index de refraccid: 1,6 i index d’absorcié: 0,002.

Condicions antigues: - Propietats optiques: Index refraccié: 1,65
index d’absorcié: 0,1

Métode desenvolupat: - Propietats optiques: index refraccié: 1,6
index d’absorcié: 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

Valor D(v,0.5) (um) 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 son molt bons en tots els diferents valors de temps estudiats, no
superen I'1% en cap cas. El que ens fa decidir és el fabricant, que aconsella doblar el temps de
mesura respecte I'’equip anterior. Es determina que 8 segons de durada de la mesura sén els optims.

Condicions antigues: - Durada de la mesura: 4 segons

Metode desenvolupat: - Durada de la mesura: 8 segons

4.1.5 Agitacié
Aguesta prova consisteix en triar la velocitat d’agitacidé optima que permeti estabilitzar la dispersio
dins la cel-la. Si la velocitat d’agitaci6 és baixa, pot haver-hi problemes de recirculacié i si la velocitat
és massa alta pot fer que les particules 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’agitacio

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’agitacio (r.p.m.) respecte mida de particula (um) per a cadascun dels 3 valors de resultats
seglients: 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 I'analisi. A més, el fabricant recomana que els metodes que es desenvolupen
tinguin una velocitat d’agitacié d’entre 2500 i 3000 r.p.m. Acabem escollint 2800 r.p.m.

Condicions antigues: - Agitacié: 2500 r.p.m

Métode desenvolupat: - Agitacié: 2800 r.p.m

4.1.6 Obscuracio
Quan fem analisi per difraccid laser, la obscuracié és el parametre que ens permet veure la
concentracié de la mostra, és una mesura de la quantitat de llum laser que es perd, ja sigui per
absorcio o per dispersio, a través de la mostra. El percentatge augmenta a I'afegir més mostra a la
unitat de dispersio de I'equip.
Al triar el rang optim s’ha de tenir en compte que el percentatge d’obscuracié augmenta al sonicar
ja que en aplicar una forca externa els aglomerats es trenquen en multiples particules primaries.

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

[ otenta | [sbosn e

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’obscuracio respecte el valor de D(v,0.5) en um

A la Taula 8 observem que el percentatge de desviacié estandard més elevat I'obtenim als extrems
del rang analitzat. Els resultats de la Figura 7 es mantenen lineals a tot el rang. Per tant, els valors
optims serien des de 11% a 17%.

Fent diferents analisis, es determina que quan la obscuracié és més alta del 18%, hi ha una péerdua
de la linealitat. Probablement quan la obscuracié supera aquest percentatge, en un gran nombre
d’analisis les particules es tornen a aglomerar i és aquest valor de mida de particula el que I'equip
determina que és d’una sola particula i no d’'un conjunt. Es determina que com més alt és el
percentatge d’obscuracio, més mostra hi ha i es formen aglomerats amb més facilitat, observant-se
en una pérdua de la linealitat.

A la Taula 8 no es veu aquesta pérdua de linealitat ja que vam comprovar que no a tots els analisis
passava. Finalment es va observar que quan s’addiciona la mostra dins la unitat de dispersio, el nivell
d’obscuracio ha d’estar entre 11-14% tot i que el limit d’obscuracio final pot prendre valors entre
11-17% ja que es compta aquest augment del percentatge amb la sonicacié.

Condicions antigues: - Limit d’obscuracio: 12-19%

Métode desenvolupat: - Limit d’obscuracié: 11-17%

4.1.7 Estabilitat
En aquesta prova es determinara el temps d’estabilitzaciéo 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 dispersid i que s’alinea I'’equip (temps de pre-alineament). El primer temps es determinara fent
analisis amb l'equip mentre que per establir el segon temps s’observaran altres metodes
desenvolupats amb el mateix equip.
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4.1.7.1 Determinacio del temps de pre-mesura
En aquesta prova com en totes les altres, s’analitzen 6 mostres del mateix lot. Perd, en aquesta
prova en particular, enlloc de fer 6 analisis 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 dispersid i aixi successivament.

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

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
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Figura 8. Temps d’estabilitzacio respecte mida de particula per a cadascun dels 3 resultats segiients: 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
metodes desenvolupats per altres APIs es deixa un minim de 2 minuts d’estabilitzacié un cop s’ha
sonicat la mostra i es fa la mesura, es decideix seleccionar aquest temps també pel nostre métode.
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4.1.7.2 Determinacio del temps de pre-alineament

Pel que fa al temps de pre-alineament no comptem amb valors de I'equip antic ja que aquest
parametre no es contemplava. Es comparen els temps de pre-alineament d’altres metodes ja
desenvolupats i validats amb I’equip nou per a altres productes. En la major part dels métodes en
aquest mateix equip de difraccid laser, es deixa entre 2 i 3 minuts. A més, a partir de diferents
analisis durant la validacid, si s’addicionava el dispersant a la unitat de dispersié i seguidament
s’alinea, obteniem errors en la mesura. Per tant, es determina que el temps perquée el dispersant
s’estabilitzi és de 3 minuts.

Condicions antigues: * Temps de pre-mesura: 2 minuts
- Temps de pre-alineament: 0 minuts

Métode desenvolupat: - Temps de pre-mesura: 2 minuts
- Temps de pre-alineament: 3 minuts

4.2 Validacié del metode

Un cop s’ha desenvolupat el métode analitic amb I'equip i s’han triat les condicions optimes
d’analisi, s’ha de validar el metode per tal de poder-lo usar en analisis de control de qualitat al
laboratori. En aquesta validacié s’han d’avaluar diferents parametres per tal de veure les limitacions
del metode i per si aguest compleix els requeriments que demana la USP <1225> [6]. Aquesta guia
qualifica el nostre metode de determinacid de mida de particula per difraccié laser com a categoria
Il i determina que només cal que s’estudii la precisid. Aquesta I'avaluarem estudiant la repetibilitat
i la precisié intermedia, concretament farem 3 proves [11].

- Repetibilitat de la mesura
- Repetibilitat de la mostra
- Precisio6 intermedia

Per tal de poder donar la validacié 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 limits.

Aquests limits sén els seglients: 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, I'equip per defecte fa 6 lectures de cada mostra amb un interval entre
cadascuna de 20 segons. El percentatge de desviacid estandard 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 métode que s’ha
desenvolupat i que, per tant, es vol validar. Se’n fa un analisi 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 sén 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).

20



Desenvolupament i validacié d'un métode analitic de difraccio laser per a determinar la distribucié de mida de particula
Mireia Cama Pou

Taula 10. Resultats en micrometres 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 desviacio estandard i la conformitat d’aquest per la validacio

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 (um) 3,75 8,15 17,7
RSD (%) 1,37 0,876 0,255

Conformitat RSD COMPLEIX COMPLEIX COMPLEIX

(<30%) (<20%) (<30%)

Observem que el percentatge de desviacid estandard en els 3 percentils és molt baix tenint en
compte el rang que es podria arribar a obtenir i seguir donant per bona la validacié. 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 métode que volem
validar. Per cada mostra es fa un analisi, 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 micrometres de D(v,0.1), D(v,0.5) i D(v,0.9) per a cadascun dels 6 analisis juntament
amb la seva mitjana, el percentatge de desviacio estandard i la conformitat d’aquest per la validacio

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 (um) 3,72 8,14 17,7
RSD (%) 1,75 1,77 2,58

Conformitat RSD COMPLEIX COMPLEIX COMPLEIX
(<30%) (<20%) (<30%)
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En aquesta prova també obtenim un %RSD molt bo per a cada percentil estudiat. Es cert que aquests
percentatges sén 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 aliquotes de mostra diferents. Per
tant, hi ha més variabilitat perd s’obtenen resultats que fan veure que el métode aporta bona
repetibilitat tan de les mesures com de la mostra.

4.2.3 Precisi6 intermedia
Per avaluar la precisid intermédia es necessita un segon analista. La seva funcié és analitzar 6
mostres del mateix lot que es preparen seguint el métode. Es exactament la mateixa prova que
I’anterior pero ara els analisis els realitza una altra persona. A continuacié es mostra la Taula 12 que
recull la mitjana dels valors dels 6 analisis fets pel primer analista (i que també recull la Taula 11), la
mitjana dels 6 analisis fets pel segon analista i també la mitjana total amb el percentatge de
desviacié estandard.

Taula 12. Recull dels resultats en micrometres de D(v,0.1), D(v,0.5) i D(v,0.9) dels andalisis fets pel primer i
segon analista juntament amb la seva mitjana, el percentatge de desviacio estandard i la conformitat
d’aquest per la validacio

Mitjana (um) 3,72 8,14 17,7
RSD (%) 1,75 1,77 2,58
© Segonanalista  D(v0.)(um)  D(O5)(m)  D(,0.9) (km)

Mitjana (um) 3,68 8,12 17,9

RSD (%) 2,20 2,34 2,53
Mitjana Total (um) 3,70 8,13 17,8
RSD Total (%) 2,07 2,06 2,66

Conformitat RSD COMPLEIX COMPLEIX COMPLEIX
(<30%) (<20%) (<30%)

A partir de la combinacié dels valors obtinguts pel primer analista i pel segon, observem que el %RSD
segueix dins els limits establerts, donant bona precisié al métode.

Un cop s’han dut a terme les 3 proves de validacid del métode, es comprova que cap valor de
percentatge de desviacio estandard de les Taules 10, 11 i 12 supera els limits esmentats. Per tant,
el metode per tal de determinar la mida de particula per difraccié laser del producte d’interes s’ha
validat correctament i els resultats indiquen que el métode és precis i dona resultats reproduibles.
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4.3 Comparacié amb els resultats obtinguts amb el metode d’Air-jet

Una prova complementaria és I'Air-Jet. Per a fer un analisi amb aquesta técnica agafem una porcid
de mostra procedent del mateix lot de producte. En el desenvolupament del metode hem vist en
quin rang de mida es mouen les particules del nostre producte. Per tant, de totes les mides de tamis
que disposem, agafem el de 45 um per a veure quin percentatge de mostra passa a través seu.

El calcul del percentatge de mostra que passa a través del tamis de 45 um és el seglient:

Pes brut inicial (g)—Pes brut final (g) _ 521,25-511,31
Pes brut inicial (g)—tara inicial (g) © 511,23-10,02

% mostra = =99,40 %

Es a dir, un 99,40% de les particules de la mostra sén de menor mida que 45 um ja que han passat
per el tamis. Es a dir que només un 0,60% de la mostra del lot és més gran que 45 pm.

Podem relacionar aquest valor amb el valor que ens déna I'equip Malvern Mastersizer 3000. A la
Taula 13 trobem valors de resultats obtinguts a un dels 6 analisis de la prova de I'apartat 4.2.3
Precisid intermedia.

Taula 13. Taula de resultats de mida de particula amb el seu corresponent percentatge de volum. Obtinguda
a la prova “Precisid intermédia”.

Results table

Size (pm) % Volume In Size (pm) % Volume In Size (pm) % Volume In Size (um) % VolumelIn |  Size (um) % Volume In Size (um) % Volume In
0,0100 0,00 0,0679 0,00 0,460 0,00 312 331 21,2 179 144 0,00
0,0114 0,00 0,0771 0,00 0,523 0,00 3,55 4,26 24,1 116 163 0,00
0,0129 0,00 0,0876 0,00 0,594 0,00 4,03 533 274 0,69 186 0,00
0,0147 0,00 0,0995 0,00 0,675 0,00 4,58 6,38 311 0,37 211 0,00
0,0167 0,00 0,113 0,00 0,767 0,00 521 7,26 35,3 018 240 0,00
0,0189 0,00 0,128 0,00 0,872 0,00 592 7,86 40,1 0,11 272 0,00
0,0215 0,00 0,146 0,00 0,991 0,00 6,72 8,15 456 0,09 I 310 0,00
0,0244 0,00 0,166 0,00 113 0,00 7.64 812 51,8 0,10 352 0,00
0,0278 0,00 0,188 0,00 1,28 0,00 868 7,79 58,9 0,12 400 0,00
0,0315 0,00 0,214 0,00 145 0,10 9,86 719 66,9 0,13 454 0,00
0,0358 0,00 0,243 0,00 1,65 0,37 11,2 6,40 76,0 0,12 516 0,00
0,0407 0,00 0276 0,00 188 0,78 127 546 86,4 0,10 586 0,00
0,0463 0,00 0314 0,00 213 129 145 4,47 98,1 0,07 666 0,00
0,0526 0,00 0,357 0,00 242 186 16,4 3,48 111 0,00 756 0,00
0,0597 0,00 0,405 0,00 2,75 2,52 18,7 2,57 127 0,00 859 0,00

Ala Taula 13 observem que a una mida de 45,6 um, hi ha un percentatge de volum de 0,09. Es a dir
gue només un 0,09% de les particules de la mostra analitzada sén més grans. Per tant, un 99,91%
de les particules son més petites que 45 pum.

Hem de tenir en compte que estem parlant de mida de particula molt fina, de micrometres. Per
tant, podem concloure que els valors obtinguts per a aquesta mida d’uns 45 micrometres amb
I'equip Air-jet i amb I'equip Malvern Mastersizer 3000 sén comparables i molt semblants.

Aguests resultats tan precisos amb les dues técniques, fins i tot calculant una mida de particula molt
fina, de 45 um, ens fan veure que gairebé no hi ha errors.
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4.4 Comparacio dels resultats obtinguts amb els dos equips de difraccio laser

Tot i que el metode desenvolupat amb I'equip Mastersizer 3000 es valida i es demostra que és apte
per a ser emprat, es decideix fer una comparacié dels parametres de mesura per als dos equips de
determinacié de mida de particula per difraccié laser (Mastersizer S i Mastersizer 3000).

Taula 14. Comparacio de diferents parametres amb els dos equips de difraccid Idser

Unitat de dispersié HYDRO SM MS1
index de refraccié 1,600 1,6500
index d’absorcié 0,002 0,1000
Dispersant de la mostra 1% lgepal 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 8 segons 4 segons
background i de mostra
Temps de pre- 3 minuts 0 minuts
alineament
Temps de pre-mesura 2 minuts 2 minutes
Temps d’espera entre 20 segons 20 segons
mesures
Limits d’obscuracio 11-17% 12-19%
Bombeig i agitacio 2800 r.p.m. 2500 r.p.m.
Sonicacié Model: Sonda d’ultrasons Bany d’ultrasons
Durada: 3 minuts (7 Watts) 2 minuts

A continuacié es poden comparar els resultats per a un mateix lot analitzat pels dos equips de
difraccid laser.

Taula 15. Resultats numeérics obtinguts amb I’equip
Malvern Mastersizer S 1,8 6,6 14,9
Malvern Mastersizer 3000 3,67 8,05 17,6

Hem de tenir en compte que I'equip de difraccid laser ens ddna en tot moment valors referents a
una distribucié de mida de particula calculat a partir d’'un volum equivalent al diametre d’una esfera.

Es a dir que al moment de comparar els resultats de la Taula 15, no hi ha uns resultats bons o uns
resultats dolents, la comparacié entre els dos equips ens serveix per a veure que els resultats de
cada percentil sén similars, en cap cas I'objectiu era obtenir exactament els mateixos valors.
L'important és que amb el nou métode aconseguim resultats reproduibles i precisos que compleixen
els requeriments que demana la USP <1225>,

El metode té la qualitat que es desitja i es traspassa el metode a I'equip Malvern Mastersizer 3000.
A partir d’aquest moment es pot usar el metode al laboratori de Control de Qualitat de I'empresa
Medichem.
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ANNEX 1

Exemple d’informe que obtenim amb I'equip de difraccié laser Malvern Mastersizer 3000 un cop
hem fet un analisi. S’ha esborrat certa informacio referent al producte per motius confidencials.

Validation Report Mastersizer 3000 (Q.32/2) @ medichem

Measurement details Measurement details

Operator Name 2264 Analysis Date Time 12/03/2019 15:48:03
Sample Name Measurement Date Time 12/03/2019 15:48:.03
SOP File Name ManualAccessory.cfg Dispersant Notes D/19
Result Source Edited Dispersant and date D/19 Date: 11.03.19
Record Number 1 ‘ Sample Dispersant and date D/19 Date: 11.03.19
Comments 50 mg
Accessory Name Manual Accessory Sonication 3 min (7W)

System details System details

Particle Name

Particle Refractive Index 1,600 Scattering Model Mie
Particle Absorption Index 0,002 Weighted Residual 0,48 %
Dispersant Name n-Butyl Acetate Residual 0,54 %

Dispersant Refractive Index 1,399

Record Number Sample Name Dx (10) (um) Dx (50) (um) Dx (90) (km) Dx (L00) (um) Dx (20) (gm) Dx (75) (um) Dx (95) (um) Dx (99) (um)

352 7,70 17,1 111 4,60 118 213 357

3,55 .73 17,1 111 4,63 118 212 352

3,57 7.76 171 111 4,65 11,8 212 352

3,54 7,80 175 111 4,63 120 218 380

3,56 7.84 176 111 4,65 12,0 220 414

| 3,58 7,87 17.6 126 4,68 121 221 419

Mean - 3,55 7.78 17.3 113 4,64 119 216 379
1x5td Dev 0,0227 0,0653 0,250 6,11 0,0267 0,133 0,415 3,08
1XRSD (%) 0,639 0,838 1,44 5,39 0,575 1,12 1,92 8,12
3,52 7,70 17,1 111 4,60 11,8 212 35,2

3,58 7,87 17,6 126 4,68 12,1 22,1 41,9

Particle size distribution
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g & 4
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Q 4
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g 4
2
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0.01 0.1 10 10.0 100.0 1,000.0 10,000.0
- Size Classes (um) L
[1] Measurement_Stability_Samplel-12/03/201% . [2] Measurement_Stability_Sample1-12/03/2019 — (3] Measurement_Stability_Sample1-12/03/2019
15:48:03 . 1549:13 15:50:24
. [4] Measurement_Stability_Sample1-12/03/2019  ____ [S] Measurement_Stability_Sample1-12/03/2013 ___ (6] Measurement_Stability_Sample1-12/03/2019
15:51:35 15:52:45 15:53:56

( Size (pn

0,0100 0,00 0679 0,00 0,460 0,00 312 3,31 21,2 1,79 0,00 0,00
00114 0,00 0,077 0,00 0,523 0,00 3,55 4,26 241 116 0,00 1110 0,00
0,0129 0,00 0,0876 0,00 0,594 0,00 403 533 274 0,69 0,00 1260 000
0,0147 0,00 0,0885 0,00 0,675 0,00 4,58 6,38 311 0,37 0,00 1430 0,00
0,0167 0,00 0,113 0,00 0,767 0,00 521 726 353 0,19 0,00 1630 0,00
0,0189 0,00 0,128 0,00 0,872 0,00 592 786 40,1 0,11 0,00 1850 0,00
0,0215 0,00 0,146 0,00 0,991 0,00 6,72 815 456 0,09 0,00 2100 0,00
0,0244 0,00 0,166 0,00 113 0,00 764 812 518 0,10 0,00 2390 0,00
00278 0,00 0,188 0,00 1,28 0,00 868 779 589 012 0,00 2710 0,00
0,0315 0,00 0,214 0,00 145 010 9,86 713 66,9 0,13 0,00 3080 0,00
0,0358 0,00 0,243 0,00 165 037 11,2 6,40 76,0 0,12 0,00 3500
0,0407 0,00 0,276 0,00 188 078 127 546 864 010 0,00
0,0463 0,00 0,314 0,00 213 129 145 447 981 007 0,00
0,0526 0,00 0,357 0,00 242 186 164 348 111 0,00 0,00
0,0597 0.00 0,405 0,00 275 252 187 257 127 0,00 0.00
7N

Malvern
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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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